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Y: valor D (min);

Xp: valor predito;

Xo: valor observado;

F: tempo de processo;

D1o2c: valor D a 102C;

y: reducdes decimais.

Capitulo 5:

Brix: concentracao de sélidos soluveis (Yom/m);

IU: Unidades internacionais;

P(x): probabilidade de crescimento/ndo-crescimento;
T: temperatura (C);

g(x): transformacao logit de P(x);

UFC/ml: unidades formadoras de col6nia por ml.

Ni: concentracao de nisina (IU/ml).

Capitulo 6:

Y: Log(Nf)/Log(No);

T: temperatura (C);

Ni: concentracao de nisina (IU/ml);

F: funcéo objetivo;

XiX



SSE: somat6rio dos erros quadrados;
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Resumo Geral
A presente pesquisa desenvolveu modelos preditivos de crescimento e/ou
inativacdo de Alicyclobacillus acidoterrestris em sucos de laranja e maga. Foram
estudados os efeitos do pH, temperatura de incubagdo (T), concentracdo de
sélidos soluveis (Brix) e de nisina no crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152
em sucos concentrados de laranja e macga e, o efeito da concentracdo de nisina e
da temperatura de pasteurizagdo na resisténcia térmica dos seus esporos em
suco concentrado de laranja. Dois modelos primarios, de Gompertz modificado e
de Baranyi & Roberts, foram usados para descrever as curvas de crescimento da
bactéria em suco de laranja. Verificou-se que o modelo de Baranyi & Roberts foi o
mais adequado para descrever as respostas microbianas. Um modelo polinomial
de segunda ordem de superficie de resposta descreveu o tempo de adaptacéo do
microrganismo sob efeitos da temperatura, pH, concentracao de nisina e Brix em
suco concentrado de laranja, com R? de 0,816. Mostrou-se que as combinagdes
(28,5C; pH 3,7; 17,51U/ml de nisina e 17Brix); (4 5,5C; pH 3,7; 52,51U/ml de
nisina e 17Brix) e (28,5C; pH 5,1; 52,51U/ml de n isina e 17Brix) apresentaram o

maior tempo de adaptacao de pelo menos 47 dias de incubacéo.

O modelo probabilistico de regressao logistica (capitulo 2 e 5), mostrou-se como
uma importante ferramenta para descricdo da regido de interface cresce/néo.
Resultados importantes foram obtidos por estes modelos tanto para suco de
laranja como de maga. Foi confirmada que o uso da nisina é uma alternativa
importante na prevencao do crescimento do A. acidoterrestris. Os parametros pH,

temperatura e nisina assim como a interag@o Brix*temperatura foram significativos
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representando 96% das respostas corretas dos dados experimentais em suco de
laranja. Para o suco de maca, 97% das respostas corretas dos dados
experimentais foram representados pelos seguintes parametros e interacdes do
modelo probabilistico: pH, temperatura, Brix, concentragcdo de nisina, Brix*pH,

Brix*temperatura e Brix*nisina.

O modelo quadratico, que descreveu a resisténcia termoquimica do A.
acidoterrestris em suco concentrado de laranja, mostrou um bom ajuste com um
R? de 0,995 e indicou que a resisténcia do microrganismo foi mais afetada pela
acao da temperatura de pasteurizacdo do que pela concentracdo de nisina. As
variaveis, temperatura de pasteurizacao e concentracao de nisina no nivel linear e
a temperatura no nivel quadratico foram significativas Assim, a nisina € mais uma
opcao na diminuigdo da resisténcia térmica dos esporos desta bactéria. Com uma
concentracao de 100 IU de nisina/ml de suco foram obtidas uma reduc¢ao no valor
D (tempo de reducao decimal) de 29% a 92T, 26% a 9 5C, 23% a 98 T e 21% a

102<C.

O uso alternativo da técnica de redes neurais artificiais (RNA), mediante o
software Matlab v.6.5, foi contrastado com o modelo quadratico no estudo da
determinacao da viabilidade e crescimento de A. acidoterrestris em suco de maca
de 11 a 19 Brix. Os resultados experimentais mostr aram que 70 |U de nisina/ml
foram suficientes para inibir o crescimento do A. acidoterrestris em qualquer
condicao testada (pH de 3,5 a 5,5; temperatura 25 a 50C; e Brix de 11 a 19). A
rede com quatro neurdnios na camada escondida foi a que melhor se ajustou ao

processo estudado. Os valores dos indices estatisticos para validagdo dos
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modelos apresentaram Porcentagem média residual relativa — MRPR e Residuo
relativo médio absoluto — MARR de -17,43 e 17,81 para o modelo polinomial e, -
1,67 e 14,54 para o modelo neural, respectivamente, mostrando que a
performance do RNA foi levemente superior ao modelo polinomial. Assim, esta
técnica pode ser explorada no campo da modelagem do crescimento e viabilidade

microbiana.
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Summary

This research developed predictive models of growth and/or inactivation of
Alicyclobacillus acidoterrestris in orange and apple juices. The effect of pH,
incubation temperature (T), soluble solid (Brix) and nisin concentration for A.
acidoterrestris CRA 7152 growth in orange and apple concentrated juices had
been studied. Besides, nisin concentration and pasteurization temperature effect in
the thermal resistance of Alicyclobacillus acidoterrestris spores in orange
concentrated juice was studied. Two primary models, of growth modified Gompertz
modified and Baranyi & Roberts were used to describe growth curves of A.
acidoterrestris in orange juice. It was verified that Baranyi & Roberts’ model
adjusted better to experimental data. A second order polynomial model (response
surface) was used to describe the time of adaptation of microorganism under effect
of the temperature, pH, soluble solids (Brix) and nisin concentration. This
mathematical expression fitted the experimental data with R? of 0,816. The was
showed that the combinations (28,5C; pH 3,7; 17,51 U/ml of nisin and 17DBrix),
(45,5C; pH 3,7; 52,51U/ml of nisin and 17Brix) an d (28,5C; pH 5,1; 52,51U/ml of
nisin and 17Brix) in this order were better to obt ain the highest adaptation time of
at least 47 days.

The probabilistic model of logistic regression was used in (chapter 2 and 5). This
model showed as an important tool to describe the interface regions growth/ no
growth. Important results were obtained by these models for orange juice and
apple, evidencing the use of nisin as an alternative to avoid A. acidoterrestris
growth. The parameters pH, temperature, nisin and Brix*temperature were

statistically significant, with overall correct predictions of 96% to orange juice. For
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apple juice, the parameters and interactions (pH, temperature, Brix, concentration
of nisin, Brix*pH, Brix*temperature and Brix*nisin) were significant.

The quadratic model used to describe the heat resistance of A. acidoterrestris in
concentrated orange juice, showed good fitted, with R? of 0,995 and indicated that
a resistance of microorganism was more affected by the temperature followed by
nisin concentration. The pasteurization temperature and nisin concentration llinear
level) and temperature (quadratic level). This indicated that nisin is an interesting
option to reduce the thermal resistance of spores of this bacterium. In a
concentration of 100l1U of nisin/ml of juice, were obtained reduction of 29%, 26%,
23% and 21% of value D (Decimal reduction time) for temperatures of 92, 95, 98
and 102C respectively.

The alternative use an of artificial neural networks technique (RNA) using Matlab
software v.6.5 was contrasted with the quadratic model in the study of the viability
and growth determination of A. acidoterrestris in apple juice (11 to 19Brix). The
experimental results showed that 70l1U of nisin/ml were enough to inhibit the growth
of bacterial to any tested condition (pH of 3,5 to 5,5; temperature 25 to 50C and
Brix of 11 to 19).

A network with four neurons in the hidden layer was best adjusted to the studied
process. The values of the statistical indices for validation of the models: Mean
relative percentage residual (MRPR) and mean absolute relative residual (MARR)
were -17,43 and 17.81 for polynomial model and, -1,67 and 14,54 for the neural
model respectively. They showed that the performance of RNA was lightly superior
than that polynomial model, and this technique can be explored in the field of

modeling microbial growth and viability.
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Introducao Geral

Alicyclobacillus € atualmente um dos microrganismos de interesse da industria de
sucos de frutas. As caracteristicas termduricas e acidéfilas desta bactéria
conferen-lhe resisténcia ao processo de pasteurizacdo do suco e, habilidade para
produzir “off-flavor” pela geracdo de compostos fendlicos. Como atualmente ja foi
identificado e caracterizado, o principal interesse €& prevenir o seu
desenvolvimento em produtos &acidos. A deteccdo do microrganismo no
concentrado torna-se importante, pois embora nessas condi¢ées a probabilidade
de desenvolvimento seja praticamente nula, apds reconstituicio do suco os
esporos do microrganismo podem germinar, crescer e deteriorar o produto quando
estocado em condi¢des favoraveis.

A citricultura é a segunda atividade rural em importancia no Estado de Sao Paulo,
perdendo apenas para a cana-de-agucar. Segundo resultados obtidos através
mapeamento desenvolvido pelo PENSA-Programa de Estudos dos Negécios do
Sistema Agroindustrial da Universidade de Sao Paulo (USP), com o apoio do
Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus), o setor movimentou US$ 3,23
bilhdes em 2003 (FUNDECITRUS, 2005) sendo US$ 1,3 bilhdo em exportacdes
de suco concentrado de laranja. O Brasil mantém a posicdo de maior produtor
mundial de laranja, com uma &rea cultivada de 820 mil hectares, 77% dos quais
encontram-se na regiao sudeste. Para o suco concentrado, as exportacoes
passaram de 1.069,271t em 2002 para 1.284,861t em 2003 (ABECITRUS, 2005).
O do suco de macga, embora muito distante em niumeros de producao da laranja,

representa o segundo principal suco de exportacao brasileira com 30.307t



exportadas, representado faturamento de 19.906 mil US$ em 2004
(AGRICULTURA, 2005).

Na atualidade, a contaminacdo dos produtos acidos, bem como a estabilidade
durante a estocagem dos sucos de frutas pela presenca de A. acidoterrestris é
considerada um desafio para a industria de sucos, jA que o processo de
aquecimento requerido para inativar esporos deste microrganismo € também
apropriado para produzir mudancas organolépticas inaceitdveis para muitos
produtos. Entretanto muitos esforgcos e estratégias devem ser feitos para prevenir
o crescimento desse microrganismo. Dentro deste contexto o uso da nisina pode
ser uma alternativa, dada suas caracteristicas de estabilidade a altas temperaturas
e pH é&cido e de acdo coadjuvante ao tratamento térmico na reducdo da
resisténcia térmica dos esporos, bem como de componente de um sistema de
multipla barreira (pH, temperatura e concentragéo de sélidos soluveis) para evitar
o desenvolvimento da bactéria. A analise do efeito deste sistema de multiplas
variaveis pode ser estudada via aplicacdo de procedimentos e modelos
matematicos preditivos. Segundo Hajmeer e outros (1997) esses modelos
simulam o crescimento de diferentes tipos de microrganismos que causam
deterioracao nos alimentos. Os modelos gerados podem auxiliar na descricao da
conduta de crescimento do microrganismo sobre o efeito dos fatores do meio,
facilitar a predi¢cdo da vida-de-prateleira do produto bem como ajudar a diferenciar
e formular novos produtos e pesquisas sobre binbmio tempo-temperatura. Estimar
os niveis dos fatores do meio através de modelos matematicos, pode ajudar a
determinar os limites dos pontos criticos de controle do processo; esta aplicacao é

particularmente Util em situacbes onde ha interagdo de varios fatores que



controlam o crescimento microbiano. Sem duvida todos os parametros de
crescimento e inativacdo de microrganismo tais como velocidade maxima de
crescimento (W), tempo de lag (A ), populacdo maxima (k), valor D e z, sdo bem
estimados através dos modelos matematicos preditivos; auxiliando nao apenas em
controle de qualidade, mas também em avaliacao de riscos, analise de dados e
planejamento laboratorial.

No suco industrializado tratado termicamente o Alicyclobacillus dificilmente teria
competidores, pois as bactérias lacticas e as leveduras que estdo presentes em
altas concentragcdes da matéria prima sao eliminadas e o Alicyclobacillus néo. Por
outro lado esta bactéria se encontra na forma de esporo, resistindo portanto as
condi¢des de processo.

Por outro lado, certamente que os modelos seriam afetados em niveis de in6culo
diferente, principalmente no que se refere ao tempo de adaptagéo, levando isto
em conta foi usado inéculo comumente encontrado em sucos concentrados que €
da ordem de 10%ufc/ml. O efeito do indculo inicial pode ser analisado em futuras
modelagens

Nao existem modelos preditivos de crescimento ou de inativagdo em sucos de
frutas para Alicyclobacillus na literatura. Desta forma esta pesquisa se torna
relevante levando em conta a importancia econdmica destes produtos no ambito

Brasileiro.



Os objetivos desta pesquisa foram:

» Estudar o efeito dos fatores pH, temperatura, concentragcdo de nisina e
sélidos soluveis (Brix), no crescimento de A. acidoterrestris em suco de
laranja e maca mediante enfoque probabilistico;

» Modelar os efeitos dos fatores, antes mencionados no tempo de adaptacao
da bactéria em suco de laranja utilizando modelo de superficie de resposta;

* Modelar a inativacdo termoquimica de esporos de A. acidoterrestris em
suco concentrado de laranja sob acao da temperatura de pasteurizagéo e
concentragao de nisina;

» Estudar o uso de redes neurais artificiais como alternativa na modelagem

da viabilidade e crescimento do A. acidoterrestris em suco de maca.

Para tanto, a faixa do pH, concentracao de sélidos solluveis (Brix) e temperatura
foram fixados levando em consideracdo a faixa de crescimento do A.
acidoterrestri. Por outro lado a faixa de concentracdo de nisina utilizada foi
escolhida através de testes preliminares , segundo as sugestdes de Komitopoulou
et al (1999) para determinagédo de concentracdo de

nisina maxima.
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Capitulo 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



Parte 1: Microbiologia de sucos de frutas, Alicyclobacillus e preservacao
1.1. Microbiologia de sucos de frutas acidas
Os sucos de frutas acidas com valores de pH inferior a 4,0 sdo considerados
tradicionalmente como alimentos que inibem o desenvolvimento da maioria das
bactérias (HERSON; HULLAND, 1980). As propriedades destes produtos sao
responsaveis pela eliminagdo da grande maioria dos microrganismos patogénicos
que podem contaminar o produto. Entretanto, os sucos de frutas sdo um substrato
apropriado para o0 desenvolvimento de microrganismos deteriorantes,
particularmente bactérias esporuladas e fungos, capazes de sobreviver aos
tratamentos térmicos aplicados, podendo crescer a baixos pHs. Estes
microrganismos podem estimular a deterioragdo do produto pela degradacao de
alguns de seus componentes como carboidratos, proteinas e vitaminas,
produzindo odores e sabores indesejaveis e mudangas na cor, pH e textura do
produto final (EGUCHI et al., 2001a).
Sucos de frutas concentrados (ao redor de 66°Brix) estocados sob refrigeracao
inibem a acao deteriorativa. Apesar disso depois de reconstituidos com agua (ao
redor de 11°Brix), tornam-se susceptiveis a contaminacao por microrganismos
deteriorantes (EGUCHI et al., 2001a). Embora o tratamento térmico aplicado a
estes produtos reconstituidos seja eficiente contra a maioria das células
vegetativas, as formas dormentes (esporos) de algumas bactérias e fungos séao
resistentes e podem encontrar no suco simples, ambiente favoravel para germinar
e crescer, que sob certas condi¢des deterioram o produto.
Até final da década de 80 o crescimento de microrganismos em sucos citricos

estava bem documentado resultando na producdo de “off-flavour” e outros



produtos de contaminacao (PARISH, 1991). A microflora é limitada, apresentando
apenas bactérias acidotolerantes, leveduras e bolores, sendo que a maioria das
bactérias acidotolerantes constituem os Lactobacillus e Leuconostoc (PARISH;
HIGGINS, 1988). Deste modo, os sucos de frutas foram considerados durante
muito tempo como produtos, apenas passiveis de deterioragdo por leveduras,
bolores e bactérias lacticas.

A probabilidade de contaminag¢édo por microrganismos de baixa resisténcia térmica
permitiu que as industrias de sucos usassem um aquecimento suficiente para um
processo seguro de pasteurizacdo, conferindo-lhes, assim, uma esterilidade
comercial (MCINTYRE et al., 1995). Contudo, os sucos de frutas sdo substratos
adequados para o desenvolvimento de microrganismos esporulados capazes de
sobreviver a tratamentos térmicos de pasteurizacdo e de crescer em pH baixo,
especialmente bactérias (EIROA, 1984).

Atualmente o género Alicyclobacillus envolve varias espécies: A. acidoterrestris, A.
acidocaldarius, A. cycloheptanicus, A. hesperidium, A. sendaiensis, A. acidophilus
e A. herbarius, dentre todas estas espécies, o A. acidoterrestris esta sendo

considerado como indicador microbioldgico na qualidade de sucos.

1.2. O género Alicyclobacillus

Bactérias acidéfilas formadoras de esporos foram inicialmente isoladas, em 1967,
de fontes termais no Japdo (UCHINO; DOI, 1967). A faixa de pH encontrada para
crescimento foi de 2,3 a 5,0 com temperaturas entre 45 a 71°C. Baseados em
caracteristicas morfologicas, estes microrganismos foram originalmente

classificados como Bacillus coagulans com crescimento a 55°C e pH 4,2 (WALLS;



CHUYATE, 1998). Organismos similares também foram isolados por Darland e
Brock em 1971, de fontes termais nos Estados Unidos, com faixa de crescimento
de pH entre 2 a 6 com temperaturas entre 45 a 70°C. Baseados na sua
composicao de base de DNA, estes microrganismos nao foram mais classificados
como Bacillus coagulans e passaram a ser considerados como uma nova espécie.
Os autores propuseram o nome de Bacillus acidocaldarius (WALLS; CHUYATE,
1998).

Em 1981, um microrganismo aciddfilo formador de esporo foi isolado de solo
(HIPPOCHEN, 1981), mostrando-se diferente ao Bacillus acidocaldarius, quanto a
sua temperatura de crescimento, caracterizagao bioquimica e composi¢ao de base
de DNA. O pH de crescimento foi de 2 a 5 a temperaturas entre 22 a 62°C, com
células formando enddsporos terminais e subterminais (WALLS; CHUYATE,
1998). Depois de um estudo de caracterizagcdo destes microrganismos Deinhard e
outros (1987a) propuseram um novo nome, Bacillus acidoterrestris.

Em 1992, Wisotzkey e outros, baseados em resultados de andlise comparativa de
seqléncias de RNA ribossomal 16S e perfis da composicdo de acido graxo
propuseram a criagdo de um novo género Alicyclobacillus para um grupo de 3
bactérias: A. acidoterrestris, A. acidocaldarius e A. cycloheptanicus. Esses autores
descreveram como principal caracteristica destes microrganismos a presenca de
acidos graxos w-aliciclico em sua membrana lipidica, que segundo PONTIUS et al.
(1998) contribui para sua sobrevivéncia a baixos niveis de pH e altas
temperaturas. A Tabela 1.1 apresenta as caracteristicas gerais de algumas das

espécies pertencentes a este género:
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Tabela 1.1. Espécies do género Alicyclobacillus

Caracteristicas A. acidoterrestris  A. acidocaldarius  A. cycloheptanicus

Acido graxo w- -

cyclohexil Cq7 e + + Acidos graxo w-
Cio cycloheptil C1g e Co
Necessidades de +
fatores para - - Vitamina B12,
crescimento isoleucina.

Formacao de

acido a partir de + - Nao detectado
eritritol
pH de
crescimento 22-58 2,0-6,0 3,0-55
Temperatura de
crescimento () 20 - 55 45-70 40 - 53

Fonte: Baumgart e Menje (2000)

1.2.1. Alicyclobacillus acidocaldarius (DARLAND; BROCK, 1971)

Sao bastonetes aerdbios gram positivos, formadores de end6sporos, com 2 a 3um
de comprimento e 0,7 a 0,8um de largura. O esporangio ndo é entumescido. Os
enddsporos terminais ou subterminais sao hapléides, possuindo elevada
resisténcia ao calor. As colénias sdo planas com bordas irregulares néo
pigmentadas. O acido graxo predominante na membrana é o w-cyclohexil. Sendo
que o w-cyclohexil-undecanoico (w-C:17) e o w-cyclohexil-tridecanoico (w-C:19)
contribuem com o 50% do total de acidos graxos. A faixa de pH e temperatura de

crescimento esta indicada na Tabela 1.1.
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1.2.2. Alicyclobacillus cycloheptanicus (DEINHARD et al., 1987b)

Sao bastonetes aerébios e geram positivos formadores de enddsporos
subterminais. O tamanho da célula é de 2,5 a 4,5um de comprimento e 0,35 a
0,55um de largura. Os esporos sao ovais, com 0 esporangio levemente
entumescido. As colbnias sao circulares, pequenas e requerem fatores para
crescimento tais como metionina, isoleucina, vitamina B12. O principal &cido graxo
da sua membrana celular é o acido graxo w-cycloheptil-undecanoico, w-
cycloheptil-tridecanoico e o acido w-cycloheptil-a-hidroxi-undecanoico. A faixa de

pH e temperatura de crescimento esta indicada na Tabela 1.1.

1.2.3. Alicyclobacillus acidoterrestris

Sao aerdbios gram positivos, bastonetes formadores de enddsporos terminais ou
subterminais, variando de 2,9 a 4,3uym de comprimento e 0,6 a 0,8um de largura.
Os esporos sao ovais. As colbnias sao circulares, creme—claras, opacas a
translicidas. Nao requerem nenhum fator de crescimento. A temperatura 6tima de
crescimento estd em torno de 42 a 53°C, porém algumas cepas podem ser mais
mesofilas com temperaturas 6timas ao redor de 37°C. A faixa de temperatura para
crescimento depende da cepa e do meio assim temos que Previdi e outros (1995)
reportaram crescimento entre 25°C a 60°C; Yamasaki (1996) a 35 a 55°C;
Pettipher e outros (1997) a 25 a 44°C e Walls e Chuyate (1998) a 20 a 55°C. A
faixa de temperatura para germinacao dos esporos foi reportada entre 26 a 50°C
(CERNY et al., 1984) e entre 42 a 53C (DEINHARD et al., 1987a). Os esporos do

Alicyclobacillus acidoterrestris apresentam alta resisténcia quando expostos a
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meios acidos com temperaturas de pasteurizacdo comumente aplicadas a sucos
de frutas e vegetais. Diversas faixas de pH para crescimento foram reportadas: 2,5
a 5,5 (CERNY et al.,, 1984); 2,5 a 5,8 (DEINHARD et al., 1987a); 2,2 a 5,8

(YAMAZAKI, 1996) com faixa 6tima entre 3,5 a 5,0 (PINHATTI et al., 1997).

1.3. Ocorréncia de bactérias termoacidoéfilas em produtos acidos

O primeiro relato de contaminagdo de suco de fruta causado por um
microrganismo acidéfilo formador de esporo ocorreu em suco de maga (pH 3,15),
empacotado assepticamente na Alemanha em 1982 (CERNY et al.,, 1984). O
microrganismo deteriorante foi identificado inicialmente como Bacillus
acidoterrestris e posteriormente reclassificado no novo género Alicyclobacillus
(WISOTZKEY et al., 1992).

Entre 1984 a 1994 nao houve registros de ocorréncia de contaminagdo de sucos
por este microrganismo. Mas em 1994 Splisttoesser e outros (1994) isolaram
cepas de bacillus acidéfilo em suco de macga industrializado e envasado a quente.
Os sucos apresentaram “off-flavor” sem formacao de gas e leve turbidez. As cepas
bacterianas isoladas mostraram caracteristicas similares ao Bacillus
acidocaldarius isolado por Darland e Brock (1971) em aguas termais nos Estados
Unidos. Mcintyre e outros (1995) isolaram bacillus acidéfilos esporulados de suco
concentrado reconstituido e pasteurizado num sistema de enchimento a quente e
da agua utilizada no preparo desses sucos.

Previdi e outros (1995) caracterizaram cepas de bactéria esporulada acidéfila
isolada de suco de laranja nao deteriorado, na Itdlia, que mostraram

caracteristicas similares com as de Alicyclobacillus acidoterrestris.
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A contaminacdo dos produtos elaborados a base de frutas acidas por A.
acidoterrestris estd associada com o desenvolvimento de odores e sabores néo
caracteristicos medicinais ou anti-sépticos (MCINTYRE, 1995; WALLS;
CHUYATE, 1998). A substancia quimica responsavel por esse “flavor” foi
identificada como guaiacol (ORR et al., 2000), de acordo com Pettipher e outros
(1997), tal composto, a 2 ppb pode ser detectado por medicdes sensoriais em
suco de frutas. Em suco de magd e laranja foi detectado quando
aproximadamente 10° células viaveis de A. acidoterrestris/ml estiveram presentes.
Eguchi e outros (2001b) demonstraram através de analise sensorial pequena
diferenca em relacdo ao odor para niveis de 10%esporos/ml quando comparado
com suco ndo inoculado, sendo mais intensa para niveis de 10%esporos/ml de
inoculagdo de Alicycclobacillus. Aparentemente o guaiacol, € um composto
ofensivo formado a partir da vanilina por atividade microbiana da bactéria. O
guaiacol produz um cheiro desagradavel sendo sinal de deterioracdo do suco de
fruta (JENSEN, 2000). Outras substancias atribuidas a contaminagdao por
Alicyclobacillus sdo o 2,6-dibromo-fenol e 2,6-dicloro-fenol (JENSEN; WHITFIELD,
2003).

Embora as trés espécies A. acidoterrestris, A. acidocaldarius e A. cycloheptanicus,
sejam classificadas como pertencentes ao género Alicyclobacillus, outras novas
espécies também foram isoladas. Albuquerque e outros (2000) isolaram uma nova
espécie de Alicyclobacillus do solo de Furnas na llha de Sao Miguel, no
arquipélago de Azores. Este organismo apresentou temperatura 6tima de

crescimento de 50°C, com caracteristicas fisiologicas e bioquimicas semelhantes
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as do A. acidoterrestris, sendo o componente predominante da sua parede celular
os acidos aliciclicos w-cyclohexil, e foi denominada como A. hesperidum.

Tsuruoka e outros (2003) isolaram também, do solo de Sendai no Japdo, uma
bactéria com temperatura de crescimento entre 40 a 65°C com valor 6timo de
55°C e pH de crescimento entre 2,5 a 6,5, sendo o 6timo de 5,5. Depois de uma
andlise de sequéncia de rDNA 16S o microrganismo mostrou similaridade com o
género de Alicyclobacillus. Sendo o maior constituinte da sua membrana celular o
acido graxo w-aliciclico. Entretanto o estudo de reassociacdo DNA-DNA mostrou
baixa similaridade (menor que 33%) quando comparado com qualquer espécie de
Alicyclobacillus. A nova espécie proposta foi denominada de A. sendaiensis.
Matsubara; Goto e Matsumura (2002) também isolaram uma nova espécie de
Alicyclobacillus, a partir de bebidas acidas com deterioragdo e odor caracteristico
de guaiacol, denominando-a de A. acidophilus. A espécie encontrada tem como
componente predominante na parede celular acido aliciclico w-cyclohexil, sendo
seu conteudo de G + C de 54,1%.

Outra nova espécie foi proposta por Goto e outros (2002), A. herbarius sp.nov.
isolada de cha feito de flores de hibiscus provenientes do Japao. As analises de
seqlUéncia de 16S rRNA mostraram que esta bactéria foi diferente de espécies
previamente descritas como Alicyclobacillus acidoterrestris, mas contém &cido
graxo w-cycloheptil na membrana lipidica similar ao A. cycloheptanicus, porém
fenotipicamente diferente.

No Brasil, Pinhatti e outros (1997) quantificaram Alicyclobacillus em amostras de

concentrado de laranja em até 1,8x10°UFC/ml. Por outro lado Eiroa e outros
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(1999) detectaram 14,7% de ocorréncia de Alicyclobacillus em suco concentrado
de laranja em um total de 75 amostras analisadas. Recentemente Mc knight
(2003) indicou a presenca de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris em 28%
das 57 amostras de suco de maracuja comercial analisadas, sendo que a
contaminagao variou de 1,1 e >23 NMP/100ml. J4 segundo Mc Knight (2003), em

suco de abacaxi nao foi evidenciada a presenca desta bactéria.

1.4. Resisténcia térmica de esporos bacterianos

Um esporo pode ser descrito como o estado inativo ou dormente de um
organismo. Neste estado h&a falta de atividade biosintética e a atividade
respiratoria é reduzida (GOMBAS, 1987).

A resisténcia térmica de esporos bacterianos depende da espécie, do meio e da
temperatura na qual o esporo foi produzido. Durante a incubagéo de culturas para
producdo de esporos, a observagao continua por microscopio é importante para
determinar quando devera ser realizada a coleta dos mesmos. Uma incubacgao
prolongada pode produzir esporos maduros com alta porcentagem de populacéao
celular. Porém em algumas espécies isto ndo é recomendado, pois pode ocorrer
re-germinacao (STUMBO, 1965). Os esporos contem acido dipocolinico (DPA) o
que ndo ocorre em células vegetativas e que aparece no inicio da esporulagao.
Sua associacao com a formacgao do cértex sugere que o DPA localiza-se no cértex
dentro do esporo (STUMBO, 1965). Durante o processo de germinacdo o DPA é
completamente liberado e o cortex desaparece durante os primeiros minutos da

germinagéo.
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Coincidentemente com a formacéao do DPA existe uma incorporacao de calcio em
concentragdes superiores daquelas encontradas em células vegetativas (VINTER
1956). Isto ja foi confirmado por outras pesquisas. Porém, ainda ndo se sabe se 0
célcio é requerido nas reacdes de sinteses bioquimicas de DPA ou se é
necessario na combinacdo com o produto final. A formagdo do DPA e a
incorporacdo de calcio estdo relacionadas com o aumento da resisténcia do
esporo ao calor, por outro lado a liberacdo de DPA e de calcio durante a
germinagao € coincidente com a perda da resisténcia térmica (STUMBO, 1965).
Uma outra razdo que causa a termoresisténcia é a desidratagcdo do core que
fornece ao esporo uma baixa atividade de agua e que resulta na estabilidade das
moléculas (GOMBAS, 1983).

A resisténcia térmica dos esporos pode ser afetada por tratamentos como a
sonificagdo (SANZ et al.,, 1982) ou irradiacédo ionizante e acidificacdo, quando
aplicados antes ou simultaneamente com o processo térmico. Uma sequiéncia de
tratamentos pode também ser importante. Doses moderadas de radiacao ionizante
podem causar diminuigdo no valor D (tempo necessario para reduzir a populacao
de esporos viaveis em 90% a uma dada temperatura), com subseqglente
aquecimento do esporo (GOMBAS; GOMES, 1978), e um tratamento conjunto de
radiagdo e calor pode resultar em uma inativagcao sinergista (PALLAS; HAMDY,
1976).

Os esporos geralmente manifestam baixo valor D quando sdo aquecidos sob
condicdes acidas, possivelmente por danos no DNA (SAKO et al., 1981). Esporos
dormentes contém relativamente altos niveis de cations divalentes como célcio,

magnésio € manganés localizados na regido do core que aumenta aparentemente
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sua concentracdo, além dos limites normais de solubilidade. Estudos de
condutividade mostraram que esses cations encontram-se imobilizados no esporo
dormente (CARSTENSEN; MARQUES; GERHARDT, 1971). Assim a manipulagcao
da carga de cations pode alterar a resisténcia do esporo. Depois de uma
prolongada incubacgao a baixo pH os cations sao progressivamente eliminados do
esporo, resultando em reducao de sua resisténcia térmica; porém este fendémeno
pode ser reversivel com restauracdo parcial ou completa através de uma
incubacdo prolongada com elevada concentracdo de sais e em pH alcalino

(GOMBAS, 1983).

1.4.1. Resisténcia térmica de Alicyclobacillus

Determinar a resisténcia térmica do Alicyclobacillus acidoterrestris é muito
importante para implementagao de processos térmicos usados na preservacao de
sucos de frutas acidas. Como mencionado anteriormente, a presenca de acido
graxo com radical w-cyclohexil, contribui para sua sobrevivéncia a altas
temperaturas e baixos niveis de pH.

A partir dos primeiros relatos, desde 1984, foram realizadas analises da
resisténcia térmica deste microrganismo. Splittstoesser, Churey e Lee (1994)
relataram valores D a 85, 90 e 95°C de 56, 23 e 2,8min respectivamente. Os
ensaios foram realizados em suco de maca e o valor z (nUmero de °C necessario
para reduzir o valor D em um décimo) reportado foi de 7,7°C.

Yamazaki e outros (1997) estudaram a influéncia do meio de esporulagéao e ions

divalentes na resisténcia térmica de esporos de Alicyciclobacillus acidoterrestris.
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Os autores submeteram os esporos a desmineralizacao e logo a remineralizacao
com calcio, mostrando que nao houve diferenca na resisténcia térmica das trés
formas de esporos obtidos (controle, desmineralizada e mineralizada com caicio).
Eles mostraram ainda que o contelido de Ca'™ e Mn*™" dos esporos foi pouco
alterado, o que poderia significar a presenca constante de ions divalentes que Ihe
fornece resisténcia térmica elevada.

Eiroa e outros (1999) determinaram resisténcia térmica de esporos de A.
acidoterrestris em suco de laranja. Eles concluiram que o melhor tratamento para
ativacdo dos esporos, em suco de laranja, foi a 70°C por 20min, sendo que 0s
valores D encontrados foram: de 60,8 a 94,5min a 85°C; de 10,0 a 20,6min a 90°C
e de 2,5 a 8,7min para 95°C. Os valores z reportados por estes autores ficaram
entre 7,2 a 11,3°C. Os resultados mostraram alta resisténcia desses esporos,
sendo capazes de sobreviver a tratamentos térmicos usuais aplicados no
processamento de suco de laranja.

Splittstoesser, Lee e Churey (1998) estudaram o efeito de sélidos soluveis em
suco de uva. Testaram 3 niveis de °Brix, 16, 30 e 65 e temperaturas de 85, 90 e
95°C. Seus resultados mostraram que a concentracao de sélidos é diretamente
proporcional a resisténcia térmica. Tal fato comprovou que seria mais dificil
destruir os esporos em suco concentrado do que em suco simples pronto para
beber.

O tipo de acido (malico, citrico, e taratarico) nao afetou o valor D do A.
acidoterrestris (PONTIUS; RUSHING; FOEGEDING, 1998), neste estudo foi usado

meio laboratorial com valores de pH entre 2,8 a 4,0 e temperaturas de 88, 91, 94,
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97 e 100°C. Os autores mostraram também que o efeito do pH foi observado
apenas a baixas temperaturas.

Silva et al. (1999) estudaram o efeito do pH (2,5 a 6,0), sélidos soluveis totais (sst)
5 a 60°Brix e temperatura (85 a 97°C) no valor D de A. acidoterrestris usando
metodologia de superficie de resposta. Os autores utilizaram meio laboratorial.
Como esperado, a temperatura foi o fator que mais afetou a resisténcia térmica. O
valor D aumentou linearmente com o aumento de sélidos soluveis totais e pH,
especialmente a baixas temperaturas, porém a temperaturas proximas de 97°C o
efeito destes fatores ndo foi evidenciado. Utilizando o modelo polinomial de
superficie de resposta predicées do valor D realizaram-se e, em muitos casos,
foram menores do que os dados experimentais determinados no préprio alimento.
Assim mudangas nos testes em produtos tém que ser realizados antes que essas
predicdes sejam usadas na industria.

Mc Knight (2003) estudou a resisténcia térmica de isolados de bactérias
termoaciddfilas, em suco de maracuja, com elevada similaridade genética ao A.
acidoterrestris DSM 2498. Foram testados 87, 90 e 95°C com pH do suco de 3,5.
Os valores D reportados foram: de 28,9 a 20,9 min a 87°C; de 8,0 a 4,2min a 90°C
e de 1,8 a 2min para 95°C, sendo que o valor z variou de 7,02 a 7,13°C. Mostrou-
se entdo que 0s processos usuais de pasteurizacao de suco de maracuja nao sao
suficientes para destruir os esporos desta bactéria. Recentemente Tamega Jr
(2005) estudou a cinética de destruicao térmica de A. acidoterrestris DSM 2498
em suco de laranja, 11Brix com pH de 3,4 a 3,7 em sistemas continuos a
temperaturas de 95, 98 e 102T utilizando os método s de Ponto equivalente e das

Exposicdes isotérmicas equivalentes pareadas para determinacao dos parametros
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cinéticos. O autor encontrou que o valor D equivalente a 98<C ficou entre 0,23 a
0,85 do valor D em tubo TDT (thermal death time) para ambos os métodos
utilizados e, que o valor do coeficiente térmico z para A. acidoterrestris DSM 2498
determinado em sistemas continuos é aproximadamente o dobro encontrado para

tubo TDT em suco simples de laranja. Mostrando-se a velocidade de morte menos

dependente da temperatura.

Um resumo de valores D e z determinados em diferentes produtos de frutas
mostra-se na Tabela 1.2. Observa-se a variabilidade destes paradmetros para os

diferentes tipos de produtos.
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Tabela 1.2. Resisténcia térmica de esporos de A. acidoterrestris

Médio de Cepa pH SS T D z Referéncia
aquecimento (°Brix)  (°C)  (Min)  (°C)
85 56 Splittstoesser et
Suco de maga VF 3,5 11,4 90 23 7,7 al. (1994)
95 2,8
Suco de uva WAC 3,3 15,8 90 16 7,2 Splittstoesser et
95 2,4 al. (1994)
85 50
90 16,9
Suco de DMS 2498 3,15 9 95 2,7 7,9 Eiroa et al. (1999)
laranja Komitopoulou et
Suco de CRA 7182 3.4 nr 80 39,7 1,6 al. (1999)
toranja 90 5,95
95 1,85 Silva et al. (1999)
Extrato de NCIMB 3,6 11,3 85 17,5 9,0
cupuacgu 13137 91 5,35
95 2,82
97 0,57 Mc Knight (2003)
Suco de DMS 2498 3,5 12 87 19,9 7,13
maracuja 90 4.8
95 1,4
Suco de
laranja DMS 2498 3,5- 11 95 0,66 (11,7 Tamega Jr (2005)
(Sistemas 3,7 98 0,61 -
continuos) 102 0,19 19,5)

nr = nao reportado

22



1.5. Controle de Alicyclobacillus acidoterrestris - Nisina

Varios sdo os estudos na literatura que relatam a prevencao do crescimento de A.
acidoterrestris, usando acidos organicos, preservantes, desinfecgcdo da matéria
prima e a aplicacdo de novas tecnologias.

Yamazaki e outros (1997a) examinando o efeito de varios acidos organicos no
crescimento de A. acidoterrestris encontraram que 0,1% de acido ascérbico nao
causou inibicdo, sendo a populagao final tdo alta quanto o controle. Quando foi
usado acido lactico, e succinico, ambas a 0,1%, houve inibicdo apenas nas
primeiras 36 horas sendo que a maior inibicdo do crescimento observou-se com
0,1% de acido acético. Estes resultados indicaram que produtos com conteudo de
acido acético podem se manter estaveis e dificilmente serdo contaminados por
Alicyclobacillus acidoterrestris; entretanto outros produtos que nao contenham
este acido poderao tolerar 0 seu crescimento.

Cerny e outros (2000) estudaram a influéncia da temperatura, potencial de oxido-
reducao e o conteudo de oxigénio no crescimento de A. acidoterrestris em suco de
frutas. A 46°C o crescimento foi mais rapido do que a 35°C. A 30°C observou-se
uma longa fase lag, prolongando-se quando estocados sob refrigeracao por varias
semanas. O efeito do potencial redox foi aplicado pela adicao de acido ascorbico,
testado a 35°C. Com a adigcdo de 10mg de acido ascorbico o crescimento foi
estimulado, entretanto a concentracées de 15mg o crescimento foi inibido. Em
suco de laranja, 0,1% de oxigénio residual na embalagem foi suficiente para
permitir o crescimento da bactéria, o0 mesmo nao ocorreu em condicdes

anaerébias; ja em suco de maca, concentracoes de oxigénio residual de 3 a 7%
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permitiram rapido crescimento tanto quanto em condi¢cées atmosféricas (21% de
oxigénio).

Pettipher e Osmundson (2000) mostraram o efeito de alguns preservantes e
carbonatacdo no crescimento e sobrevivéncia de A. acidoterretris em bebidas
contendo 1, 2,5 ou 5% de suco de macéd e laranja, incubados a temperatura
ambiente. Observaram um alto nivel de células no controle depois de 10 dias.
Quando foi adicionado acido sérbico (300mg/ml), acido benzéico (150mg/ml) ou
uma combinacdo de ambos, a contaminacdo foi prevenida. A carbonatacédo do
suco também preveniu o crescimento da bactéria.

Num outro estudo, Doyle (1999) reportou o efeito de varios desinfetantes sobre
esporos de A. acidoterrestris expostos a 23°C durante 10 minutos, observando-se
redugdes logaritmicas de 0,4 a 2,4 com 1% de H20,, 200 ppm Cl,, e 500ppm de
cloreto de sédio acidificado. A exposicéo para 8% de fosfato trisddico e 80 ppm de
H20, em &cido peracético (Tsunami, Echo Laboratories) foi menos efetiva. Em
superficies de macas, 500ppm de Cl, e 1200ppm de cloreto de sddio acidificado
resultaram em reducdes de menos de 1 ciclo logaritmico. O tratamento com 2%
H20. foi ineficiente para inativar esporos remanescentes da superficie das macas.
Inativacdo de células vegetativas de A. acidoterrestris por tratamento de alta
pressao foi realizada por Alpas, Alma e Bozoglu (2003), conseguindo-se mais de 4
ciclos log de redugdo em suco de maga, laranja e tomate, quando aplicado 350
MPa a 50°C por 20 min.

Embora os estudos relatados conseguiram reduzir a taxa de contaminacao por
Alicyclobacillus em produtos citricos; outra alternativa como o0 uso da nisina pode

ser investigada. Assim, o efeito inibitério sobre o crescimento e inibicao desta
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bactéria pode ser estudada, considerando-se que alguns estudos tém sido

desenvolvidos, mostrando-a como coadjuvante ao tratamento térmico.

1.6. A nisina

A nisina foi descoberta na Inglaterra, em 1928, em experiéncias durante a
fabricacdo de queijo. Notou-se que o crescimento de Streptococci lacti era inibido
dentro de uma cultura “starter” do leite (Lactobacillus bulgaricus) (ROGERS,
1928). Alguns anos depois, problemas similares foram observados na Nova
Zelandia (THOMAS; CLARKSON; DELVES-BROUGHTON, 2000).
Ocasionalmente, os queijeiros experimentaram falha das culturas no leite dentro
de um periodo de incubacdo de 18h, no entanto nenhum bacteriéfago foi
detectado. Isto acontecia somente quando, contrariamente a sua pratica usual, os
queijeiros ndo tinham usado o leite fresco, e sim, o leite que tinha sido
armazenado durante a noite. Pensou-se entdo que as culturas queijeiras nao
estavam sendo afetadas adversamente por algum bacteriéfago, mas sim por
alguma substancia protéica inibitéria desconhecida que estaria presente no leite
(WHITEHEAD, 1933; HUNTER; WHITEHEAD, 1944). O armazenamento do leite
tinha permitido que algum microrganismo contaminante crescesse e produzisse o
inibidor. A substancia protéica foi isolada e testada durante a segunda guerra
mundial, em um esforgo ndo apenas para resolver os problemas da fabricacao de
queijos, mas também para explorar o potencial deste composto na medicina
humana e veterinaria (MEANWELL, 1943). Mattick e Hirsch (1947) caracterizaram
o composto e chamaram-no, nisina, pertencente ao “Grupo N Inhibitory

Substances” produzido por Lactococcus lactis. A nisina ndo é um antibiético e sim
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um peptideo antimicrobiano. Diferencas importantes incluem o fato de que a nisina
nao persiste no corpo ou no ambiente, nem é associada com o desenvolvimento
da resisténcia bacteriana (THOMAS; CLARKSON; DELVES-BROUGHTON, 2000).
O uso da nisina como preservante em alimentos foi mostrado inicialmente em
1951, quando uma cultura que produziu nisina impediu a formacdo de gas e a
conseqliente contaminacdo de queijo suigo por Clostridium butiricum (HIRSCH,
1951). A primeira preparacdo comercial de nisna (Nisaplin) foi realizada em 1953,
pela Aplin Barrett Ltda, e em 1969 um comité da FAO/WHO em aditivos de
alimentos reconheceu a nisina como um preservativo de alimentos bioldgico

seguro e legal (FAO/WHO, 1969).

1.6.1. Estrutura

A nisina, bacteriocina produzida por certas cepas de Lactococcus lactis, € um
agente polipeptidio constituido de 34 aminoacidos com cinco ligagdes sulfidricas
circulares (Figura 1.1). Estas ligagcdes originam os aminoacidos Lantionina e beta-
metil-lantionina. Possui também um grupo amino e outro carboxila. O peso total da
molécula de nisina é de 3510 Daltons (DELVES-BROUGHTON, 1990). A estrutura
molecular da nisina é muito semelhante a da bacteriocina subtilina. Esta subtilina
apresenta também os aminodcidos lantionina e beta-metil-lantionina e,
diferentemente da nisina, contem aminoacido triptofano. Estas duas bacteriocinas
além da estrutura quimica tem modo de acéo, utilizacdo em alimentos e espectro

antimicrobiano muito semelhante.
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Figura 1.1. Estrutura da nisina (DELVES-BROUGHTON, 1990)

1.6.2. Propriedades fisicas e quimicas

A nisina é uma molécula catiénica, devido a combinacao de trés residuos de lisina
e mais um de histidina. E insolGvel em solventes ndo polares, sendo que sua
solubilidade aumenta na agua quando o pH é diminuido (ADAMS; SMID, 2003).
Apresenta alta estabilidade sobre condigbes acida sendo mais soluvel a pH baixo
(HURST, 1981). A estabilidade étima ocorre em torno de pH 3,0 com perdas da
atividade de apenas 5% depois de aquecimento por 115°C/20 min. Na literatura,
os niveis de atividade da nisina foram expressos de diversas maneiras diferentes
baseadas em Ul (Unidades Internacionais), em peso de nisina pura ou em peso da
nisina comercial, Nisaplin®. A atividade da nisina pura é aproximadamente
4,0x10°1U/g. O Nisaplin tem uma atividade padrdo de 1x10°Ul/g, assim 1ug de
Nisaplin é equivalente a 1Ul (ADAMS; SMID, 2003)

As caracteristicas atrativas deste conservante sdo: ndao € tdxico para seres
humanos (ADAMS; SMID, 2003), consequentemente pode ser considerado como

um preservativo natural de alimentos mantendo sua estabilidade como
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antimicrobiano a altas temperaturas e pH baixo (3 a 4), sendo que seu efeito
principal é sobre bactérias gram positivas formadoras de esporos (JAY, 1994).
Evidentemente trata-se da microbiocina mais universalmente usada para
conservar alimentos, sendo que ao redor de 46 paises permitem seu uso até
certos limites (DELVES-BROUGHTON, 1990). Em termos praticos, a nisina é
protegida pelos ingredientes do alimento e ndo sera danificada por um processo
de pasteurizagdo ou de esterilizacdo (HEINEMANN; VORIS; STUMBO, 1965). No
Brasil € empregada em queijos fundidos e em preparados a base de queijos
fundidos no limite de 12,5 mg/Kg.

As caracteristicas naturais da nisina impulsionaram o interesse da industria em
estender seu uso além das areas tradicionais. Assim, seu uso potencial seria parte
de um sistema multiplo de barreiras para preservacdo do alimento (GOULD,

2000).

1.6.3. Atividade antimicrobiana

A maioria das bactérias vegetativas gram positivas sao inibidas e os enddsporos
bacterianos mostram uma sensibilidade marcada. Por outro lado, as bactérias
gram negativas sao mais resistentes, devido a sua membrana exterior protetora
que exclui a passagem livre das moléculas de nisina que excedem 700 Daltons
(ADAMS; SMID, 2003) sendo, consequentemente, incapaz de alcangar seu alvo
de acdo. Na célula vegetativa a nisina age na membrana citoplasmatica, interage
eletrostaticamente com os fosfolipidios da membrana para produzir poros nao
seletivos. O fluxo acelerado de ions, aminoacidos e de ATP através desses poros

resulta no colapso e morte da célula (ADAMS; SMID, 2003).
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O uso mais difundido da nisina é frente a esporos, porém os fenémenos
bioquimicos desta atividade ainda ndo foram claramente elucidados. Seu efeito é
normalmente esporostatico realcado sob condicdes acidas ou se os esporos forem
injuriados termicamente. Ja seu efeito esporocida foi relatado dependendo da
severidade do tratamento térmico. A germinacao do esporo pode nao ser afetada,
mas o crescimento poés-germinativo resulta ser inibido (HITCHENS; GOULD;
HURST, 1963; GOULD, 1964). Para DELVES-BROUGHTON (1990a) a inibigao
dos esporos de B. stearothermophilus pela nisina se da na fase de
entumescimento (Figura 1.2)

Segundo Thomas, Clarkson e Delves-Broughton (2000) as espécies do género
Bacillus e Clostridium sao altamente sensiveis a nisina sendo que 0s esporos sao
mais do que as células vegetativas, principalmente aqueles que rompem sua

membrana mecanicamente.

Sorbate )
metabisulphite

NaCl
Tylosin
Nisin Benzoate Polyphosphate

Subtilin
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pyrocarbonate
e

Germination Swelling  Shedding of Outgrowth Cgl_l .
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Figura 1.2 |Inibicdio da fase de entumescimento de esporos de B.

stearothermophilus pela nisina (DELVES-BROUGHTON, 1990).
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1.6.4. Aplicac6es da nisina como coadjuvante térmico

Desde tempos remotos, tratamento térmico € o mais usado para inativar
microrganismo relacionados com alimentos. Hoje em dia muitas aplicagdes
utilizam a nisina como efeito aditivo ao calor, objetivando inibicdo dos esporos que
sobreviveram ao processo térmico. Sua presenca durante o aguecimento aumenta
a letalidade dos processos aplicados.

Komitoupolou e outros (1999) reportaram descobertas de que a nisina e
polipeptidios inibem o crescimento pds-germinativo. Eles encontraram que o efeito
inibidor da nisina em A. acidoterrestris € muito dependente da temperatura. A
25°C, 51U de nisina/ml ndo permitiu o crescimento da bactéria em sucos de maca
e laranja (1 U de nisina é ~1 pg de nisina comercial). A 44°C, em ambos sucos,
alguma germinacdo e crescimento ocorreu com 50IU de nisina/ml de suco.
Entretanto ambos foram prevenidos com 100IU de nisina/ml de suco. Os autores
também encontraram que a presenca de nisina reduziu a resisténcia térmica
desses esporos.

De acordo com Davis e outros (1998) a estabilidade da nisina ndao se vé afetada
adversamente pelas temperaturas de pasteurizagéo, aplicadas ao suco com pH na
faixa de 3 a 4. Yamazaki e outros (2000) reportaram a sensibilidade do A.
acidoterrestris frente a variadas concentra¢des de nisina: a pH 3,4 e 4,2 o MIC
(concentragdo minima de inibicao) para células vegetativas foi de 1,56 — 25 1U/ml
e 25 — 50 IU/ml, respectivamente. Os esporos foram mais sensiveis a nisina que
as células vegetativas pois foram inibidos com <0,78 — 12,5 IU/ml e 25 — 1001U/ml

a pH 3,4 e 4,2 respectivamente.
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Observagoes similares foram realizadas em células vegetativas gram positivas. A

nisina aumentou a sensibilidade ao calor de Listeria monocytogenes em carne,

permitindo um processo mais brando e reducdo de perda do peso drenado

(BUDU-AMOAKA et al., 1999). A nisina também pode atuar sinergisticamente com

o calor a temperaturas entre 48 a 56°C contra Lactobacillus plantarum (UECKERT;

STEEG; COLE, 1998).

O uso da nisina entao resulta ser uma opg¢ao para o controle de A. acidoterrestris

em sucos de frutas, podendo ser testada como coadjuvante nos processos

térmicos.
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Parte 2: Microbiologia Preditiva de Alimentos

2.1. Histérico

O uso de modelos matematicos em microbiologia de alimentos teve seu inicio
aproximadamente em 1920, com a implementacdo de métodos para calculo do
tempo de destruicao térmica de microrganismos relacionados com a industria de
enlatados. Porém, o interesse de aplicacdo por técnicas de modelagem
matematica para descrever o crescimento e sobrevivéncia de microrganismo
comecgou a partir da década de 80 (ROSS; MCMEEKIN, 1994).

A partir de 1983, o potencial da microbiologia preditiva comegou a atrair
consideravel interesse em pesquisa, particularmente nos Estados Unidos, no
Reino Unido, na Australia e Europa (ROSS; MCMEEKIN, 1994).

Na Inglaterra o “Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (MAFF)”, lancou o
programa denominado “Food Micromodel”, para descrever as respostas de
crescimento de microrganismos patogénicos de origem alimentar frente aos
fatores ambientais. Por outro lado, nos Estados Unidos foi langado o programa
“Pathogen Modelling Program”. J& na Europa o interesse por esta area resultou no
lancamento do FLAIR (Food Linked Agricultural and Industrial Research), um
programa envolvendo cerca de 30 laboratérios em 10 paises da comunidade
européia com o interesse de avaliar as respostas de crescimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos em uma grande variedade de

produtos naturais (ROSS; MCMEEKIN, 1994).

A microbiologia preditiva em alimentos apareceu com o estudo de duas linhas de

pesquisa: o primeiro foi para controle de contaminagdo de peixe; trabalho
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conduzido pelo Departamento de pesquisa industrial, Estacdo de pesquisa Torry ,
Escécia, com a publicacdo do modelo que descreveu o efeito da temperatura
sobre a taxa de contaminacdo em peixe (SPENCER; BAINES, 1964). As
pesquisas nesta area continuaram com os trabalhos de Olley e Ratkowsky
(1973a,b) e Nixon em Nova Zelandia (NIXON, 1971). A segunda linha de pesquisa
enfocou a prevencao do botulismo e outras intoxicacdes microbianas. Genigeorgis
e seu grupo da Universidade da Califérnia definiram combinag¢des de fatores que
preveniram o crescimento do patogénico e posterior formagdo de toxina. Eles
desenvolveram um modelo para reducao logaritmica da bactéria em funcao das
propriedades intrinsecas e extrinsecas dos alimentos, tais como pH, NaCl, etc;
sendo que a reducgao logaritmica foi relatada como a probabilidade da bactéria

crescer e produzir toxina (GENIGEORGIS et al., 1971).

McMeekin e outros (1993) apontaram dois fatores como responsaveis pelo
crescente interesse na aplicacdo da microbiologia preditiva: o aumento marcante
da incidéncia de importantes surtos de intoxicacdo alimentar durante a década de
80, ocasionando um aumento acentuado da preocupagao publica em requerer o
fornecimento de alimentos seguros e saudaveis, e a conscientizagao por parte de
muitos microbiologistas de alimentos de que os métodos microbiolégicos
tradicionais para determinagdo da qualidade e seguranca dos alimentos, eram
muito limitados pelo tempo necessario para se obter um resultado e tinha por
tanto, pouco valor preditivo; e que os métodos indiretos baseados em mudancas

quimicas, fisicos ou fisico-quimicos exigiam um numero muito elevado de células
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para fornecer uma resposta, o0 mesmo ocorrendo com muitos métodos rapidos

propostos.

Buchanan (1993a) indicou ainda um terceiro fator que contribuiu para aumento no
interesse da aplicagdo da microbiologia preditiva, a crescente facilidade de aceso
aos computadores, visto que as ferramentas estatisticas, matematicas e
microbiol6gicas ja existiam, mesmo antes da expansdao dos estudos em

modelagem.

Durante a década de 80 o aumento da atencdo na modelagem foi impulsionada
também pela preocupacdo com microrganismos veiculados por alimentos; dentre
estas pesquisas destacam-se a de Metaxapoulos et al. (1981a,b) que modelaram
a taxa de crescimento de Staphylococcus sp. em salame. Ratkowsky et al. (1982)
e Ratkowsky et al. (1983) implementaram modelos para taxa de crescimento como
funcdo da temperatura. Broughall et al. (1983) introduziram o modelo relacionado
com a taxa de crescimento bacteriano em fungdo da temperatura e atividade de
agua, que depois foi modificado por Broughall e Brown (1984) para incluir o efeito
do pH. Em 1987 Gibson et al. modelaram a taxa de crescimento de C. botulinum
sobre os efeitos da concentracao de sal e temperatura. Usando, para o ajuste dos
dados, a curva logistica e a curva de Gompertz. O mesmo grupo, em 1988,
modelou as respostas da Salmonella em meio laboratorial afetado pelo pH, cloreto
de sodio e temperatura de estocagem. Todos esses esforcos no campo da
microbiologia preditiva resultaram, como mencionado anteriormente, na
implementacdo de programas como a “Food Micromodel” e “Pathogen Modeling

Program”.
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Atualmente sao inumeros os modelos matematicos utilizados em microbiologia
preditiva, desde a analise de dados da curva de crescimento até programas
completos de modelagem, passando por aqueles que estudam os efeitos de

variaveis independentes sobre as variaveis dependentes (andlise multivariada).
2.2. Desenvolvimento de modelos preditivos.

Os modelos matematicos definidos para avaliar a seguranca e qualidade dos
alimentos sdo mais empiricos do que aqueles utilizados nos processos
fermentativos. Nos alimentos, ao contrario do que se observa normalmente nos
processos fermentativos, o tipo e concentracao de nutrientes ndo sao conhecidos
e, em geral, ndo sdo limitantes. Alem disso, 0os microrganismos presentes estao
inicialmente em pequena quantidade e freqientemente submetidos a condi¢des
sub-étimas (WHITING; BUCHANAN, 1997).

Os modelos matematicos que avaliam a seguranca e qualidade dos alimentos
estdo baseados em técnicas de regressao linear e nao linear; devendo ser
estabelecidas suposicbes quanto a aleatoriedade, normalidade e interpolacao
dentro da faixa dos fatores testados e nao extrapolacdes, parciménia
(modelo que contenha o menor numero de parametros possiveis) e
especificacoes estocasticas (0 quanto a resposta esperada se desvia da
resposta observada ou real) (MCMEEKIN et al., 1993; RATKOWSKY, 1993).

O desenvolvimento de modelos preditivos envolve uma serie de estagios, dentre

estes temos:
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2.2.1. Identificacao dos fatores a serem controlados

Nesta fase definem-se as caracteristicas relacionadas a variaveis independentes;

a variavel dependente, ao in6culo e ao procedimento experimental. Assim,

segundo Blackburn (2000) os fatores que afetam o crescimento e sobrevivéncia

dos microrganismos nos alimentos podem ser agrupados dentro de trés
categorias:

a) Fatores intrinsecos: sdo caracteristicas préprias do alimento tais como pH,
atividade de agua (Aw), potencial de 6xido-reducao (Eh) e preservantes;

b) Fatores extrinsecos: sdo caracteristicas do meio no qual o alimento é estocado
tais como temperatura, umidade, gas atmosférico;

c) Fatores implicitos: sdo as caracteristicas inerentes do microrganismo e como
estas se comportam na presenca de combinag¢des dos fatores intrinsecos e
extrinsecos.

Embora um grande numero de fatores possa afetar o crescimento ou

sobrevivéncia de um dado microrganismo, na maioria de alimentos € usual que

somente alguns tenham maior efeito, sendo, portanto importante que estes
estejam incluidos no modelo. Existem situacbes onde os modelos séao
desenvolvidos sem muito pensamento prévio ao espago das aplicacdes futuras,
resultando em uma escolha imprépria de fatores controlados e a limitacdo de seu
uso. Uma estratégia, portanto, é conhecer as caracteristicas do alimento
assegurando-se de que os fatores sejam selecionados para refletir o problema

(Blackburn, 2000).
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Para Whiting (1997), o comportamento microbiano é determinado basicamente
pela temperatura, pH, Atividade de agua e atmosfera. Ross e McMeekin (1994)
incluiram ainda a concentracdo de nitrito de sédio e de acidos organicos como
fatores que usualmente sao incluidos no modelo.

A faixa de variacdo dos fatores ambientais deve incluir valores de interesse
quando a aplicacdo do modelo; sendo que o uso fora da faixa estudada no
desenvolvimento do modelo pode ser perigoso (WHITING, 1997).

A resposta medida denomina-se variavel independente caracterizando-se como
mudanca de densidade da populagdo bacteriana em funcdo do tempo. Esta
mudanca € frequentemente expressa como sendo a velocidade de crescimento
(1), podendo também ser representada pelo tempo de duracdo da “fase lag” (A),
tempo de geragdo ou o tempo para se atingir uma determinada densidade

populacional (k).

2.2.2. Inéculo

Em geral, o tamanho do in6culo parece nédo afetar a velocidade de crescimento
exponencial ou a populacional maxima atingida (BUCHANAN; PHILLIPS, 1990). A
duragao da “fase lag”, no entanto, pode ser influenciada pelo tamanho do in6culo,
dependendo do limite de detecgdo do método na determinagdo da variavel
resposta a ser modelada. O tamanho de inéculo tem que assegurar de que a
resposta microbiana possa ser medida. Deve-se ressaltar que inéculos grandes
requerem geralmente um sistema mais severo do que aqueles usados

normalmente na preservagao (BLACKBURN, 2000).
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2.2.3. Meios experimentais

Segundo McMeekin e outros (1993) o sistema experimental usado no
desenvolvimento de um modelo preditivo sera sempre baseado em um meio de
crescimento que pode ser um meio de laboratério ou o proprio alimento. Os meios
liquidos de laboratério possibilitam a utilizagdo de maior variedade de métodos de
deteccao que podem ser diretos ou indiretos. Em alimentos geralmente aplicam-se
métodos diretos de contagem de células vidveis em placas ou 0 nimero mais
provavel (NMP). Os meios laboratoriais podem n&o simular, com exatidao, as
condi¢cdes do alimento ao qual se pretende aplicar 0 modelo preditivo, sendo,
portanto, necessaria uma validagdo nesse alimento. Em contrapartida, os
modelos gerados a partir de um alimento sao especificos somente para esse

produto.

2.2.4. Planejamento experimental

A faixa de condi¢des, sobre as quais 0 modelo tem que operar tem que ser
definida, pois os modelos empiricos ndo sdo aplicados além da faixa definida na
qual o modelo foi gerado. Nessas condicbes é requerido que os fatores de
crescimento possam ser alterados facilmente. Embora a heterogeneidade de
muitos alimentos os tornem dificil para geracdo de dados, existem alguns
particularmente homogéneos como o leite, que podem ser utilizados. Na maioria
dos casos 0s meios microbiolégicos laboratoriais sdo usados porque sao de facil
modificacdo, assim pode-se usar um acidulante e um umectante para ajustar o pH

e Aw respectivamente. Se 0 modelo é para ser aplicado em grande escala de

alimentos, entdo o uso de produtos quimicos menos inibitérios deve ser aplicado
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para evitar predicdes perigosas (onde o crescimento microbiano é predito mais
lentamente do que acontece realmente). Entretanto, se o modelo for pretendido
para alimentos especificos entdo a escolha dos fatores pode necessitar ser mais
focalizada, como para, acidos organicos especificos a fim de incluir os efeitos
relacionados a molécula nao dissociada (BLACKBURN, 2000).

Os tempos da amostragem sdo uma consideracao importante para implementagcao
do planejamento e devem ser concentrados em torno das regides de mudancas
mais rdpidas da curva de crescimento, como a extremidade da fase de aceleragéo
negativa para modelos de crescimento. A escolha das combinagdes dos fatores
deve também ser considerada. Pode ser o caso de um planejamento composto
central mais apropriado para gerar modelos particulares, como aqueles para a
inativagcdo térmica. Entretanto, para outros modelos, tais como aqueles que
descrevem uma regido de interesse, pode ser na area onde a resposta que esta
sendo medida é mais variavel (interface de crescimento / ndo crescimento) entao
as medicbes poderdao necessariamente ser tomada nestas regides. O uso de
procedimentos de “screening” pode ser Util para definir as variaveis de interesse e
o uso de medidas de densidade ética pode ser particularmente usado para este

propoésito (BLACKBURN, 2000).

2.2.5. Coleta de dados
A parte mais laboriosa é a geragdo de dados de crescimento, sobrevivéncia ou
inativacdo térmica do microrganismo. A quantificagdo dos microrganismos, a um

determinado tempo, € realizada por um método padrdo de contagem das colbnias,
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mas as medidas de densidade 6tica e medidas de condutancia podem também ser
usadas (BLACKBURN, 2000).
Uma caracterizacao das fases de crescimento microbiano pode ser definida a

partir da Figura 2.1:

-~ Fowe EFlacionana

C . D
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da Células

Logaritmo do Mumero

b

Tempo

Figura 2.1. Curva padréo do crescimento bacteriano a temperatura constante.

“fase lag”: € o tempo de adaptacgao fisioldgica e bioquimica das células para que
possam ser capazes de explorar o ambiente onde se encontram.

Fase exponencial: denominada também fase de crescimento onde ocorre sintese
de cada componente celular (enzimas, moléculas estruturais, DNA, etc.). Nesta
fase todo o metabolismo esta direcionado para a reproducédo. A velocidade de
crescimento pode ser expressa como “velocidade de crescimento absoluto”, que
indica o aumento da densidade da populacdo com o tempo. O tempo necessario

para a populagao microbiana dobrar é denominado tempo de geragao.
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Fase estacionaria: nesta fase ocorre a morte celular e lise devido ao acumulo de
metabdlitos toxicos no meio de crescimento. Nesta fase a velocidade de
crescimento é equivalente a velocidade de morte celular. A populacdo maxima é
atingida nesta fase.

Fase de morte: existe maior acumulo de substancias téxicas, determinando uma
velocidade de morte celular maior do que a capacidade do meio em proporcionar a
reproducéo ou difusdo celular.

A “fase lag” e a fase exponencial sdo as de maior interesse, pois para 0s
alimentos a deterioracdo ocorre antes que os microrganismos cheguem a fase
estacionaria. Assim quanto maior é a “fase lag” maior serd a vida de prateleira, ou
quanto maior for a velocidade de crescimento na fase exponencial menor serd a

vida de prateleira do produto.

2.2.6. Modelagem matematica e validacao de modelos preditivos

Esta etapa envolve a andlise dos dados para produzir o modelo e posterior
validacao matematica do ajuste dos dados ao modelo (BLACKBURN, 2000).

A escolha de uma fungdo para descrever uma determinada resposta € um
exercicio estatistico, em contraste, o ajuste da funcao escolhida aos dados
experimentais € mais um exercicio de algebra, e consiste na determinagdo dos
valores dos parametros que melhor ajustam o modelo escolhido ao conjunto de
dados coletados. O processo de ajuste de uma fungéo estd baseado no principio
dos minimos quadrados (MCMEEKIN et al., 1993).

Os modelos matematicos podem ser classificados como lineares e nao lineares

nos seus parametros. De acordo com Ratkoswky (1983a) os modelos nao lineares
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podem ainda se classificar como proximos ao linear ou distantes do linear
conforme as caracteristicas dos estimadores dos parametros. Existem varios
procedimentos numeéricos interativos para obtencao das estimativas de minimos
quadrados dos parametros de um modelo n&o linear, entre eles pode ser citado o

método de Gauss-Newton (NETER et al., 1996).

Sao varias as técnicas de modelagem tanto para sobrevivéncia e crescimento de

microrganismos e os modelos podem ser descritos em trés niveis:

2.2.6.1. Nivel primario

Sao modelos que descrevem a mudanca do numero de microrganismos em
funcado do tempo (Figura 2.2) (BLACKBURN, 2000). A resposta pode ser medida
diretamente como a densidade da populagdo microbiana, por medidas indiretas ou
produtos do metabolismo microbiano (WHITING; BUCHANAN, 1993). Cada curva
de populacdo vs tempo pode ser descrita por um grupo de valores especificos
para o calculo dos parametros do modelo. Exemplos de modelos primarios
incluem o modelo de Gompertz (GIBSON et al., 1987; BUCHANAN et al., 1989);
modelos linear e nao linear de inativacao térmica (Abraham et al., 1990); modelos
de sobreviventes e inativacdo (Kamau et al., 1990), valores da taxa de
crescimento (MCMEEKIN et al., 1987) e o modelo de Baranyi (BARANYI;

ROBERTS, 1994).
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Figura 2.2. Curva de crescimento de Aeromonas hydrophila modelados pela
equacgao de Gompertz.

2.2.6.2. Nivel secundario

Descreve as respostas de um ou mais parametros do modelo primario frente as
mudancas das condicées do meio, tais como temperatura, pH, Aw (Figura 2.3)

(MCDONALD; SUN, 1999; BLACKBURN, 2000).

Temperature” G 10 5

2y rew data # predicted time o toxin surface

Figura 2.3. Influéncia da temperatura e concentracdo de sal no tempo minimo para

producao de toxina por Clostridium botulinum.
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Quando um grupo especifico de alimentos esta sendo modelado, e a temperatura
€ a variavel de interesse, os modelos podem ser baseados nas equacoes de
Arrhenius, de Béleradek (modelo de raiz quadrada) (SKINNER et al., 1994) ou

modelo de superficie de resposta (BUCHANAN; PHILIPS 1990).

A equacao de Arrhenius assume que a velocidade de crescimento é controlada
pela velocidade limite de uma Unica reagao enzimatica. Por outro lado, o modelo
de Béleradek esta baseado na relacdo linear que existe entre a raiz quadrada da
velocidade de crescimento e a temperatura; este modelo ainda assume que 0s
fatores ambientais sdo independentes, ou seja, que ndo existe interacao entre os

fatores.

As equagdes de regressdao polinomial ndo assumem nenhuma relagéao
mecanistica entre a variavel dependente e a variavel independente, neste caso a
equacao resultante representara o melhor ajuste a um conjunto de dados em
particular. Quanto mais complexa a equacao com interacoes e termos quadraticos,
melhor sera o ajuste da equacao aos dados de origem (WHITING; BUCHANAN,

1997).

2.2.6.3. Nivel terciario

Sao aplicacbes de um ou mais modelos secundarios e primarios para gerar
programas ou softwares (MCDONALD; SUN, 1999). Entre os softwares

importantes temos:
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Food Micromodel. Implementado pelo Ministério de Agricultura da
Inglaterra, o Food Micromodel € um software consistente de modelos
matematicos que permitem ao usuario predizer o0 crescimento,
sobrevivéncia e inativacdo térmica de bactérias patogénicas veiculadas por

alimentos, usando um computador pessoal (BLACKBURN, 2000);

Pathogen Modeling Program. Desenvolvido pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos. O programa é composto por modelos de
crescimento para Aeromonas hydrophila, B. cereus, C. perfringens, E. coli
O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella sp., Shiguella flexneri, S. aureus e
Yersinia enterocolitica. Todos esses modelos predizem o incremento da

populagdo microbiana em funcao do tempo (BUCHANAN 1991);

Pseudomonas Predictor. Desenvolvido pela Universidade de Tasmania, o
software estd baseada no modelo de crescimento de Pseudomonas e pode
ser aplicado para alimentos estocados em diferentes atmosferas, podendo

ser avaliado os perfis de temperatura (NEUMEYER et al., 1997);

Seafood Spoilage Predictor. Desenvolvido pelo Ministério da Pescaria da
Dinamarca, o software facilita o uso pratico de modelos matematicos. Pode
predizer o efeito de temperaturas constantes e variaveis sobre a taxa

relativa de contaminagao do alimento (DALGAARD, 1995);

Outros softwares também foram desenvolvidos: o “Forecast”
(BLACKBURN, 2000); “ERH CALC™" (JONES, 1994); “Decision Support

System” (BLACKBURN, 2000); “ChefCad software” (NICOLAI et al., 1996);
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“MIRINIZ software” (AVERY et al., 1996); “Quantitative risk assessment”

(LOVATT, 1999); “Microfit” (BLACKBURN, 2000).

2.2.6.4. Validacao matematica

Nesta fase realiza-se a validacao via procedimentos de quantificacao para verificar
se 0 modelo encontrado descreve bem os dados experimentais (MCCLURE et al.,
1994). E importante que o modelo preditivo tenha significado biolégico. H& um
nuamero de fontes de variabilidade que podem ser inerentes ao microrganismo, a
erros sistematicos devido aos métodos analiticos de laboratério e as técnicas de
modelagem impréprias em descrever inadequadamente os dados (BLACKBURN,
2000). Estima-se, que para modelos gerados utilizando meios de laboratério, o
erro relativo na predicdo de taxas de crescimento especificas é 7-10%, para
modelos primarios e de 20-50% para modelos secundarios (MASANA, 1999).
Neste ponto existe um grau de aceitacdo ou rejeicdo do modelo e novos dados
microbiolégicos podem ser requeridos ou até mesmo o uso de uma técnica de
modelagem mais apropriada. Ross (1996) introduziu dois indices de validacao: o
fator bias e o fator exatiddo, que depois foram modificados e generalizados por

Baranyi e outros (1999) para quantificar a confianga nas predigdes do modelo.

A adequacado do modelo para predizer os dados pode ser determinada também
graficamente com base em indices estatisticos e matematicos (GIFFEL;

ZWIETERING, 1999).
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a) Fator bias:

Este fator, segundo Ross (1996) indica se a média dos valores observados se
encontram acima ou abaixo da linha da de equivaléncia. Em outras palavras
permite avaliar com 0 mesmo peso, em média, tanto os valores preditos que
sobreestimam como os que subestimam os valores observados. A equagao 2.1

representa o calculo fator bias.

fator —bias = 10(Z10x(P/0)/ )

Onde:

n: numero de dados;

P: valor predito;

O: valor experimental ou observado.

Quando o valor desse fator é maior do que 1 indica que o0 modelo sobre estima as
observacdes sendo as predicdes falhas do lado perigoso “fail-dangerous”. Ja
quando esse valor € menor do que 1 indica que 0 modelo é seguro “fail-safe”

(JEYAMKONDAN, et al. 2001; ROSS et al. 2000).

b) Fator de exatidao

O fator exatidao calcula a média da distancia entre cada ponto e a linha da
equivaléncia como uma medida de quao préximas, da média, as predicdes estao
das observacdoes (ROSS, 1996). A equacdo 2.2 apresenta o célculo do fator

exatidao.
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observado

Z‘log( predito j

n

fator —exatiddo =10 (2.2)
Este indice estatistico € sempre maior do que 1. Quanto maior € o fator exatidao,

menos exato serd o modelo. Ele é especialmente Util em casos de comparacéao de

modelos que tem outros parametros de validagdo semelhantes.

a) Coeficiente de determinacao ou coeficiente de regressao

O coeficiente de determinagdo (R?) é também usado como uma medida total da
predicao alcancada. Ele mede a fracao de variacao sobre a média que é explicado
pelo modelo. Para um valor de R? (0<R?<1) bem préximo de 1, melhor sera a
predicao realizada pelo modelo (GRAU; VANDERLINDE, 1993; DUFFY et al.,

1994).

b) Erro quadrado médio (MSE)

E a soma quadratica do residuo dividido pelo niimero de graus de liberdade. Este
parametro representa o desvio total das saidas preditas com o seu
correspondente dado experimental. Esse erro pode ser considerado como
absoluto ou relativo. Quanto menor é o MSE melhor é a adequagao do modelo

para descrever os dados (ADAIR et al, 1989). Assim, segue a equacgao 2..3

SSE _ X (s = Hps)

n n

MSE =
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e) Residuo Relativo absoluto médio (MARR)

MARR € expressa em porcentagem. O termo absoluto usado neste parametro
estatistico indica o desvio do valor observado. Se 0 MARR for 25%, significa que
em média, os valores preditos sdo 25% diferentes (acima ou abaixo) dos valores
observados. Em média, os valores preditos podem ser 125% ou 75% dos valores
observados (JEYAMKONDAN et al., 2001). Este parametro estatistico € similar ao
fator de exatidao. Conforme observado na equagao 2.4.

o—p
0

MARR = lZ

#100
p (2.4)

Onde: O é o valor observado, P é o valor predito € n o nimero de observacgoes.

2.3. Estudo de modelos
2.3.1. Modelos de cinética e morte microbiana

O tratamento térmico € o processo que objetiva destruir as formas microbianas
com capacidade de desenvolvimento durante uma certa condigcdo de estocagem.
Sendo os esporos bacterianos altamente resistentes as condigbes ambientais
adversas, eles sdo usados como indicadores biolégicos na avaliagdo do nivel de

esterilidade proposto.

A destruicao térmica de uma populacdo homogénea de microrganismos €
consideradas logaritmicas, equivalentes a cinética quimica de uma reacao de 1a
ordem (STUMBO, 1965). O fenbmeno de destruicdo térmica pode ser

representado pelo modelo de uma curva linearizada e semilogaritmica de

59



sobreviventes. A representagao grafica do logaritmo decimal de sobreviventes, em
relacdo ao tempo de exposicdo a temperatura constante, resulta em curva
linearizada decrescente. A variacao do niumero de sobreviventes com o tempo de
exposicao a uma temperatura constante é funcdo do nimero de microrganismos

inicialmente presentes, e é representada pela equacéao 2.5.
Log(Nf) = Log(No) — (k/2,303)t (2.5)

Onde log(Nf) é o logaritmo decimal da populacao sobrevivente apdés um tempo (t)

de exposicao;
Log(No) é o logaritmo decimal da populacao no tempo inicial (t=0);
k € a constante de velocidade especifica de destruicao por unidade de tempo (1).

Para um mesmo microrganismo todos os parametros de tratamento devem ser
mantidos constantes durante o tempo de exposicdo estabelecido, pois a

resisténcia térmica € funcao da concentracao de vapor umido presente.

Para o modelo de curva semilogaritmica de sobreviventes, o tempo necessario
para destruicdo de 90% da populagéo de esporos € o intervalo de tempo exigido
para a curva percorrer 1 (um) ciclo logaritmico. O intervalo de tempo de redugéo
decimal (valor D) é o principal parametro de avaliacdo das caracteristicas de

termorresisténcia da populacado microbiana homogénea.

O valor D ou tempo de reducdo decimal é o intervalo de tempo em minutos a
temperatura constante de tratamento para uma redugcédo de 90% da populagéao
microbiana, inicialmente presente no produto. Numericamente o valor D é o

inverso negativo do coeficiente angular da equacao da reta calculada utilizando o
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método de regressao linear, através dos minimos quadrados, aplicado a regido
linear da curva de sobrevivéncia. O valor D relaciona-se a constante especifica de
reacao através da relagdo: D=(2,303/k). Portanto a equacdo 2.5 pode ser

igualmente representada por:
Log(Nf)=Log(No)—(/D)t (2.6)

A relagcédo entre tempos de processo a diferentes temperaturas para um mesmo
nivel de destruicao microbiana é definida através da curva do tempo de destruicao
térmica ou pela curva fantasma de destruicdo térmica. A curva fantasma é
representada pelo logaritmo decimal do tempo de reducdo decimal (D) em funcéo
da temperatura de referéncia. Para o modelo da curva fantasma semilogaritmica,
o intervalo de temperatura necessario para a reducdao de 90% do tempo de
redugao decimal (valor D) é denominado valor z. Se o valor Dty a temperatura T+
for conhecido, entdo o valor D> a temperatura T, pode ser calculado, através da
curva TDT representada pela equacéo:

DT2
DTI

zlo(Tl‘Tz)/Z (2.7)

Portanto, o valor z representa o intervalo de temperatura em T, que ocasiona
uma variagdo de 10 vezes na velocidade de destruicdo, ou seja, no valor D.
Quanto menor o valor z, tanto maior serd a variagdo de velocidade de destruigao

com a temperatura de exposigao.
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2.3.2. Modelo de Gompertz (GIBSON et al., 1987)

E uma funcdo de quatro parametros que descreve uma curva sigmoidal

assimétrica. E expressa como:
Lt = A+ Clexp[~exp(~ B(t = )] 2.9

Onde:

Lt: € o Logio da contagem bacteriana (nimero de unidades formadoras de colbnia,

UFC a um tempo t).

A: é o valor da assintota do Log(N) quando t decresce indefinidamente,

equivalente ao Logio do numero inicial de microrganismos,

C: é o valor da assintota superior do Log (N) quando t aumenta indefinidamente,
M: tempo na qual a velocidade de crescimento absoluta é maxima,

B: velocidade de crescimento relativa no tempo M,

t: € o tempo

Em uma primeira analise essa equacao parece complexa. No entanto os quatro
pardmetros podem ser relacionados matematicamente com caracteres culturais

familiares aos microbiologistas (BUCHANAN, 1993):
u = BxC/e

GT = [log2][e/BxC]

A = M-(1/B)

MPD = A+C
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e: constante neperiana

Onde: u: é a velocidade de crescimento exponencial [Log(UFC/ml)/h),
GT: tempo de geracao (h)

A: duracéo da fase lag,

MPD: log da densidade maxima da populagéao [log(UFC/mI));

A equacao 2.8 é utilizada nos programas “Food Micromodel” do Reino Unido e
PMP dos Estados Unidos. Mesmo ela sendo muito usada, a equagao de Gompertz
modificada possui inUmeras falhas. A fase lag ndo é paralela ao eixo das
abscissas e a assintota matematica (nimero de células do indculo) esta fora de
escala em tempo negativo. A equacao nao apresenta um periodo de aumento
linear durante a fase de crescimento exponencial, como é observado com a
maioria das curvas de crescimento. Sendo assim, como a velocidade de
crescimento exponencial € determinada por um ponto de inflexdo na curva, o
processo de ajuste tende a fornecer valores que variam mais do que as
velocidades correspondentes determinadas por um periodo de crescimento linear

(WHITING; BUCHANAN, 1997).

2.3.3. Modelo de Baranyi e Roberts (1994)

Para solucionar os problemas mostrados pelo modelo de Gompertz modificado e
fornecer uma base mais mecanistica e biol6gica, Baranyi e Roberts (1994)
propuseram um modelo que incluiu uma fase de crescimento exponencial linear,

M) € uma “fase lag” determinada por uma funcéo de ajuste, ay).
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Uma hipotese basica é que a cinética foi determinada por 3 classes de variaveis:

Condicdes intracelulares: definem as condicoes de estado da célula. Assume-
se que podem ser medidas por certas substancias bioquimicas, tais como
enzimas ou RNA, DNA. A concentracao por célula de n entidades bioquimicas
pode ser denotada por z(t) = (z1(1)...z,(t)). Também pode se referir a z(t) como

vetor de estado interno ou fisiolégico;

Condicdes extracelulares dependentes de mudangas provocadas pelo
metabolismo bacteriano: estas condi¢cdes estdo envolvidas dentro de um vetor,

c(t), chamado também de vetor de estado externo de categoria 1;

Condigbes extracelulares independentes da cultura de crescimento: este vetor
€ denominado como vetor de estado externo de categoria 2, denotado por D(t).
Como indicado pela denotacao € possivel ter mudancas em relacdo ao tempo.

A variavel mais comum modelada por este vetor é a temperatura, T(t).

Para os autores o vetor de estado interno, z(t) tem dois componentes: z4(t), que

representa a quantidade por célula de uma substancia critica restrita ao

crescimento (tais como RNA ou ATP) e z(t) a biomassa celular. O vetor de estado

externo de categoria 1, c(t), tem apenas um componente (a concentracdo de

nutrientes do ambiente extracelular). Os autores assumem que a falta de uma

substancia critica tem um efeito limitante de acordo com a cinética de Michaelis—

Mendel (limitagéo pela esquerda). Similarmente a diminuigdo da concentragdo de

nutrientes causa limitagdes do crescimento pela direita:

dz, (1)

o =k, z,(t) (2.9)
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dz, (1) _ Z,(®) I ¢, (1)
dt k. +z,(t) Tk, +c (1)

Z, (1) (2.10)

dc, (1) __ 1 dz, (1)

2.1
dt y dt ( )

Onde ki, ko, y, kz, € ke S0 0os parametros do modelo e dependem unicamente de
variaveis externas de categoria 2. A concentracao celular, x(t), assume-se que é

proporcional ao total da biomassa, assim:

dz, (1)
dt — e (t) k (o (t)
2,0k, +z,(t) Pk, +c, )

U@ = (2.12)

Note que, na equacao anterior ja existe uma simplificagdo porque zi(t) inicialmente
aumenta, mas diminui quando as células se dividem, além de refletir a separacéo

dos efeitos ambientais internos e externos.

A taxa especifica de crescimento depende do estado fisioldgico da célula (através
de z4); das condi¢cbes externas de categoria 1 (através de cp); e das condicoes

externas de categoria 2 (através das constantes do modelo). Denotando: v = kj,

Hmax = k2 €
_ 4@

a() ——kz Y2 () (2.13)
__ @

u(t) —kc e () (2.14)

Os valores das funcdes a(t) e u(t) estdo entre valores de 0 e 1, e ko pode ser

chamado de taxa especifica de crescimento. A fungéo a(t) descreve o processo de
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ajuste controlado pelo acumulo da substancia critica z¢(t). Portanto a(t) converge
para 1, quando t aumenta, similarmente ao modelo de Hills e Wright (1994). Por
outro lado a fungdo limitante u(t) descreve a transicdo para a fase estacionaria,
sendo que algumas consideragdes foram realizadas de acordo com consideragdes

bioldgicas.

A limitagdo de nutrientes em alimentos aparece geralmente apenas a altas
concentragdes celulares. Para simplificar o porque em Microbiologia de Alimentos,
a modelagem do efeito do nutriente limitante é pouco significativa, u(t) é
aproximado por uma funcdo simples que depende do parémetro de densidade
celular méaxima:

u(t) =1 —[ﬂJ (2.15)

X

max

Onde Xmax € a concentracdo maxima de células, m é o parametro de curvatura
que caracteriza a transicdo da curva de crescimento para a fase estacionaria.
Nota-se que x(t) pode estar envolvido dentro dos componentes de c(t). O modelo
obtido para x(t) fica:

dx(t) - z,(0) u x(l_(&j Jx(t) (2.16)

dt  k +z,(t) ™ X

max

Onde:

dz, (1)

=z (t
dt ()
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Destas Ultimas expressdes observa-se o efeito do crescimento bacteriano no
ambiente celular, expressado como limitante do crescimento, onde a fase
estaciondaria é causada pela alta concentracdo de células. O erro desta

simplificagdo aparece apenas em altas concentragdes celulares.

A vantagem desta simplificacdo € que se D(t) é constante, entdo o sistema de
equacgdes diferenciais anteriores tem uma solucdo explicita, que facilita o

procedimento de ajuste da curva.

Como publicado previamente por Baranyi e Roberts (1994), a solugcdo para o

logaritmo natural da concentragao celular y = Inx(t) é:

1 g’”;umaXAn(t ) -1
m

g M(Ymax ~Yo)

Onde:

Yo : populagao inicial no tempo to

Y(max) : populacao maxima

pmax: taxa de crescimento maxima

n: parametro relacionado a curvatura depois da “fase lag”

m: parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial.

A funcéao A(t) € expressa como:

In(e ' + e — i 7he)y

/'1 max

A(t)=t+ , para hg =-Ina
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Onde o parametro o é chamado de estado fisiolégico das células no tempo t=to.
conseqlentemente hy usa-se para caracterizar o estado fisiol6gico inicial da

célula.

Além de apresentar varias vantagens computacionais quando comparado com
outras fungdes sigmdides, seu uso principal é predizer a resposta de crescimento
bacteriano mesmo com alteragdo de temperatura durante as fases lag e

estacionaria.

Em concluséo, esta fungcéo considera caracteristicas do meio e do microrganismo
em questdo; critério importante devido as influéncias dos diferentes fatores ou
variaveis que provocam mudangas no meio e no metabolismo do microrganismo,
analisando o comportamento do microrganismo de forma mais completa que a

equacao de Gompertz.

2.3.4. Modelo de superficie de resposta

Modelos polinomiais representam aproximag¢oes puramente empiricas da variavel
resposta as variaveis independentes. Em microbiologia preditiva o modelo é
construido na forma de um polinbmio que pode relacionar parédmetros de
crescimento e/ou morte microbiana em funcdo de variaveis individuais e

independentes, tais como temperatura, pH, Aw, etc.

Uma regressao linear multipla pode ser usada para determinar o melhor ajuste de
seus parametros a variavel resposta (ROSS; MCMEEKIN, 1994). A equacéao geral

de regressao pode ser da forma:
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Y=5+6X +6,X,+.+B,X,X, (2.18)

Onde, B0, B1, B2... Bij sdo parametros a serem estimados e Xio X; s8o as

variaveis estudadas.

2.3.5. Modelagem Probabilistica de Regressao Logistica

O uso de modelagem de regressao logistica tem sido explorado durante décadas
sendo aplicado em varias areas, desde pesquisas biomédicas, negbcios e
finangas até em areas de engenharia (HOSMER; LEMESHOW, 2000).

Muitas fungbes de distribuicdo foram propostas para o uso na andlise de variaveis
(HOSMER; LEMESHOW, 2000). Sdo duas as razbes para escolher uma
distribuicao logistica. Do ponto de vista matematico é extremamente flexivel e uma
funcéo facilmente usada e se presta para a interpretacédo e significado bioldgico
(HOSMER; LEMESHOW, 2000).

A modelagem probabilistica enfoca a atengdo abrangente entre crescimento e ndo
crescimento microbiano e os modelos probabilisticos podem ser usados para
definir as combinagbes das diferentes condi¢bes dos fatores envolvidos no
processo (fatores ou barreiras) que influenciam na probabilidade de se o
microrganismo crescer e se reproduzir (LOPEZ-MALO et al., 2000; LOPEZ-MALO;

PALOU, 2000).

Estatisticamente um modelo de regressao logistica relata a probabilidade de

ocorréncia de um evento Y, condicionado a um vetor X, de variaveis explicativas.
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Suponhamos que existam n relatos individuais chamados de eventos. Eles podem
ser de sucesso ou de falha. Entdao pode ser definido y; = 1 se o i-éssimo evento for
de sucesso e de y; = 0 se o i-éssimo evento for de falha. Suponhamos ainda que
para cada um dos n relatos, pode ser medido p variaveis independentes (Xi1,...,Xip),
sendo que podem ser qualitativas tais como sexo e raga ou quantitativas como
pressao e concentracao de células. O assunto consiste em relacionar como essas
variaveis independentes (xi,...,Xp) influenciam a variavel dependente yi. O possivel
modelo seria a técnica de regressédo linear ordinaria que assume que 0s Yy; estao
normalmente distribuidos com media p; e variancia ¢®, sendo que p; é definido

como a probabilidade de sucesso. Numericamente a expressao é:
P = p(y; = 1xy.x,) (2.19)
1-p, =ply, = O‘xil,...xip), i=1..n (2.20)

A equagao 2.20 é dependente linearmente em Xij’'s e 0 modelo pode ser escrito

como:

)4
P, =2 b;x; (2.21)
=1

A técnica dos minimos quadrados € aplicada para estimar os coeficientes b,
consequentemente um novo valor de p; poderia ser estimado pela substituicao do

valor de x; dentro da equagé&o anterior. A dependéncia da probabilidade de
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sucesso frente as variaveis independentes poder ser assumido através da
equacgao 2.22 (LEE, 1992). Este modelo especifico de regressao logistica pode ser

expresso também pela equacgao 2.23:

Jj=0

exp{zp:bjxij}

pi= 5 (2.22)
l+exp| ) b;x;
j=0
. 1
e, l-pi= p (2.23)
1+ exp[ijxU}
j=0

Onde xjo=1 e bjsdo os coeficientes do modelo.
O logaritmo natural da taxa entre p; e 1-p; resulta ser uma funcao linear simples

para x; (LEE, 1992)

Ln
;

Onde g(x) é chamada de transformacao logistica, logit, de p e a equacédo 2.24, o

f;, ] =8(x) = Zp:bjxa (2.24)

modelo logistico linear. A importancia desta transformacdo é que g(x) possui
muitas propriedades desejaveis de um modelo de regressao linear. O logit, g(x), €

linear nestes parametros, pode ser continuo, e pode variar dependendo da faixa

71



de x (HOSMER; LEMESHOW, 2000). A segunda diferenca importante entre os
modelos de regressao logistica e linear refere-se a distribuicdo condicional da
variavel resposta. No modelo de regressao linear assume-se que a observagao da
variavel resposta pode ser expressa como y = E(Y|X) + €. Onde € é chamado de
erro, que expressa o desvio das observacdes em torno de uma média condicional.
Uma suposicao comum € que o erro esteja distribuido normalmente com média
zero, com uma certa variacdo constante através dos niveis da variavel
independente. Assim, uma distribuicdo condicional da variavel resposta pode ser
normal com média E(Y|x) e variancia constante. Isto ndo é o caso de uma variavel
dicotébmica. Nesta situacdo o valor da variavel resposta, dado x, pode ser expressa
como y=p(x) +&. Onde a quantidade € pode assumir dois valores possiveis. Si y=1
entdo €=1-p(x) com probabilidade p(x), e si y=0 entdo e=-p(x) com probabilidade 1-
p(x). Desta forma & tem uma distribuicAio com média zero e variancia igual a
p(x)[1-p(x)]. Isto é, a distribuicAdo condicional da variavel resposta segue uma
distribuicao binomial com probabilidade dada pela média condicional, p(x).

Em resumo, em uma analise de regressdao quando a variavel resposta é
dicotébmica temos:

a) A média condicional da equagao de regressao deve ser formulada para ser

limitada entre um e zero. E 0 modelo logistico satisfaz esta condigéao.
b) A distribuicdo binomial descreve que os erros podem estar distribuidos
estatisticamente na qual a andlise é baseada.
c) Os principios que se seguem numa analise de regressao linear também sao

usados na regressao logistica.
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Assim para duas variaveis independentes o modelo seria:

)4
Ln[l i J = g(1) =Y bx, =by +byx, +byx, +bixx, (2.25)
‘P,- |

J=0

onde os coeficientes b; sdo os parametros a serem estimados pelo ajuste do

modelo para os dados experimentais; Xy e X2 as variaveis em estudo.

Em Microbiologia Preditiva este tipo de modelagem ja tem sido aplicado: Lopez-
Malo; Guerrero e Alzamora (2000) aplicaram regressao logistica para predizer
condicdes de crescimento de Saccharomyces cerevisiae frente a fatores como Aw,
pH e sorbato de potassio. Outros dois trabalhos (LOPEZ-MALO; PALOU, 2000 e
PENA; ASSIS; MASSAGUER, 2004) introduziram no modelo probabilistico a
variavel tempo de estocagem ou de adaptacdo, resultando em modelos que

puderam ser usados para predizer a vida de prateleira do produto em questao.

2.3.6. Modelagem por Redes Neurais Artificiais

No campo da Microbiologia Preditiva, Ross e McMeekin (1994) e Whiting e outros
(1997) desenvolveram modelos matematicos tendo como meta a inativacdo do
crescimento microbiano. A nao linearidade é inerente na determinacado da
populagdo microbiana, mas o uso de técnicas e de modelos lineares descreve a
evolugado de microrganismos como funcéo do tempo (modelo primario). Descrever

o crescimento de uma bactéria requer um enfoque de natureza nao linear.
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Portanto, a técnica de modelagem por redes neurais artificiais pode ser usada
como método alternativo. A baixa complexidade de redes neurais artificiais pode
ser investigada quanto a sua utilidade no campo da predicao microbioldgica.

Uma definicao de redes neurais artificiais pode ser dada como sendo uma técnica
de modelagem, inspirada na arquitetura dos sistemas nervosos biologicos, que
consistem de um grande numero de sistemas relativamente simples que
funcionam em paralelo para tomar decisdes rapidamente. De forma semelhante,
redes neurais artificiais consistem de um grande numero de elementos
computacionais primitivos, o0s quais sao dispostos em uma estrutura
compactamente paralela. Tais elementos conhecidos como nodos s&o conectados
por meio de sinapse artificial simbolizada por uma matriz de nimeros, que podem
ser ajustados por um processo de aprendizagem. Cada nodo pode receber
multiplos sinais de entrada e produzir um sinal de saida. Pode ser considerado
como uma fungdo complexa que relaciona a variavel dependente as variaveis
independentes, com diversos parametros ajustaveis, denominados pesos
(SREEKANTH et al., 1998). Uma capacidade muito importante das redes neurais
€ a de relacionar os parametros de entrada e saida sem nenhuma relacéao anterior
entre elas, sendo o0 processo de aprendizagem uma caracteristica prépria
(SABLANI et al., 1995).

Segundo Baughman e Liu (1995), rede neural é uma ferramenta de modelagem
empirica. Contudo, algumas diferengas notaveis existem entre redes neurais e
modelos empiricos tipicos:

1. Possuem melhor capacidade de filtragem que modelos empiricos tradicionais.

s

E massivamente paralela, de forma que cada nodo opera independentemente
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dos outros. Cada nodo pode ser visto como um processador, com todos
operando em paralelo. Devido a esse paralelismo, redes neurais tém melhor
capacidade de filtragem e, geralmente, trabalham melhor que modelos
empiricos tradicionais com dados incompletos ou com ruidos;

Sao mais adaptativos do que modelos empiricos, possuem algoritmos de
treinamento especificos que ajusta o fator peso entre nodos até que se alcanca
o modelo desejado, que relaciona a entrada a saida. Se as condigées mudam,
de tal forma que o desempenho da rede € inadequado, pode-se retreinar a
rede, nestas novas condigdes para corrigir o seu desempenho;

Sao verdadeiramente sistemas de multipla entrada e multipla saida. A maioria
das ferramentas de modelagem empirica mapeia uma ou, no maximo, duas ou
trés variaveis dependentes. Redes neurais podem mapear tantas variaveis
independentes quantas variaveis dependentes necessitar. Conseqlentemente,
redes neurais trabalham melhor em modelos de reconhecimento do que

sistemas de modelagem empirica tradicionais.

2.3.6.1. Fundamentos e relacoes biologicas

O neurdnio bioldgico (Figura 4) é constituido da célula do corpo central, dendritos

e axénio. O fluxo de informacdes vai dos dendritos para o corpo da célula, através

de um ponto de conexdo como o axénio, denominada sinapse (EBERHART;

DOBBINS, 1990). A interpretacdo neurofisica de ativacdo e do sinal de saida

envolve pulsos elétricos. Essas ativacbes estdo relacionadas com pequenos

pulsos na membrana e sinais através do axoénio. O processamento da informacao
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dentro do neur6nio biolégico envolve duas operacbes diferentes: a primeira
operacao sinaptica que proporciona um peso relativo nas entradas dos neurdnios
e a segunda operacao somatica que providencia agregacao de ativacao nao linear
da entrada do dendrito, com o qual os pesos das entradas fornecem sinais de
saidas (THYAGARAJAN et al., 1998). Assim redes neurais artificiais, inspirada no
funcionamento deste sistema, estdo compostas de grande numero de elementos
computacionais, denominado de nodos ou neurdnios artificiais, os quais séo
conectados por meio de sinapse artificial simbolizada por uma matriz de numeros
(pesos), os quais podem ser ajustados por um processo de aprendizagem

(ALDRICH; SLATER, 1995).

Figura 2.4. Interacao de informagcao de neurdnio bioldgico e sua analogia com o

artificial.

2.3.6.2. Componentes de um nodo

z

O neurbnio artificial pode ter multiplas entradas, mas apenas uma saida. E

denominado freqlentemente como elemento processador que realiza a maioria
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dos célculos na rede neural como mostrado na Figura 4. Os principais

componentes segundo Baughman e Liu (1995) sao:

a) Entradas e saidas: a entrada para o i-ésimo nodo é representada pelo vetor de
entrada ai. O nodo manipula estas entradas e calcula a saida bj, que pode ser
entrada para outros nodos;

b) Fatores pesos: sdo valores ajustaveis associados com as conexdes entre 0s
nodos de uma rede neural que atuam como fator que determina a saida do
nodo. Cada entrada a; € multiplicada pelo seu correspondente fator peso, Wi,
e, 0 nodo utiliza esta entrada ponderada para efetuar os calculos;

c) Limiar interno: fator importante que governa a saida do nodo. O j-ésimo nodo é
denotado por Tj. O nodo calcula todos os valores Wj, fazendo um somatério.
Do calculo total de ativacéo, X;, € subtraido o valor do limiar interno de acordo

com a equagao 2.26;

X; = Z(Wij“i)‘Tj (2.26)

d) Funcbes de transferéncia ou ativacdo: Depois de calculado o valor Xj, o
resultado passa a funcao de ativacao;

fwsa=T;) = f(i(wgai)—T,-) (2.27)

Existem varias fungdes de ativacdo (BAUGHMAN; LIU, 1995) sendo as mais

usadas:

a) Funcdo sigmoidal: tem valores limites de 0 (para x;=-0J) e 1 (para x;=+0), sendo

representada pela equacéao 2.28;
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fx) = ! (2.28)
‘1+e_xi '

b) Funcao tangente hiperbdlica: esta funcdo tem valores limites entre -1 e +1, é

descrita como;

|

1+e™*

fx)= (2.29)

c) Funcao gausiana: é frequientemente utilizada como funcao de simetria radial,

sendo representada pela equacao 2.30.

f(x)= exp[_ ; : j (2.30)

2.3.6.3. Algoritmos de treinamento

O algoritmo de retropropagacao (Backpropagation) (DEMUTH; BEALE, 2002) é
um algoritmo basico de treinamento. Consiste de dois passos através das
diferentes camadas da rede: um passo para frente, a propagacdo, e um passo
para tras, a retropropagacdo. No passo para frente, um vetor de entrada é
aplicado aos neurdnios da rede e seu efeito se propaga através da rede, camada
por camada, produzindo um conjunto de saidas. Durante a propagacgao, os pesos
sindpticos sdo todos fixos e na retropropagacdo, 0s pesos sinapticos sao
ajustados de acordo com uma regra de correcao de erro. Especificamente, a
resposta real da rede é subtraida de uma resposta desejada (alvo) para produzir

um sinal de erro (HAYKIN, 2001).

78



A equacédo de iteracdo deste algoritmo pode ser representada pelas equacdes

2.31 e 2.32:
X=X, tdX, (2.31)
Em que:
de
dX, =mc.dXprev +Ir(1 —mc).— (2.32)
dX
Onde:

k=iteracdo atual; X=vetor coluna de todos valores de pesos e bias;
dXprev=variacao anterior dos pesos e bias; mc=constante de momento; Ir=taxa de

aprendizagem; e=funcao objetivo (erro)

Este algoritmo geralmente é lento para aplicacao em problemas praticos. Entdo
foram desenvolvidos métodos com maior desempenho e velocidade de
convergéncia. Sendo um destes o algoritmo de Levenberg-Maquardt, que foi feito
para aproximar a velocidade de treinamento de segunda ordem sem ter que
computar a matriz Hessian (DEMUTH; BEALE, 2002). A equacao de interagéao

deste algoritmo esta representada pela equacéao 2.38.
Xen =X, ~(077+p)" I7e (2.33)

Onde: J=matriz Jacobiana, contém as derivadas primeiras dos erros da rede com

respeito aos pesos e bias.

Um dos problemas que acontece durante o treinamento de uma rede neural é

denominado sobre ajuste. O erro obtido com o conjunto de treinamento € um valor
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muito pequeno, mas quando um conjunto de dados com respostas novas é
apresentado a rede o erro obtido é grande. Isto significa que a rede memorizou os
exemplos de treinamento, mas n&o aprendeu a generalizar (DEMUTH; BEALE,

2002).

Um procedimento para melhorar a generalizagao, evitando o sobre ajuste, é usar a
regularizacdo que envolve a modificacdo da fungdo objetivo. No algoritmo de
regularizacdo Bayesiana a fung¢do objetivo assume a forma da equacao 2.34

(DEMUTH; BEALE, 2002).

F = a.SSE + B.SSW (2.34)

Onde:
SSE=somatério dos erros quadrados

SSW= somatério do quadrado dos pesos e bias; a e B = parametros da fungéao

objetivo.

Os parametros de regularizagdo sao obtidos com a estrutura Bayesiana, que
estima estes parametros usando técnicas estatisticas. Como a técnica de
regularizacdo bayesiana requer o calculo da matriz de Hessian, o algoritmo de
treinamento associado a regualizacdo é o de Levenberg-Maquardt (FORESSE;
HAGAN, 1997). Uma das caracteristicas deste algoritmo é dar uma medida de
quantos parametros da rede (pesos e bias) estdo efetivamente sendo usados.
Este numero efetivo de parametros permanece aproximadamente constante, ndo
importando quao grande é o numero total de paradmetros da rede. (DEMUTH,;

BAELE, 2002).
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Quando o numero efetivo de parametros for muito préximo ao valor de nimero
atual de parametros, provavelmente a rede ndo esta representando
adequadamente a funcao real. Neste caso, € necessario aumentar o numero de
neurbnios da camada intermediaria e refazer o treinamento da rede. Se a rede
maior tiver o0 mesmo numero de parametros efetivos, entdo a rede é do tamanho
adequado; senao, mais neurbnios na camada intermediaria deverdo ser

adicionados (FORESSE; HAGAN, 1997).

Aplicacbes e maior informacdo desta técnica de modelagem podem ser obtidas
nas referéncias: Basheer e Hajmeer (2000); Najjar, et al. (1997); Hajmeer, et al.

(1997); Almeida, (2002) e Baughman e Liu (1995).

2.3.7. Modelos para descrever o efeito da temperatura.
2.3.7.1. Modelos tipo Bélehradek

Denominado modelo raiz quadrada, por Ratkowsky e outros (1982). Este modelo
descreve o efeito da temperatura na taxa de crescimento bacteriano e € expresso

pela seguinte equacao:
Jk=b(T-T,) (2.31)

Onde k é a taxa de crescimento, T é a temperatura, Tmin € a temperatura abaixo da
qual nao ha crescimento e b é o parametro a ser estimado. McMeekin e outros
(1987) fizeram uma modificacdo do modelo de Ratkowsky e introduziram a Aw.
Adams e outros (1991) incorporaram o parametro pH. A expressao final resultou

na equacao 2.32, onde todos os parametros minimos séo previamente definidos:
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\/E = b(T - Tmin )\/(aw - aw min )'\/(pH - pHmin) (232)

Esta equacédo é nao linear e seu parametro pode ser estimado por procedimentos

iterativos.

2.3.7.2. Modelos tipo Arrhenius
A simples forma do modelo de Arrhenius é utilizada em microbiologia preditiva,
mostrada pela equacao:

Ink = lnA—ﬂ (2.33)
RT

Onde, k é a taxa de crescimento, A € o parametro a ser ajustado, R é a constante
geral dos gases (8,314JK'mol™), T é a temperatura e Ea é a energia de ativacéo

de reacao.

2.3.7.3. Modelo tipo Davey

Davey (1989) modificou o0 modelo de Arrhenius para relacionar os efeitos da

temperatura e atividade de agua mostrada pela equacao:

Ink =C, + % +% +C,a, +C,a; (2.34)

Onde k, aw e T sdo a taxa de crescimento atividade de agua e temperatura

respectivamente, e Co, C1, Co, Cs, C4 sdo os coeficientes a serem estimados.
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Davey (1991) mostrou também o uso deste modelo para descrever a duragao da

fase lag.

2.3.7.4. Modelos para inativacao e sobrevivéncia

Pruitt e Kamau (1993) propuseram modelos para casos particulares mediante
combinacbes lineares, englobando a maioria das situagbes de

crescimento/sobrevivéncia dos microrganismos. Alguns desses modelos séo:

Modelo de morte exponencial para duas sub-populacbes com diferentes
sensibilidades.
S=feP +(1-f)e” (2.35)

Modelo de morte de uma populacao e crescimento de outra.

X + Xaying- € " (2.36)

3 k
- 1+€_'3.(t_r)

Modelo de morte de uma populagcédo, crescimento de outra e inibicdo de uma

terceira.

k = Xrecover

— e+ Xaying. €7 (2.37)

X = Nrecover +

Onde: S é a fracao total de sobreviventes (x/xp) no tempo t; f: fracdo de
sobreviventes da populagcdo 1 mais sensiveis; (1-f): fracdo de sobreviventes da
populagédo 2; B+: taxa de morte especifica da subpopulacdo 1 e [2: taxa de morte

especifica da subpopulacao 2; X: populagdo no tempo t; k: parametro do modelo.
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logistico relacionado ao log.; Xrecover: fragdo da popula¢cdo em recuperac¢ao; Xdying:

fracdo da populacdo em morte; a: taxa de crescimento; t: medida de atraso

térmico de inativagao.

2.4. Referéncias Bibliograficas

1.

ABRAHM, G.; DREVAY, E.; CANDAU, Y.; PIAR, G. Mathematical model of
thermal destruction of Bacillus stearotermophilus spores. Applied Environ.
Microbiology, n.56, p.3073-3080, 1990.

ADAIR, C.; KILSBY, D.C.; WHITTALL, P.T. Comparison of the school field
(non-linear Arrhenius) model and the square root model for predicting bacterial
growth in foods, Food Microbiology, n.6, p.7-18, 1989.

ADAMS, M.R.; LITTLE, C.L.; EASTER, M.C. Modelling the effect of pH,
acidulant and temperature on the growth rate of Yersinia enterocolitica, Journal
Applied Bacteriology, n.71, p.65-71, 1991.

ALDRICH, C., SLATER, M. J. Neural separation — how neural networks will
lead to better control and simulation of extraction columns. The Chemical
Engineer, v.15, p.11-18, 1995.

ALMEIDA, J.S. Predictive non-linear modeling of complex data by artificial
neural networks, Analytical biotechnology, n.13, p.72-76, 2002.

BARANYI, J.; PIN, C.; ROSS, T. Validating and comparing predictive models.
International Journal food microbiology, n.48, p.159-166, 1999.

BARANYI, J.; ROBERTS, T.A. A dynamic approach to predicting bacterial
growth in food, International Journal food microbiology, n.23, 277-294,

1994.

84



10.

11.

12.

13.

14.

15.

BASHEER, L.A.; HAJMEER, M. Atrtificial neural network: fundamentals,
computing, design, and application, Journal of microbiology methods, n.43,
p.3-31, 2000.

BAUGHMAN, D. R.; LIU, Y. A. Neural networks in bioprocessing and
chemical engineering. San Diego, California: Academic Press, 1995. 488p.
BLACKBURN, W.C., Modeling shelf-life, In: Kilcast, D.; Subramaniam, P. The
stability and shelf-life of Food, CRC Press LLC, Cambride, England, 2000.
Cap. 3.

BROGHALL, J.M.; BROWN, C. Hazard analysis applied tom microbial growth in
foods: development and application of three-dimensional models to predict
bacterial growth. Food Microbiology, n.1, p.13-22, 1984.

BROUGHALL, J.M.; ANSLOW, P.; KILSBY, D.C. Hazard analysis applied to
microbial growth in foods: development of mathematical models describing the
effect of water activity. Journal Applied Bacteriol. n.55, p.101-110, 1983.
BUCHANAN, R.L. Developing and distributing userfriendly application software,
Journal Industrial Microbiology, n.12, p.251-155, 1993a.

BUCHANAN, R.L. Predictive food microbiology, Trends food science Tecnol,
n.4. p.6-11, 1993.

BUCHANAN, R.L.; PHILLIPS, J.G. Response surface model for predicting the
effect of temperature, pH, sodium chloride content, sodium nitrite concentration
and atmosphere on the growth of Listeria monocytogenes, Journal Food

Protection, n.53, p.370-376, 1990.

85



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

BUCHANAN, R.L.; STAHL, H.G.; WHITING, R.C. Effect and interactions of
temperature, pH, atmosphere, sodium chloride and sodium nitrite on the growth
of Listeria Monocytogenes, Journal Food Protection, n.52, p844-851, 1989.
DAVEY, K.R. Applicability of the Davey linear Arrhenius predictive model to the
lag phase of microbial growth, Journal Applied Bacteriol, n.6, p.302-303,
1991.

DAVEY, K.R. A predictive model for combined temperature and water activity
on microbial growth during the growth phase. Journal Applied Bacteriology,
n.67, p.483-488, 1989.

DEMUTH, H.; BEALE, M. Neural Network Toolbox User’s Guide for Use with
MATLABL. Version 4, Reading: Hagan, M. 2002, Backpropagation.

DUFFY, L.L.; VANDERLINDE, P.B.; GRAU, F.A. Growth of Listeria
monocytogenes on vacuum-packed cooked meats: effects of pH, aw, nitrite and
sorbate, International journal food microbiology, n.23, p.377-390, 1994.
EBERHART, C.R., DOBBINS, W.R. Neural network PC tools; a practical
guide. San Diego, California: Academic Press, 1990. 414p.

FORESSE, F.D.; HAGAN, M.T. Gauss-Newton Approximation to Bayesia
learning. In Proceeding of the 1997 International Joint Conference on Neural
Networks. Disponivel em: <http://elec-engr.okstate.edu/mhagan/>. Acesso em
10 Dez. 2004.

GENIGEORGIS, C.; MARTIN, S.; FRANTI, C.E.; RICMAN, H. Initiation of
Staphylococcal growth in laboratory media. Applied Microbiology, n.21,

p.934-939. 1971.

86



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

GIBSON, A.M.; BRATCHELL, N.; ROBERTS, T.A. The effect of sodium
chloride and temperature on the rate and extent of growth of Clostridium
botulinum type A in pasteurized pork slurry. Journal Applied Bacteriology.,
n.62, p.479-490, 1987.

GIFFEL, M.C.; ZWIETERING, M.H. Validation of predictive models describing
the growth of Listeria monocytogenes. International journal of food
microbiology, n.46, p.135-149, 1999.

GRAU, F.H.; VANDERLINDE, P.B. Aerobic growth of Listeria monocytogenes
on beef lean and fatty tissue: equations describing the effects of temperature
and pH, Journal Food Protection, n.56, p.96-101, 1993.

HAJMEER, M.H.; BASHEER, L.A.; NAJJAR, Y.M. Computational neural
networks for predictive microbiology: Il. Application to microbial growth.
International journal of food microbiology, n.34, p.51-66, 1997.

HAYKIN, S. Redes neurais — Principios e praticas. Porto Alegre-RS-Brasil:
Bookman, 2001.

HILLS, B.P.; WRIGHT, K.M. Anew model for bacterial growth in heterogeneous
system, J. Theor, Biol, 168, p.31-41, 1994.

HOSMER, D.W.; LEWESHOW, S. Applied logistic regression, second
edition, John Wiley & Sons, INC, New York, 2000, 375p.

JEYAMKONDAN, S.; JAYAS, D.S.; HOLLEY, R.A. Microbial growth modeling
with artificial neural networks, International journal of food microbiology,

n.64, p.343-354, 2001.

87



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

KAMAU, D.N.; DOORES, S.; PRUITT, K.M. Enhanced thermal destruction of
Listeria monocytogenes and Staphilococcus aureus by the lactoperoxidase
system. Appl. Environ. Microbiology, n.56, p.2711-2716, 1990.

LEE, E.T. Statistical methods for survival data analysis, second edition,
John Wiley & Sons, Inc, 1992, 482p.

LOPEZ-MALO, A.; GUERRERO, S.; ALZAMORA, S.M. Probabilistic modeling
of Saccharomyces cerevisiae inhibition under the effects of water activity, pH, a
potassium sorbate concentration. Journal of food protection vol.63 n.1, p.91-
95, 2000.

LOPEZ-MALO, A.; PALOU, E. Modeling the growth/no-growth interface of
Zigosaccharomyces bailli in mango puree, Journal of food science v.65, n.3,
p.516-520, 2000.

MASANA, M.O. Limitations and extensions of predictive microbiology models,
M. Phil Thesis, University of Reading, 1999, IN: Blackburn, W.C., Modeling
shelf-life, In: Kilcast, D.; Subramaniam, P. The stability and shelf-life of Food,
CRC Press LLC, Cambride, England, 2000.

MCCLURE, P.J.; COLE, M.B.; DAVIES, K.W. An example of the stages in the
development of a predictive mathematical model for microbial growth: the
effects of NaCl, pH and temperature on the growth of Aeromonas hydrophila.
International Journal Food Microbiology, n.23, p.359-375, 1994.
MCDONALD, K.; SUN, DA-WEN. Predictive food microbiology for the meat
industry: a review. International journal of food microbiology, n.52, p.1-27,

19909.

88



39.

40.

41.

42.

43.

44.

MCMEEKIN, T.A.; CHANDLER, R.E.; DOR, P.E.; GARLAND, C.D.; OLLEY, J.;
POTROS, S.; RATKOWSKY, D.A. Model for combined effect of temperature
and salt concentration/water activity on the growth rate of Staphylococcus
xylosus. Journal of Applied Bacteriology, n.62, p.543-550, 1987.
MCMEEKIN, T.A.; OLLEY, J.; ROSS, T.; RATKOWSKY, D.A. Predictive
microbiology: Theory and Applications. Research studies Press, Taunt UK,
1993.

METAXAPOULOS, T.A.; GENIGEORGIS, C.; FANELLI, M.J.; FRANTI, C.;
COSMA, E. Production of Italian dry salami, I: initiation of Staphylococcal
growth in salami under commercial manufacturing conditions. Journal Food
Protection, n.44, p.347-352, 1981a.

METAXAPOULOS, T.A.; GENIGEORGIS, C.; FANELLI, M.J.; FRANTI, C.;
COSMA, E. Production of ltalian dry salami, I: effect of starter culture and
chemical acidulation on Staphylococcal growth in salami under commercial
manufacturing conditions, Applied Environmental Microbiology, n.42, p.863-
871, 1981b.

NAJJAR, Y.M.; BASHEER, I|.A.; HAJMEER, M.N. Computational neural
network for predictive microbiology: |. Methodology. International journal of
food microbiology, n.34, p.27-49, 1997.

NETER, J.; WASSERMAN, W.; KUTNER, M.H. Applied linear statistical
model: regression analysis of variance, experimental designs. 3ra ed.

Homeword Richard, 1996, 1127p.

89



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

NIXON, P.A. (1971), Temperature integration as a means of assessing storage
conditions In: Ross, T.; McMeekin, T.A. Predictive microbiology: Review paper,
International Journal of Food Microbiology, n.23, p.241-246, 1994.

OLLEY, I.; RATKOWSKY, D.A. Temperature function integration and its
importance in the storage and distribution of flesh foods above the freezing
point. Food Technol. Aust, N.25, p.66-73, 1973a.

OLLEY, |.; RATKOWSKY, D.A. The role of temperature function integration in
monitoring of fish spoilage. Food Technol. N.Z, 8,13,15,17, 1973b.

PENA, W.L.; ASSIS, J.F.; MASSAGUER, P.R. Development of a predictive
model on the growth of the spoilage mould, Paecilomyces variotii, in pineapple
juice — the effects of water activity, pH, Natamax™, and oxygen permeability of
packaging. Fruit processing, n.5, p.40-48, 2004.

PRUITT, K.M.; KAMAU, D.N. Mathematical models of bacterial growth,
inhibition and death under combined stress conditions. Journal of Industrial
Microbiology, n.12, p.221-231, 1993

RATKOWSKY, D.A Nonlinear regression modeling: a unified practical
approach. New York: Marcel Dekker, (1983a), In: Ratkowsky, D.A. Principles of
nonlinear regression modeling, Journal Industrial Microbiology, n.12, p.195-
199, 1993.

RATKOWSKY, D.A. Principles of nonlinear regression modeling, Journal
Industrial Microbiology, n.12, p.195-199, 1998.

RATKOWSKY, D.A.; LOWRY, R.K.; MCMEEKIN, T.A.; STOKES, A.N;
CHANDLER, R.E. Model for bacterial culture growth rate throughout the entire

biokinetic temperature range. Journal Bacteriol. 154, p.1222-1226, 1983.

90



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

RATKOWSKY, D.A.; OLLEY, J.; MCMEEKIN, T.A.; BALL, A. Relationship
between temperature and growth rate of bacterial cultures. Journal
Bacteriology. 149, p.1-5, 1982.

ROSS, T. Indices for performance evaluation of predictive models in food
microbiology, Journal Applied Bacteriology, 81, p.501-508, 1996.

ROSS, T.; DALGAARD, P.; TIENUNGOON, S. Predictive modeling of the
growth and survival of Listeria in fishery products, International journal of
food microbiology, n.62, p.231-245, 2000.

ROSS, T.; MCMEEKIN, T.A. Predictive microbiology: Review paper,
International Journal of Food Microbiology, n.23, p.241-246, 1994.
SABLANI, S.S., RAMASWAMY, H.S., PRASHER, S.O. A neural Network
Approach for thermal processing applications, Journal of Food Processing
and Preservation., n.19,p.283-301, 1995.

SKINNER, E.G.; LERKIN, J.W. Mathematical modeling of bacterial growth: a
review. Journal of food safety, n.14, p.175-217, 1994.

SPENCER, R.; BAINES, C.R. Effect of temperature on the spoilage of wet fish
|. Storage at constant temperature between -1°C and 55°C. Food Technol.
N.18, p.769-772, 1964.

SREEKANTH, S., RAMASWAMY, H.S., SABLANI, S. Prediction of
psychrometric parameters using neural networks. Drying Technology, v.16,
n.3, p.825-837, 1998

STUMBO, C.R. Thermobacteriology in food processing, chapter 5,

Academic press, New York, 1965, 236p.

91



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

THYAGARAJAN, T., SHANMUGAN, J., PONNAVAIKKO, M., RAO, P.G.
Artificial neural networks: principle and application to model based control of
drying systems- a review. Drying Technology, v.16, n.6, p.931-966, 1998.
WHITING, R.C. Microbial database building: what have we learned?. Food
Technol. 51 (4) p.82-87, 1997.

WHITING, R.C.; Buchanan, R.L. A classification of models in predictive
microbiology — a reply to K.R. Davey. Food microbiology, n.10, p.175-177,
1993.

WHITING, R.C.; BUCHANAN, R.L. Predictive modeling In: Doyle, M.P.
Beuchat, L.R.; Montville, T.J. Food microbiology fundamentals and frontiers,
Washington, ASM, 1997, P.728-739.

BUCHANAN, R.L. Using spreadsheet software for predictive microbiology
applications, J. Food Safety, v.11, p.123-134, 1991.

NEUMEYER, K.; ROSS, T.; McMEEKIN, T. Development of Pseudomonas
predictor, Aust J Dairy Technol, v.52, p.120-122, 1997.

DALGAARD, P. Modelling of microbial activity and predicrion of shelf life for
packed fresh fish, Int J Food Microbiol, v.26, p.305-317, 1995.

JONES, H.P Ambient packaged cakes. In Shelf Life Evaluation of foods, eds.
Man CMD and Jones J A, London, Blackie Academic and Professional, 1994.
p.179-201.

NICOLAI, B.M. Computer-integrated manufacturing in the food industry. In
Computerized Control System in the Food Industry, ed Mittal G S, New

York, Basel, Hong kong, 1996, P.539-583.

92



71. AVERY, S.M.; HUDSON, J.A.; PHILLIPS, D.M. Use of response surface
models to predict bacterial growth from time/temperature histories, Food

Control, v.7, p.121-128, 1996.
72. LOVATT, S. Reseacrh Food Sustem and Technology, 1999. In:
BLACKBURN, W.C., Modeling shelf-life, In: Kilcast, D.; Subramaniam, P. The

stability and shelf-life of Food, CRC Press LLC, Cambride, England, 2000.

93



Parte 3. Estruturacao dos resultados em artigos cientificos.

Os resultados experimentais foram analisados e estruturados em cinco artigos
cientificos da seguinte forma:

Capitulo 2: Modelagem da interface do crescimento/ndao-crescimento de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja como func¢ao do pH,
temperatura, Brix e concentragdo de nisina.

Planejamento experimental: Planejamento composto central;

Variaveis estudadas: pH (3,0, 3,7, 4,4, 5,1 e 5,8); Brix (11, 13, 15, 17 e 19);
temperatura (20, 28,5, 37, 45,5 e 54) e Concentragao de nisina (0, 17,5,30, 52,5 e
70 1U/ml);

Modelo utilizado: Probabilistico de regresséao logistica, Programa: SPSS V.8,0.
Capitulo 3: Modelagem do crescimento e tempo de adaptacao do Alicyclobacillus
acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja.

Planejamento experimental: Planejamento composto central;

Variaveis estudadas: pH (3,0, 3,7, 4,4, 5,1 e 5,8); Brix (11, 13, 15, 17 e 19);
temperatura (20, 28,5, 37, 45,5 e 54) e Concentragao de nisina (0, 17,5,30, 52,5 e
70 1U/ml);

Modelos utilizados:

Primérios: Gompertz modificado e Baranyi & Roberts, Programa: DMFIT;
Secundario: Superficie de Resposta, Programa Statistica v. 5.0.

Capitulo 4: Influéncia da nisina na resisténcia térmica de esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em suco concentrado de laranja

Planejamento experimental: Fatorial completo para dois fatores;
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Variaveis estudadas: temperatura (92, 95, 98 e 102°C) e concentracao de nisina
(0, 50, 75 e 100 1U/ml);

Modelo utilizado: polinomial quadratico, Programa SAS, v. 8,0.

Capitulo 5: Modelagem do limite de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris
CRA7152 em suco de maca: efeito do pH, Brix, temperatura e concentracdo de
nisina.

Planejamento experimental: Fatorial fracionario via procedimento ProcFactex e
ProcOptex do SAS v 8.0;

Variaveis estudadas: pH (3,5, 4,0 5,0 e 5,5); Brix (11, 13, 15, e 19); temperatura
(25, 35, 43 e 50) e Concentracao de nisina (0, 30, 50 e 70 1U/ml);

Modelo utilizado: Probabilistico de regresséo logistica, Programa: SPSS V.8,0.
Capitulo 6: Uso de redes neurais artificiais na modelagem da sobrevivéncia do
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em suco de maca.

Planejamento experimental: Fatorial fracionario via procedimento ProcFactex e
ProcOptex do SAS v 8.0;

Variaveis estudadas: pH (3,5, 4,0 5,0 e 5,5); Brix (11, 13, 15, e 19); temperatura
(25, 35, 43 e 50) e Concentragao de nisina (0, 30, 50 e 70 IU/ml);

Modelos utilizados:

Polinomial quadratico, Programa SAS, v. 8,0;

Redes Neurais Artificiais, Programa Matlab, v.6.5.
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Resumo

A probabilidade do crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152
em suco de laranja foi estudada em diferentes condi¢ées do produto. A
resposta do microrganismo foi monitorada por até 47 dias sob intervalos de
pH (3,0 a 5,8), sélidos soluveis (11 a 19Brix), te mperatura (20 a 54<C) e de
concentragdo de nisina (0 a 70lU/ml). Os dados de crescimento / nao
crescimento foram modelados pelo modelo de regresséo logistica polinomial.
A concordancia do modelo obtido foi de 96,30% indicando bom ajuste dos
dados observados. Os resultados monstraram rapido crescimento em
condigbes de 0 IU de nisina por ml de suco, a 35°C com pH 4,4 e 15°Brix.
Para 70 IU de nisina por ml ndo houve crescimento, por até 47 dias de
estocagem, a 37°C com pH 4,4. Sucos simples (11Brix) com pHs
caracteristicos entre 3,5 a 3,7 podem se manter estaveis suportando até
36C de abuso de temperatura, desde que adicionado 70IU de nisina/ml,
estendendo sua vida de prateleira. Com probabilidade de crescimento de
0,05 e usando o modelo logistico, altos valores criticos de pH podem ser
obtidos quando 50 IU de nisina/ml, a 25°C estdo presente no suco, no
entanto aumentando a temperatura e diminuindo a concentracao de sélidos
soluveis, os valores criticos de pH diminuem. Conclui-se entdo que a adigcéo
de nisina € uma opc¢ao para o controle do crescimento de A. acidoterrestris
em suco de laranja, bem como o modelo de regressao logistica resultou ser
importante ferramenta para determinar a resposta microbiana sob valores
criticos das variaveis além de prever probabilidades de crescimento para as

diferentes condi¢des estudadas.
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1. Introducao

Alicyclobacillus acidoterrestris € uma bactéria ndo patogénica, formadora de
esporos, que foi isolada do solo de florestas e de sucos de frutas com sinais
de deterioracao aparente (Cerny et al., 1984; Pettipher et al., 1997; Walls e
Chuyate, 1998; Splisttoesser et al., 1998). Pinhatti et al. (1997) reportaram
dados de deteccdo de Alicyclobacillus em suco concentrado de laranja
proveniente de varios paises. Tais autores sugeriram que a ocorréncia de
Alicyclobacillus é incidental, requerendo uma certa combinacado adequada de
fatores para crescimento, tais como baixo pH e altas temperaturas por longos
periodos de tempo. Portanto concentragdes maiores do que 10° UFC/ml
deste microrganismo em alguns sucos ndo estdo associadas
necessariamente com a contaminagcdo do produto. De qualquer maneira,
esporos de A. acidoterrestris sao considerados alvos importantes no controle
de qualidade de suco de frutas acidas, pois eles sdo capazes de germinar e
crescer sobre amplas faixas de pH: de 2,5 a 6,0 (Cerny et al., 1984;
Yamazaki et al., 1996), de 2,5 a 5,5 (Walls e Chuyate, 1998) e 6timas entre
3,5 a 5,0 (Pinhatti et al., 1997). A deterioragdo do suco € manifestada pela
presenca de compostos fendlicos provocando “off-flavour” descrito como
medicinal (Walls e Chuyate, 1998; Orr et al., 2000; Jensen e Whitfield, 2003).
Além disso, o produto contaminado pode ou ndo apresentar sedimentagdo no
fundo da embalagem (Walls e Chuyate, 1998). Assim, procedimentos e
agentes que inibam e/ou controlem a germinacao com posterior crescimento
desta bactéria tornam-se necessarios. A nisina seria uma oOpgao, pois

apresenta alta estabilidade sobre condi¢des acidas sendo mais soluvel a pH
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baixo (Hurs, 1981; Davies et al., 1998). Nao é toxica, e mantém sua
estabilidade como antimicrobiano a altas temperaturas, com efeito, principal
sobre bactérias gram positivas formadoras de esporos (Jay, 1994).
Komitopoulou et al. (1999) estudaram o uso da nisina (Concentragdo Minima
Inibitéria - MIC) no controle da germinagao dos esporos de A. acidoterrestris
em suco de laranja, maca e toranja a temperaturas de 25 e 44°C. Por outro
lado Yamazaki et al. (2000) determinaram MIC da nisina em meio laboratorial
Yeast-Peptona-Glucose-Agar (MYPGA) a 46°C e pHs de 3,4 e 42. Em
ambos os estudos nao foram avaliadas faixas dos fatores, contudo Yamazaki
et al. (2000) mostrou que a sensibilidade de A. acidoterrestris a nisina variou
de acordo com a linhagem e o pH do meio. Manter um produto estavel, sem
contaminagao microbiana, requer, um controle rigoroso com identificacao do
microrganismo principal e suas respostas frente a fatores que determinam
sua sobrevivéncia e crescimento em produtos alimenticios. Assim, modelos
matematicos podem ser usados para descrever tais informacodes e interpretar
o comportamento microbiano sob diferentes circunstancias fisico quimicas
(Alavi et al., 1999). Modelos preditivos podem ser usados como ferramentas
na industria de alimentos quando descrevem as interagdes de um
determinado numero de fatores utilizados em combinagao (McClure et al.,
1994). Modelos probabilisticos baseados em regressao logistica sdo Uteis na
andlise da descricdo da interface de crescimento/ndo-crescimento, podendo
ser explorados os efeitos das condi¢ées do meio na resposta microbiana de
sobrevivéncia, crescimento e morte (Ratkowsky e Ross, 1995; Presser at al.,

1998). Regressao logistica pode ser uma poderosa ferramenta de
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modelagem microbiana, que com suficiente conhecimento das caracteristicas
do produto e as condi¢cdes de estocagem, pode estimar a probabilidade de
crescimento de microrganismos patogénicos ou deteriorantes (Lopez-Malo e
Palou, 2000). Aplicacdes desta técnica tém sido reportadas, ndo apenas para
descrever o efeito de fatores individuais na interface de crescimento/n&o-
crescimento (Lopez-Malo et al., 2000), mas também como modelagem da
vida de prateleira do produto (Pefa et al., 2004).

Observa-se pelos dados de literatura, que germinacao e crescimento de A.
acidoterrestris foram estudados apenas em sucos simples pronto para o
consumo. Porém Splittstoesser et al. (1994) indicaram que o crescimento
desta bactéria pode ser inibido quando o conteddo de sélidos sollveis
exceder 18,5Brix. Sendo assim, ha necessidade de estudar o suco
concentrado até esses valores de soélidos solUveis com doses minimas de
nisina que possam inibir o crescimento deste microrganismo.

Os objetivos desta pesquisa foram: 1) implementar um modelo matematico
baseado em regressdo logistica para descrever a probabilidade de
crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja
concentrado, como resposta aos efeitos do pH, concentracdo de sélidos
soluveis (°Brix), temperatura e concentracao de nisina e 2) predizer valores

criticos destes fatores para inibir o crescimento da respectiva bactéria.
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2. Material e métodos

2.1. Cepa bacteriana e meios de cultura.

Foi utilizada uma cepa de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152
gentilmente cedida pela Danisco Cultor.

Meio de esporulagao: Alicyclobacillus acidocaldarius médium (AAM): 0,05 %
de MnCl; 4 HxO; 1,5 % de agar; 1,09 de Extrato de levedura; 0,2g de
(NH4)2SOq4; 0,59 de MgSO4 7 H20; 0,259 de Ca Cl» 2 H20; 0,60g de KH2PO4
1,09 de glicose; 1,01 de agua esterilizado a 121C por 15 min. O pH foi
ajustado para 4,0 com HoSO4 1N (Murakami et al., 1998).

Meio de quantificacdo K: Peptona 5g; Glicose 1g; Extrato de levedura
2,59; Tween-80 1g; Agar 15g; Agua destilada 1. Esterilizado a 121°C
por 15 minutos. O pH ajustado para 3,7 com &cido malico 25% esterilizado

com microfiltro de 0,22mm (Walls e Chuyate, 1998).

2.2. Preparacao da suspensao de esporos.

Inicialmente foi realizada a pré-esporulacao de Alicyclobacillus acidoterrestris
em 4 tubos inclinados contendo meio PDA-Oxoid (Potato Dextrose Agar, pH
= 5,6), incubados a 44°C por 3 dias (Pontius et al, 1998). Posteriormente o
crescimento nos tubos foi recolhido através de raspagem com baguetas
estéreis de vidro utilizando 5ml de agua destilada estéril por tubo. A
suspensao obtida foi transferida para um tubo de rosca de 25x200 mm estéril
e ativada a 80°C por 10 minutos, seguido de resfriamento rapido em banho
de gelo. Inoculou-se 0,1ml da suspensdo ativada em cada uma de 100

garrafas de vidro de 290 ml contendo 60ml de meio (AAM) solidificado e
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inclinado. As 100 garrafas inoculadas foram ent&o incubadas por 9 dias a
45°C. ApoOs observagdo microscopica de 90% do campo esporulado, via
coloracao de esporos utilizando corante verde malaquita, foi realizada a
coleta dos esporos (Murakami et al., 1998).

Os esporos coletados foram lavados, e re-suspendidos em agua destilada
estéril apés 3 centrifugacbes (12310g por 15 min a 4°C), seguido de
lavagens sucessivas. Apds a primeira lavagem adicionou-se 0,3mg de
lisozima/ml de suspenséao ajustando o pH até 11 para eliminagéo das células
vegetativas (Stumbo, 1965). Os esporos foram estocados a 4°C em 4gua
destilada estéril até seu uso.

A contagem foi feita em meio K, apds ativagdo térmica por 10 minutos a
80°C, com plagueamento em profundidade. As placas invertidas foram
incubadas a 43°C por 5 dias. A concentragcdo da suspensdo de esporos foi

de 8x10%esporos/ml (Walls e Chuyate, 1998).

2.3 Matéria prima
Foi utilizado suco concentrado de laranja (66°Brix com pH 3,68) como
matéria prima na preparacdo das amostras; realizando-se as seguintes

andlises microbiolégicas com o propdésito de verificar a qualidade do suco.

» Contagem total de mesdfilos (Vanderzant e Splittstoesser, 1992)
Foram preparadas diluicdes seriadas de 10°, 10 e 10, e plaquedas em

profundidade em meio PCA-Agar padrdo para contagem (Difco), pH 7,0,
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em duplicata e incubadas a 30°C por 24/48 horas e o resultado expresso
em UFC/ml.

» Contagem de bolores e leveduras (Vanderzant e Splittstoesser, 1992).
Diluicbes seriadas de 10°, 10" e 102 em 4agua peptonada estéril (0,1%)
foi realizad plagueamento em profundidade com meio PDA (Oxoid Ltd,
Inglaterra) acidificado para pH 3,5 com &cido tartarico 10% (p/v). As
placas invertidas em duplicata foram incubadas a 30°C por 3-5 dias, e o
resultado final expresso em UFC/ml de suco concentrado.

» Contagem de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris, em meio K (pH
3,7), ap6s choque térmico de 80°C por 10min, seguindo o procedimento

de Walls e Chuyate (1998).

2.4. Determinacao da concentragcao maxima de nisina a ser utilizada.

Inicialmente realizou-se um teste de determinagdao da concentracdo maxima
de nisina a ser usada no experimento em IU/ml, nas condi¢des 6timas de
crescimento da bactéria. Para tanto foram testados 100; 80; 70; 50; 25; 12,5;
6,25 e 0 IU nisina/ml de suco, com pH 4, 11,5°Brix e temperatura de
incubacdo de 43°C por um periodo de 6 dias (Komitopoulou et al., 1999). O
plagueamento foi realizado diariamente em meio K (pH 3,7) e incubado a
43°C por 3-5 dias. A concentracdo do inéculo foi da ordem de

7x10°esporos/ml de suco, ativados a 80°C por 10min.
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2.5. Planejamento experimental.

Uma vez determinada a concentracdo maxima de nisina a ser empregada no
experimento, foi implementado um planejamento composto central: 2*
(ensaios 1 ao 16) com 3 pontos centrais (ensaios 25 ao 27) e 8 pontos axiais
(ensaios 17 ao 24) como apresentado na Tabela 1 (Neto et al., 2002). Os
intervalos dos fatores foram: pH (3 a 5,8), Temperatura (20 a 54°C), °Brix (11
a 19) e concentragdo de nisina (0 a 70lU/ml); sendo a variavel resposta o
crescimento ou n&o do microrganismo. Temperatura, °Brix e pH foram
estabelecidos considerando as condigdes de crescimento do A.
acidoterrestris. O pH do suco de laranja foi ajustado com NaOH 5N e &cido
malico 25% (p/v) e medido com um potenciémetro (DMPH-2-Digimed). As
diferentes concentracdes de sélidos soluveis do suco foram ajustadas com
diferentes diluicGes de dgua destilada estéril adicionada no suco concentrado
de laranja. Para medicao foi utilizado um refratbmetro ATAGO HSROS500.
Todas as amostras de concentrado foram tratadas termicamente a 105°C por
10 min para eliminar presenca de possiveis competidores (Massaguer et al.,
2002). A Nisina™ foi cedida pela Danisco Cultor e usada apds preparo de
uma solugdo estoque contendo 10* IU/ml em HCI 0,02 N e esterilizada as
121°C durante 15 minutos (Scott e Taylor, 1981). A carga inicial inoculada de
A. acidoterrestris CRA 7152 foi de 2,0x10%esporos/ml de suco de laranja,
ativados a 80°C por 10min, simulando a carga comumente reportada em
concentrado de laranja (Pinhatti et al. 1997). Cada ensaio foi realizado em
duplicata e incubado por um periodo de até 47 dias.

Tabela 1
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2.6. Avaliacao do crescimento e nao crescimento.

Todos os ensaios foram monitorados diariamente via plagueamento em meio
K (pH 3,7) e as placas incubadas a 43°C por 3 - 5 dias. Classificaram-se os
ensaios como positivos para crescimento, quando o niumero de contagem de
células nas placas foi maior que o0 niumero de esporos ativados inoculados no
tempo zero; caso contrario foram classificados como negativos. Este critério
também foi usado por Lopez-Malo e Palou (2000). Assim, as respostas de
crescimento/ndo-crescimento foram analisadas através da modelagem

probabilistica.

2.7. Modelo Probabilistico de Regressao logistica.

As respostas de crescimento/ndo crescimento obtidas nos diferentes ensaios
da Tabela 1 foram ajustadas usando o modelo de regressdo logistica que
descreveu a probabilidade de crescimento da bactéria condicionado a
combinagao dos varios fatores estudados. O modelo de regressao logistica
descreve a probabilidade de um determinado evento Y ocorrer, condicionado
a um vetor X. Segue o modelo especifico de regresséo logistica (Hosmer e

Lemjeshow, 2000)

B expl% ,BixiJ
Pl = 1+exp|) Bixi ()

Onde P(x) é a probabilidade de crescimento ou ndo crescimento

A transformacao logit de P(x) é definida como:
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Logit(P) = g(x) = Ln[l—pr()xJ = Z,Bixi (2)

Nesta pesquisa, °Brix, pH, concentracdo de nisina e temperatura de
incubacdo foram as variaveis independentes, sendo a variavel dependente a
probabilidade do A. acidoterrestris crescer no suco concentrado. Essa
resposta foi qualificada como “1” para crescimento e “0” para nao-
crescimento sobre as condi¢des avaliadas. Assim o seguinte modelo logit(P)

foi escolhido:

g(x) = 180 +:81PH +182Ni +,83T+,BSBrix+,86pH.Ni+,B7pH.T +

3
Bs pH Brix + B,Ni.T + B, Ni.Brix + 5,,T .Brix ©)

Onde os fo....... B11 sé@o os coeficientes do modelo que foram estimados pelo
ajuste dos dados experimentais com probabilidade de 0,05, Ni
=concentracdo de nisina em IU/ml, T = temperatura em °C e °Brix =
concentracdo de soélidos soluveis. Para tanto se utilizou o procedimento de

regressao logistica do programa SPSS 8.0.

Depois de ajustado o modelo de regressao logistica, predicdes de interface
de crescimento /ndo crescimento foram realizadas com probabilidade de
0,05% pela substituicdo do valor de logito (p(x)) no modelo da equacao 1,
sendo calculado o valor de uma variavel independente mantendo as outras
variaveis independentes fixas. Também foram calculadas probabilidades de

crescimento usando a equacao logistica para as condigdes estudadas.
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3. Resultados e Discussao
3.1. Caracterizacao microbiologica da matéria prima

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas do suco concentrado que foi utilizado
no experimento. Em conclusdo o suco apresentou-se como um bom produto
para ser utilizado enquanto substrato, estando livre de esporos de

Alicyclobacillus.

Tabela 2

3.2. Concentracao maxima de nisina para inibicao do A. acidoterrestris
CRA 7152 em suco de laranja.

Observa-se pela Figura 1 que houve crescimento para o controle (0), 6,25,
12,5, e 25 IU de nisina/ml indicado pelo aumento da populagao inicialmente
inoculada. Para 100, 80 e 70IU/ml, o efeito da nisina manifestou-se pela
reducao da populagdo microbiana em, pelo menos, um ciclo log. No caso da
concentracdo de 50 IU/ml foi observado um estado de laténcia da bactéria,
pois a mesma nao cresceu; no entanto ndo houve uma reducéo significativa
da populacdo inicial, e apdés 5 dias apresentou leve tendéncia ao
crescimento. Com 100IU de nisina/ml foi obtida a maior inibicado da bactéria
(até 2 ciclos logaritmicos). Os resultados encontrados concordaram como 0s
reportados por Yamazaki et al. (2000) para meio laboratorial e Komitopoulou
et al. (1999) para suco de laranja simples. Com 70IU de nisina/ml observou-
se clara inibicdo do crescimento bacteriano mesmo sem redugdo da

populagdo inoculada. Desta forma € possivel concluir que uma faixa de 0-70
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IU nisina/ml pode causar certo grau de inibicdo interagindo com os outros
fatores, sem necessidade de exceder a dose da bacteriocina.

Figura 1

3.3. Crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em suco

de laranja

Pela Tabela 3 observou-se crescimento em auséncia de nisina, ensaio 21,
(37°C, pH 4,4; 0 IU/ml de nisina e 15°Brix) em apenas 1 dia de incubacao,
com populacdo final atingindo nivel de 10" UFC/ml de suco em 7 dias. Isto
mostra que em condi¢cdes de abuso de temperatura (237°C) ou em climas
tropicais havera rapida deterioracdo do produto pelo desenvolvimento desta
bactéria em apenas 24 horas reforcando a necessidade de refrigeracao
adequada. Walls e Chuyate (1998) observaram rapido crescimento em
temperaturas de 35 a 46°C associadas a pHs de 4,5 a 5. Por outro lado
Pinhatti et al. (1997) mostraram pHs 6&timos de crescimento para

Alicyclobacillus entre 3,5 a 5.

Tabela 3
A 455°C de incubagéo, regido de temperatura 6tima (Cerny et al. 2000) e
qualquer condigéo dos valores testados de pH, °Brix e nisina houve aumento
da populagdo microbiana, com excec¢ao do ensaio 14 (pH 3,7, nisina 52,5
IlU/ml e 17°Brix). Em todos esses ensaios acredita-se que a temperatura
elevada foi o fator mais importante para obter respostas positivas, “1”, de

crescimento afetando a retencdo da atividade da bacteriocina. Delves-
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Broughton (1990) estudou a retencdo da atividade da nisina em queijo
durante a estocagem a 20, 25 e 30°C, mostrando que as perdas foram mais
pronunciadas a temperatura e pH mais altos. Para o ensaio 14, tanto a
influéncia da alta concentracao de nisina associada a uma alta concentracao
de sélidos soluveis (baixa atividade de agua) foram determinantes para a nao
ocorréncia do aumento da populagao microbiana sendo, portanto, qualificado
como “0”. Komitopoulou et al. (1999) mostraram que com 50lU de nisina /ml
em suco de laranja simples ocorreu pouco crescimento com
aproximadamente o dobro da carga inoculada inicialmente durante 6 dias de
incubacdo a 44°C. Porém nesta pesquisa foi possivel obter inibicdo com
52,51U/ml de suco, pH 3,7 e 17°Brix por até 47 dias incubados a 45,5°C. Tal
resultado é relevante para casos de transporte de suco de laranja em

condi¢des de temperatura de abuso de até 45,5°C.

O forte efeito de temperatura é observado no caso das amostras incubadas a
28,5°C pois houve crescimento apenas nos ensaios 3 (pH 5,1 Nisina 17,5
IU/ml e 13° Brix) e 11 (pH 5,1 Nisina 17,5 IU/ml e 17°Brix), com populagdes
finais muito baixas, conseguindo apenas duplicar a carga inicialmente
inoculada. Nestes ensaios o valor do pH de 5,1 diminuiu a atividade inibitoria
da nisina favorecendo desta maneira o crescimento da bactéria. Delves-
Broughton (1990) indicou que, perda da atividade da nisina é mais
pronunciada a altos valores de pH. Sob outro enfoque varios autores
(Pettipher et al., 1997; Walls e Chuyate, 2000; Eguchi et al., 2001) indicaram

temperaturas minimas de crescimento entre 20 a 25°C. Porém, diferentes
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combinagdes de pH, concentracdo de nisina relativamente baixa e °Brix

resultaram ser inibitérias a 28,5°C durante 47 dias de incubag&o.

Nos ensaios que representaram 0s pontos axiais (ensaios 17 a 24), houve
crescimento apenas nos ensaios 20 (37°C, pH 5,8, nisina 35 1U/ml, 15°Brix);
21 (37°C, pH 4,4, nisina 0 1U/ml, 15°Brix) e 23 (37°C, pH 4,4 nisina 35 IU/ml,
11°Brix). No caso do ensaio 21 o efeito do pH, temperatura 6tima e auséncia
de nisina, provocaram crescimento. Em relagdo aos pontos axiais 17 (20°C,
pH 4,4, nisina 35IU/ml, 15°Brix); 18 (54°C, pH 4.4, nisina 35 1U/ml, 15°Brix);
19 (37°C, pH 3, nisina 35 1U/ml, 15°Brix); 22 (37°C, pH 4,4 , nisina 701U/ml,
15°Brix) e 24 (37°C, pH 4,4 nisina 35 1U/ml, 19°Brix), cada fator no seu valor
extremo foi determinante para nao permitir o0 aumento da populagao
bacteriana que foram qualificadas como “0”. Ja para as amostras que
representaram 0s pontos centrais (ensaios 25 a 27 com condigdes mais
favoraveis ao crescimento) houve crescimento positivo “1” no tempo

incubado.

3.4. Modelagem probabilistica.

Utilizando os resultados de crescimento / ndo crescimento no concentrado de
laranja apés 47 dias de incubacao, foi ajustado um modelo de regressao
logistica, para descrever a probabilidade de crescimento (p(cresc)) da
bactéria como resposta a influéncia dos fatores pH, concentragdo de nisina,

Temperatura e °Brix.
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O ajuste dos dados da Tabela 3 a equacao 3 por regressao logistica com
eliminagdo dos coeficientes nao significativos (p>0,05) estdo mostrados na
Tabela 4. Através de uma anadlise de fatores individuais observou-se que
apenas a variavel °Brix, isoladamente, ndo afetou os resultados, porém sua
interacdo com a temperatura sim. A analise de regressao confirmou que 0s
outros fatores (T, pH, e concentracdo de nisina) foram altamente
significativos.
Tabela 4
A classificagdo da correta porcentagem ajustada pelo modelo mostrou que
96,30% dos dados foram classificados adequadamente pelo modelo, com
apenas 2 casos classificados equivocadamente, que foram preditos como
crescimento, porém observados como ndo crescimento experimentalmente.
A predicao dos dados com crescimento (‘1’) foi 100% correta. O bom ajuste
do modelo foi testado pelo teste de chi-quadrado e a razdo de
verosemelhanca (Tabela 5).
Tabela 5

Modelos microbianos probabilisticos baseados em regressao logistica foram
reportados por varios autores para Listeria monocytogenes (Bolton and
Frank, 1999), Shigella flexneri (Ratkowsky and Ross, 1995), Saccharomyces
cerevisiae (Lopez-Malo et al., 2000), mostrando a flexibilidade na construcao
do modelo logistico. Podendo introduzir no modelo, modelos cinéticos como
raiz quadrada (Ratkwsky e Ross, 1995; Lanciotti et al., 2001) ou modelos

como polinomial (Lopez-malo e Palou, 2000; Pefa et al., 2004). Entretanto,
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P(cresc ) =
(

em cada caso de crescimento/nao crescimento é preciso fixar um tempo de
incubacao adequado para avaliar estas respostas microbianas.

O modelo probabilistico implementado resultou na equacgao 4.

exp (— 14,4125 +0,4202 *T + 2,4888 pH —0,1006 * Ni sin a —0,0144 Brix >"T)

1+exp( —14,4125 +0,4202 *T +2,4888 pH —0,1006 * Ni sin a —0,0144 Brix *T)

Utilizando o modelo da equacao 4 foram previstas as probabilidades de
crescimento do A. acidoterrestris (valores entre 0 e 1), para diferentes
combinagbes de pH, temperatura, °Brix e concentragdo de nisina
apresentadas nas Tabelas 6 a 8. Estes dados sao de grande interesse para a
industria de sucos.

Para sucos de laranja com pH 3,0 (Tabela 6), as probabilidades de
crescimento foram bem pequenas (menores que 0,005) como esperado para
701U de nisina em suco com 17°Brix até temperatura de incubacio de 48°C.
A medida que a concentracdo de soélidos soluveis e concentragdo de nisina
diminuiram, essa probabilidade aumentou mas 0 mesmo ndo aconteceu com
a temperatura que contrariamente obtiveram-se probabilidades de
crescimento mais baixas a medida que esta foi diminuindo. Assim, com suco
simples de pH 3,0, 401U/ml e 60IU/ml de nisina é possivel ter um abuso de
temperatura de até 31°C e 38°C, respectivamente, a uma probabilidade de

crescimento de 0,05. A medida que diminuiu-se a conceniracdo de nisina foi

necessario diminuir _a temperatura para manter baixos niveis de

probabilidade de crescimento.
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Com suco simples (11°Brix) e pHs entre 3,5 e 3,7 o modelo indica que
podem ser obtidas probabilidades de nao-crescimento (=0,95), apenas com
concentragdo de nisina de 701U/ml, podendo ter temperaturas de abuso de
incubacgdo de até 36°C (Tabelas 7 e 8). Manter essas probabilidades de néo-
crescimento com diminuicdo da concentracao de nisina implica diminuicdo da
temperatura de incubagdo. Assim um suco simples com pH 3,7 e 60IU/ml
podera ser armazenado a uma temperatura méaxima de 32°C. Isto demonstra
que, havendo contaminagdo do suco por Alicyclobacillus em niveis de
10%esporos/ml, a deterioragcdo s6 podera ser prevenida adicionando diversas
concentragdes de nisina com controle rigoroso da temperatura de transporte
ou armazenamento refrigerado. Observa-se, porém, que o0 modelo
encontrado prediz essas probabilidades para um tempo de vida de prateleira
de 47 dias de estocagem nas diferentes condicées dos fatores, na préatica
isto devera ser evitado principalmente nas condicbes de temperatura de
abuso. Longos periodos de exposicdo, a essas temperaturas, acarretarao
aumento da probabilidade de crescimento da bactéria e conseqiente
deterioracdo do produto. Uma aplicacdo balanceada destes fatores de
preservacao (pH, Brix, e temperatura) permitira a reducao da probabilidade
de crescimento do A. acidoterrestris garantindo uma vida de prateleira
microbiologicamente estavel para o produto final.

As Figuras 2 e 3 constituem as superficies de algumas das condi¢coes
ensaiadas, observando-se claramente o efeito das varidveis em estudo sobre
a probabilidade de crescimento do A. acidoterrestris em suco de laranja. Na

figura 3(a) o modelo sugere crescimento com probabilidades baixas de no
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maximo 0,5 para sucos com 11Brix e temperatura de incubagcao de 20<C.
Este nivel de probabilidade pode ser diminuido para 0,05 quando adicionado
20 a 30lIU/ml de nisina no suco. Isto é importante, pois embora a literatura
reporta temperaturas minimas de crescimento entre 20 a 25°C, dependendo
da cepa, 0 modelo estaria predizendo do lado seguro.

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Figura 2

Figura 3
As Tabelas 9 a 11 mostram os valores criticos (valores a partir dos quais
pode ocorrer inibicdo ou crescimento do microrganismo a um determinado
valor de probabilidade) preditos pelo modelo da equacéo 4 para os diferentes
fatores estudados. Assim pela Tabela 9 observamos que com 20IU de
nisina/ml a 20°C, o valor de pH critico seria 3,3 para sucos com 11°Brix.
Aumentando a concentracdo de sélidos solluveis para 15 e 17Brix e
mantendo a mesma condi¢ao de temperatura, o valor minimo de pH passaria
para 3,8 e 4,0 respectivamente, ou seja, haveria maior tolerancia deste fator
para inibir o crescimento da bactéria. A medida que a concentragéo de nisina
aumenta, o valor minimo de pH também aumenta. Assim pode ter-se valores
minimos de pH de até 4,5 com 50lU/ml incubados a 20, 25 e 30°C para
sucos com 11, 15 e 17°Brix respectivamente. Informacao importante no caso
de utilizacdo de matéria prima com diferentes graus de maturacdo e na

preparacao de misturas de sucos de diferentes variedades. Para temperatura
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ambiente entre 25 e 35°C com 50lU/ml de nisina, valores criticos de pH
ficaram em 2,9 a 4,0; 3,8 a 4,6 € 4,2 a 4,9 para sucos com 11, 15 e 17°Brix
respectivamente. No caso das temperaturas criticas (valor de temperatura a
partir da qual podera ocorrer crescimento) com probabilidade de 0,05 (Tabela
10), observa-se que podem ser obtidos amplos valores de tolerancia a
medida que a concentracdo de nisina aumenta. Para sucos com pH de 3,5 a
4 e 50IU/ml de nisina, temperaturas maximas podem ser toleradas de 37 a
44, 31,8 a 379 e 248 a 29,6 para sucos com 17, 15 e 11°Brix
respectivamente. Para suco com 11°Brix, pH 3,7 e 50lU/ml de nisina a
temperatura de 27,7°C torna-se critica para controlar o crescimento, com
tolerancia maior que 35,3°C quando 70IU/ml for empregado. A Tabela 11
mostra os valores criticos necessarios de concentragdo de nisina
(concentragdes minimas para inibir crescimento da bactéria) com 0,05 de
probabilidade de crescimento de A. acidoterrestris. Observa-se que estes
valores minimos podem ser obtidos dependendo da temperatura de
incubacgéo e do pH utilizados. Assim para sucos com 17°Brix e pH 3,0, 3,91U
de nisina/ml sera necessario para evitar o crescimento da bactéria a 30°C, ja
para 45°C de incubacao, 25,7IU/ml tera de ser adicionado no produto. Suco
com 11°Brix e pH 3,7 requerera 29,51U/ml de nisina quando incubado a 20°C
e 68,51U/ml para 35°C; ja para 25 e 30°C serdo necessarias 42,5 e 55,51U/ml
de nisina respectivamente; embora a Minima Concentracdo Inibitéria
calculada por Komotopoulou et al. (1999) foi estabelecida em 100IU/ml. Esta

pesquisa mostrou que quantidades menores podem ser usadas em
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combinacdao com os outros fatores para causar inibicdo da bactéria com
probabilidade de 0,95.

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11
Modelos preditivos podem fornecer grande suporte de decisao nas diferentes
areas relevantes da industria de alimentos. Na pratica, a relagdo que modela
a interface de crescimento/ndo crescimento fornece descrigdes exatas de
circunstancias que podem ser aplicadas no controle de um processo ou para
especificar uma formulacdo que assegure auséncia de patogénicos ou
deteriorantes que possam vir a se desenvolver. Como reportado por
McMeekin et al. (2000) esta técnica oferece um mecanismo de como
estabelecer limites das variaveis em estudo que o processador deve levar em
consideracdo. Conhecendo esta regiao é possivel também estudar o
mecanismo fisiolégico para qualquer lado da interface. Pois é de se esperar
que muitos dos acontecimentos que ocorram na interface possam ter
respostas invertidas.
Dados de modelagem preditiva em suco de laranja para inibir o crescimento
de A. acidoterrestris como funcao de fatores intrinsecos e extrinsecos, nao
se encontram na literatura, sendo este trabalho pioneiro e seus resultados de

grande importancia para a industria brasileira de sucos.
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. Conclusao

O uso da nisina € uma opg¢ao para o controle do crescimento do
Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja;

100 IU de nisina/ml foram suficientes para causar inibicdo com redugao
da populacdo A. acicoterrestris CRA 7152 de até 2 ciclos logaritmicos.
Porém quando usada em combinagcdo com outros fatores como Brix,
temperatura e pH, concentracdes menores podem ser utilizadas;

Sucos simples (11Brix) com pHs caracteristicos entre 3,5 a 3,7 podem se
manter estaveis suportando até 36<C de abuso de tem peratura, desde
que adicionados 70IU de nisina/ml, estendendo desta maneira a sua vida
de prateleira por até 47 dias;

O modelo probabilistico de regressdao logistica resultou ser uma
importante ferramenta para determinar a resposta microbiana em valores
criticos dos fatores, assim como prever probabilidades de crescimento
para as diferentes combinagdes das variaveis estudadas;

Valores criticos de pH, temperatura podem ser estabelecidos para

diminuir a quantidade de nisina no suco permitindo a inibicao da bactéria.
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843  Tabela 1. Planejamento experimental central composto para crescimento de

844  A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja.

Ensaios Variaveis
T® pH Ni®  Brix©
1 28,5 3,7 17,5 13
2 45,5 3,7 17,5 13
3 28,5 5,1 17,5 13
4 45,5 5,1 17,5 13
5 28,5 3,7 52,5 13
6 45,5 3,7 52,5 13
7 28,5 5,1 52,5 13
8 45,5 5,1 52,5 13
9 28,5 3,7 17,5 17
10 45,5 3,7 17,5 17
11 28,5 5,1 17,5 17
12 45,5 5,1 17,5 17
13 28,5 3,7 52,5 17
14 45,5 3,7 52,5 17
15 28,5 5,1 52,5 17
16 45,5 5,1 52,5 17
17 20 4,4 35 15
18 54 4,4 35 15
19 37 3 35 15
20 37 5,8 35 15
21 37 4.4 0 15
22 37 4,4 70 15
23 37 4,4 35 11
24 37 4,4 35 19
25 37 4,4 35 15
26 37 4,4 35 15
27 37 4.4 35 15
845 *T (temperatura °C); °Ni (Nisina IU/ml); “Brix (concentracio de s6lidos soldveis)
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846

847

848

849

850

851

852

853

854

855

856

857

858

859

860

861

862

863

864

Tabela 2. Caracteristicas do suco concentrado de laranja.

Contagem total de mesdfilos
Bolores e leveduras

pH

°Brix

Contagem de esporos de Alicyclobacillus

1,5 UFC/ml
<1 UFC/ml
3,68
66°

< 1 esporo/ml
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865 Tabela 3. Respostas de crescimento e ndo crescimento de A. acidoterrestris

866 CRA 7152 para as condi¢des experimentais da Tabela 1.

Ensaios Resposta Ensaios Resposta Ensaios Resposta
R1 R2 R1 R2 R1 R2

1 0 0 10 1 1 19 0 0
2 1 1 L 1 1 20 1 1
3 1 1 2 1 12 1 1
4 1 1 13 0 0 22 0 0
5 0 0 14 0 0 23 1 1
6 1 1 15 0 0 24 0 0
7 0 0 16 1 1 25 1 1
8 1 1 17 0 0 26 1 1
9 0 0 18 0 0 27 1 1

867 R1, R2 (repeti¢des)

868

869

870

871

872

873

874

875

876

877

878

879

880

881

882
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883

884

885

886
887
888
889
890
891
892
893
894
895
896
897
898
899
900
901
902
903

Tabela 4. Variaveis significativas para o modelo probabilistico.

Variavel Desvio
estimada Coeficiente  padrao p-valor
Constante -14,4125 4.8079 0,0027
Temperatura 0,4202 0,1394 0,0026
pH 2,4888 0,8697 0,0042
Nisina -0,1006 0,0351 0,0041
Brix*Temperatura -0,0144 0,067 0,0309
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904

905
906

907

908

909

910

911

912

913

914

915

916

917

918

919

920

921

922

923

Tabela 5. Porcentagem de dados correto ajustado pelo modelo.

resposta predita

resposta nao crescimento crescimento Y%
observada 0 (1) correto
nao crescimento (0) 22 2 91,67
crescimento (1) 0 30 100
Global 96,3
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924  Tabela 6. Probabilidades de crescimento a p=0,05 de A. acidoterrestris CRA

925 7152 em suco de laranja a pH 3,0 e diferentes valores de T, °Brix e

926  concentracao de Nisina.

11°Brix Concentragéo de nisina (IlU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,1532 0,0620 0,0236  0,0088 0,0032  0,0012 0,0004 0,0002
24 0,3401 0,1586 0,0645 0,0246 0,0091 0,0034 0,0012 0,0005
28 0,5949 0,3494 0,1641 0,0670 0,0256  0,0095 0,0035 0,0013
32 0,8071 0,6048 0,3588 0,1699 0,0696  0,0266  0,0099 0,0036
36 0,9226 0,8135 0,6146 0,3684 0,1758 0,0723 0,0277 0,0103
40 0,9714 0,9255 0,8196 0,6243 0,3780 0,1818 0,0752  0,0289
44 0,9898 0,9725 10,9283 0,8256 0,6339 0,3877 0,1880 0,0781
48 0,9964 0,9902 0,9736 0,9310 0,8315 0,6434 0,3975 0,1944
15°Brix Concentracao de nisina (IU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,0541 0,0205 0,0076  0,0028 0,0010 0,0004 0,0001 0,0000
24 0,1145 0,0452 0,0170 0,0063 0,0023  0,0008 0,0003  0,0001
28 0,2264 0,0967 0,0377 0,0141 0,0052  0,0019 0,0007 0,0003
32 0,3985 0,1950 0,0814 0,0314 0,0117 0,0043 0,0016 0,0006
36 0,5999 0,3541 0,1670 0,0683 0,0261 0,0097 0,0036 0,0013
40 0,7724 0,5538 0,3121 0,1423 0,0572  0,0217  0,0080 0,0030
44 0,8848 0,7374 0,5067 0,2730 0,1208  0,0478 0,0180 0,0067
48 0,9456 0,8641 0,6992 0,4595 0,2371 0,1021  0,0399 0,0150
17°Brix Concentracao de nisina (IU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,0311 0,0116  0,0043 0,0016 0,0006  0,0002 0,0001 0,0000
24 0,0609 0,0231 0,0086 0,0032 0,0012 0,0004 0,0002 0,0001
28 0,1156  0,0456 0,0172 0,0064  0,0023 0,0009 0,0003 0,0001
32 0,2086 0,0879 0,0340 0,0127 0,0047 0,0017 0,0006 0,0002
36 0,3471 0,1628 0,0664  0,0253 0,0094 0,0035 0,0013 0,0005
40 0,5175 0,2817 0,1254  0,0498 0,0188  0,0070 0,0026  0,0009
44 0,6838 0,4416 0,2243 0,0957 0,0372 0,0139 0,0051  0,0019
48 0,8135 0,6147 0,3684 0,1758 0,0724  0,0277  0,0103  0,0038
927
928
929
930
931
932
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933 Tabela 7. Probabilidades de crescimento a p=0,05 de A. acidoterrestris CRA

934 7152 em suco de laranja a pH 3,5 e diferentes valores de T, °Brix e

935  concentracao de Nisina.

11°Brix Concentragéo de nisina (IU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,3856 0,1867 0,0774 0,0298 0,0111 0,0041  0,0015 0,0005
24 0,6414 0,3954 0,1930 0,0804 0,0310 0,0116 0,0043 0,0016
28 0,8360 0,6508 0,4053 0,1995 0,0835 0,0323 0,0120 0,0044
32 0,9356 0,8416 0,6601 0,4153 0,2062  0,0867 0,08336 0,0125
36 0,9764 0,9380 0,8470 0,6693 0,4253 0,2130  0,0901 0,0349
40 0,9916 0,9773 0,9404 0,8522 0,6784 0,4354 0,2200 0,0935
44 0,9970 0,9919 09782 0,9426 0,8574 0,6873 0,4456 0,2271
48 0,9990 0,9972 0,9923  0,9791 0,9448 0,8623 0,6961  0,4558
15°Brix Concentragao de nisina (IU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,1655 0,0676 0,0258 0,0096 0,0035 0,0013 0,0005 0,0002
24 0,3098 0,410 0,0566 0,0215 0,0080 0,0029 0,0011  0,0004
28 0,5040 0,2709 0,1196 0,0473 0,0178  0,0066 0,0024 0,0009
32 0,6969 0,4568 0,2352 0,1011 0,0395  0,0148 0,0055 0,0020
36 0,8388 0,6555 0,4104 0,2029  0,0851 0,0329 0,0123  0,0045
40 0,9217 0,8116 0,6117 0,3655  0,1740 0,0715 0,0274 0,0102
44 0,9638 0,9070 0,7809 0,5659 0,3228 0,1484 0,0599 0,0228
48 0,9837 0,9566 0,8897 0,7469 0,5190 0,2829 0,1261  0,0501
17°Brix Concentracao de nisina (1U/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,1003 0,0392 0,0147 0,0054 0,0020 0,0007 0,0003 0,0001
24 0,1836 0,0760 0,0292 0,0109 0,0040 0,0015 0,0005 0,0002
28 0,3121  0,1423 0,0572 0,0217  0,0080 0,0030 0,0011  0,0004
32 0,4778 0,2507 0,1090 0,0428 0,0161 0,0059 0,0022 0,0008
36 0,6486 0,4029 0,1979 0,0828 0,0319 0,0119 0,0044 0,0016
40 0,7882 0,5765 0,3323 0,1540 0,0624  0,0238 0,0088 0,0032
44 0,8825 0,7330 0,5010 0,2685 0,1184 0,0468 0,0176 0,0065
48 0,9381 0,8470 0,6694 04254 0,2131 0,0901 0,0349 0,013t
936
937
938
939
940
941
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942  Tabela 8. Probabilidades de crescimento a p=0,05 de A. acidoterrestris CRA

943 7152 em suco de laranja a pH 3,7 e diferentes valores de T, °Brix e

944  concentracao de Nisina.

11°Brix Concentragéo de nisina (IU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,5080 0,2741 0,1213  0,0481 0,0181 0,0067 0,0025 0,0009
24 0,7464 05183 0,2824 0,1258 0,0500 0,0189 0,0070 0,0026
28 0,8934 0,7541 0,5286  0,2908 0,1304 0,0520 0,0197  0,0073
32 0,9598 0,8973 0,7616  0,5388 0,2994 0,1351  0,0540 0,0205
36 0,9855 0,9614 0,9010 0,7690 0,5491 0,3081  0,1400 0,0562
40 0,9949 0,9861 0,9629 0,9047 0,7763 0,5592 0,3169  0,1451
44 0,9982 0,9951 0,9867 0,9643 0,9082 0,7833 0,5694  0,3259
48 0,9994 0,9983 0,9953 0,9872 0,9657 0,9115 0,7903  0,5794
15°Brix Concentragao de nisina (IU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,2460 0,1066 0,0418 0,0157 0,0058 0,0021  0,0008 0,0003
24 0,4248 0,2126 0,0899 0,0349 0,0130 0,0048 0,0018 0,0006
28 0,6257 0,3793 0,1827 0,0756 0,0290 0,0108 0,0040 0,0015
32 0,7909 0,5804 0,3359 0,1561 0,0634 0,0241  0,0090 0,0033
36 0,8954 0,7579 0,5338 0,2951 0,1328 0,0530 0,0201 0,0074
40 0,9509 0,8763 0,7215 0,4865 0,2573 0,1125 0,0443 0,0167
44 0,9777 0,9413 0,8543 0,6820 0,4395 0,2228 0,0949 0,0369
48 0,9900 0,9732 0,9299 0,8292 0,6396 0,3936 0,1918 0,0799
17°Brix Concentracao de nisina (IU/mL)
Temperatura °C 0 10 20 30 40 50 60 70
20 0,1550 0,0629 0,0239 0,0089 0,0033 0,0012  0,0004 0,0002
24 0,2701  0,1192  0,0471 0,0178 0,0066  0,0024 0,0009 0,0003
28 0,4273 0,2144 0,0907 0,0352 0,0132 0,0049 0,0018 0,0007
32 0,6008 0,3550 0,1675 0,0686 0,0262 0,0097 0,0036 0,0013
36 0,7522  0,5261 0,2887 0,1293 0,0515 0,0195 0,0072  0,0026
40 0,8596 0,6913 0,4502 0,2304 0,0987 0,0385 0,0144  0,0053
44 0,9251  0,8187 0,6228 0,3765 0,1809 0,0747  0,0287  0,0107
48 0,9614 0,9011  0,7691 0,5492 0,3082 0,1401  0,0562  0,0213
945
946
947
948
949
950
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951 Tabela 9. pH critico predito com p=0,05 do A. acidoterrestris CRAA 7152 em

952  suco de laranja

11°Brix Nisina (IU/mL)
T (°C) 0 10 20 30 40 50 60 70
20 - 2,9 33 37 4,1 45 4.9 53
25 - - - 3,2 3,6 4,0 4.4 4.8
30 - - - - 3,1 3,5 3,9 4.3
35 - - - - - 2,9 3,4 3,8
40 - - - - - - - 3,2
45 - - - - - - - -
15°Brix Nisina (IU/mL)
T (°C) 0 10 20 30 40 50 60 70
20 3,0 3,4 3.8 4,2 4.6 5,0 5.4 -
25 - 3,0 3,4 3.8 4,2 4.6 5,0 5,4
30 - - 3,0 3,4 3,8 4.2 4.6 5,0
35 - - - 2,9 3,4 3.8 4.2 4.6
40 - - - - 2,9 3.3 3.8 4,2
45 - . - - - 2,9 3.3 3,7
17°Brix Nisina (IU/mL)
T (°C) 0 10 20 30 40 50 60 70
20 3,2 3,6 4,0 4.4 48 5,2 5,6 -
25 - 3,3 37 4,1 45 4,9 5.3 -
30 - - 3,3 37 4,1 45 4.9 53
35 - - - 3,4 3,8 4,2 4.6 5,0
40 - - - 3,0 3,4 3.8 4.2 4.6
45 - - - - 3,1 3,5 3,9 4,3
953
954
955
956
957
958
959
960
961
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962 Tabela 10. Temperatura critica predita com p=0,05 do A. acidoterrestris CRA

963 7152 em suco de Laranja

11°Brix Nisina (IU/mL)
pH 0 10 20 30 40 50 60 70
3 - - 22,8 26,6 30,5 34,3 38,2 42,0
3,5 - - - 21,9 25,7 29,6 33,4 37,2
3,7 - - - 20,0 23,8 27,7 31,5 35,3
4 - - - - 21,0 24,8 28,6 32,5
4.4 - - - - - 21,0 24,8 28,7
5,1 - - - - - - 18,2 22,0
15°Brix Nisina (IU/mL)
pH 0 10 20 30 40 50 60 70
3 - 24,3 29,2 34,1 39,1 44,0 48,9 53,8
3,5 - - 23,1 28,0 33,0 37,9 42,8 47,7
3,7 - - 20,7 25,6 30,5 35,5 40,4 45,3
4 - - - 21,9 26,9 31,8 36,7 41,7
4,4 - - - - 22,0 26,9 31,9 36,8
5,1 - - - - - - 23,3 28,2
17°Brix Nisina (IU/mL)
pH 0 10 20 30 40 50 60 70
3 22,5 28,3 34,0 39,7 45,5 51,2 - -
3,5 - 21,2 26,9 32,6 38,4 441 49,9 -
3,7 - - 24,1 29,8 35,5 41,3 47,0 -
4 - - - 25,5 31,3 37,0 42,8 48,5
4,4 - - - 19,9 25,6 31,3 37,1 42,8
5,1 - - - - - 21,4 27,1 32,9
964
965
966
967
968
969
970
971
972
973
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974  Tabela 11. Concentragdo de nisina critica para crescimento de A.

975  acidoterrestris CRA 7152 a p=0,05 em suco de laranja.

11°Brix Temperatura (°C)
pH 20 25 30 35 40 45
3 12,2 25,2 38,2 51,2 64,2 -
3,5 24,6 37,6 50,6 63,6 - -
3,7 29,5 42,5 55,5 68,5 - -
4 36,9 49,9 63,0 - - -
4.4 46,8 59,8 - - - -
15°Brix Temperatura (°C)
pH 20 25 30 35 40 45
3 0,8 10,9 21,0 31,2 41,3 51,5
3,5 13,1 23,3 33,4 43,6 53,7 63,9
3,7 18,1 28,2 38,4 48,5 58,7 68,8
4 25,5 35,6 45,8 55,9 66,1 -
4.4 354 45,5 55,7 65,8 - -
17°Brix Temperatura (°C)
pH 20 25 30 35 40 45
3 - - 3,9 11,2 18,4 25,7
3,5 1,7 9,0 16,2 23,5 30,8 38,1
3,7 6,6 13,9 21,2 28,5 35,8 43,0
4 14,0 21,3 28,6 35,9 43,2 50,5
4.4 23,9 31,2 38,5 45,8 53,1 60,4
976
977
978
979
980
981
982
983
984
985
986
987
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Capitulo 3

Modelagem do crescimento e tempo de
adaptacao do Alicyclobacillus acidoterrestris
CRA 7152 em suco de laranja

Artigo formatado de acordo com as normas de submissao da revista

“Journal of Food Protection”
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RESUMO

O tempo de adaptagcao do Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em suco
de laranja foi estudado como resposta aos efeitos do pH (3 a 5,8),
temperatura (20 a 54°C), °Brix (11 a 19) e concentracdo de nisina (0 a 70
IU/ml). Usou-se um planejamento composto central rotatério para os ensaios
experimentais. A verificacdo dos microrganismos viaveis foi realizada via
plaqueamento em meio K (pH 3,7). Dois modelos primarios foram usados
para representar o crescimento e o tempo de adaptacdo. O modelo
polinomial de segunda ordem foi aplicado para analise do efeito dos fatores.
Os resultados mostraram que o modelo de Baranyi & Roberts foi mais
adequado do que o modelo de Gompertz modificado em relagdo ao
coeficiente de determinacdo (R?) na descricdo dos dados experimentais. A
inibicdo da bactéria pode ser obtida sob vérias das combinagbes estudadas,
por pelo menos 47 dias de estocagem. O menor tempo de adaptacao foi
observado entre 37 € 45T com pHs entre 4 e 5. Ja 0 s maiores tempos de
adaptacao puderam ser obtidos préximos de 20C com pH ao redor de 3,0.

A analise estatistica do modelo quadratico mostrou que o tempo de
adaptacdo aumentou com a diminuicdo da temperatura, o aumento da
concentracdo de nisina e de solidos soluveis e uma diminui¢do do pH. Os
parametros estatisticos que validaram o modelo foram de R? = 0,816, fator
bias 1,07 e fator de exatidao de 1,28. A manipulacdo de mais de um fator
(tecnologia de barreiras), bem como, 0 uso do antimicrobiano pode ser uma
alternativa na prevencao do desenvolvimento de A. acidoterretris em suco de

laranja aumentando, portanto, a sua vida de prateleira.
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O primeiro relatério de contaminagao causada por microrganismo acidéfilo e
formador de esporo ocorreu em suco de maga envasado assepticamente na
Alemanha em 1982 (5). O microrganismo foi um aerébio estrito resistente ao
calor, capaz de sobreviver a tratamentos térmicos normalmente aplicados a
processamento de sucos de frutas. A partir de entdo o conceito de
contaminacao de sucos de frutas acida foi sendo modificado, tendo como
alvo de destruicao esta bactéria, na preservacao do produto.

Alicyclobacillus acidoterrestris € uma bactéria termoacidofila, ndo patogénica
e formadora de esporos que foi isolada e identificada de solo de floresta e de
varios sucos de frutas pasteurizados contaminados, tais como laranja, maca
e maracuja (18, 22, 29, 33). Alicyclobacillus produz “off-flavour” em suco de
fruta; o metabolito contaminante foi identificado como medicinal (33). Os
compostos quimicos responsaveis foram o guaiacol (29) e compostos
fendlicos (15). Este microrganismo cresce a temperaturas de 25 a 60°C (24)
com pHs variando entre 3,0 a 5,5 (23). Estudos para inativagcao térmica tém
sido conduzidos por varios autores (27, 11, 20, 18) mostrando que um
tratamento térmico convencional de pasteurizacdo, aplicado a sucos de
frutas pode nédo ser suficiente para inativar os esporos de Alicyclobacillus.
Komitopoulou et al. (16) e Yamazaki et al. (34) estudaram o uso da nisina
(Concentracao Minima Inibitéria) no controle da germinacao de esporos de A.
acidoterrestris, indicando que o seu efeito inibidor foi dependente da
temperatura e do pH. Microbiologistas classificam a duracao de fase lag (A) e

a taxa especifica de crescimento (Umax) COMO 0s principais parametros que
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caracterizam a curva de crescimento bacteriano (3). Muitos modelos tém sido
propostos para modela-los. Porem, varios autores enfatizaram certas
dificuldades para estimar A (1, 19). A razdo é a falta de compreender
fisiologicamente o que acontece na “fase lag” e, sdo poucos os autores que
foram capazes de colocar estas informacdes no modelo para o calculo deste
parametro (3). Os objetivos deste estudo foram: 1) Modelagem do
crescimento e/ou sobrevivéncia de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris
em suco de laranja usando os modelos de Baranyi & Roberts e, Gompertz
modificado e 2) Modelagem secundaria do tempo de adaptagdo do
Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja como funcdo do pH,
concentragcdo de solidos soluveis (°Brix), Temperatura de incubacdo e
concentragcdo de nisina utilizando modelo polinomial de superficie de

resposta.

MATERIAL E METODOS
Cepa bacteriana e meios de cultura. Foi usada uma cepa de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 gentilmente cedida pela Danisco
Cultor.
Meio de esporulagdo: Alicyclobacillus acidocaldarius médium (AAM) (20):
0,05 % de MnCI24H20; 1,5 % de agar; 1,0g de Extrato de levedura; 0,2g de
(NH4)2SOq4; 0,5g de MgSO47H20; 0,259 de CaCl»2H20; 0,609 de KHoPOy;

1,09 de glicose e 11 de agua. O pH foi ajustado para 4,0.
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Meio de quantificacdo K: Peptona 5g; Glicose 1g; Extrato de levedura
2,59; Tween-80 1g; Agar 15g; Agua destilada 1,0. O meio foi
esterilizado a 121°C por 15 minutos e o pH ajustado para 3,7 com &cido

malico 25% esterilizado por filtragdo (33).

Preparacao da suspensao de esporos. Inicialmente foi realizado o
crescimento de células viaveis de Alicyclobacillus acidoterrestris em 4 tubos
inclinados contendo meio PDA-Oxoid (Potato Dextrose Agar, pH = 5,6),
incubados a 44°C por 3 dias. Posteriormente o crescimento nos tubos foi
recolhido através de raspagem com baguetas estéries de vidro utilizando 5
ml de 4gua destilada estéril por tubo. A suspensédo obtida foi transferida para
um tubo de rosca de 25x200 mm estéril e ativada a 80°C por 10 minutos,
seguido de resfriamento rapido em banho de gelo até temperatura ambiente.
Foi inoculado 0,1 ml da suspensao ativada em cada uma de 100 garrafas de
vidro de 290 ml contendo 60,0 ml de meio (AAM) solidificado e inclinado (35).
As 100 garrafas inoculadas foram incubadas por 9 dias a 45,0°C. Apds
observagdao microscépica de 90% do campo esporulado via coloracdo de
esporos utilizando corante verde malaquita, foi realizada a coleta dos
esporos (20). Os esporos coletados foram lavados e re-suspendidos em
agua destilada estéril apos 3 centrifugagbes (12310g/15 min a 4°C), seguido
de lavagens alternadas, com adi¢do de lisozima 0,3 mg/ml de suspensao
apds a primeira lavagem e ajuste de pH até 11 para eliminacado das células
vegetativas (37). A suspensdo de esporos foi estocada a 4°C em 4gua

destilada estéril até seu uso. A contagem foi realizada em meio K apos
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ativacao térmica por 10 minutos a 80°C com plaqueamento em profundidade
e as placas invertidas incubadas a 43°C por 5 dias. A concentragdo da

suspensdo de esporos foi de 8x10® esporos/ml.

Planejamento experimental. Foi estudado o efeito de quatro fatores
(pH, Temperatura, concentracao de nisina e soélidos sollveis-Brix) no tempo
de adaptacao de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em
suco de laranja concentrado usando metodologia de superficie de resposta.
Implementou-se um planejamento fatorial fracionario composto de uma
combinagédo de 2* com 3 pontos centrais e 8 pontos axiais (4, 27). As faixas
dos fatores foram: pH (3 a 5,8), Temperatura (20 a 54)°C, °Brix (11 a 19) e
concentracdo de nisina (0 - 70IU/ml). O pH do suco de laranja foi ajustado
utiizando NaOH 5N e acido malico 25% (p/v) medidos usando um
potencidmetro (DMPH-2 Digimed). Este acido foi usado no ajuste do pH por
ser componente principal do suco de laranja (712). As diferentes
concentragdes de sdlidos sollveis-°Brix foram ajustadas com diferentes
diluicbes de agua destilada estéril adicionadas no suco de laranja
concentrado e medido utilizando refratémetro ATAGO HSRO500. Todas as
amostras foram tratadas termicamente a 105°C por 10 min para eliminar
presenca de possiveis competidores (77). A Nisina foi cedida pela Danisco
Cultor e utilizada ap6s preparo de uma solugdo estoque contendo 10* 1U/ml
em HCI 0,02N e esterilizada as 121°C por 15 minutos (26). A carga inicial de
A. acidoterrestris inoculada foi de 2,0x10? esporos/ml de suco de laranja,

ativados a 80°C por 10min. Para cada unidade experimental da Tabela 1
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preparou-se 100ml de amostra de suco em frascos de vidro estéril, que foram
incubados até o crescimento mostrar fase estacionaria verificada pela
estabilizacdo da contagem das colénias em placas. Cada ensaio foi realizado
em duplicata e monitorado diariamente por plaguemento em profundidade
em meio K (pH 3,7) seguido de incubacgao a 43°C por 5 dias.

Tabela 1

Andlise dos dados de crescimento. Os dados de crescimento
experimental foram ajustados com as equacdes de Baranyi et al. (2) e de
Gompertz modificado usando o programa DMFIT de Baranyi. Assim foram
estimados os parametros cinéticos de crescimento da bactéria tempo de
adaptacao “A” (dias), velocidade maxima de crescimento “W” (log(N/ml))/dia),
e populacdo maxima (k). A leva em conta o tempo para o esporo germinar e

iniciar a reproducao celular evidenciado pelo aumento da contagem.

Funcao de Baranyi & Roberts (2). Esta funcdo considera
caracteristicas do substrato e do estagio de crescimento do microrganismo
inoculado em questao, critérios importantes para avaliar as influéncias dos
diferentes fatores que afetam o crescimento (pH, Nisina, Brix, temperatura),
provocando mudangas no meio e no metabolismo do microrganismo. Esta
funcdo (equacédo 1) analisa o comportamento do microrganismo de maneira

mais abrangente que a equacao de Gompertz.
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1M Ymax ~Yo)

1 em,umaXA”(t) _1
Y(O) =y + U A, () ——In| 1+ ——— (1)
m l

Onde a funcao A(t) significa uma regulacao da resposta no tempo em relagéo

as condigdes fisiologicas das células.

ln(e_lumax‘t + e_ho - e_V/_ho )

At =t +

Onde: hy =-Inag, e o par@metro oo € chamado de estado fisiolégico da célula
a t=to; y(t)=logio da populagdo microbiana; yo=populagdo inicial a t=0;
Ymax=populacdo maxima; pUmax = taxa de crescimento maxima; n = parametro
relativo a curvatura depois da fase lag; m = parametro relativo a curvatura

depois da fase exponencial.

Funcao de Gompertz modificado (73). Este modelo (equacao 2) usa
uma curva sigmoOide para representar o0 crescimento com uma fase
exponencial levemente curvilinea e um segmento inicial ascendente para a

fase lag que néo representa o caminho inicial do crescimento microbiano.

yit)=a+c* exp(— exp(— b(t - M))) (2)

Onde: yy = Log da populagéo no tempo t (UFC/ml); a = Log (No); ¢ = Log(N-
No) no final da fase Lag; b= inclinacdo correspondente a taxa de
crescimento; M=tempo na qual a velocidade de crescimento absoluta é

maxima, t = tempo.
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Modelo Polinomial de superficie de Resposta. O modelo quadratico
foi usado para descrever a influéncia do pH, Brix, temperatura e
concentragao de nisina no tempo de adaptagdo. Assim o seguinte modelo foi
implementado:
A=b,+bT +b,T> +b,pH +b,pH > +b ,Ni +b,Ni’ +
b,Brix +byBrix * + b,T * pH +b,T * Ni +b, T * Brix + (3
b, pH * Brix +b,; pH * Ni +b,,Brix * Ni + &
Onde: A = tempo de adaptacgao (dias); T = temperatura de incubagao (°C); Ni
= concentracdo de nisina (IU/ml); °Brix = concentragao de sélidos soluveis;
bo...014 = coeficientes do modelo; e=erro. Foi usado o procedimento de
desenho e andlise de experimentos opg¢do composto central do Software
Statistica 5.0. O modelo encontrado foi validado estatisticamente através de

analise de variancia. O fator bias e exatidao também foram calculados como

descrito por Ross (25).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Modelagem do crescimento via modelos primarios. Com o
programa DMFIT e utilizando como dados de entrada o log da populacdo vs
tempo nos ensaios onde ocorreu crescimento, foram calculados os
parametros cinéticos das curvas de crescimento. A Figura 1 representa as
curvas de crescimento para 0s ensaios correspondentes aos pontos axiais e

ponto central do planejamento da Tabela 1.
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Figura 1

Observa-se que os dados dos ensaios 20, 21, 23 e 25 foram ajustados pelos
modelos de Baranyi e Gompertz a diferenca dos ensaios 18, 19, 22 e 24
cujas contagens nao representaram curvas caracteristicas de crescimento e
sim uma clara inibicdo da bactéria. Nestes 4 ensaios (18, 19, 22 e 24) ndo
houve duplicacao de células, mas uma ligeira queda da carga inicialmente
inoculada onde cada fator no seu valor extremo foi determinante para inibir o
crescimento, considerando-se, portanto um tempo de adaptagédo de pelo
menos 47 dias nas condi¢des testadas para os ensaios 19, 22 e 24; porém
para o ensaio 18 este tempo de adaptacdo foi de 27 dias, comparagao
importante pode ser feita entre este ensaio e o ensaio 23, pois 0 aumento da
temperatura de 37 para 54° e de sélidos soluveis de 11 para 15Brix
provocaram, depois de 27 dias, reducdo do nivel da populagdo microbiana
(ensaio 18) contrariamente ao que aconteceu com o ensaio 23 onde houve
aumento dessa populacdo. No caso do ensaio 21 o tempo de adaptacao foi
muito curto. Walls e Chuyate (33) observaram rapidos crescimentos em pHs
de 4,5 e 5,0 do que em 3,5 a 35°C. Por outro lado Pinhatti et al. (23)
mostraram pH 6timo de crescimento desta bactéria entre 3,5 a 5,0. Esta faixa
6tima é dependente da cepa e do meio em que ela se desenvolve. O tempo
de adaptacdo para os experimentos 23 e 20 ficaram em 27,4 e 16 dias,
respectivamente, e para o ensaio 25 em 16,2 dias. Esses valores de tempo
de adaptacdo foram calculados pelo modelo de Baranyi & Roberts que

ajustou melhor os dados experimentais em relacdo ao modelo de Gompertz
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(Tabela 2). Observou-se também uma diferenga na populacao final detectada

para varios ensaios, produto do efeito dos fatores estudados.
Tabela 2

A Figura 2 apresenta o efeito de pH e concentracdo de nisina nas curvas de

crescimento para os ensaios realizados a 45,5°C e 13°Brix.
Figura 2

Sendo 45°C a temperatura 6tima para o crescimento da respectiva bactéria
(6) observou-se a influéncia do pH e da concentracdo de Nisina. Nos 4
ensaios (2, 4, 6, 8), da Figura 2, houve crescimento. Observou-se maior
tempo de adaptacdo (31 dias para o ensaio 6) combinacdo de menor pH
(3,7), e maior concentracdo de nisina (52,5lU/ml); ja o menor tempo de
adaptacao (11 dias-ensaio 4) registrou-se para um pH de 5,1 (maior valor) e
17,5 IU/ml (menor valor), condicdo perigosa pois desta forma a deterioragéo
acontecera. Delves-Broughton (9) mostrou queda pronunciada da atividade
da nisina durante a estocagem a altos valores de pH e temperatura. A
populacédo final maxima também foi influenciada sendo maior a pH 5,1 do
que a pH 3,7. Usando esses modelos de crescimento é possivel estimar o
tempo minimo para a populacdo microbiana atigir 10*UFC/ml, nivel na qual a
presenca de guaiacol pode ser detectada sensorialmente (22). Assim, para
os ensaios (45,5C, pH 5,1, 17,51U/ml e 13Brix); 4 5,5C, pH 5,1, 52,51U/ml e
13Brix); (37C, pH 5,8, 35IU/ml e 15Brix) e (37C , pH 4,4, 0lU/ml e 15%Bri),
16,5; 23; 30 e 1 dias seriam sufientes para atingir esse nivel de populagédo

bacteriana.
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No caso das amostras com 17°Brix incubadas a 45,5°C, embora com
crescimento no final dos 47 dias de incubagdo, o tempo de adaptacéo foi
bem maior do que as de 13 °Brix, evidenciando o efeito da atividade de agua

reduzida (Figura 3).
Figura 3

No caso das curvas da Figura 3, o modelo de Baranyi & Roberts mostrou-se
também mais adequado (R? entre 0,94 a 0,96) para descrever os dados
experimentais em relacdo ao modelo de Gompertz (R? entre 0,79 a 0,94)
como observado pelos dados das contagens e os ajustados pelos modelos
em anexo. Baty e Delignette-Muller (3) mostraram que o modelo de Baranyi
(2) apresentou melhor ajuste que os modelos de Gompertz e exponencial do
lag. Entretanto Graham et al. (14) mostraram que ambos o0s modelos
(Gompertz e Baranyi) tiveram bons ajustes para descrever curvas de

crescimento microbiano.

Pela figura 3 observou-se que apenas o ensaio 14 detectou aumento da
carga microbiana inicialmente inoculada, conseguindo-se desta maneira,
mesmo em condi¢des étimas de temperatura de crescimento, obstruir o seu
desenvolvimento p6s-germinativo e posterior duplicacdo; mas com tendéncia
a diminuicdo ao final dos 47 dias de incubagdo. Komitopoulou et al. (16)
mostraram que com 50IU de nisina /ml em suco de laranja simples ocorreu
pouco crescimento, com aproximadamente o dobro da carga inoculada
inicialmente (4x102UFC/ml) e 5 dias de incubagdo a 44°C. Porém, nesta

pesquisa, conseguiu-se inibi-los com 52,5IU/ml de suco, pH 3,7 e 17°Brix por
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até 47 dias incubados a 45,5°C. Resultado relevante para casos de
transporte de suco de laranja em condicbes de temperatura de abuso de até
45,5°C. A comparagéo entre as Figuras 2 e 3 indica que a 17°Brix ndo houve
grande aumento da populacéo final em contraste com o ocorrido em dois
ensaios com 13°Brix (ensaios 4 e 8), indicando influéncia dos fatores
estudados. Nesses ensaios observou-se que podem ser obtidos tempos de
adaptacdo maiores do que os verificados a 13°Brix. Sinigaglia et al. (28)
mostraram maior viabilidade a altos valores de atividade de dgua. No ensaio
12 obteve-se 25,2 dias de adaptacgéao, ja para os ensaios 10 € 16 0 tempo de

adaptacao foi de até um més.

Nas amostras incubadas a 28,5°C, houve apenas crescimento para 0s
ensaios 3 (pH 5,1 Nisina 17,5 IU/ml e 13°Brix) e 11 (pH 5,1 Nisina 17,5 1U/ml|
e 17°Brix) (Figura 4). Os tempos de adaptacdo observados foram longos, de
até 36 dias para o ensaio 11 e de 29 dias no caso do ensaio 3. Nos outros
experimentos realizados na mesma temperatura, ndo houve aumento da
populagao inicialmente inoculada, apresentando ainda diminui¢cdo (ensaio 5);
assim considerou-se 47 dias de tempo de adaptacao para os ensaios 1, 7, 9,
13 e 15, e de 25 dias para o ensaio 5 dado que, a partir deste tempo, houve
uma franca reduc¢do da populacdo nesta condi¢do. Varios autores (10, 22,
32) indicaram temperaturas minimas de crescimento entre 20 a 25°C. Porém
diferentes combinagdes de pH, concentracdo de nisina relativamente baixa e

°Brix resultaram ser inibitérias a 28,5°C até 47 dias de incubagcao.

Figura 4
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Em todas as curvas de crescimento, observou-se um certo periodo de
laténcia antes do aumento e/ou reducao da populacado microbiana, indicando
que houve diminuigdo da atividade da bacteriocina durante a estocagem.
Este fato foi mais pronunciado a altos valores de pHs e temperatura,
mostrando atividade bacteriostética deste conservante, confirmada também

por Komitopoulou et al. (16) e Yamazaki et al. (34).

Modelagem do tempo de adaptacao via modelo quadratico. Os
dados de tempo de adaptacao (Tabela 3) observados e obtidos pelo ajuste
dos dados de crescimento aos modelos primarios foram utilizados para

modelagem de superficie de resposta.
Tabela 3

Os dados de tempo de adaptacéo (dias) como funcdo dos efeitos principais
do pH, °Brix, concentragdo de nisina e temperatura, e suas interagoes, foram
ajustados mediante regressdao ao modelo da equacao 3.

A Tabela 4 apresenta os ajustes dos coeficientes com nivel de probabilidade
de 0,05.

Tabela 4

Observa-se que todas as variaveis estudadas foram significativas (p<0,05),
tanto no nivel linear como no quadratico, assim como algumas das
interacdes: Temperatura*pH, Temperatura*nisina, Temperatura*Brix, pH*Ni e

nisina*Brix.
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Realizou-se a analise dos efeitos para cada fator individual e suas
interacdes, mostradas na Figura 5, mediante o Software Statistica 5.0.
Observando-se que dois fatores, temperatura e pH tiveram efeitos negativos
(0 aumento da temperatura ou do pH causou uma diminuicdo do tempo de
adaptacao), entretanto o efeito da concentracdo de nisina e concentracéo de
sélidos soluveis foram positivos (0 aumento do nivel desses fatores provocou
um aumento do tempo de adaptacdo). Entre as interacdes, relevantes
observamos que o efeito Temperatura*pH foi negativo, porém as interacdes
T*Brix, T*nisina, Ni*Brix e pH*Nisina foram favoraveis para o aumento da
vida de prateleira do suco, mesmo que o aumento da temperatura e pH
isoladamente provocassem queda nesse tempo de adaptagdo. Assim,
combinagbes de T*nisina, T*Brix, pH*nisina e Nisina*Brix foram favoraveis
para o aumento da vida de prateleira do suco.
Figura 5
O grafico de Pareto, da Figura 6, apresenta os efeitos padronizados dos
diferentes pardmetros do modelo encontrado. Este efeito padronizado foi
definido como o coeficiente estimado dividido pelo erro estandardizado
(bi/sei). Qualquer efeito que excedeu a linha vertical (p=0,05) foi considerado
significativo. Assim, os seguintes fatores em ordem decrescente de
importancia tiveram efeito significativo: T, pH, Brix?, nisina, T2, Brix, pH 2
T*pH, nisinaz, pH*nisina, T*Brix, Nisina*Brix, T*Nisina e pH*Br ix.
Figura 6

A equacao 4 mostra o modelo quadratico encontrado
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A =15,70 - 6,34542T +5,53635T° —5,30458 pH + 4,04885 pH > +
5,26292 Ni + 2,28635Ni” +5,13792 Brix + 5,58635Brix> —3,06813T * pH + (4)
1,24213T * Ni +1,60562T * Brix + 2,19438 pH * Ni +1,51813Ni * Brix

A Tabela 5 apresenta a Andalise de Varidncia (Anova) que valida
estatisticamente o modelo quadratico. O teste F aplicado resultou em
Fcalculado > Ftabelado, com R? = 0,816. Graham et al. (14) também usaram
modelo quadratico para estudar o efeito da temperatura, pH e cloreto de
s6dio no tempo de lag de Clostridium botulinum nao proteolitico obtendo R? =
0,856. Os fatores bias e exatidao ficaram em 1,07 e 1,28, respectivamente,
mostrando um certo grau de desvio entre a predicao realizada pelo modelo e
os valores experimentais em até 28%, em média (fator exatidao). Delignette-
Muller et al. (8), estudando 755 casos de predicao da literatura, onde 468
usaram modelo polinomial e 287 modelos de raiz quadrada, mostraram que
os erros médios foram altos para modelos polinomiais quando usados para
modelar o tempo de geracdo e tempo de adaptacao, resultando em média
em torno de 25%, e leve tendéncia para o lado ndo seguro. A Figura 7
apresenta uma comparacao grafica entre os valores preditos contra os
valores observados e distribuicdo dos erros relativos. Observa-se que o
modelo ndo ajustou bem os ensaios com tempo de adaptacédo de 47 dias.
Este tempo de adaptacao representou apenas o final do experimento sem
indicar se houve aumento ou diminuigdo da populagdo microbiana; fato que
pode estar provocando desvios na relagdo variavel dependente e
independente provocando falta de ajuste do modelo para essas condigdes.

Embora o fator bias mostrou uma leve tendéncia, em média de até 7% na
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predicao do lado ndo seguro, a analise dos residuos (Figura 7) apresentou
aleatoriedade nas predicbes sem tendéncia sistematica das mesmas

validando, portanto, o0 modelo polinomial.
Tabela 5
Figura 7

As Figuras 8 e 9 apresentam as superficies de resposta para o tempo de
adaptacdo. Como esperado, a temperatura foi o fator com maior impacto.
Observa-se pela Figura 8a que o maior tempo de adaptacado foi encontrado
para elevadas concentragdes de solidos soluveis e altas temperaturas. Fato
discutido por Splittsoesser et al. (30) que mostraram inibicao do crescimento
de Alicyclobacillus quando o Brix superou 18,5°. Observou-se também
temperaturas 6timas de crescimento em torno de 37 a 45°C (menor tempo de
adaptacao) indicando caracteristicas mesofilicas desta cepa. Cerny et al. (6)
encontraram comportamentos similares para a cepa DSM 2498 em suco de
laranja com bons crescimentos a 30, 35 e 45°C. O efeito da temperatura foi
totalmente quadratico. Na Figura 8b a influéncia da concentracao de nisina é
evidenciada em relagédo ao pH. Delves-Broughton (9) indicou que em pH de 3
a 4 a nisina teve maior atividade antimicrobiana, conseqientemente maiores

tempos de adaptacdo podem ser conseguidos nessas faixas.
Figura 8

Na Figura 9a, o tempo de adaptacdo aumentou a medida que se afastou dos

valores de temperatura entre 37 a 45°C para uma concentragdo fixa de
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nisina; no entanto, aumentando esta concentracao € possivel obter maiores
tempos de adaptacdo. Na Figura 9b, a interacdo entre a temperatura e o pH
para sucos com 15°Brix e 35 IU/ml de nisina foi observada com menores
tempos de adaptagdo para regides de temperatura entre 37 e 45°C e pHs
entre 4 e 5, informacao importante para condi¢ées de abuso de temperatura.
Ja maiores tempos de adaptagdo podem ser obtidos com temperatura de
incubacgéo a 20°C e pH em torno de 3 que sio condigbes mais adversas para

0 microrganismo e favoraveis para a atividade da bacteriocina (7).
Figura 9

Concluiu-se que o uso da nisina € uma opg¢ao para o controle do crescimento
do Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja. O uso do modelo
primario de Baranyi & Robertz ajustou melhor os dados de crescimento do
que o modelo de Gompertz. Usando esses modelos foi estimado o tempo
minimo para a populagdo microbiana atingir 10*UFC/ml, nivel na qual a
presenca de guaiacol pode ser detectada sensorialmente. Assim, para o0s
ensaios (45,5C, pH 5,1, 17,51U/ml e 13Brix); (45, 5C, pH 5,1, 52,51U/ml e
13Brix); (37T, pH 5,8, 35IU/ml e 15Brix) e (37C , pH 4,4, 0IU/ml e 15%Bri)
16,5; 23; 30 e 1 dias seriam sufientes para atingir esse nivel de populagédo
bacteriana. Ocorrendo a deterioacao do produto.

O tempo de adaptacao foi afetado principalmente pela temperatura (20 a
54°C) seguido pelo pH (3 a 5,8), Nisina (0 a 70 IU/ml) e concentragao de
sOlidos soluveis (11 a 19°Brix). As seguintes interagbes foram significativas

pH*Nisina, temperatura*Brix, nisina*Brix, temperatura *nisina e pH*Brix e o
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nivel linear e quadratico das quatro variaveis. Tempos de adaptacao de pelo
menos 47 dias foram encontrados experimentalmente para varias
combinagdes dos fatores (28,5C, pH 3,7, 17,5 IU/ml e 17Brix); (45,5C, pH
3,7, 52,5 IU/ml) e (17Brix e, 28,5C, pH 5,1, 52,5 [U/ml e 17Brix ). Por outo
lado, usando o modelo implementado, podem ser preditas situagdes novas
nao usadas no planejamento experimental. Assim, para sucos com 12Brix,
pH 4,0, seria necessario 54lU de nisina/ml para se manter estaveis
microbiologicamente por até 47, 38 e 32 dias quando incubadas a
temperaturas de 25, 30 e 35T respectivamente. A ma nipulacdo de mais de
um fator (Tecnologia de obstaculos), bem como o uso de antimicrobiano
pode ser uma alternativa para evitar o desenvolvimento do Alicyclobacillus
acidoterrestris em suco de laranja e conseqientemente aumentar a vida de

prateleira do produto.
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FIGURA 1. Curvas e dados de Crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152
para os ensaios correspondentes aos pontos axiais e ponto central: (%)
numero de ensaio; (21) pH, 4,4, 37C, concentracdo de nisina, 0IU/mI,
15Brix; (20) pH, 5,8, 37T, concentracdo de nisina , 35IU/ml, 15Brix; (25)
pH, 4,4, 37C, concentracdo de nisina, 35IU/ml, 15°Brix; (23) pH, 4,4, 37C,
concentracdo de nisina, 351U/ml, 19Brix; (22) pH, 4,4, 37C, concentracdo
de nisina, 70IU/ml, 15Brix; (24) pH, 4,4, 37C, co ncentracdo de nisina,
351U/ml, 198Brix; (19) pH, 3, 37C, concentracdo de nisina, 35IU/ml, 15Brix;

(18) pH, 4,4, 54, concentragao de nisina, 35I1U/ml, 15Brix.
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577 FIGURA 2. Curvas de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco
578  de laranja concentrado: 13°Brix e 45,5°C; (*) numero de ensaio; (4) pH=5,1,
579  concentragdo de nisina 17,5 IU/ml, (8) pH=5,1, concentragcdo de nisina 52,5
580 IU/ml, (2) pH=3,7, concentracdo de nisina 17,5 IU/ml e (6) pH=3,7
581  concentrag&o de nisina 52,51U/ml.
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FIGURA 3. Curvas de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco
de laranja concentrado: 17°Brix e 45,5°C: (*) nimero de ensaio; (10) pH, 3,7
concentragdo de nisina 17,11U/ml; (12) pH, 5,1 concentragdo de nisina
17,11U/ml; (16) pH, 5,1 concentracdo de nisina 52,51U/ml; (14) pH, 3,7

concentrag&o de nisina 52,51U/ml
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FIGURA 4. Curvas e dados de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 a

diferentes valores de pH, Brix e concentragdo de nisina incubados a 28,5°C:
(¢ ) pH, 5,1, concentragdo de nisina 17,5, 13Brix; (m) pH, 5,1, concentragcdo
de nisina 17,5, 17Brix; ( x) pH, 3,7, concentracédo de nisina 17,5, 13Brix; ( )
PpH, 3,7, concentracdo de nisina 52,5, 13Brix; () pH, 5,1, concentracdo de
nisina 52,5, 13Brix; (O) pH, 3,7, concentracdo de nisina 17,5, 17Brix; (¢)
PH, 3,7, concentracdo de nisina 52,5, 17Brix; (4) pH, 5,1, concentragcdo de

nisina 52,5, 17 Brix.
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FIGURA 5. Histograma de efeitos significativos no tempo de adaptacdo de A.

acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja concentrado.
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FIGURA 7. Valores observados vs valores preditos de tempo de adaptacao

de A. acidoterrestris e residuos relativos.
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726 FIGURA 9. Superficie de resposta para o tempo de adaptacdo: (a)
727  Temperatura vs concentragdo de Nisina, pH 4,4, e15 °Brix; (b) Temperatura vs

728  pH, 15°Brix e 35 IU/ml de nisina.
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733
734
735

736
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737 TABELA 1. Planejamento fatorial fracionario para

738 crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco
739 concentrado de laranja.
Ensaios Variaveis
T@ pH Ni® °Brix©

1 28.5 3.7 17.5 13
2 455 3.7 17.5 13
3 28.5 5.1 17.5 13
4 45.5 5.1 17.5 13
5 28.5 3.7 52.5 13
6 45.5 3.7 52.5 13
7 28.5 5.1 52.5 13
8 45.5 5.1 52.5 13
9 28.5 3.7 17.5 17
10 455 3.7 17.5 17
11 28.5 5.1 17.5 17
12 45.5 5.1 17.5 17
13 28.5 3.7 52.5 17
14 455 3.7 52.5 17
15 28.5 5.1 52.5 17
16 455 5.1 52.5 17
17 20 4.4 35 15
18 54 4.4 35 15
19 37 3 35 15
20 37 5.8 35 15
21 37 4.4 0 15
22 37 4.4 70 15
23 37 4.4 35 11
24 37 4.4 35 19
25 37 4.4 35 15
26 37 4.4 35 15
27 37 4.4 35 15

740 T (temperatura °C); °Ni (Nisina IU/ml); “Brix (concentrago de sélidos soldveis)
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741  TABELA 2. Parametros de crescimento do A. acidoterrestris CRA 7152 em
742  suco concentrado de laranja calculados pelos modelos de Baranyi & Roberts
743 e Gompertz.

Ensaioc®  Modelo Tempo de Taxa de crescimento Populagdo maxima PR
adaptacéo (dias) (log((ufc/ml)/dia) Log(UFC/ml)
2 Observado 24
Gompertz 23,3 0,0735 2,73 0,92
Baranyi 23,7 0,1038 2,73 0,92
4 Observado 9
Gompertz 12,4 0,452 5,99 0,98
Baranyi 11,3 0,345 5,94 0,99
6 Observado 31
Gompertz 21,1 0,038 2,65 0,63
Baranyi 17,4 0,037 2,78 0,77
8 Observado 17
Gompertz 14 0,229 6,13 0,98
Baranyi 12,8 0,191 5,97 0,98
20 Observado 18
Gompertz 16,4 0,151 5,01 0,95
Baranyi 15,1 0,126 4,84 0,96
21 Observado 1
Gompertz - 0,22 7,00
Baranyi <1 1,00 6,99 0,97
23 Observado 27
Gompertz 25,4 0,158 3,40 0,98
Baranyi 27,4 0,180 3,40 0,98
25 Observado 16
Gompertz 14,5 0,07 3,56 0,95
Baranyi 16,2 0,16 3,58 0,96
10 Observado 28
Gompertz 26,4 0,03 3,71 0,79
Baranyi 32,7 0,09 2,97 0,94
12 Observado 26
Gompertz 21,1 0,04 2,95 0,90
Baranyi 25,2 0,07 2,94 0,96
16 Observado 36
Gompertz 26,1 0,035 2,95 0,94
Baranyi 29,0 0,053 2,84 0,96

N N N N b . ~
744 “onde foi evidenciado crescimento; “coeficiente de correlacdo.
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745 TABELA 3. Tempo de adaptacdo de A. acidoterrestris CRA 7152

746  experimentais utilizados para o ajuste do modelo quadratico.

Tempo de Tempo de Tempo de

Ensaio adaptacdo (dias) Ensaio adaptacao (dias) Ensaio adaptagao (dias)

1 47 10 32,7 19 47
2 23,7 11 36 20 15,1
3 29 12 25,2 21 1
4 9 13 47 22 47
5 25 14 47 23 27,4
6 31 15 47 24 47
7 47 16 29 25 16,2
8 12,8 17 47 26 16,2
9 47 18 27 27 14,7

747

748

749

750

751

752

753

754

755

756

757

758
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759 TABELA 4. Coeficientes de regressao

760 significativos do modelo polinomial para o

761 tempo de adaptacdo de A. acidoterrestris.
Variavel Coeficiente probabilidade
media 15,7 0,001013
Temperatura -6,34542 0,000775
Temperatura® 553635  0,001145
pH -5,30458  0,001109
pH? 4,04885  0,002138
nisina 5,26292  0,001126
nisina® 2,28635  0,006658
Brix 5,13792  0,001182
Brix® 558635  0,001125
Temperatura*pH -3,06813 0,004943

Temperatura*nisina  1,24213 0,029019
Temperatura*Brix 1,60562 0,017701
pH*nisina 2,19438 0,009595
762 nisina*Brix 1,51813 0,019739

763

764

765

766

767

768

769

770

771

772
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773 TABELA 5. Quadro de analise de variancia para o modelo quadratico

774 da equacao 4.
Fonte de variacdo SQ° gl° Qm° Fcal® Ftab®
Regressao 4317,149 13 332 4 2,57
Residuo 1008,5 13 78
Falta de ajuste 1007 11 92 122
Erro puro 1,5 2 0,75
Total 5325,649 26

775

776 Fcal=F calculado, °Ftab= F tabelado, gl=grau de liberdade, dQM=quadraLd0 médio, °SQ= Soma de quadrados
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Capitulo 4

Influéncia da nisina na resisténcia térmica de esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em suco
concentrado de laranja

Artigo formatado de acordo com as normas de submissao da revista “Food

Microbiology”
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Resumo

Foi investigado a efeito da nisina na resisténcia térmica de esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 em suco concentrado de laranja
(64Brix). Avaliou-se 0, 50, 75 e 100IU de nisina/m | de suco sob temperaturas de
92, 95, 98 e 102°C. O modelo polinomial quadratico foi usado para analisar os
efeitos dos fatores e sua interacdo. Os esporos sobreviventes foram quantificados
com plaqueamento em profundidade, em meio K pH 3,7.

Dos resultados, observou-se que os valores D sem adicdo de nisina foram de
25,5, 12,9, 6,1 e 2,3min para 92, 95, 98 e 102°C respectivamente. J&4 quando foi
adicionada nisina no suco observou-se queda da termorresisténcia a medida que
aumentou a concentragdo para uma mesma temperatura. Para uma concentragao
de nisina fixa, 0 aumento da temperatura diminuiu a atividade deste conservante
devido ao efeito que a temperatura possa ter na sua estabilidade. Com 30, 50, 75
e 100 IU/ml a 95°C, os valores D foram de 12,3 11,3 10,4 e 9,4 min
respectivamente, mostrando que se pode obter diminuigcdo no valor D em até 27%.
O modelo polinomial de segunda ordem implementado com r? = 0,995 mostrou
que a resisténcia do microrganismo foi afetada pela acao da temperatura seguida
pela concentracdo de nisina. Assim, conclui-se que a nisina é uma opg¢ao como
coadjuvante para diminuir o rigor do tratamento térmico, tendo como alvo A.

acidoterrestris CRA 7152.
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Introducao

A pasteurizacao de sucos de frutas 4cidas a temperaturas entre 85 a 95°C destroi
microrganismos ndo esporulados tais como leveduras bolores e algumas bactérias
nao esporuladas. Porém esporos bacterianos podem sobreviver e germinar sobre
estas condicoes acidas (Blocher e Busta, 1983). Neste sentido Alicyclobacillus,
microrganismo emergente como deteriorante de sucos de frutas &cidas, tornou-se
um novo indicador na qualidade destes produtos. Assim, a sobrevivéncia deste
microrganismo apo6s pasteurizacdo, coloca em risco a qualidade do produto
quando estocado em abuso de temperatura ambiente dado a sua caracteristica de
mesofilo. O A. acidoterrestris € ndao patogénico, formador de esporos, acidofilo,
aerobio e gram positivo (Walls e Chuyate, 2000). Este microrganismo contém
acido graxo w-aliciclo como maior componente de acido graxo da sua membrana,
podendo crescer em faixas de pH de 2,5 a 6,0 (Murakami et al., 1998), sendo a
deterioracao do produto manifestada pela producao de guaiacol (Walls e Chuyate,
1998) e outros componentes fendlicos (Borlinghaus e Engel, 1997). Diferentes
valores D (tempo necessario para reduzir a populagéo de esporos viaveis em 90%
a uma dada temperatura) deste microrganismo foram reportados na literatura
dependendo da cepa e do meio de aquecimento: 50 e 2,7 min para temperaturas
de 85 e 95°C respectivamente (Eiroa et al., 1999), 23 e 16 min a 90°C em suco de
maca a 11,4°Brix e suco de uva a 15,8°Brix respectivamente (Splittstoesser et al.,
1994), 1,4, 4,8 e 19,9min a 95, 90 e 87<T respectivamente, em suco de maracuja

12Brix e pH 3,12 ( Mc Knight, 2003).

196



Pontius et al. (1998) estudaram o efeito de diferentes acidos (citrico, tartarico e
malico) na resisténcia térmica de esporos de A. acidoterrestris, mostrando que o
valor D mudou com a mudancga do pH a baixas temperaturas (88°C) sendo que a
alta temperatura o efeito foi menos evidente. Silva et al. (1999) mostraram que a
resisténcia térmica de A. acidoterrestris foi afetada pela temperatura seguida pela
concentragdo de soélidos soluveis e pH, usando meio laboratorial; o modelo
encontrado néo realizou boas predicdes quando utilizado em sistemas de
alimentos, indicando que um modelo implementado a partir de dados gerados em
meios laboratoriais ndo pode ser usado diretamente para estimar a resisténcia
térmica em alimentos. A resisténcia térmica € uma caracteristica de
microrganismos deteriorante de alimentos e altamente influenciada pelo meio de
aquecimento, sendo esta informacéo importante para desenhar um processo de
pasteurizagao.

A nisina, polipeptidio antibacteriano possui grande atividade contra bactérias gram
positivas (Delves-Broughton, 1990), e o tratamento térmico que inativa estes
microrganismos pode encontrar neste conservante um efeito aditivo, quando
empregado em conjunto com o aquecimento (Adams e Nizo, 2003). Alguns
estudos ja foram realizados com esporos bacterianos. Assim, temos que a
presenca de nisina durante o aquecimento mostrou aumento da letalidade do
processo frente a esporos de Bacillus cereus e A. acidoterrestris (Beard et al.,
1999; Komitoupoulou et al., 1999; Wandling et al., 1999 e Penna e Moraes, 2002).
Yamazaki et al. (2000) obtiveram até 24% de reducdo do valor D a 90°C usando

200IU de nisina/ml em bebida de laranja.
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O concentrado de laranja (ao redor de 65°Brix) de diversas origens que se
comercializa em grandes quantidades no mercado mundial mostrou presenca de
esporos viaveis de Alicyclobacillus em niveis de até 6,4x10° UFC/ml (Pinhatti et
al., 1997). Assim, estudos de inativacdo destes esporos neste tipo de produto
torna-se importante, para diminuir esta carga inicial, jA que o suco depois de
reconstituido (ao redor de 11°Brix) fica susceptivel a deterioragdo por este
microrganismo em condigdes de abuso.

O objetivo desta pesquisa foi estudar o efeito da temperatura de pasteurizagao (92
a 102°C) e concentragdo de nisina (0 a 1001U/ml) na resisténcia termoquimica
indicada pelo valor D de A. acidoterrestris em suco concentrado de laranja
(64°Brix) utilizando modelo quadratico para andlise dos dois fatores e sua possivel

interacao.

Materiais e Métodos

Cepa bacteriana e meios de cultura.

Foi usada uma cepa de A. acidoterrestris CRA 7152 reconhecidamente
deteriorante e produtora de guaiacol, gentilmente cedida pela Danisco Cultor.

Meio de esporulacao: Alicyclobacillus acidocaldarius médium (AAM): 0,05 % de
MnClz 4 H2O; 1,5 % de agar; 1,0g de Extrato de levedura; 0,29 de (NH4)2SO4; 0,59
de MgSO, 7 H20; 0,25g de Ca Cl; 2 H20; 0,60g de KH2PO4 1,0g de glicose; 1,0l
de agua . O pH foi ajustado para 4,0 (Murakami et al., 1998).

Meio de quantificacao K: Peptona(Oxoid) 5g; Glicose 1g; Extrato de

levedura (Oxoid) 2,5g; Tween-80 1g; Agar 15¢; Agua destilada 1.0l
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Esterilizado a 121°C por 15 minutos. O pH ajustado para 3,7 com acido malico

25% esterilizado com microfiltro de 0,22mm (Walls e Chuyate, 1998).

Preparacao da suspensao de esporos.

Inicialmente foi realizado crescimento de células de A. acidoterrestris em 4 tubos
inclinados contendo meio PDA (Oxoid) (Potato Dextrose Agar, pH = 5,6),
incubados a 44°C por 3 dias. Posteriormente o crescimento nos tubos foi recolhido
através de raspagem com baguetas estéreis de vidro utilizando 5ml de &agua
destilada estéril por tubo. A suspensao obtida foi transferida para um tubo de
rosca de vidro de 25x200mm estéril e ativada a 80°C por 10 minutos, seguido de
resfriamento rapido em banho de gelo. Inoculou-se 0,1ml da suspenséo ativada
em 100 garrafas de vidro de 290ml contendo 60,0ml de meio (AAM) solidificado e
inclinado (Yamazaki et al., 1996). As 100 garrafas inoculadas foram entao
incubadas por 9 dias a 45,0°C. Apds observagao microscépica de 90% do campo
esporulado via coloracdo de esporos utilizando corante verde de malaquita, foi
realizada a coleta dos esporos (Murakami et al., 1998). Os esporos coletados
foram lavados, e re-suspendidos em agua destilada estéril apds 3 centrifugacoes
(12310g/15 min a 4°C), seguido de lavagens alternadas, com adicao de lisozima
0,3mg/ml de suspensao apds a primeira lavagem e ajuste de pH até 11 para
eliminacao das células vegetativas (Stumbo, 1965). Os esporos foram estocados a
4°C em 4gua destilada estéril até seu uso. A contagem foi feita em meio K
formulado apds ativacao térmica por 10 minutos a 80°C com plagueamento em
profundidade e as placas invertidas incubadas a 43°C por 5 dias. A concentragio

final da suspensao de esporos foi de 8x10® esporos/ml.
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Estudo da resisténcia termoquimica

A resisténcia do A. acidoterrestris foi determinada utilizando-se tubos TDT estéreis
preenchidos com 1,9 ml de suco concentrado de laranja e 0,1 ml de suspenséo de
esporos, seguido de homogeneizacao (Stumbo, 1965). Os tubos foram selados
com magcarico e colocados em banho termostético (Polystatd com + 0,1°C de
precisao), previamente ajustada as temperaturas correspondentes da Tabela 1. O
tempo de atraso do tubo até a temperatura desejada foi determinado previamente,
utilizando um termopar tipo flexivel de fio OMEGA duplex TT-T36, para monitorar
a temperatura. Este tubo TDT foi preenchido com 1,9 ml de suco concentrado e
0,1 ml de agua, posteriormente selado. Para cada tempo de aquecimento definido,
os tubos foram retirados do banho e resfriados imediatamente em banho de gelo,
até temperatura ambiente.

Os tubos foram abertos assepticamente, em seguida foram realizadas diluicées
decimais sucessivas, e inoculadas aliquotas de 1ml em profundidade com meio K
pH 3,7 em duplicata. As placas foram incubadas invertidas a 43°C, e a contagem
das col6nias foi realizada durante 3 a 5 dias (Walls e Chuyate, 1998). A contagem

foi expressa em esporos sobreviventes/ml.

Planejamento experimental

Inicialmente foram determinados os parametros de resisténcia térmica (valores D
e z) dos esporos de A. acidoterrestris no concentrado de laranja sem adigao de
conservante. Em seguida realizou-se um teste para determinar a concentracédo de

nisina maxima que minimize o valor D da bactéria, assim foram determinados
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valores D a 95°C com 0, 30, 50, 75, 100 e 150 IU/ml utilizando o método do tubo
TDT (Stumbo, 1965) como critério para escolher a concentracdo de nisina mais
adequada. Usou-se suco concentrado de laranja com °Brix final de 64 e pH de
3,68 normalmente praticado pela industria. Depois de determinada a concentracao
maxima de nisina a ser empregada, implementou-se um fatorial completo para
dois fatores com quatro niveis cada um: temperatura (92, 95, 98 e 102°C); essas
temperaturas foram selecionadas de acordo a faixa de uso industrial para
pasteurizagdo de suco concentrado de laranja. A concentragdo de nisina foi
estudada até a maxima concentragdo selecionada (0, 50 75 e 100IU/ml) como
mostrado na Tabela 1. As amostras utilizadas foram tratadas termicamente a
105°C por 10min para eliminar presencga de possiveis competidores (Massaguer et
al., 2002). A Nisina™ foi cedida pela Danisco Cultor e usada apés preparo de uma
solugdo estoque contendo 10* IU/ml em HCI 0,02 N e esterilizada a 121°C durante
15 minutos (Scott e Taylor, 1981). A carga inicial inoculada de A. acidoterrestris
CRA 7152 foi da ordem de 10° esporos/ml de suco concentrado de laranja.
Tabela 1
Para analise das respostas do planejamento fatorial implementado, os dados

foram ajustados a um modelo polinomial de segunda ordem (equagéo 1).

Y::BO'}':Ber+182X2+:B3X12+:B4X22+185X1X2 (1)
Onde Xi=Temperatura (°C), Xo=concentragao de nisina (IU/ml), Bo...Bs coeficientes

do modelo e Y=Valor D (min).
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Avaliacao dos dados e geracao do modelo quadratico

Com os dados das contagens de sobreviventes, foram construidas curvas de
sobrevivéncia realizando regressdo do log de sobreviventes contra o tempo em
minutos. Os valores D foram determinadas como o inverso negativo da inclinacao
da curva de sobreviventes. O valor z (nUmero de °C necessario para reduzir o
valor D em um décimo) foi calculado como o inverso negativo da inclinacdo da
curva do Log de D versus temperatura.

Com esses valores D calculados, foi usado o Software SAS versédo 8.0 (Anova,
opcao modelos polinomiais), para gerar um modelo de superficie de resposta e
analisar o efeito de cada fator e sua interagdo. O bom ajuste do modelo foi
validado estatisticamente pelo coeficiente de determinagéo (R e oteste de F. O
desvio relativo para cada predicao foi calculado usando a expressado da equagao

2:

e[ 22) o

X0
Onde x, € o valor predito e xo € o valor observado. O fator bias e o fator exatidao

também foram calculados seguindo o procedimento de Ross (1996).

Resultados e Discussao

Determinacao do Valor D e z de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco
concentrado de laranja

As curvas de sobreviventes log (esporos sobreviventes/ml) versus tempo,
mostrados pela Figura 1, ndo exibiram ombro, observando-se comportamento

linear (Analise estatistica ver Anexo). Isto também foi reportado por Previdi et al.
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(1997); Pontius et al. (1998); Silva et al. (1999) e Murakami et al. (1998). Os
tempos de aquecimento foram desenhados para conseguir até 4 ciclos log de
reducdo. Os valores D encontrados nesta pesquisa foram de 25,5 min a 92°C;
12,8 min a 95°C; 6,2 min a 98°C e 2,0 min a 102°C. Estes valores foram maiores
do que os encontrados na literatura (Dgs:c=2,7min cepa DSM2498 (Eiroa et al.,
1999)), isto era esperado j4 que nesta pesquisa foi usado suco concentrado
(64°Brix) e no caso de Eiroa et al. (1999) suco simples ao redor de 11°Brix. E bem
reconhecido que a resisténcia térmica de esporos bacterianos depende do meio
na qual estes sdo aquecidos. Assim, esporos manifestam um aumento da
resisténcia térmica quando equilibrados em baixa atividade de &agua ou
resuspendidos em uma solugdo de alto potencial osmaético (Gombas, 1983). Uma
explicagcdo desse mecanismo osmoregulativo é a hipotese de que altas
concentragcbes de aglcares como a sacarose, exercem uma pressao osmoética
similar ao que existe no cértex do esporo. Esta pressdo induz mecénica e
osmoticamente a desidratacdo do protoplasto, sendo esta desidratacdo o
mecanismo presente nos esporos assumido como responsavel pela resisténcia ao
calor (Bhothipaksa e Busta 1978). Esporos de varias espécies incluindo as
sensiveis ao calor e cepas mutantes de Bacillus cereus com menos acido
dipocolinico (DPA), aumentaram sua resisténcia ao calor quando presentes em
meios contendo elevadas concentragdes de agucares (Bhothipaksa e Busta,
1978). Da mesma forma a sensibilidade de esporos de Clostridium perfringens ao
aquecimento por irradiacdo pode ser mascarado quando estes forem aquecidos
em uma solugdo com elevado potencial osmoético seja com sacarose ou com

glicerol (Gomes et al., 1980). Splittstoesser et al. (1998), reportaram consideravel
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aumento no valor Dgsec de Alicyclobacillus cepa WAC de 1,9min para 12min
quando o Brix passou de 16 para 65 em suco de uva. A influéncia de fatores do
meio de aquecimento tais como pH, Aw, composicao, etc., na resisténcia térmica
de esporos bacterianos estd bem documentada na literatura, sendo assim, nossos
resultados obtidos mostraram que a dificuldade de destruir os esporos é maior em
suco concentrado do que em sucos simples.
Figura 1

Com esses valores D obtidos foi calculado o valor z de 9,06°C, como mostrado
pela Figura 2, este valor € o normalmente reportado pela literatura para este
microrganismo. Splittstoesser et al. (1998) obtiveram valores z de 6,9°C a 16°Brix
e 7,4°C a 65°Brix, cepa WAC.

Figura 2

Determinacao da concentracao maxima de nisina

Os resultados da aplicacao do efeito de diferentes concentragcdes de nisina no
valor D a 95C em suco concentrado (64°Brix) estdo mostrados na Tabela 2.
Observou-se que houve uma ligeira queda da resisténcia com adicao de 301U/ml
representando apenas 4,04%, com relagao a resisténcia obtida no branco (0IU/ml)
e, a medida que a concentragdo de nisina no suco foi aumentando a queda do
valor de D foi se manifestando. Isto foi mais evidente até 100IU (26,22% de
reducdo no valor D), acima deste valor (150lU/ml) ndo houve diferenca
significativa de queda da resisténcia térmica em relagéo a 1001U/ml, indicando que
0 acréscimo na concentragcdo ndo melhorou a taxa de reducao. Komitopoulou et

al. (1999) utilizando a cepa A. acidoterrestris CRA 7182 em suco de macga pH 3,51
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e 501U/ml no suco, mostraram reducdes ao redor de 40% no valor D a temperatura
mais baixa de 80°C e de apenas 15% de reducdo para 95°C. Yamazaki et al.
(2000) reportaram redugao de 24 e 29% no valor D de A. acidoterrestris AB-5 a

90°C em bebida de laranja e macga respectivamente.

Tabela 2

Observa-se pela Tabela 2 uma tendéncia de queda no valor D, que se estabilizou
com aproximadamente 100lU/ml, uma concentracdo maior a esta, significaria
incorporagao de maior custo, sem aumento significativo na reduc¢éao do valor D.
Segundo Muriana (1996) na maioria das aplicacées de bacteriocinas, a reducao
do alvo bacteriano pode ser descrita como modesta; presume-se que, durante o
tratamento térmico todas as células estejam expostas a mesma temperat ura,
porém o tamanho macromolecular das bacteriocinas usadas em alimentos (4000 a
8000 Da) dificulta fisicamente a ligagdo entre as moléculas para obter efeitos
muito eficazes. O tamanho relativamente grande das bacteriocinas, e seu carater
protéico as tornam susceptiveis a reagdes bioquimicas que implicam em cadeias
colaterais de aminoacidos ou em interagdes hidrofobicas que podem dificultar as
ligagdes com o alvo microbiano. Sendo assim, é possivel assumir que, depois de
uma determinada concentragcado de nisina, o aumento desta dificultaria o0 “espaco
fisico” de entrada de sua molécula no microrganismo alvo, diminuindo entdo seu
efeito inibidor.

Assim, foi escolhido 1001U/ml de nisina como maxima concentragdo a ser testada

no experimento.
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As Figuras 3 a 6 apresentam as curvas de sobreviventes a 92, 95, 98 e 102°C
com 0, 50, 75 e 100IU/ml de nisina. Foi observado o comportamento linear em
todas as curvas. A 92°C houve maior reducao da resisténcia térmica para todas as
concentragcdes testadas de nisina (Figura 3). Com 100, 75 e 50lU/ml de nisina
conseguiu-se 29,13, 21,06 e 10,31% de reducao no valor D, respectivamente.

Figura 3
A 95°C, foi observado comportamento similar ao de 92°C, pois reducoes de 12,
18,41 e 26,22% para concentragdes de nisina de 50, 75 e 100lU/ml foram obtidas
respectivamente (Figura 4). Para 98°C (Figura 5) 22,71% de reducéo no valor D foi
verificado com 100IU/ml. Quando foi adicionado 50 e 75 IU/ml de nisina no suco,
9,87 e 16,93% de reducao, respectivamente, na populagéo foi verificado.

Figura 4

Figura 5
As menores porcentagens de reducdao foram encontradas para o caso de
aquecimento a 102°C (Figura 6). Assim, para 1001U/ml, 21% de reducao do valor
D foi registrado. A adicado de 75 e 501U de nisina/ml no suco resultou em 18 e 9%
de reducgao na respectiva populagéo inoculada.

Figura 6
A Tabela 3 apresenta um resumo dos valores D calculados para o planejamento
fatorial da Tabela 1, com as respectivas redugdes em termos de porcentagens.
Observa-se que o efeito da nisina é mais evidente quanto menor a temperatura
testada (92°C), diminuindo a medida que a ultima é aumentanda. A uma mesma
concentragdo de nisina, a sensibilidade ao calor foi mais pronunciada a baixas

temperaturas (92°C) onde a reducao do valor D foi de 29, 21 e 10% para 100, 75 e
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50 IU/ml de nisina aplicada, respectivamente. Komitopoulou et al. (1999)
encontrou resultados semelhantes, onde a sensibilidade dos esporos de A.
acidoterrestris foi mais pronunciada a menores temperaturas testadas. Ja Jeknic
et al. (1996) mostraram que existe alteracdo na atividade da nisina quando
exposta a altas temperaturas.
Tabela 3

Usando a equagao 3 pode ser calculado o tempo de processo a 102€T para obter
5 redugdes decimais, com e sem nisina:

F =D,..Y (3)
Assim:
F =2,0lmin*5 = 10min sSem nisina
F =1,59min*5 =7,9min com 100IU de nisina/ml de suco.

Onde F é o tempo de processo; Digec € 0 valor D a 102C e y as reducdes
decimais.

Yamazaki et al. (1997) mostraram que a adicdo de lysozyme (10ppm) contribuiu
em 30% para reduzir a resisténcia térmica de esporos de A. acidoterrestris AB-1,
em tampao de citrato (pH 4,0) quando comparado com o controle (Oppm) aquecido
a 89°C. Yamazaki et al. (2000) conseguiram reduzir a resisténcia térmica destes
esporos (cepa AB-5) para 29% e 24% em suco de macga clarificado e bebida de
laranja respectivamente quando adicionado 200lU/ml de nisina. No presente
estudo a resisténcia térmica dos esporos de A. acidoterrestris CRA 7152 foi
reduzida em 29,4, 26,21, 22,73 e 20,90% a temperaturas de 92, 95, 98 e 102°C,

respectivamente, com adicdo de 100Ul/ml de nisina. Observa-se entdo, que o
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efeito inibidor da nisina frente aos esporos de A. acidoterrestris € semelhante ao
lysozyme, porém com mecanismo de agao diferente. Vale acrescentar que o efeito
antimicrobiano da lysozyme se perdera depois da pasteurizagcdo do alimento
devido a ser labil frente ao calor, enquanto que a da nisina se mantera constante
devido a sua maior estabilidade a altas temperaturas e pH acido (Davies et al.,
1998). Em outro estudo, Pontius et al. (1998) estudaram o efeito do acido malico,
citrico e tartarico na resisténcia térmica destes esporos. Os autores encontraram
que o tipo de acido nao foi estatisticamente significativo nas temperaturas
estudadas (91 a 97°C) e altos valores D foram obtidos para as cepas VF, WAC, e
IP, tao igual ou maior quanto aos reportados por Splittstoesser et al. (1994) para
estas mesmas cepas bacterianas, que em termos de redugdo da resisténcia
térmica nada acrescentaram.

O valor z (Figura 7) ndo foi influenciado fortemente pela presenca da nisina;
apenas um aumento de até 0,5°C foi observado (1001U/ml, z=9,49°C) quando
comparado com o controle (z=9,06C). Valores de z para este microrganismo
encontram-se na literatura variando de 6,4 (Previdi et al., 1997) a 13,8
(Komitopoulou et al., 1999) dependendo da natureza do produto (laboratorial ou
alimento), da linhagem do microrganismo, do pH e da presenca ou nao de
conservante.

Figura 7

Analise dos resultados via modelo quadratico.
Pelos dados mostrados na Tabela 3 observou-se que os valores D ficaram entre

25,56min (T=92°C e 0IU/ml de nisina) e 1,59min (T=102°C e 100l1U/ml de nisina).
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A regressao do modelo polinomial de segunda ordem da equacéao 1 foi usado para
analisar o efeito dos fatores significativos e sua combinagéo, no valor D.

A Figura 8 (grafico de Pareto) mostra os efeitos padronizados dos parametros no
valor D. Este efeito foi definido como o coeficiente da varidvel de interesse
estimado dividido pelo erro padrao (1/Sei). Qualquer efeito que excedeu a linha
vertical (p=0,05) foi considerado significativo. Assim, os seguintes fatores em
ordem decrescente de importancia tiveram efeito significativo: T, T2, Nisina, e
TxNisina. Este gréafico indicou que a resisténcia do microrganismo é mais afetada
pela acdo da temperatura do que pela concentracao de nisina.

Figura 8

Com os dados de Valores D mostrados na Tabela 3 aplicou-se o procedimento de
ajuste polinomial quadratico usando o Sofware SAS v.8.0 e foi obtida a equagéo 4

cujos coeficientes e nivel de probabilidade (0,05) estdo apresentados na Tabela 4

D =2081,5333-40,3924 *T —0,6982 * Ni + 0,00688 * Temp * Ni + 0,1961* Temp*  (4)
Onde:
D=valor D (min); Ni=concentragao de nisina (IU/ml); Temp=temperatura ().
Tabela 4
Observou-se que tanto a temperatura como a concentracdo de nisina foram
altamente significativas (p<0,05) no nivel linear, ja no nivel quadratico apenas a
temperatura foi significativa; a interacdo entre ambos os fatores também resultou

ser significativa (p<0,0001).
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A Figura 9 mostra a superficie de resposta para D vs (T, nisina). Como esperado,
a temperatura foi o fator com maior impacto no valor D: um pequeno incremento
de temperatura pode causar um decréscimo consideravel em D. O valor D
diminuiu levemente com o aumento da concentracdo de nisina, principalmente a
baixas temperaturas. Em temperaturas maiores como a de 100°C, a adicao de
nisina 100IU/ml ou mais ndao causou maior perda da resisténcia, obtendo-se um
valor D de 1,5min a 102<C.
A curvatura na superficie da Figura 9 foi pelo efeito quadratico da temperatura (T2
foi altamente significativo). O valor D variou linearmente com o aumento da
concentragao de nisina.

Figura 9
O modelo polinomial de segunda ordem teve um ajuste altamente significativo (r* =
0,995, F de 572,7 e p < 0,0001). Os desvios relativos para cada valor D predito
(Figura 10) mostraram-se em geral aleatoriamente distribuidos ao redor de “0”,
nao mostrando desta forma uma tendéncia sistematica nas predi¢des, corroborado
pelo fator bias de 0,999. O fator exatiddo do modelo apresentado pela equacgao 4
ficou em 1,089, mostrando um certo grau de desvio em média de até 8,9% nas
predicoes dos valores experimentais. Observou-se maior variabilidade nos ensaios
de 13 a 16 correspondentes ao tratamento de 102<C. Isto pode ser devido a
imprecisdo ao analisar-se dados pequenos, onde uma pequena variacao dos
mesmos produz maior variabilidade no erro, ou até mesmo a imprecisdo do
método de determinacao da termorresisténcia quando pequenos valores de D sdo
determinados.

Figura 10
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A falta de dados na literatura de resisténcia termoquimica em concentrado de
laranja dificultam uma maior discussao de nossos resultados. Porém, fica
demonstrado que o modelo encontrado pode ser usado na implementacao de
tratamento térmico, tendo como alvo a destruicédo de esporos de A. acidoterrestris
apenas para suco concentrado nas mesmas condi¢ées estudadas. Silva et al.
(1999) implementaram um modelo polinomial para estudar o efeito de sdlidos
soluveis, pH e temperatura na resisténcia térmica de esporos de A. acidoterrestris
utilizando meio laboratorial, que quando aplicado para sistema de alimento
(extrato de cupuacgu e suco de laranja) acusou falha nas predigcbes de até 100% de
diferenca; mostrando que quando o objetivo é implementar modelos para
processos especificos é recomendavel gera-lo a partir de dados obtidos no préprio
produto em questao.

O importante da presente pesquisa foi mostrar que a inclusdo da nisina no suco
durante o aquecimento aumentou a sensibilidade do microrganismo levando a um
aumento da letalidade da pasteurizacdo. Considerando que este conservante é
atoxico (Jay, 1994; Franco e Landgraf, 2003) nas condicées de uso em alimentos,
pode ser usado e ser percebido como um preservativo natural em alimentos,
suportando a demanda do consumidor pelo “mais natural”. Seu emprego como
parte de um sistema de barreiras multiplas torna-se entdo interessante. Uma
limitacdo quando usada como coadjuvante do tratamento térmico € que uma certa
proporcao da nisina é perdida como resultado do aquecimento e as interacdes
com as caracteristicas do alimento como pH, Aw, etc (Thomas et al., 2000). Assim
niveis de adicao de nisina deverao ser ajustados para compensar essa perda. Por

exemplo, durante o processamento de queijo existe uma perda tipica de 15 a 20%
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dependendo da intensidade do tratamento térmico aplicado e do pH do produto,
sendo que a melhor retencdo é conseguida em valores de pH &cido. No caso de
processamento UHT, essa perda da atividade de nisina pode chegar até 40%.
Entretanto, apds o processo, poucos esporos permaneceram e menor quantidade
de nisina residual podera ser requerida levando em conta o efeito da temperatura
individualmente. Além disso, os tratamentos UHT danificam os enddsporos
tornando-os mais sensiveis a nisina (Delves-Broughton, 1996).

Dos resultados conclui-se que os valores D do A. acidoterrestris obtidos em suco
concentrado mostraram-se bem maiores dos encontrados na literatura para sucos
simples.

A nisina € uma opgado como coadjuvante do tratamento térmico na reducao da
resisténcia térmica destes esporos, conseguindo-se 29%, 26%, 23% e 21% de
reducdo do valor D a 92, 95, 98 e 102C respectivam ente quando 100IU de
nisina/ml de suco foi adicionada. Maiores concentracbes nao alteram esse
resultado. O processo de pasteurizacao de suco concentrado de laranja a 102<C
podera reduzir-se de 6min sem nisina para 4,7min com adicdo de 100IU/ml e
conseguir 5 redugdes decimais de esporos de A. acidoterrestris.

O modelo quadratico obtido descreveu bem os dados de valor D em funcao da
temperatura e concentracdo de nisina, mostrando como fator principal a
temperatura seguida da concentragdo de nisina. A dependéncia linear foi
mostrada por ambos os fatores, j& a quadratica apenas para a temperatura.

A relacao obtida pode ter aplicacao pratica para a industria processadora de sucos

citricos.
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Tabela 1. Planejamento fatorial para
estudo da termorresistencia de A.

acidoterrestris CRA 7152

Ensaios Variaveis
aT °Ni (IU/ml)

1 92 0

2 92 50
3 92 75
4 92 100
5 95 0

6 95 50
7 95 75
8 95 100
9 98 0

10 8 50
11 98 75
12 98 100
13 102 0

14 102 50
15 102 75
16 102 100

T (temperatura °C); PNi (Nisina IU/ml)
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Tabela 2. Porcentagem de reducao do valor D a 95°C a diferentes concentracoes

de nisina em suco concentrado de laranja.

Valor D (min) intervalo de confianca () nisina (IU/ml)  reducéo (%)

12,86 1,7 0

12,34 1,5 30 4,04%
11,38 1,6 50 11,50%
10,49 2,5 75 18,41%
9,49 2 100 26,22%
9,42 1,5 150 26,73%
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Tabela 3. Efeito da temperatura de aquecimento e da adigdo de nisina na
porcentagem de redugdes do valor D de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco

concentrado de laranja pH 3,68 e 64Brix.

Nisina (Ul/ml) 92°C 95°C 98°C 102°C
D (min) redugao D (min) redu¢cdo D (min) redugdo D (min) redugéo
0 25,56 12,86 6,16 2,01
50 2290 10% 11,38 12% 5,55 10% 1,83 9%
75 20,10 21% 10,49 18% 5,12 17% 1,64 18%
100 18,06 29% 9,49 26% 4,76 23% 1,59 21%
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Tabela 4. Coeficientes de regresséo significativos para o modelo quadratico de

inativacdo de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco concentrado de laranja.

Variaveis Coeficientes probabilidade (0,05)

meédia 2081,5333 < 0,0001
T -40,3924 < 0,0001
nisina -0,6982 0,0001
Txnisina 0,00688 0,0002
T? 0,1961 < 0,0001
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Figura 1. Curva de sobreviventes para A. acidoterrestris CRA 7152 em suco
concentrado de laranja 64Brix e pH 3,68, com coeficiente de correlacdo R:

0,9934; 0,9909; 0,9668 e 0,9879 para 92, 95, 98 e 102°C respectivamente.

222



10000000
e~

S
1000000 -
AN ™~ —
100000 4\ = T~ .
5 S~ <=
\ N —
10000 1\ N ~—_
— 3 LN NS ~—
E X N i N ~~
8 1000 |} N\ N :
8 N % 92°C
100 u 95°C
4 98°C
by *102°C
1 ‘ : ‘ ‘ 1
0 20 40 60 80 100
Tempo (min)

223



Wilmer Edgard Luera Pefa e Pilar Rodriguez de Massaguer

224



Figura 2. Valor z para A. acidoterrestris CRA7152 em suco concentrado de

laranja, pH 3,68 e 64Brix, com coeficiente de corr elagdo R?=0,9977.
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Figura 3. Efeito da nisina na sobrevivéncia de esporos de A. acidoterrestris CRA
7152 a 92°C em suco concentrado de laranja pH 3,68 e 64Brix. com coeficiente

de correlagdo R? de 0,9934, 0,9872, 0,9701 e 0,9892 para 0, 50, 75 e 1001U/ml de

nisina respectivamente.
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Figura 4. Efeito da nisina na sobrevivéncia de esporos de A. acidoterrestris CRA
7152 a 95°C pH 3,68 e 64Brix com coeficiente de correlagdo R® de 0,9909,

0,9943, 0,9849 e 0,9873 para 0, 50, 75 e 1001U/ml de nisina respectivamente.
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Figura 5. Efeito da nisina na sobrevivéncia de esporos de A. acidoterrestris CRA
7152 a 98°C pH 3,68 e 64Brix. Com coeficiente de correlcad R? de 0,9668,

0,9866, 0,9865 e 0,9868 para 0, 50, 75 e 1001U/ml de nisina respectivamente.

234



Esporos/mL

10000000 v; Nisina (IU/ml)

NS X0 Ul
1000000 250 Ul
NS
475Ul
100000 «
= + 100 UI

10000 \\\

1000 - xﬂl\

100 ‘

0 5 10 15 20

Tempo (min)

235




Wilmer Edgard Luera Pefa e Pilar Rodriguez de Massaguer

236



Figura 6. Efeito da nisina na sobrevivéncia de esporos de A. acidoterrestris CRA
7152 a 102°C pH 3,68 e 64Brix. Com coeficiente de correlcdo R? de 0,9960,

0,9860, 0,9960 e 0,9879 para 100, 75, 50 e 0lU/ml de nisina respectivamente.
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Figura 7. Efeito da nisina no valor z do A. acidoterrestris CRA 7152 em suco
concentrado de laranja pH 3,68 e 64Brix. R? de 0,9979, 0,9957 e 0,9964 para 50,

75 e 1001U/ml de nisina respectivamente.
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Figura 8. Grafico de Pareto para avaliar o efeito dos parametros no valor D do A.

acidoterrestris CRA 7152 em suco concentrado de laranja pH 3,68 e 64Brix.
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Figura 9. Efeito da temperatura e concentracdo de nisina no valor D de A.

acidoterrestris CRA 7152 em suco concentrado de laranja pH 3,68 e 64Brix.
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Figura 10. (a) Valores observados vs valores preditos do valor D e (b) erro relativo

nas predicdes do modelo.
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Resumo

O modelo de regressao logistica foi aplicado para descrever o efeito da
temperatura (25 a 50C), pH (3,5 a 5,5), concentra¢ do de sélidos soluveis (11 a
19) e concentracdo de nisina (0 a 70IU/ml) na probabilidade de crescimento de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 em suco de magd. A concordancia do
modelo obtido foi de 97,3% indicando um bom ajuste dos dados observados. Os
resultados mostraram que com pH 3,7 as probabilidades de crescimento foram
pequenas (<107°) para concentracdes de nisina acima de 501U/ml. Com o aumento
do pH para 4,5 é preciso aumentar a concentragcdo de nisina para 60lU/ml de
forma a manter esses niveis de probabilidades. Com 0,05 de probabilidade de
crescimento, valores minimos de pH foram estabelecidos entre 3,8 e 4,6 para inibir
0 crescimento com acao sinergistica de nisina em concentragéo de 0 e 201U/ml,
respectivamente, quando o suco é incubado a 30C. Os resultados deste estudo,
indicaram que o modelo desenvolvido prediz satisfatoriamente a interface de
crescimento/ndo crescimento do A. acidoterrestris em suco de magad e pode
fornecer dados que sirvam no controle de qualidade e desenvolvimento de

processos.
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Introdugao

Em 1982, na Alemanha reportou-se em suco de magd empacotada
assepticamente, contaminacao por uma bactéria formadora de esporos (Cerny et
al., 1984). Doze anos depois Splisttoesser et al. (1994) isolaram de suco de frutas
pasteurizadas, microrganismos com caracteristicas similares ao reportado por
Cerny et al. (1984) altamente resistente ao processo de pasteurizagao, identificada
como Alicyclobacillus acidoterrestris. Desde entdo, varios foram os estudos
realizados para isolamento e caracterizacao e, poucos objetivando a eliminagéao e
inibicdo desta bactéria em sucos de frutas acidas. Visto que a ocorréncia foi em
meios acidos, com crescimento em amplas faixas de pH 2,5-6,0 (Yamazaki et al.,
1996), 2,5 — 5,5 (Walls e Chuyate, 1998) e 6timo entre 3,5 — 5,0 (Pinhatii et al.,
1997). Este microrganismo tornou-se novo indicador de qualidade em sucos de
frutas pasteurizados. Em suco de macga a contaminacao por esta bactéria ja foi
relatada por Borlinghaus e Engel (1997).

A tecnologia de barreira pode ser aplicada para estudar o efeito de varios fatores
na inibicdo deste microrganismo. Fatores nos quais incluem-se conservantes
como a nisina, podem ser usados para este proposito (Komitopoulou et al., 1999;
Yamazaki et al., 2000).

Avaliar as respostas dos microrganismos frente a fatores do meio pode ser
dificultoso quando mais de uma variavel é estudada. Modelos preditivos podem
auxiliar no desenho microbiolégico de qualidade e seguranga nos alimentos
(Buchanan, 1993). Neste contexto, modelos probabilisticos conseguem descrever

a probabilidade de um evento ocorrer, dependente ou independente do tempo
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(Elliott, 1996) e estabelecer limites criticos das variaveis envolvidas. Modelos
probabilisticos baseados em regressao logistica podem levar-nos a descrever a
interface cresce / nao cresce explorando as condicbes do meio na resposta
microbiana (Ratkowsky e Ross, 1995; Lopez-Malo et al, 2000). A regressao
logistica € uma poderosa ferramenta em modelagem microbiana probabilistica.
Com suficiente conhecimento das caracteristicas do produto e condi¢cdes de
estocagem, a probabilidade de crescimento do microrganismo pode ser predita. O
modelo de regressao logistica tem sido usado para descrever a probabilidade de
crescimento de E. coli em funcao de temperatura, pH e atividade de agua (Salter
et al., 2000; Presser et al., 1998); probabilidade de crescimento e producdo de
toxina por Clostridium botulinum em filé de peixe estocado em atmosfera
modificada (lkawa e Genigeorgis, 1987) e também na determinacdo da
probabilidade de crescimento dependente do tempo de incubacdo (vida-de
prateleira) (Lopez-Malo e Palou, 2000; Pena et al., 2004).

Os objetivos desta pesquisa foram: i) avaliar as respostas de crescimento do
Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de mac¢a com diferentes valores de pH,
concentragdes de soélidos soluveis e nisina, submetido a diferentes temperaturas
de incubagao, ii) modelar a interface de crescimento /ndo crescimento usando
modelo de regressao logistica polinomial e iii) predizer valores criticos de pH,
temperatura e concentracdo de nisina requeridos para inibir o crescimento da

bactéria.
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Materiais e métodos

Cepa bacteriana e meios de cultura.

Usou-se a cepa Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 gentilmente cedida pela
Danisco Cultor.

Meio de esporulagéo: Alicyclobacillus acidocaldarius médium (AAM) (Murakami et
al., 1998): 0,05 % de MnCl»4H20; 1,5 % de agar; 1,0g de Extrato de levedura; 0,29
de (NH4)2S04; 0,59 de MgS0O47H20; 0,25g de CaCl,2H20; 0,60g de KH2PO4 1,09
de glicose; 1,0l de 4gua. O pH foi ajustado para 4,0 (Murakami et al., 1998).

Meio de quantificacdo K: Peptona 5g; Glicose 1g; Extrato de levedura 2,5¢;
Tween-80 1g; Agar 15g; Agua destilada 1,0l. O meio foi esterilizado a
121°C por 15 minutos. O pH foi ajustado para 3,7 com acido madlico 25%

esterilizado por filtracdo (Walls e Chuyate, 1998).

Preparacao da suspensao de esporos.

Inicialmente foi realizada pré-esporulacdo de células de Alicyclobacillus
acidoterrestris em 4 tubos inclinados contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar -
Oxoid), seguido de incubagcdo a 44°C por 3 dias (Pontius et al., 1998).
Posteriormente o crescimento nos tubos foi recolhido através de raspagem com
baguetas estéreis de vidro utilizando 5ml de agua destilada estéril por tubo. A
suspensao obtida foi transferida para um tubo de rosca de vidro de 25x200 mm
estéril e ativada a 80°C por 10 minutos, seguido de resfriamento rapido em banho
de gelo. Inoculou-se 0,1 ml da suspensao ativada em 100 garrafas de vidro de 290

ml contendo 60,0 ml de meio (AAM) solidificado e inclinado. As 100 garrafas
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inoculadas foram entdo incubadas por 9 dias a 45,0°C. Apds observagio
microscoépica de 90% do campo esporulado via coloracdo de esporos utilizando
corante verde malaquita, foi realizada a coleta dos esporos (Murakami et al.,
1998). Os esporos coletados foram lavados, e re-suspendidos em agua destilada
estéril apés 3 centrifugacées (12310g/15 min a 4°C), seguido de lavagens
alternadas, com adicdo de lisozima 0,3 mg/ml de suspensdao apds a primeira
lavagem e ajuste de pH até 11,0 para eliminacao das células vegetativas (Stumbo,
1965). Os esporos foram estocados a 4°C em agua destilada estéril. A contagem
foi feita em meio K apds ativagdo térmica por 10 minutos a 80°C com
plagueamento em profundidade. As placas foram invertidas e incubadas a 43°C

por 5 dias. A concentragdo da suspensao de esporos foi de 8x108 esporos/ml.

Determinacao da maxima concentracao de nisina a ser utilizada no
experimento.

Realizou-se um teste para determinar a concentragcdo maxima de nisina em 1U/ml
para ser usada no experimento. Para tanto foram testados 500, 250, 100, 80, 70,
50, 10, 5 e 0 IU nisina/ml de suco, com pH 4, 11,5°Brix e temperatura de
incubacdo de 43°C que representaram as condicdes 6timas de crescimento da
bactéria, por um periodo de 10 dias, seguindo o procedimento de Komitopoulou et
al. (1999). O plaqueamento em meio K formulado pH 3,7 foi usado para verificar o
efeito inibitdério da bacteriocina sobre a bactéria. O tamanho do inéculo foi da

ordem de 2x10°esporos/ml de suco, ativados a 80°C por 10min.
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Planejamento experimental

Uma vez determinada a maxima concentragdo de nisina a ser utilizada no
experimento, foi estudado o efeito de quatro fatores: pH (8,5, 4,0, 5,0 e 5,5)
levando-se em conta pH minimo do suco e pH mais alto de crescimento da
bactéria; temperatura (25, 35, 43 e 50C), consider ando-se a temperatura minima
de crescimento até 5T acima da faixa étima; concen tracao de nisina (0, 30, 50 e
70) levando-se em conta o resultado do teste da concentracdo maxima de nisina a
ser empregada e, solidos soluveis-Brix (11, 13, 15 e 19) selecionado considerando
como limite inferior o Brix do suco simples (11 Brix) e como limite superior 19Brix,
conforme indicado por Splittstoesser et al. (1994), ja que acima deste valor o A.
acidoterrestris nao se desenvolve. O procedimento Proc-Factex e Proc-Optex do
SAS (Manual SAS/QC “user guide”) foi usado para implementar um planejamento
fracionario consistente de 37 ensaios (Tabela 1) a serem testados
experimentalmente em duplicata. O pH do suco de maca foi ajustado com NaOH
5N e acido malico 25% (p/v) medidos usando um potencidmetro (DMPH-2
Digimed). As diferentes concentragdes de sélidos sollveis-°Brix foram ajustados
com diferentes diluicbes de agua destilada estéril adicionadas no suco
concentrado de maga e medido utilizando refratémetro ATAGO HSRO500. Antes
da inoculagdo todas as amostras foram tratadas termicamente a 105°C por 10min,
para eliminar presenga de possiveis competidores (Massaguer et al., 2002). A
Nisina™ foi cedida pela Danisco Cultor e usada apés o preparo de uma solugao
estoque contendo 10* IU/ml em HCI 0,02N e esterilizada a 121°C por 15 minutos
(Scott e Taylor, 1981). A carga inicial inoculada foi da ordem de 3,5x10%esporos/ml

de suco de maga, ativados a 80°C por 10min. A verificagdo dos efeitos dos fatores
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foi realizada depois de 8 e 16 dias de incubacdo (uma e duas vezes o tempo de
incubacao estabelecido pela determinagdo da maxima concentragcdo de nisina
empregada nas condicdes 6timas de crescimento da bactéria), via plaquemento

em meio K formulado pH 3,7 seguido de incubacao a 43°C por 5 dias.

Avaliacao do crescimento e nao crescimento

Classificaram-se os ensaios de positivo para crescimento quando o nimero de
contagem de células nas placas foi maior que o numero de esporos ativados
inoculados no tempo zero (>3,5x10°UFC/ml), caso contrario foram classificados
como negativos. Este critério também foi usado por Lopez-Malo e Palou (2000).
Assim, as respostas de crescimento/ndo-crescimento foram analisadas via

modelagem probabilistica.

Modelo Probabilistico de Regressao logistica

As respostas de crescimento/ndo crescimento obtidos nos diferentes ensaios da
Tabela 1 foram ajustados usando o modelo de regressao logistica que descreveu
a probabilidade de crescimento da bactéria condicionado a combinagédo dos varios
fatores estudados. O modelo de regressdo logistica descreveu entdo a
probabilidade do A. acoditoterrestris crescer ou nao crescer, condicionado a um
vetor X de fatores. A equacao 1 mostra o modelo especifico de regressao logistica

(Hosmer e Lemeshow, 2000)
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B expl% ,BixiJ
Pl = 1+exp|> Bixi ()

Onde p(x) é a probabilidade de crescimento

A transformacéo logit de p(x) é definida como:

Logit(P) = g(x) = Ln{%} = Z,Bixi (2)

Nesta pesquisa, °Brix, pH, concentragdo de nisina e temperatura de incubagio
foram as variaveis independentes, sendo a variavel dependente a probabilidade
do Alicyclobacillus acidoterrestris crescer no suco. Essa resposta foi qualificada
como “1” para crescimento e “0” para nao-crescimento sob as condi¢coes

avaliadas. Assim o seguinte modelo logito p(x), foi escolhido:

g(x) = 180 +:81PH +182Ni +,83T+,BSBrix+,86pH.Ni+,37pH.T +

3
Bs pH Brix + B,Ni.T + B, Ni.Brix + 5,,T .Brix ©)

Onde os fo........ B11 sdo os coeficientes do modelo que foram estimados pelo
ajuste dos dados experimentais com probabilidade de 0,95, Ni =concentracdo de
nisina em IU/ml, T = temperatura em °C e °Brix = concentracdo de sdlidos
soluveis. Para tanto utilizou-se o procedimento de regressao logistica do programa

SPSS 8.0.

Uma vez ajustado o modelo de regressdo logistica, predicées criticas das
variaveis na regido de interface de crescimento /ndo crescimento foram realizadas
a um nivel de probabilidade de 0,05 pela substituicdo do valor de logit (p(x)) no

modelo da equagédo 1, e calculado o valor de uma varidvel independente
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mantendo as outras variaveis independentes fixas. Também foram calculadas

probabilidades de crescimento usando a equacao logistica 1 para suco de maga.

Resultados e discusséao

Determinacao da maior concentracao de nisina a ser utilizada

Observa-se pela Figura 1 que houve crescimento para o controle (0), sem adigao
de nisina e também para suco adicionado de 5 e 10 IU/ml manifestada pelo ligeiro
aumento da populagéo inicialmente inoculada até o sexto dia de incubacédo. Para
100, 80, 70 e 50IU/ml, observou-se um estado de laténcia da bactéria, pois ndo
conseguiu crescer, mas também nao houve uma reducdo significativa da
populagdo inicial. Concentracdes de 250 e 500lU/ml conseguiram inibir o
crescimento em no maximo dois ciclos logaritmicos. Observa-se porém, em todos
0os casos, a diminuicdo do efeito deste conservante apdés o oitavo dia de
incubacdo, corroborada pelas contagens das colénias no décimo dia.
Komitopoulou et al. (1999) determinaram que com 100IU de nisina/ml em suco de
magca foi suficiente para inibir o crescimento do A. acidoterrestris por 5 dias de
incubagao a 45C. Num outro estudo de sobrevivéncia de A .acidoterrestris em
suco de maca clarificado, Yamazaki et al. (2000) encontraram que 600IU/ml foi
inibitério apenas por 3 dias de incubagdo a 40C e apods esse periodo ocorreu
crescimento. As diferencas de resultados entre os valores obtidos no presente
estudo com valores de literatura deve-se ao tipo de cepa de microrganismo e a
fatores que afetam diretamente a atividade da bacteriocina tais como pH do suco,

temperatura, tempo de incubagao e ainda o tipo de suco, que no presente estudo
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foi suco de maca polposo e nao clarificado como o utilizado por Yamazaki et al
(2000). Dado que com 70 IU/ml de suco conseguiu-se inibir o crescimento do A.
acidoterrestris em até um ciclo log, (Figura 1) na suas condigbes 6étimas de
desenvolvimento, é possivel empregar até essa concentragdo de bacteriocina
(701U/ml) em combinagcdo com pH, temperatura e Brix para inibir o crescimento
da bactéria, sem necessidade de exceder na dose deste conservante.

Figura 1
Crescimento de A. acidoterrestris CRA7152 em suco de maca.
Das 74 combinagdes (37x2 replicatas) de temperatura, pH, Brix e concentracao de
nisina testadas no presente estudo, o crescimento foi observado em 26
tratamentos. Nos demais tratamentos, ndo houve aumento da populagédo
inicialmente inoculada.
Observa-se pela Tabela 1, que com uma maior concentracdo de solidos soluveis
(19Brix) e qualquer condicdo de pH, temperatura e nisina, o crescimento da
bactéria foi inibido. Nesta condicdo existe diminuicdo da viabilidade da bactéria
como consequéncia da baixa atividade de &agua. Splisttoesser et al. (1994)
mostraram inibicao do crescimento desta bactéria quando o Brix excedeu os 18,5°
sendo também corroborado por Pefa e Massaguer (2004). Para OIU de nisina e
Brix < 15 houve inibicdo do crescimento apenas para pH, 3,5. Isto significa que
este tipo de produto com pH < 3,5 poderd se manter estavel microbiologicamente
em pelo menos 16 dias de incubacao nas condigbes testadas. Em varios casos
observaram-se crescimento para o maior tempo de incubacéo (16 dias) e ndo para
o menor tempo (8 dias) evidenciando o efeito combinado dos fatores no tempo de

lag. A redugdo da contagem inicial inoculada nos casos de ndo crescimento foi
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observada durante o periodo de incubagdao (dados nao mostrados). Isto é
importante ressaltar, pois embora ndao houve aumento da populagéo inicialmente
inoculada em 48 casos, a viabilidade do A. acidoterrestris foi detectada, indicando
a habilidade deste microrganismo de sobreviver nas condigdes ensaiadas.
Evidencia-se também, a ndo atividade bactericida da nisina e sim bacteriostatica
como descrito por Komitopulou et al. (1999) e Yamazaki et al. (2000). Portanto,
desde que exista uma quantidade minima de nisina no suco, este nao ira ser
deteriorado em determinadas condigdes de estocagem.

Combinagdes sinergisticas (Tabela 1) também permitiram inibir o crescimento do
microrganismo em condi¢des muito favoraveis de sélidos solluveis e temperatura.
Isto € importante, pois podera ser encontrada uma combinagdo minima dos
fatores que inibam o crescimento desta bactéria. Assim, dependendo do nivel dos
fatores de preservagdo avaliados, o0s sobreviventes serdo capazes de
multiplicagdo aumentando exponencialmente o namero inicial ou simplesmente
sobrevivendo e se mantendo na contagem inicial. Pinhatii et al. (1997) detectaram
em suco de laranja contagens de viaveis de até 102%esporos/ml. Por outro lado
Eguchi et al. (2001) mostraram que mesmo populagdes iniciais baixas no nivel de
10"-10% células/ml pode ocorrer germinacdo e crescimento da bactéria em
condi¢des favoraveis, tornando o suco susceptivel a deterioracdo por este
microrganismo.

Como observado na Tabela 1, o tempo de incubagdo afetou a atividade da
bacteriocina dependendo das condicdes de temperatura de estocagem. Este fato
também ja foi mostrado por Delves-Broughton (1990). Assim, prolongar o tempo

de incubacao significaria obter maior niumero de casos de crescimento positivo. A
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alternativa seria utilizar maiores concentracbes de nisina para garantir a inibicao
da bactéria. Desta forma é importante atentar-se ao tempo de exposi¢cdo do
produto a temperaturas de abuso.

Tabela 1

Modelagem probabilistica

O ajuste da equacdo 3 aos dados da Tabela 1 (16 dias) com eliminacdo dos
termos ndo significativos (p>0,05) resultou no modelo da equagédo 4 para
descrever a probabilidade de crescimento (p(cresc)) da bactéria como resposta a
influéncia dos fatores pH, temperatura, concentracdo de nisina e sélidos soluveis.
A Tabela 2 mostra o valor e a significancia de cada coeficiente do modelo. Todos
os efeitos principais e as intera¢cdes do Brix com cada uma das outras variaveis

foram significativas.

exp{~26063+429825 pH 19023+ Ni+31839*T +134063 Brix=2,2139" Brix* pH+0,1002* Brix* Ni~ 01688 Brix*T) (4)
(1+exf—26063+429825* pH —19023* Ni+3,1839“ T +134063* Brix—2,2139* Brix* pH +0,1002* Brix* Ni—0,1688" Brix*T))

P(cresg=

Tabela 2
A porcentagem correta de concordancia foi usada como indicativa de bom ajuste
do modelo (Hosmer-Lemeshow, 2000). As determinagdes de concordancia
mostraram que 97,3% dos dados foram concordantes com o modelo e apenas
2,7% discordante (Tabela 3). Em outros estudos este valor de concordancia foi
menor (Bolton e Frank, 1999; Lopez- Malo e Palou, 2000).

Tabela 3
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Modelos probabilisticos usando regressao logistica tem sido reportados por varios
autores para Shigella flexneri (Ratkowsky e Ross, 1995); Saccharomyces
cerevisiae (Lopez-Malo et al., 2000), mostrando flexibilidade na construgdo do
modelo logistico, podendo introduzir dentro do modelo, equacdes cinéticas tipo
raiz quadrada (Ratkowsky e Ross, 1995; Lanciotti et al., 2001) ou modelos tipo
polinomial (Konstantinos et al., 2004; Pena, et al., 2004). A presente pesquisa foi a
primeira em utilizar esta ferramenta de modelagem com A. acidoterrestris.

Através de uma anadlise da Tabela 2, observa-se que todas as variaveis
isoladamente e as interagdes Brix*T, Brix*pH e Brix*Nisina afetaram a resposta.
Assim, usou-se o modelo encontrado (equacao 4) para predizer probabilidades de
crescimento de A. acidoterrestris (valores entre 0 e 1) para sucos simples de maca
em dois valores de pH 3,7 e 4,5 a diferentes temperaturas e concentracdes de
nisina. A pH 3,7, as probabilidades de crescimento foram bem pequenas (<107)
para concentragdes de nisina acima de 501U/ml. Adicionando-se apenas 301U/ml,
podem ser obtidas minimas probabilidades de crescimento (<2.10%) e suportar
temperaturas de abuso de até 45C. Deve-se enfatizar que estes resultados
aplicam-se apenas para estas condigdes com no maximo 16 dias de estocagem.
Aumentando o pH para 4,5, as probabilidades de crescimento aumentam (Tabela
4) sendo necessario 601U/ml para obter probabilidades de 2x10° para qualquer
condicdo de temperatura testada. Nestas condi¢des, 30IU/ml nao seria suficiente
para manter probabilidades proximas de zero a temperaturas acima de 40C. E
importante indicar que em faixas de temperatura ambiente 25 a 35T; 10 a
20IUI/ml e 30 a 40lU/ml seriam suficientes para manter probabilidades de

crescimento préximas de zero (<10°) em sucos simples com pH de 3,7 e 4,5
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respectivamente. Similares tabelas de probabilidades podem ser montadas para
outros valores de soélidos sollveis e outros valores de pH, sempre que estejam
dentro do intervalo da faixa estudada dos fatores.

Tabela 4
As Figuras 2 e 3 mostram as superficies de algumas condicdes testadas, sendo
observando claramente o efeito e a interagdo das variaveis em estudo sobre a
probabilidade de crescimento do A. acidoterrestris em suco de maga.
A pH 4,5 e 0 nisina (Figura 2b) houve inibicdo da bactéria apenas em altas
concentragdes de solidos soluveis. Com a reducao do pH para 3,7 (Figura 2a)
aumentou gradualmente o niumero de combinagdes brix-temperatura que inibiram
o crescimento bacteriano com probabilidades de 0,95, verificando-se nao
crescimento em qualquer condicdo de Brix até 30C. Acima deste valor de
temperatura a probabilidade de crescimento fica préxima de zero apenas para
sucos proximos de 18%Brix, evidenciando a influéncia da atividade de agua
reduzida. Isto é corroborado também pela Figura 2b, mesmo com aumento do pH
para 4,5.

Figura 2
A Figura 3 mostra a probabilidade de crescimento como fungao de Brix-nisina a
pH 4,0. Observa-se que mesmo em condicbes 6timas de temperatura (45C)
(Cerny et al., 2000) é possivel obter probabilidades de crescimento préximas de
zero adicionando apenas entre 40 e 70IU de nisna/ml. Pela Figura 3a observa-se
que mesmo sem nisina o modelo prediz crescimento a 18Brix com p=0,4, sendo

que experimentalmente isto ndo foi observado. Isto € importante, pois mesmo que
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com baixa probabilidade de crescimento o0 modelo estaria predizendo do lado
seguro.

Figura 3
As Tabelas 5, 6 e 7 mostram os valores criticos (valores a partir dos quais pode
ocorrer inibicdo ou ndo do crescimento microbiano) preditos pelo modelo da
equacao 4 para os diferentes fatores estudados em suco de mag¢a com 11 Brix.
Assim, pela Tabela 5 observa-se que a 30C os valores de pH minimos para
ocorrer crescimento a 0,05 de probabilidade seriam de 3,8 (0lU/ml) e 4,6
(201U/ml). Esses valores criticos de pH diminuem a medida que a temperatura
aumenta. Sabe-se que a atividade da nisina se vé afetada quando expostas a
valores de temperatura acima de 20C durante a incubacgédo (Delves Broughton,
1990). Temperaturas entre 40 e 45 sdo mais favoraveis para o crescimento de A
acidoterrestris do que 25 a 30C (Walls e Chuyate, 2000; Eguchi et al., 2001)
sendo necessario, portanto, de uma reducao do pH para garantir a inibicdo da
bactéria. A medida que a concentracdo de nisina aumenta, o pH minimo também
aumenta. Assim, valores minimos ao redor de 4,5 podem ser obtidos com 5, 20,
25, 30 e 40lU/ml para temperaturas de incubacado de 25, 30, 35, 40 e 45<C,
respectivamente, por um periodo de incubacao de duas semanas.

Tabela 5
No caso das temperaturas criticas (valor de temperatura a partir da qual podera
ocorrer crescimento) com p= 0,05 (Tabela 6) observa-se que pode ser obtida
ampla faixa de tolerancia a medida que a concentracdo de nisina aumenta. Sucos

com pH entre 3,7 e 4,5 podem tolerar abuso de temperatura de 37,1 € 25,9; 43,2 e
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31,9; 49,2 e 38,0 quando adicionados 10, 20, e 30 IU/ml de nisina no suco
respectivamente.

Tabela 6
A Tabela 7 mostra os valores criticos necessarios de concentracdo de nisina
(concentragdes minimas para inibir o crescimento da bactéria) com 0,95 de
probabilidade. Observa-se que estes valores minimos podem ser obtidos
dependendo da temperatura utilizada e do pH utilizado. Assim, a 35C seréao
necessarios 1,8, 13,4 e 22,8 IU/ml de suco a pH de 3,5, 4,0 e 4,5 respectivamente
para evitar o crescimento microbiano. Embora se tenha registrado que para inibir
em até dois ciclos logaritmicos seja necessario 2501U/ml, quantidades muito
menores poderdo ser aplicadas em combinagdes com os outros fatores para
causar certo grau de inibicdo do A. acidoterrestris em suco de magca.
Outros valores de pH, T, e concentragdo de nisina podem ser calculados para
diferentes valores das variaveis estudadas usando a equacao 4. Estas analises
devem ser levadas em consideracao no armazenamento e transporte quando ha
indicios de presenca de Alicyclobacillus. Porém, € importante indicar que estas
predicbes sao validas apenas para suco de maca nas condicdes avaliadas, no
periodo de tempo estudado. Contudo, fica estabelecido que podem ser
empregadas como alternativa para evitar deterioragdo do suco de macgéa pelo
desenvolvimento desta bactéria.

Tabela 7
O modelo probabilistico € um das mais importantes ferramentas no controle de
processo € até mesmo no desenvolvimento de sistemas APPCC, dado que a

determinacao dos riscos pode estar em termos de probabilidade. Estes modelos
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podem beneficiar a industria de alimentos, pois descrevem condicées que podem
ser aplicadas em controle de processo para minimizar o risco de crescimento de
um patogénico ou deteriorante. Conhecendo os limites da interface de crescimento
/ néo crescimento é possivel estudar o mecanismo fisiol6gico para qualquer lado
da interface. Desta maneira os resultados mostrados nesta pesquisa sédo de
grande importancia como alternativa no controle da deterioragcdo de suco de maga

por esta bactéria.

Conclusodes

O presente estudo mostrou que o uso da nisina tem um importante papel no
controle da contaminacdo de suco de maca por A. acidoterrestris. Nas condi¢coes
6timas de crescimento da bactéria, 5001U/ml foram necessérios para reduzir em
até 2 ciclos logaritmicos a populacdo, enquanto que com 70 e 80 IU/ml, apenas
um ciclo foi reduzido. Entretanto, quantidades muito menores poderéo ser usadas
em combinagdo com pH, concentracdo de sdlidos solluveis e temperatura e,
conseguir inibir o desenvolvimento deste microrganismo.

A regressao logistica mostrou ser uma importante técnica que possibilitou avaliar o
desempenho da nisina quando combinado com outros fatores de preservagao,
podendo ser calculados valores criticos (interface) e prever as probabilidades em
diferentes niveis das variaveis. Assim, com probabilidade de 0,05 de crescimento,
concentragdes de nisina de 1,8 e 18,4lU/ml serdo necessarias se os valores de
temperatura de abuso de incubagao fossem 35 e 45C, respectivamente, em suco

de maga (11Brix e pH 3,5). Elevando-se o pH para 4,0; 13,4 e 30lU/ml seriam
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necessarios para inibir o crescimento da bactéria a 35 e 45C de incubagao,
respectivamente. Desta maneira, microbiologia preditiva como técnica para
formulagdo de produto baseado em qualidade e seguranca do mesmo pode

encontrar nos modelos probabilisticos uma importante ferramenta.
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Tabela 1. Respostas de crescimento e ndo crescimento de Alicyclobacillus

acidoterrestris CRA7152 em suco maca.

X1 X2 X3 X4 R*1 R*2 R**1 R**2
55 70 50 11 0 0 0 0
55 70 43 19 0 0 0 0
55 50 43 13 1 1 1 1
55 50 35 15 0 1 1 1
55 30 35 13 0 0 1 1
55 30 25 11 0 0 0 0
55 0 50 19 0 0 0 0
55 0 25 15 1 1 1 1
3,5 70 43 15 0 0 0 0
3,5 70 35 11 0 0 0 0
3,5 50 50 13 0 0 0 0
3,5 50 35 19 0 0 0 0
3,5 30 50 11 0 0 0 0
3,5 30 43 15 0 0 0 0
3,5 0 25 19 0 0 0 0
5 70 25 15 0 0 0 0
5 70 25 13 0 0 0 0
5 50 50 15 0 0 1 1
5 50 25 19 0 0 0 0
5 30 43 19 0 0 0 0
5 30 43 11 1 1 1 1
5 0 50 13 1 1 1 1
5 0 35 11 1 1 1 1
4 70 50 19 0 0 0 0
4 70 35 13 0 0 0 0
4 50 43 11 0 0 0 0
4 50 25 11 0 0 0 0
4 30 50 15 0 0 1 1
4 30 35 19 0 0 0 0
4 30 25 13 0 0 0 0
4 0 43 15 1 1 1 1
4 0 43 13 1 1 1 1
3,5 0 35 11 0 0 0 0
4 0 35 11 0 1 1 1
5 0 43 11 1 1 1 1
55 70 50 19 0 0 0 0
3,5 0 25 11 0 0 0 0

X1=pH, X2=concentragdo de nisina (IU/ml), X3=temperatura (T), X4=concentracdo de solidos
soluveis (Brix), R1 e R2 (respostas amostras 1 e 2: 1-cresce, 0-ndo cresc), *(8 dias de incubagao),

**(16 dias de incubagao).
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Tabela 2. Coeficientes das variaveis significativas para construgcdo do modelo

logistico para crescimento de A. acidoterrestris.

Variavel
estimada coeficiente p-valor
Constante -260,63 0,0446
pH 42,9825 0,0497
Nisina -1,9023 0,046
Temperatura 3,1839 0,0382
Brix 13,4063 0,0492
Brix*pH -2,2139 0,0524
Brix*Nisina 0,1002 0,0463
Brix*Temp -0,1688 0,0425
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Tabela 3. Classificagdo dos valores observados e preditos usando modelo

logistico para crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de macga (16

dias).
resposta predita
resposta nao crescimento crescimento %
observada 0 (1) correto
nao crescimento (0) 48 0 100
crescimento (1 2 24 92,31
Global 97,3
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Tabela 4.

Probabilidades

de

crescimento  (p=0,05) de Alicyclobacillus

acidoterrestris CRA 7152 em suco de maga 11°Brix.

pH=3,7 Concentracao de nisina (IU/ml)
Temperatura
(C) 0 10 20 30 40 50 60
25 0,00002 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
30 0,01191 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
35 0,90179 0,00307 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
40 0,99986 0,70095 0,00078 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
45 1,00000 0,99944 0,37433 0,00020 0,00000 0,00000 0,00000
50 1,00000 1,00000 0,99781 0,13248 0,00005 0,00000 0,00000
pH=4,5 Concentracao de nisina (1U/ml)
Temperatura
(C) 0 10 20 30 40 50 60
25 0,97916 0,01550 0,00001 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
30 0,99997 0,92305 0,00400 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000
35 1,00000 0,99989 0,75380 0,00103 0,00000 0,00000 0,00000
40 1,00000 1,00000 0,99957 0,43869 0,00026 0,00000 0,00000
45 1,00000 1,00000 1,00000 0,99832 0,16631 0,00007 0,00000
50 1,00000 1,00000 1,00000 1,00000 0,99346 0,04845 0,00002
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Tabela 5. pH critico predito com p=0,05 do A. acidoterrestris CRA 7152 em suco

de maca
Ni
(1U/ml) Temperatura (°C)

25 30 35 40 45
0 4,1 3,8 - - -
5 4.4 4,0 3,6 - -
10 4,6 4,2 3,9 3,5 -
20 5,0 4,6 4,3 3,9 3,6
25 5,2 4,9 4,5 4.1 3,8
30 5,4 5,1 4,7 4.4 4,0
40 - 5,5 5,1 4,8 4.4
50 - - - 5,2 4,9
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Tabela 6. Temperatura critica predita com p=0,05 do A. acidoterrestris em suco de

maca

pH Nisina (IU/ml)
0 10 20 30 40 50
3,5 33,9 39,9 46,0 52,0 - -
3,7 31,1 37,1 43,2 49,2 55,2 -
4 26,9 32,9 39,0 45,0 51,0 -
4,5 - 25,9 31,9 38,0 44,0 50,0
5 - - 24,9 30,9 37,0 43,0
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Tabela 7. Concentragao de nisina critica para crescimento de A. acidoterrestris

CRA 7152 a p=0,05 em suco de maca

pH Temperatura (°C)
25 30 35 40 45
3,5 - - 1,8 10,1 18,4
3,7 - - 6,5 14,7 23,0
4 - 5,1 13,4 21,7 30,0
4,5 8,5 14,5 22,8 31,0 39,3
5 20,1 28,4 36,7 45,0 53,3
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Figura 1. Efeito inibit6rio da nisina sobre o A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de

maca 11°Brix, pH 4 e 43°C.
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Figura 2. Probabilidade de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco

de macé: Brix vs Temperatura; Nisina 0lU/mL, (a) pH=3,7, (b) pH=4,5.
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Figura 3. Probabilidade de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco

de maca: Brix vs Concentragao de nisina:pH=4,0: (a) 45C, (b) 30<C.
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Capitulo 6

Uso de redes neurais artificiais na modelagem da
sobrevivéncia do Alicyclobacillus acidoterrestris

CRA7152 em suco de maca

Artigo formatado de acordo com as normas de submissao da revista “Food

Science and Technology International”
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RESUMO

Redes neurais artificiais (RNA) foram propostas como técnica alternativa de
aplicacdo no campo de microbiologia preditiva. O estudo foi baseado na
determinacdo da viabilidade e crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em
suco de maca sobre os efeitos do pH (3,5 a 5,5), temperatura (25 a 50C),
concentragcdo de nisina (0 a 70lU/ml) e sélidos soluveis-Brix (11 a 19). Um
polinbmio quadratico foi desenvolvido e utilizado como modelo comparativo frente
ao modelo neural. Os resultados experimentais mostraram que 70l1U de nisina/ml
foram suficientes para inibir 0 crescimento do A. acidoterrestris em qualquer
condicdo testada e resultados similares podem ser obtidos com concentragcées
menores deste conservante em agéo sinergistica com o pH, temperatura e Brix.
Uma rede artificial com 4 nodos na camada de entrada (representando os fatores
estudados), 4 nodos na camada escondida e 1 nodo na camada de saida
(representando o crescimento ou perda de viabilidade) foi a que melhor se ajustou
ao processo estudado. Os resultados mostraram que ambos os modelos
conseguiram explicar os dados experimentais. Os valores dos indices estatisticos
para validacdo dos modelos: Porcentagem média residual relativa (MRPR) e
Residuo relativo médio absoluto (MARR) foram respectivamente -17,43 e 17,81
para o modelo polinomial e, de -1,67 e 14,54 para o modelo neural, mostrando que
a performance do RNA foi levemente superior ao modelo polinomial; podendo esta
técnica ser explorada no campo da modelagem microbiana.

Palavras chaves: Redes neurais artificiais, modelo quadratico, Alicyclobacillus

acidoterrestris, suco de maga, modelagem.
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INTRODUCAO

A presenga de Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de frutas pode ser
incidental e ndo necessariamente indicar deterioracdo do produto (Eguchi et al.,
2001). A deterioracdo causada por este microrganismo é de dificil deteccao em
embalagem fechada, pois 0 suco aparenta estar normal ou mostrar ligeira
sedimentacdo; a contaminacdo é evidenciada quando apresenta “off-flavor”
descrito como medicinal e antisséptico (Walls e Chuyate, 1998). Os responsaveis
quimicos desse “off-flavor” foram descritos como guaiacol e/ou componentes
fendlicos e, podem ser detectados em sucos de frutas em quantidades de até
2ppb (Pettipher et al., 1997). Desde que existam esporos sobreviventes, mesmo
em baixos niveis como 10" ou 10 esporos/ml, estes podem germinar, crescer e
causar deterioracdo do produto uma vez que existam as condi¢ées adequadas
para seu desenvolvimento (Eguchi et al., 2001).

Cerny et al (1984) e Komitopoulou et al. (1999) relataram incidéncia deste
microrganismo em suco de maga, mostrando que este produto € susceptivel a
deterioracao por esta bactéria.

Microbiologia preditiva € uma importante area emergente com significativa
aplicacdo na industria de processamento de alimentos (Buchanan et al, 1989;
Davey, 1989). O uso de modelos de superficie de resposta é muito comum na
andlise de efeitos das variaveis independentes sobre a resposta microbiana; mas
de acordo com Lou e Nakai (2001), podem ter inconvenientes ja que geralmente o
crescimento nao € linear; assim, pode ser dificil sua aplicacdo em casos nao
lineares. Vérios autores realizaram estudos utilizando redes neurais artificiais

(Garcia-Gimeno, et al., 2002; Geeraerd et al., 1998 e Hajmeer et al., 1997) na
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modelagem dos parametros de crescimento microbiano. Baugmam e Liu (1995)
ressaltaram a eficiéncia desta técnica quando comparada com modelos empiricos
tradicionais.

Lou e Nakai (2001) propuseram o uso de RNA no estudo do efeito da temperatura,
pH e atividade de &gua na inativagéo térmica de E. coli e Listeria monocytogenes.
Os autores mostraram a superioridade desta técnica nas predicoes quando
comparada com o modelo quadratico de superficie de resposta e com o modelo de
Cerf et al. (1996).

O aumento da utilizagdo de redes neurais segundo Basheer e Hajmeer (2000) em
microbiologia preditiva, € o resultado de algumas caracteristicas desta técnica tais
como: i) habilidade de reconhecer e aprender as relagdes entre as variaveis
independentes e dependentes pouco compreendidas e sem explicagdo fisica
consideravel e ii) alta tolerancia com dados contendo ruidos (variabilidade). Porém
algumas limitacbes foram apontadas pelos autores: i) 0 sucesso de RNA depende
da boa qualidade dos dados e ii) falta de habilidade para explicar o processo
através do qual gera as decisoes - respostas (RNA é criticado por ser uma caixa
preta). Contudo seus beneficios podem ser explorados por ser uma poderosa
ferramenta para modelar sistemas onde exista alta relacao entre os parametros
em estudo, podendo sua estrutura ser aplicada em modelagem microbiana.

O objetivo desta pesquisa foi estudar o uso de redes neurais artificiais na
modelagem da inibigao e crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de

maga comparando-o estatisticamente com o modelo polinomial quadratico.
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MATERIAIS E METODOS

Cepa bacteriana e meios de cultura.

A cepa Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 gentilmente cedida pela Danisco
Cultor foi utilizada nesta pesquisa.

Meio de esporulagéo: Alicyclobacillus acidocaldarius médium (AAM) (Murakami et
al., 1998): 0,05 % de MnCl»4H20; 1,5 % de agar; 1,0g de Extrato de levedura; 0,29
de (NH4)2S0y4; 0,59 de MgS0O47H20; 0,259 de CaCl,2H20; 0,609 de KH2PO4 1,09
de glicose; 1,0l de agua. O pH foi ajustado para 4,0 (Murakami et al., 1998). E
esterilizado a 121<C por 15 min.

Meio de quantificacdo K: Peptona 5g; Glicose 1g; Extrato de levedura 2,5¢;
Tween-80 1g; Agar 15g; Agua destilada 1,0l. O meio foi esterilizado a
121°C por 15 minutos. O pH ajustado para 3,7 com acido malico 25% esterilizado

por filtracao (Walls e Chuyate, 1998).

Preparacao da suspensao de esporos.

Inicialmente foi realizada pré-esporulagdo de células de Alicyclobacillus
acidoterrestris CRA 7152 em 4 tubos inclinados contendo meio PDA-Potato-
Dextrose-Agar (Oxoid), incubados a 44°C por 3 dias (Pontius et al., 1998).
Posteriormente o crescimento nos tubos foi recolhido através de raspagem com
baguetas de vidro estéries, utilizando 5ml de agua destilada estéril por tubo. A
suspensdo obtida foi transferida para um tubo de rosca de 25x200 mm estéril
sendo ativada a 80°C por 10 minutos; seguido de resfriamento rapido em banho
de gelo até temperatura ambiente. Inoculou-se 0,1 ml da suspensao ativada em

cada uma de 100 garrafas de vidro de 290 ml contendo 60ml de meio (AAM)
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solidificado e inclinado. As 100 garrafas inoculadas foram ent&do incubadas por 9
dias a 45°C. Apos observagdo microscépica de 90% do campo esporulado, via
coloracao de esporos com verde de malaquita, foi realizada a coleta dos mesmos
(Murakami et al., 1998). Os esporos coletados foram lavados e re-suspendidos em
agua destilada estéril apds 3 centrifugacdes (12310g por 15 min a 4°C), seguido
de lavagens alternadas com agua estéril e adicdo de lisozima (0,3 mg/ml de
suspensdo) apods a primeira lavagem com ajuste de pH até 11 para eliminagéo das
células vegetativas (Stumbo, 1965). Os esporos foram estocados a 4°C em agua
destilada estéril até uso posterior. A contagem da suspensao foi realizada em
meio K apds ativacdo térmica por 10 minutos a 80°C, com plaqueamento em
profundidade. As placas invertidas foram incubadas a 43°C por 5 dias. A

concentracao da suspensio de esporos foi de 8x10® esporos/ml.

Planejamento experimental

Foi utilizado suco de macga polposo concentrado (41°Brix) congelado como matéria
prima na preparacao das amostras experimentais.

A matriz de dados dos efeitos de quatro fatores: pH (3,5 4,0, 5,0 e 5,5);
temperatura (25, 35, 43 e 50°C); Brix (11, 13, 15, e 19) e concentracao de nisina
(0, 30, 50, e 70lU/ml), na sobrevivéncia do A. acidoterrestris em suco de maca, foi
gerada usando o procedimento Proc-Factex e Proc-Optex do SAS v.8.0 (Manual
SAS/QC “user guide”) num total de 37 combinag¢des (Tabela 1). Este conjunto de
dados foi utilizado para o treinamento da rede. Paralelamente foi implementado
um modelo polinomial quadratico para descrever o crescimento ou perda de

viabilidade em fungéo dos fatores acima indicados, usando também este mesmo
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conjunto de dados. Posteriormente foram testados experimentalmente 8
combinacdes na faixa de estudo das variaveis (Tabela 3) que foram usadas para
testar a validacao da rede e do modelo quadratico implementado.

As diferentes combinacbes de pH foram ajustadas com NaOH 5N e acido malico

25% p/v, medidos em potenciémetro (DMPH-2 Digimed).

Medida do crescimento

A carga inicial inoculada foi da ordem de 3,5x10%esporos/ml de suco, ativadas a
80°C por 10min em cada uma das combinagdes em duplicata da Tabela 1. A
verificacdo dos efeitos dos fatores na viabilidade e crescimento da bactéria foi
realizada apds 16 dias de incubacdo mediante plagueamento em profundidade
utilizando meio K formulado (pH 3,7) seguido de incubacao a 43°C por 5 dias. A
resposta foi expressa em Log(Nf)/Log(No). Sendo Nf a populagdo depois de 16

dias de incubacgao e No a concentracao inicial (Sinigaglia et al., 2003)

Modelagem
Modelo polinomial quadratico
O modelo empirico polinomial de segunda ordem para os quatro fatores (pH,
temperatura, Brix e concentracao de nisina) foi es tabelecido pela equacao 1.
Y =b, +bT +b,T* +b,pH +b,pH > +b,Ni +b,Ni’ +
b, Brix + byBrix > + b,T * pH +b,,T * Ni +b,,T * Brix + (1)
b, pH * Brix + b, pH * Ni +b,,Brix * Ni +¢&
Onde Y €& o Log(Nf)/Log(No) — varidvel dependente; T=temperatura (C);

Ni=concentragdo de nisina (IU/ml); e bo,b1...b14 0s coeficientes do modelo.
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Estes coeficientes foram estimados por analise de regressao nao linear, através
do software SAS V.8.0 (Anova, opcao modelos polinomiais) para o ajuste

estatistico. O modelo encontrado foi validado pelo teste F.

Modelo empirico de redes neurais artificiais (RNA)

RNA foi aplicada para estudar a relagdo nao linear entre as variaveis de entrada
(temperatura, pH, Brix e concentracdo de nisina) e a varidvel de saida
(Log(Nf)/Log(No)). Najjar et al. (1997) detalharam o desenvolvimento da topologia
de redes neurais artificiais (RNA). Os dados da Tabela 1 foram utilizados para
treinamento da rede e os da Tabela 3 para testar a sua validagéao.

A estrutura de rede neural utilizada foi estabelecida usando o procedimento de
“Levenberg-Marquardt”, com Regularizacdo Bayesiana como algoritmo de
treinamento (Demuth e Beale, 2002). As funcdes de ativacado utilizadas foram
sigmoidal “logsig” na camada oculta e “linear” na camada de saida. Este algoritmo
de treinamento e esta combinacdo de fungdes de ativacdo foram estabelecidos
como o0s mais adequados quando comparados com o procedimento de
Levenberg-Maquardt puro (LM) e de retroprogacao (“Backpropagation”) puro para
algoritmos de aprendizagem e “tansig” (tangente hiperbdlica) para funcbes de
ativacdo segundo Pacianotto (2003). Esta regularizacdo € usada para melhorar o
teste, evitando o sobre ajuste.

O uso da regularizacdo Bayesiana assume uma fung¢ao objetivo F, que pode ser
descrita pela equacéo 2.

F = a.SSE + B.SSW (2)
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Onde SSE = somatério dos erros quadraticos, SSW somatério do quadrado dos
pesos e bias, a e B parametros da fungao objetivo.

Os parametros de regularizagdo sao obtidos com estrutura Bayesiana usando o
algoritmo de “Levenberg-Maquardt” (Foresee e Hagan, 1997) (Matlab v.6.5). Uma
das caracteristicas deste algoritmo é gerar uma medida de quantos parametros de
rede (pesos e bias) estdo realmente sendo usados. Esse numero efetivo de
parametros permanece constante, independente do numero total de parametros
da rede, indicando desta maneira que a melhor configuracdo de rede foi
encontrada (Demuth e Baele, 2002).

Neste estudo a rede foi composta pela camada de entrada contendo 4 neur6nios
artificiais (T, pH, concentracdo de nisina e sélidos soluveis-°Brix), uma camada de
saida com um neurbnio que correspondeu ao valor de inibicdo ou crescimento
(Log(Nf)/Log(No)) do A. acidoterrestris. Os nodos da camada intermediaria foram
estabelecidos empiricamente analisando o numero de parametros efetivos atraves
do algoritmo de regularizagdo Bayesiana. Todos os dados de entrada e saida
foram normalizados entre 0 e 1 antes de serem utilizados na modelagem e 2000
iteracdes iniciais foram estabelecidas; porém o programa termina a simulagao
antes de completar este numero de iteragdes, quando a convergéncia é atingida.
Sao varios os tipos de redes existentes. O tipo escolhido para este estudo foi a
rede neural alimentagdo para frente (feedforward) multicamada que € muito
poderosa em funcédo de otimizagcdo da modelagem. Nestas redes os sinais séo
propagados da camada de entrada para a camada escondida e logo para a

camada de saida. O nodo recebe os sinais via conexao com 0s outros neurdnios.
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Cada nodo recebe um valor de entrada p que € multiplicado por um peso w;
deste produto é subtraido o limiar interno “bias” b para logo ser analisado pela
funcao de transferéncia f e gerar uma saida a (Baugman e Liu, 1995). A equacao

3 representa este critério.
a= f((z wp) = b) (3)
i=1

O limiar interno bias é um parametro externo do neur6nio artificial que governa a
saida do nodo e pode aumentar ou diminuir a entrada na funcao de ativacao; se b
€ grande e positivo o nodo tem grande limiar interno e pode inibir a ativagao do
nodo. Por outro lado se b é zero ou negativo, o0 nodo tem baixo limiar interno que
excita a ativacdo do nodo.

Neste estudo foi utilizada a ferramenta computacional para modelagem “Neural
Network Toolbox do Software MATLAB" versdo 6.5 (2002). Esta ferramenta
compreende um conjunto de fungdes implementadas para o desenvolvimento de
redes neurais. O codigo da RNA desenvolvido no MATLAB" v.6.5 estd em

anexo(cap.6).

Critério de convergéncia

Para treinamento e validacdo do modelo de rede foi adotado o critério de
convergéncia baseado no erro que representou a diferenca entre os valores dos
dados de saida experimental e os preditos pelo modelo. O critério de convergéncia

foi de 1x10™.
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O método mais comum utilizado em redes neurais é a soma do erro quadratico
(SSE) (Baughman e Liu, 1995), que representa o desvio total das saidas preditas
com o seu correspondente dado experimental. A equacdo 4 apresenta esta

relacao.
SSE = z (,Llobs — Upred )2 4)

Onde pobs = € o valor da saida observada e ppred = a saida predita.

Critérios de comparacao

Segundo Jeyamkondan et al. (2001), os critérios de comparacdo de dados
preditos por redes neurais e modelos estatisticos contra dados experimentais
podem ser definidos através dos seguintes procedimentos:

Analises graficas: onde os valores preditos sdo graficados contra os observados.
Os pontos em relagdo a linha de igualdade mostram claramente as regides de
sobre e sub predicdo. Também a andlise de residuos € um parametro importante
de distribuicdo das predicées. (Figuras 4 e 5)

Porcentagem média residual relativa (MRPR): onde a diferenca do (Observado -
Predito) esta normalizado em relacdo ao Observado. Um valor de MRPR nulo
indica que nao ha desvios na predicdo, um valor positivo indica que o valor predito
€ maior que o observado, enquanto um valor negativo indica que o valor predito é
menor que o observado. Esta situacdo pode ter carater positivo ou negativo
dependendo do parametro em estudo. A equacéao 5 apresenta o MRPR.

0-pP

*100 5
5 (5)

MRPR =-£j£
n

Onde O=observado, P=predito, n= nimero de observagoes.
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Residuo relativo médio absoluto (MARR): este parametro descreve o mesmo
critério que o fator exatidao descrito por Ross (1996). Se o MARR for 25%, as
predicbes diferem em média 25% (para cima ou para baixo) dos valores
observados. Assim, segue a equacgao 6.

O-P

*100 6
5 (6)

1
MARR = —
v

Onde O=observado, P=predito, N= nimero de observacoes.

Raiz quadrada do residuo médio (RMSR)

2lo-ry 7)

N

RMSR =

Onde O=observado, P=predito, N= nimero de observacoes.
Fator exatidao: calcula a média da distancia entre cada ponto e a linha da
equivaléncia como uma medida de quao préximas, da média, as predicdes estao

das observacdes (Ross, 1996), de acordo com a equagao 8.

Z log[ predito )

observado

n

fator — exatiddo =10 (8)

Onde n é o numero de observagoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar os efeitos do pH, concentracdo de nisina, temperatura e
concentracao de sélidos sollveis-°Brix apresentados no planejamento da Tabela
1, foi calculada a razao entre o logaritmo da populacdo microbiana presente no

suco depois de incubacao prolongada de 16 dias e o logaritmo do nivel do indculo

301



no tempo zero. Valores menores que 1 indicaram que a viabilidade dos esporos
inoculados decresceu (houve inibicao), enquanto que valores maiores que 1
indicaram crescimento (Tabela 1). Em véarias combinagbes a razao
Log(Nf)/Log(No) foi menor que 1 (pH=4, 501U/ml, 43°C e 11Brix; pH=5, 30IU/ml,
43T e 19Brix; pH=3,5, 30IU/ml, 43T e 15Brix). N estes ensaios, mesmo o suco
estando em condicbes Otimas de temperatura para crescimento do
Alicyclobacillus, ndo houve desenvolvimento microbiano. Tal fato indica que o
efeito das barreiras foi eficiente no controle de contaminagéo por A. acidoterrestris.
A explicacdo dessa diminuicdo da viabilidade é pouco compreendida, porém é
possivel supor que, como o indculo foi de esporos ativados, eles iniciaram a
germinagcdo, mas seu desenvolvimento foi inibido antes de atingir o crescimento
pds-germinativo quando expostas as condigdes de stress provocadas pelos niveis
dos fatores estudados. Isto € importante, pois, embora ndo tenha sido observado
aumento da populacao inicialmente inoculada em muitos dos casos, a habilidade
de crescimento do A. acidoterrestris foi detectada indicando sobreviventes em
concentragdes menores que 3,5x102 UFC/mI. Esse niimero é relativamente baixo
para causar deterioracdo, mas em condi¢des favoraveis podem crescer e tornar o
suco susceptivel a deterioragdo por este microrganismo. Pinhatii et al. (1997)
detectaram, em suco de laranja, contagems de esporos em niveis de 102
esporos/ml. Eguchi et al. (2001) mostraram que mesmo populagdes pequenas de
10" a 10? UFC/ml podem crescer e contaminar o produto, quando expostas em
condicdes favoraveis de crescimento da bactéria.

Tabela 1
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Modelos preditivos
Modelo polinomial quadratico
Os dados de Log(Nf)/Log(No) da Tabela 1, como funcao dos efeitos principais do
pH, °Brix, concentragdo de nisina, temperatura e suas interagdes, foram ajustados
por regressao ao modelo da equacéo 1.
A Tabela 2 apresenta o ajuste de todos os coeficientes da equagao 1 com nivel de
probabilidade de 0,05.

Tabela 2
Observa-se que todas as variaveis estudadas foram significativas (p<0,05) no
nivel linear, com excegcdo do Brix. No nivel quadratico, pH e temperatura
resultaram ser significativos. A taxa entre Log(Nf) e Log(No), depois de 16 dias, foi
afetada positivamente pelo pH, temperatura e a interagdo Ni*Brix, e negativamente
pela concentragcdo de nisina.
O R? do modelo foi de 0,793. O Valor de F calculado de 15,91; maior que o F
tabelado de 2,35 indicando alta significancia.
A equacao 3 descreve o modelo encontrado

Log(NF) _ _, 1,2928 +4,5020 * pH —0,0332 * Ni + 0,1651 * Temp — 0,020 * pH * Brix
Log (No)
+0,001 * Ni * Brix — 0,4431 % pH* +0,0020 * Temp * 9)

Onde: Ni=concentragao de nisina (IlU/ml); Temp=temperatura (T);
Sinigaglia et al. (2003) estudaram o efeito da temperatura (35 a 50C), atividade

de 4gua (0,96 a 9,992) e pH (3,5 a 5,5) na germinagéo e crescimento de esporos

de A. acidoterrestris em meio laboratorial, conseguindo ajustar dois polindmios
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com r* = 0,77 e r? = 0,78 para 2 e 7 dias de incubacdo. Na Figura 1 observa-se o
efeito da interacdo entre o pH e a concentracdo de sdlidos sollveis-Brix
incubados a 35T. Observou-se crescimento bacteriano em pHs de 4 a 5 (Figura
1a), enquanto que em faixa extrema de 3,5 e 5,5, 30IU de nisina/ml de suco inibiu
o desenvolvimento do microrganismo em sucos com o °Brix maior do que 14.
Entretanto 70lU de nisina/ml de suco foi suficiente para n&o permitir o
desenvolvimento microbiano em qualquer condicdo de pH e Brix, mesmo a
temperatura de abuso de 35°C (Figura 1b). Observou-se ainda reducao da
populagao inicialmente inoculada em valores extremos de pH e °Brix.

Figura 1

Modelo neural

Usando o algoritmo desenvolvido no MATLAB" v.6.5, foi realizada a analise dos
dados para o modelo neural. A Figura 2 apresenta a comparag¢ao de quantidades
de parametros totais da rede, N (soma total de pesos e bias) com o numero de
parametros efetivos (y) a partir da variacdo da quantidade de neur6nios na
camada escondida. Desta forma é possivel verificar que, para um ndamero baixo
de neurbnios o valor de N e yapresentaram-se muito préximos. A medida em que
o valor do niumero de neurbnios na camada escondida aumentou, a diferenca
entre N e ytambém aumentou até que o valor de ypermaneceu constante. Com 4
neurbnios na camada escondida encontrou-se 0 maior numero de parametros
efetivos utilizados pela rede. Um aumento deste numero de neurbnios significaria

maior esforgo computacional e incorporagao de ruidos no modelo.
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Figura 2
Assim a topologia que apresentou maior consisténcia nos resultados foi 4x4x1 (4
nodos na camada de entrada x 4 nodos na camada escondida x 1 nodo na
camada de saida). Com essa topologia e, utilizando a fungcédo de ativacao “logsig”
e ‘linear” para a camada escondida e de saida respectivamente, a rede foi
treinada e validada usando os dados das tabelas 1 e 3 respectivamente. Foram
gerados 0s pesos e bias da camada escondida e de saida (Tabelas 3 e 4) que
poderdo ser usados na predicao de dados Log(Nf)/Log(No) de A. acidoterrestris
em suco de maca, dentro das condicoes testadas.

Tabela 3

Tabela 4
Os valores de entrada sado ponderados aplicando a matriz de pesos, subtraindo
deste valor ponderado o limiar interno (valor bias), que serdo logo processados
através da fungao de transferéncia nos neurbnios da camada oculta, que depois
de processado passa a informacao para a camada de saida (Figura 3).

Figura 3

Comparacao estatistica entre o modelo polinomial de segunda ordem e o
modelo neural

Uma primeira comparacao foi feita através da Figura 4 onde os dados preditos vs
experimentais usados no treinamento da rede e na construgdo do modelo
quadratico sao apresentados. A amplitude do residuo foi levemente maior para o

modelo quadratico do que para redes neurais indicando haver maior desvio nas

305



predicbes. Porém, os residuos das predicoes de ambos os modelos ficaram
aleatoriamente distribuidos indicando predi¢cdes nao sistematicas.

Figura 4
Para melhor comparagdao entre ambos os modelos foi realizada a validacdo a
partir de um conjunto de combinagdes dos fatores que ndo foram usados na
construcao do modelo quadratico nem no treinamento da rede, mas que estao
dentro do universo amostral. Os resultados estdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5
Observa-se pela Tabela 5 que ambos os modelos tiveram predigbes proximas aos
dados experimentais. O modelo quadratico da equagcdo 9 prediz crescimento
ligeiramente maior do que realmente ocorre. Ou seja, em termos de crescimento
microbiano o modelo estaria predizendo do lado seguro, indicando maior
contaminagcdo do produto antes que esta acontega. No caso das predicoes do
modelo neural, 4 predigdes, ficaram maiores que seu correspondente dado
experimental e as outras 4 menores; desta maneira a aleatoriedade nas predi¢cdes
foi verificada. A Figura 5 mostra graficamente a discussdao do desempenho de
ambos os modelos na validagao, constatando o que ja foi descrito. Essa diferenca
na performance dos modelos, nesta etapa, pode estar relacionada a variabilidade
bioldgica envolvida nos dados.

Figura 5
Os resultados dos parametros estatisticos estdo na Tabela 6. Observa-se uma
melhor performance levemente para redes neurais do que para o modelo
quadratico, tanto para os dados de treinamento quanto para validacdo. Resultados

similares foram encontrados por Hajmeer et al. (1997) com dados de crescimento
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de Shigella flexneri. As predicbes para os dados de validacdo podem ser
consideradas boas, tanto para redes neurais como para o modelo polinomial, pois
elas foram preditas a partir de dados de saida nao visto no treinamento nem na
construcao do modelo quadratico. Segundo Baranyi e Roberts (1995), a menos
que o numero de pontos sejam bem maior do que o nimero de parametros do
modelo de regressao polinomial, ndo ha nenhuma garantia de que as predi¢des
sejam exatas. Modelos gerados com dados completos geram superficies
diferentes dos modelos gerados com dados incompletos (Bratchell et al., 1989).
Isto é relevante j& que neste estudo foi utilizada uma matriz fracionaria. E
importante salientar que o desempenho de RNA esta baseado especificamente no
treinamento e, que o critério de parada da aprendizagem da rede é fungdo de
minimizar a soma do erro quadratico entre a saida predita e a saida experimental
que esta relacionada com os algoritmos de treinamento utilizados. Assim a
importancia do uso destes algoritmos € proporcional a natureza dos dados em
questao.
Tabela 6

O MRPR e fator bias fornecem resultados para um mesmo critério. No caso de
RNA o valor de MRPR indicou 3,44%, em média de sobre ajuste, no treinamento e
1,67% na validagcdo. J& o modelo polinomial apresentou um MRPR similar de
3,26%, de sobre ajuste, na implementagédo do modelo e de 17,44% na validagéo.
Por outro lado o fator bias indicou que as predi¢des do modelo polinomial com o
treinamento e validacao da rede foram muito parecidas (0,4 a 1,8% em média). No
caso da validacao do modelo polinomial este sobrestimou os valores observados

em 16,9% em média. Essa diferenca entre o fator bias e o indice MRPR pode
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estar associada a diferenca nos parametros normalizados ou até mesmo as
operacdes matematicas envolvidas no fator bias (logaritmo e exponencial). Porém,
ambos os indices estatisticos indicaram que os modelos predizem, em média,
para o lado seguro. Discussdo parecida pode ser discorrida no caso do fator
exatidao e o indice MARR. Segundo Jeyamkondam et al. (2001) o MRPR e MARR
resultam ser indices mais adequados para comparar modelos do que os fatores
bias e exatidao.

O indice MARR indicou que modelo RNA foi melhor (13,9 e 14,54% em média de
desvios para treinamento e validagdo) do que o modelo quadratico (18,8 e 17,8%
em média dos desvios na implementagdo e validagdo do modelo). J& o indice
RMSR néao apontou maior diferenca entre os modelos quando comparado com 0s
mencionados anteriormente sendo muito préximos entre eles. A normalizagéo de
dados € essencial em microbiologia preditiva, pois a grande variabilidade de
sistemas bioldgicos afeta as respostas estudadas. Assim, precaucao é essencial
durante a interpretacdo destes parametros estatisticos para selecionar o melhor
modelo.

Como citado anteriormente, dados de crescimento microbiano representam nao
linearidade e o comportamento bacteriano pode mudar sobre condi¢des
diferentes. Assim, enfoque néo linear dos dados é necessério para encontrar o
modelo representativo do sistema.

Outro ponto importante € a quantidade dos dados de entrada e saida
representativos do processo pois, melhores predicoes poderdao ser obtidas com

um maior bancos de dados, ja que a caracteristica de redes neurais envolve a
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compreensao das relagdes implicitas a partir de conjuntos de dados de entrada e
saida (Sablani et al., 1995).

Dos resultados, conclui-se que 70lU de nisina/ml foram suficientes para inibir o
crescimento de A. acidoterrestris em suco de maga frente a qualquer condicéo de
ensaiada. Porém, menores concentragdes deste conservante podem ser usadas
dependendo do nivel do pH, temperatura e concentracdo de soélidos sollveis
presentes.

A rede com 4 neurbnios na camada escondida foi a melhor topologia para
representar o0 sistema estudado. O modelo polinomial encontrado foi
estatisticamente significativo. As predi¢cdes realizadas por RNA baseadas nos
indices estatisticos MARR, MRPR, MRSR e gréficos foram levemente melhores do
que os preditos pelo modelo quadratico polinomial tanto na implementagdo dos
modelos como na validagdo, sendo que estes indices foram suficientes para
comparar a competéncia dos modelos testados.

Melhores ajustes poderdo ser obtidos se maiores nimeros de conjunto de dados
entrada-saida forem usados em redes neurais; dado que neste estudo apenas um
planejamento fracionario para representar uma combinacao de 4 fatores em 4
niveis foi utilizado. Embora neste estudo, a técnica de redes neurais nao ter sido
muito superior ao modelo polinomial de segunda ordem, mostrou ser uma
alternativa em modelagem de predicao de sistemas néo linear complexa, podendo

ser exploradas no campo da microbiologia preditiva.
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Tabela 1. Crescimento e viabilidade de A. acidoterretris CRA 7152 em suco de

magca.
pH Nisina* Temperatura  Brix  Log(Nf)/Log(No)**
5,5 70 50 11 0,718
55 70 43 19 0,794
55 50 43 13 1,195
55 50 35 15 1,122
55 30 35 13 2,170
55 30 25 11 0,952
5,5 0 50 19 0,939
55 0 25 15 1,080
3,5 70 43 15 0,523
3,5 70 35 11 0,412
3,5 50 50 13 0,895
3,5 50 35 19 0,924
3,5 30 50 11 0,866
3,5 30 43 15 0,927
3,5 0 25 19 0,976
5 70 25 15 0,830
5 70 25 13 0,649
5 50 50 15 1,312
5 50 25 19 0,909
5 30 43 19 0,968
5 30 43 11 2,189
5 0 50 13 2,380
5 0 35 11 2,318
4 70 50 19 0,719
4 70 35 13 0,821
4 50 43 11 0,843
4 50 25 11 0,849
4 30 50 15 1,110
4 30 35 19 0,968
4 30 25 13 0,756
4 0 43 15 2,249
4 0 43 13 2,315
3,5 0 35 11 0,998
4 0 35 11 2,185
5 0 43 11 2,165
55 70 50 19 0,958
3,5 0 25 11 0,987

*(IU/ml), **(média de duas repeticoes).
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Tabela 2. Coeficientes de regressdo significativos do modelo quadratico de

sobrevivéncia de A. acidoterrestris CRA 7152.

Desvio

Variavel Coeficiente padréo probabilidade
Media -11,2928 2,8453 0,0004
pH 4,5020 1,1877 0,0007
Nisina -0,0332 0,009 0,0010
Temperatura 0,1651 0,0547 0,0053
pH*Brix -0,0200 0,0061 0,0029
Nisina*Brix 0,0014 0,0006 0,0304
pH? -0,4431 0,1329 0,0024
Temperatura2 0,0020 0,0007 0,0100
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Tabela 3. Matriz de pesos e bias da camada intermediaria

Matriz de pesos camada oculta (w;) Bias (T)
W11=1 ,957 W21=-0,887 W31=-0,081 Wy =0,425 T1=-1 , 167
W12=1 ,975 W22='2,961 W32=1 ,294 W42='0,530 T2='1 ,804
W13=-1 ,210 W23=1 ,888 W33=0,237 W43='1 ,686 T3='0,460
W13'0,297 W24='1 ,794 W34=0,042 W44=1 ,306 T4='0,720
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Tabela 4. Matriz de pesos e bias da camada de saida.

Matriz de pesos camada de saida (vy;) Bias (T)

vi=-2,820 v, 2,162 v;_-1,844 v,-1,526 1,147
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Tabela 5. Resultados dos dados de validacéo.

Nisina Log(Nf)/Log(No)
pH (lU/ml) Temperatura Brix Experimental Predito modelo Polinbmial  Predito redes
3,9 10 33 12 1,298 1,680 1,463
4,5 10 33 12 1,511 2,003 1,805
3,9 20 33 14 1,248 1,418 1,415
4,5 20 33 14 1,454 1,718 1,378
3,9 10 40 14 1,499 1,678 1,788
4,5 10 40 14 2,007 1,978 1,483
3,9 20 40 12 1,523 1,644 1,353
4,5 20 40 12 1,545 1,968 1,406
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Tabela 6. Comparacao estatistica de redes neurais como o modelo quadratico.

Parametro estatistico Modelo Dados Valor estatistico
Porcentagem residual RNA treinamento -3,443
médio relativo validacao -1,671
(MRPR) (%)
Polinomial total -3,268
Validagao -17,438
Residuo relativo RNA treinamento 13,938
médio absoluto validacao 14,544
(MARR) (%)
Polinomial total 18,868
validacéo 17,810
Raiz quadrada do RNA treinamento 0,175
residuo médio validagao 0,263
(RMSR)
Polinomial total 0,264
validagao 0,299
Fator exatidao RNA treinamento 1,143
validacéo 1,157
Polinomial total 1,205
validacéo 1,174
Fator bias RNA treinamento 1,018
validacéo 1,004
Polinomial total 1,007
validacéo 1,169
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Figura 1. Superficie de resposta no crescimento e inibicdo de A. acidoterrestris
CRA 7152 em suco de maca incubado a 35°C com adicao de nisina de (a) 301U/ml

e (b) 701U/ml.
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Figura 2. Comparacao da quantidade de parametros totais da rede com o nimero
de parametros efetivos a partir da variagdo da quantidade de neurbnios da

camada escondida.
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Figura 3. Estrutura neural de previsdo do Log(Nf)/Log(No) de A. acidoterrestris
CRA 7152 em suco de maca. (wij=pesos para a camada escondida), vi (pesos

para a camada de saida)
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Figura 4. Comparagao das predi¢oes e residuos de RNA e do modelo quadratico

na implementagao dos modelos.
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Figura 5. Comparacao das predicoes e residuos de RNA e do modelo quadratico

na validacdo dos modelos.
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Conclusao geral

Conclusbées importantes foram obtidas deste trabalho:

1.

O uso da nisina é uma opcao para o controle de crescimento de
Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja e magg;

O modelo probabilistico de regressao logistica resultou ser importante
ferramenta para determinar a resposta microbiana em valores criticos dos
fatores, assim como prever probabilidades de crescimento para as diferentes
combinagdes das variaveis estudadas;

Assim, suco de laranja simples (11 Brix) com pH entre 3,5 a 3,7 pode se
manter estavel suportando até 36C de abuso de temp eratura, desde que
adicionado 70 IU de nisina/ml, estendendo desta maneira a sua vida de
prateleira por até 47 dias com probabilidade de crescimento de 0,05. No caso
de suco de macad (11 Brix e pH 3,5 com probabilidade de 0,05 de
crescimento, concentracoes de nisina de 1,8 e 18,4lU/ml serdo necessarias
para o suco suportar temperaturas de abuso de incubagcdo de 35 e 45T
respectivamente por até 16 dias;

O modelo primario de Baranyi & Robertz ajustou melhor os dados de
crescimento bacteriano do que o modelo de Gompertz. Usando esses modelos
foi estimado o tempo minimo para a populacdo microbiana atingir 10*UFC/ml,
Assim, para as condigbes (45,5C, pH 5,1, 17,51U/ml e 13Brix); (45,5C, pH
5,1, 52,51U/ml e 13Brix); (37C, pH 5,8, 35IU/ml e 15Brix) e (37T, pH 4,4,
O0lU/ml e 15%Brix), 16,5; 23; 30 e 1, dias seriam suficientes para atingir esse

nivel de populacao bacteriana;
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5. O modelo de superficie de resposta mostrou que o tempo de adaptagéao do A.
acidoterrestris em suco de laranja foi afetado principalmente pela temperatura
(20 a 54°C) seguido pelo pH (3 a 5,8), Nisina (0 a 70 IU/ml) e concentracao de
sélidos soluveis (11 a 199Brix). Sendo significativos os quatro fatores no nivel
linear e quadratico e as interacbes pH*Nisina, temperatura*Brix, nisina*Brix,
temperatura *nisina e pH*Brix. Tempos de adaptacao de pelo menos 47 dias
foram encontrados experimentalmente para varias combinagbes dos fatores
(28,5C, pH 3,7, 17,5 IU/ml e 17Brix); (45,5C, pH 3,7, 52,5 IU/ml) e (17Brix
e, 28,5C, pH 5,1, 52,5 IU/ml e 17Brix). Por outo lado, usando o modelo
implementado, podem ser preditas situagbes novas nd&o usadas no
planejamento experimental. Assim, para sucos com 12Brix, pH 4,0, seria
necessario 541U de nisina/ml para se manter estaveis microbiologicamente por
até 47, 38 e 32 dias quando incubadas a temperaturas de 25, 30 e 35T
respectivamente;

6. A nisina € uma opg¢ao como coadjuvante do tratamento térmico na reducao da
resisténcia térmica destes esporos conseguindo-se 29%, 26%, 23% e 21% de
reducao do valor D a 92, 95, 98 e 102<T respectivam ente quando 100IU de
nisina/ml de suco foi adicionada. Maiores concentracbes nao alteram esse
resultado. O tempo de processo de pasteurizagdo de suco concentrado de
laranja a 102C pode ser reduzido de 10min sem nisina para 7,9min com
adicdo de 100lU/ml, e conseguir 5 reducbes decimais de esporos, de A.
acidoterrestris. O modelo quadratico obtido descreveu bem os dados de valor
D. Sendo significativas no nivel linear a nisina e temperatura e, no nivel

quadratico a temperatura;
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7. Em suco de maga, 70IU de nisina/ml de suco foi suficiente para inibir o
crescimento do A. acidoterrestris para as condi¢ées ensaiadas (pH de 3,5 a
5,50; temperatura de 25 a 50C e Brix de 11 a 19). A rede neural artificial com
4 neurbnios na camada escondida foi a melhor topologia para representar o
sistema estudado. O modelo polinomial encontrado foi estatisticamente
significativo. Contudo as predicdes realizadas por RNA baseadas nos indices
estatisticos MARR, MRPR, MRSR e graficos foram levemente melhores do que
os preditos pelo modelo quadratico polinomial tanto na implementacdo dos
modelos como na validacao;

8. Os modelos gerados (superficie de resposta para o tempo de adaptacéo,
polinomial para o valor D, probabilistico tanto para suco de maca e laranja, e o
modelo neural, bem como os de Gompertz e Baranyi e Roberts) mostraram
que as técnicas de modelagem em microbiologia preditiva auxiliam e podem

ser de grande ajuda no controle de qualidade microbiol6gica de suco de frutas.
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Anexo — Capitulo 3

Tabela A3.1.: Dados de crescimento: experimentais e ajustados pelos modelos de Baranyi e Gompertz, usando o
programa DMFIT de Baranyi (1996). Ensaios 20, 21 23 e 25.

ensaio 20 ensaio 21 ensaio 23 ensaio 25
Exp PG PB Exp PG PB Exp PG PB Exp PG PB
Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo

(dias) Log (N)| (dias) Log (N)| (dias) Log (N)| (dias) Log (N)] (dias) Log(N)| (dias) Log(N)] (dias) Log(N)| (dias) Log(N)| (dias) Log (N)] (dias) Log(N)] (dias) Log (N)] (dias) Log (N)
0 2,30 0,0 2,06 0,0 2,03 0 2,30 0,0 3,28 0,0 2,30 9 2,26 0,0 2,21 0,0 2,18 0 2,30 0,0 2,29 0,0 2,34

9 1,70 2,4 2,06 2,4 2,03 1 4,40 1,2 3,54 1,2 4,53 16 2,18 2,4 2,21 2,4 2,18 16 2,48 2,4 2,29 2,4 2,34
16 2,40 4,7 2,06 4,7 2,03 2 5,10 23 3,79 2,3 5,21 18 2,30 4,7 2,21 4,7 2,18 18 2,40 4,7 2,29 4,7 2,34
18 2,48 71 2,06 7.1 2,03 4 5,90 35 4,05 35 5,74 23 2,18 7,1 2,21 7,1 2,18 21 2,90 7,1 2,29 7,1 2,34
21 2,70 9,4 2,07 9,4 2,04 5 6,32 4,6 4,30 4,6 6,14 27 2,48 9,4 2,21 9,4 2,18 23 2,98 9,4 2,29 9,4 2,34

23 2,88 11,8 2,08 | 11,8 2,08 9 6,70 5.8 4,54 5.8 6,42 31 3,00 11,8 2,21 11,8 2,19 27 3,00 11,8 2,31 11,8 2,34
27 3,86 14,1 2,13 | 14,1 2,16 16 7,00 6,9 4,78 6,9 6,61 34 3,30 14,1 2,21 14,1 2,19 31 3,40 14,1 2,36 14,1 2,35
31 3,88 16,5 2,26 | 16,5 2,31 18 7,30 8,1 5,00 8,1 6,74 39 3,40 16,5 2,21 16,5 2,19 34 3,41 16,5 2,46 16,5 2,41

34 4,36 18,8 2,48 | 18,8 2,54 21 6,54 9,2 521 9,2 6,82 41 3,48 18,8 2,21 18,8 2,20 39 3,48 18,8 2,61 18,8 2,60
39 5,04 21,2 2,78 | 21,2 2,81 23 7,00 10,4 5,40 10,4 6,87 45 3,40 21,2 2,21 21,2 2,23 41 3,54 21,2 2,78 21,2 2,79
41 4,90 23,5 3,13 | 23,5 3,09 11,5 5,58 11,5 6,90 47 3,34 23,5 2,21 23,5 2,29 45 3,56 23,5 2,95 23,5 2,97
45 4,85 25,9 3,48 | 25,9 3,39 12,7 5,74 12,7 6,92 25,9 2,32 259 240 47 3,53 259 3,10 259 3,11
47 4,60 28,2 3,80 | 28,2 3,68 13,8 5,89 13,8 6,93 28,2 2,64 282 2,60 28,2 3,22 28,2 322
30,6 4,08 | 30,6 3,98 15,0 6,03 15,0 6,93 30,6 2,98 30,6 2,88 30,6 3,32 30,6 3,31
32,9 4,31 32,9 4,27 16,1 6,16 16,1 6,94 32,9 3,20 329 321 32,9 3,39 32,9 3,38
35,3 4,48 | 353 4,55 17,3 6,27 17,3 6,94 353 3,32 353 3,38 353 3,44 353 3,43
37,6 4,62 | 37,6 4,76 18,4 6,37 18,4 6,94 37,6 3,37 37,6 3,40 37,6 3,48 37,6 3,47
40,0 4,72 | 40,0 4,83 19,6 6,46 19,6 6,94 40,0 3,40 40,0 3,40 40,0 3,51 40,0 3,50
42,3 4,80 | 42,3 4,84 20,7 6,54 20,7 6,94 42,3 3,41 423 3,40 423 3,53 42,3 3,53
44,7 4,86 | 44,7 4,84 21,9 6,62 21,9 6,94 44,7 3,41 44,7 3,40 44,7 3,54 44,7 3,54
47,0 490 | 47,0 4,84 23,0 6,68 23,0 6,94 47,0  3,41476] 47,0 3,40 47,0 3,55 47,0 3,56

Exp: dado experimental; PG: predito Gompertz; PB: predito Baranyi
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Tabela A3.2.: Dados de crescimento: experimentais e ajustados pelos modelos de Baranyi e Gompertz, usando o
programa DMFIT de Baranyi (1996). Ensaios 2, 4, 6 e 8.

ensaio 2 ensaio 4 ensaio 6 ensaio 8
Exp PG PB Exp PG PB Exp PG PB Exp PG PB
Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo
(dias) Log (N)| (dias) Log(N)| (dias) Log(N)] (dias) Log(N)| (dias) Log(N)| (dias) Log (N)| (dias) Log(N)| (dias) Log (N)| (dias) Log (N)] (dias) Log (N)] (dias) Log (N)] (dias) Log (N)

0 2,30 0,0 2,26 0,0 2,26 0 2,30 0,0 2,21 0,0 2,18 0 2,30 0,0 1,89 0,0 1,69 0 2,30 0,0 1,98 0,0 1,98
5 2,08 2,4 2,26 2,4 2,26 3 2,00 2.4 2,21 2,4 2,18 5 1,48 2.4 1,89 2.4 1,69 5 1,70 2,4 1,98 2.4 1,98
7 2,27 47 2,26 47 2,26 5 2,00 4,7 2,21 4,7 2,18 7 1,48 4,7 1,89 4,7 1,69 7 2,00 4,7 1,98 4,7 1,98
11 2,28 71 2,26 71 2,26 7 2,41 7,1 2,21 7,1 2,18 11 1,48 7,1 1,89 7,1 1,69 11 2,00 7,1 1,98 7,1 1,99
13 2,31 9,4 2,26 9,4 2,26 13 2,87 9.4 2,21 9,4 2,19 17 1,70 9.4 1,89 9.4 1,69 17 2,54 9,4 2,00 9.4 2,00
17 2,32 11,8 2,26 11,8 2,26 17 4,00 11,8 2,34 11,8 2,40 20 1,90 11,8 1,89 11,8 1,69 20 3,48 11,8 2,07 11,8 2,07
21 2,30 14,1 2,26 14,1 2,26 20 5,04 14,1 3,00 14,1 3,13 24 2,00 14,1 1,89 14,1 1,70 22 3,95 14,1 2,26 14,1 2,30
24 2,30 16,5 2,26 16,5 2,26 22 6,00 16,5 4,04 16,5 3,94 28 2,04 16,5 1,90 16,5 1,72 26 4,48 16,5 2,60 16,5 2,69
26 2,48 18,8 2,26 18,8 2,26 24 6,00 18,8 491 18,8 4,75 32 2,08 18,8 1,91 18,8 1,76 28 4,83 18,8 3,07 18,8 3,12
28 2,60 21,2 2,26 21,2 2,27 26 5,95 21,2 5,44 21,2 5,54 35 2,30 21,2 1,95 21,2 1,83 32 5,30 21,2 3,60 21,2 3,57
32 2,65 23,5 2,30 23,5 2,32 28 5,95 23,5 5,73 23,5 592 38 2,34 23,5 2,00 23,5 1,91 35 5,90 23,5 4,12 23,5 4,01
34 2,71 25,9 2,45 25,9 2,45 32 5,93 25,9 5,87 25,9 5,94 40 2,54 259 2,08 25,9 2,00 38 6,00 25,9 4,59 25,9 4,45
35 2,73 28,2 2,60 28,2 2,58 36 5,89 28,2 5,94 28,2 5,94 42 2,74 28,2 2,16 28,2 2,09 42 5,85 28,2 4,98 28,2 4,88
38 2,74 30,6 2,68 30,6 2,67 38 5,94 30,6 5,97 30,6 5,94 44 2,75 30,6 2,25 30,6 2,17 47 6 30,6 5,28 30,6 5,28
42 2,74 32,9 2,71 32,9 2,71 42 5,90 32,9 5,99 329 5,94 47 2,74 32,9 2,34 32,9 2,26 32,9 5,51 32,9 5,60
47 2,74 35,3 2,72 35,3 2,72 47 5,89 35,3 5,99 353 5,94 353 2,42 35,3 2,35 35,3 5,69 35,3 5,81

37,6 2,73 37,6 2,73 37,6 6,00 37,6 5,94 37,6 2,49 37,6 2,44 37,6 5,81 37,6 591

40,0 2,73 40,0 2,73 40,0 6,00 40,0 5,94 40,0 2,54 40,0 2,52 40,0 591 40,0 5,95

42,3 2,73 42,3 2,73 42,3 6,00 423 5,94 423 2,59 423 2,61 423 5,97 423 5,96

4477 2,73 4477 2,73 44,7 6,00 44,7 5,94 44,7 2,63 44,7 2,70 447 6,02 447 5,97

47,0 2,73 47,0 2,73 47,0 6,00 47,0 5,94 47,0 2,66 47,0 2,78 47,0 6,05 47,0 5,97

Exp: dado experimental; PG: predito Gompertz; PB: predito Baranyi
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Tabela A3.3.: Dados de crescimento: experimentais e ajustados pelos modelos de Baranyi e Gompertz, usando o

programa DMFIT de Baranyi (1996). Ensaios 10, 12, e 16.

ensaio 10 ensaio 12 ensaio 16
Exp PG PB Exp PG PB Exp PG PB
Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo Tempo
(dias) Log (N) (dias) Log (N) Dias Log (N) (dias) Log (N) (dias) Log (N) (dias) Log (N) (dias) Log (N) (dias) Log (N) (dias) Log (N)

0 2,30 0,0 2,20 0,0 2,23 0 2,30 0,0 2,30 0,0 2,29 0 2,30 0,0 2,27 0,0 2,27
7 2,00 2,4 2,20 2,4 2,23 26 2,40 24 2,30 24 2,29 11 2,18 24 2,27 2,4 2,27
11 2,26 47 2,20 47 2,23 28 2,54 4,7 2,30 4,7 2,29 13 2,32 4,7 2,27 4,7 2,27
17 2,24 71 2,20 71 2,23 30 2,74 7,1 2,30 7,1 2,29 22 2,30 7,1 2,27 7,1 2,27
20 2,23 9,4 2,20 9,4 2,23 35 2,89 9,4 2,30 9,4 2,29 28 2,30 9,4 2,27 9,4 2,27
22 2,26 11,8 2,20 11,8 2,23 40 2,95 11,8 2,30 11,8 2,29 36 2,70 11,8 2,27 11,8 2,27
24 2,26 141 2,21 14,1 2,23 44 2,94 14,1 2,30 14,1 2,29 40 2,75 14,1 2,27 14,1 2,27
28 2,31 16,5 2,21 16,5 2,23 47 2,95 16,5 2,30 16,5 2,29 42 2,83 16,5 2,27 16,5 2,27
32 2,34 18,8 2,22 18,8 2,23 18,8 2,31 18,8 2,30 44 2,85 18,8 2,27 18,8 2,27
34 2,38 21,2 2,24 21,2 2,23 21,2 2,34 21,2 2,32 47 2,84 21,2 2,28 21,2 2,27
35 2,48 23,5 2,26 23,5 2,23 23,5 2,42 23,5 2,36 23,5 2,29 23,5 2,27
36 2,54 25,9 2,29 25,9 2,23 25,9 2,51 25,9 2,44 25,9 2,31 25,9 2,29
38 2,78 28,2 2,33 28,2 2,24 28,2 2,62 28,2 2,55 28,2 2,36 28,2 2,32
40 2,90 30,6 2,38 30,6 2,27 30,6 2,71 30,6 2,70 30,6 2,43 30,6 2,41
42 2,98 32,9 2,44 32,9 2,34 32,9 2,79 32,9 2,84 32,9 2,51 32,9 2,52
44 2,98 35,3 2,51 35,3 2,49 35,3 2,84 35,3 2,93 35,3 2,59 35,3 2,63
47 2,98 37,6 2,58 37,6 2,69 37,6 2,88 37,6 2,94 37,6 2,67 37,6 2,73

40,0 2,66 40,0 2,89 40,0 2,90 40,0 2,94 40,0 2,73 40,0 2,80

423 2,74 423 2,98 423 2,92 42,3 2,94 423 2,79 423 2,82

447 2,81 447 2,98 447 2,93 44,7 2,94 44,7 2,83 44,7 2,83

47,0 2,89 47,0 2,98 47,0 2,94 47,0 2,94 47,0 2,86 47,0 2,83

Exp: dado experimental; PG: predito Gompertz; PB: predito Baranyi
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Tabela A3.4. Parametros de crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris para as condigées das Tabelas A2.1, e A2.2 e

A2.3, estimados pelos modelos de Gompertz e Baranyi.

Ensaio Modelo Tempo de adaptacgéo (dias) Taxa de crescimento (log((ufc/mL)/dia) | Populagdo maxima Log(UFC/mL) r
2 Gompertz 23,3 0,0735 2,73 0,92
Baranyi 24,0 0,1038 2,73 0,92
4 Gompertz 12,4 0,452 5,99 0,98
Baranyi 11,3 0,345 5,94 0,99
6 Gompertz 27,2 0,038 2,65 0,63
Baranyi 31,0 0,037 2,78 0,77
8 Gompertz 14 0,229 6,13 0,98
Baranyi 12,8 0,191 5,97 0,98
20 Gompertz 16,4 0,151 5,01 0,95
Baranyi 16,0 0,126 4,84 0,96
21 Gompertz - 0,22 7,00 -
Baranyi 1,0 1,00 6,99 0,97
23 Gompertz 25,4 0,158 3,40 0,98
Baranyi 25,0 0,180 3,40 0,98
25 Gompertz 14,5 0,07 3,56 0,95
Baranyi 16,2 0,16 3,58 0,96
10 Gompertz 26,4 0,03 3,71 0,79
Baranyi 32,0 0,09 2,97 0,94
12 Gompertz 21,1 0,04 2,95 0,90
Baranyi 25,2 0,07 2,94 0,96
16 Gompertz 26,1 0,035 2,95 0,94
Baranyi 29,0 0,053 2,84 0,96
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Anexo — Capitulo 4

Anexo 4.1. Ajuste estatistico dos dados de sobreviventes a 92°C.

RESUMO DOS RESULTADOS

Tempo (min) N log(N)
0 6,2000E+06 6,792391689
17,5 1,4500E+06 6,161368002
35,5 3,8500E+05 5,58546073
53,5 8,8000E+04 4,944482672
71,5 9,5000E+03 3,977723605
89,5 2,1000E+03 3,322219295

Estatistica de regressdo D 25,56284649 |
R multiplo 0,996729677
R-Quadrado 0,993470049
R-quadrado ajustado 0,991837561
Erro padréao 0,118934454
Observagbes 6
ANOVA
gl SQ MQ F F de significagdo
Regressao 1 8,608355376  8,608355376  608,5619908 1,6025E-05
Residuo 4 0,056581617  0,014145404
Total 5 8,664936993
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersegdo 6,874675305 0,08576632  80,15588508 1,45197E-07 6,636549332  7,112801278 6,636549332 7,112801278
Variavel X 1 -0,039119274 0,001585763 -24,66904925 1,6025E-05 -0,043522068 -0,03471648 -0,043522068 -0,03471648
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Anexo 4.2. Ajuste estatistico dos dados de sobreviventes a 95°C.

Tempo (min)
0
9,5
19,5
29,5
39,5
49,5

N log(N)
5,8000E+06 6,763427994
5,0000E+05 5,698970004
1,2500E+05 5,096910013
1,7500E+04  4,243038049
2,5500E+03  3,40654018
8,0000E+02 2,903089987

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressao

R multiplo 0,995466974 D 12,86267 |
R-Quadrado 0,990954496
R-quadrado ajustado  0,98869312
Erro padréao 0,154258524
Observagbes 6
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacao
Regressao 1 10,4274777 10,427478 438,20863  3,07759E-05
Residuo 4 0,09518277 0,0237957
Total 5 10,52266047
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores  Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecao 6,596544749 0,110912474 59,475228 4,786E-07 6,288601715 6,904487784 6,288601715  6,904487784
Variavel X 1 -0,077744354 0,003713885 -20,933433 3,078E-05 -0,088055772 -0,067432936 -0,088055772  -0,067432936

345




Anexo 4.3. Ajuste estatistico dos dados de sobreviventes a 98°C.

Tempo (min)
0
4,5
9,5
14,5
19,5
24,5

N
6,40E+06
2,85E+05
5,85E+04
5,60E+03
1,90E+03
5,00E+02

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo

Log(N)
6,806179974
5,45484486
4,767155866
3,748188027
3,278753601
2,698970004

R mdltiplo 0,983308121
R-Quadrado 0,966894861 D 6,15934687 |
R-quadrado ajustado  0,958618577
Erro padréao 0,309737868
Observagoes 6
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 11,20811147 11,2081115 116,827163 0,000415603
Residuo 4 0,383750188 0,09593755
Total 5 11,59186166
Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersegao 6,420803478 0,221206644 29,0262686 8,3861E-06 5,806634101 7,034972854 5,806634101 7,034972854
Variavel X 1 -0,162354876 0,015020812 -10,808661 0,0004156 -0,204059424  -0,120650329  -0,204059424  -0,120650329
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Anexo 4.4. Ajuste estatistico dos dados de sobreviventes a 102°C

Tempo (min) N Log(N)
0 8,00E+04 4,903089987
1 1,90E+04 4,278753601
2 5,00E+03 3,698970004
3 2,10E+03 3,322219295
4 8,00E+02 2,903089987
RESUMO DOS RESULTADOS
Estatistica de regressao
R multiplo 0,993956474
R-Quadrado 0,987949472
R-quadrado ajustado  0,983932629 D 2,01753874 I
Erro padrao 0,09994318
Observagdes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacao
Regresséao 1 2,456723233 2,456723233 245,951742  0,000563476
Residuo 3 0,029965918 0,009988639
Total 4 2,486689151
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores  Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersecao 4812531436 0,077415655 62,16483556 9,17132E-06 4,566160041 5,058902831 4,566160041 5,058902831
Variavel X 1 -0,495653431 0,031604809 -15,68284866 0,000563476 -0,596234131 -0,39507273 -0,596234131 -0,39507273
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Anexo 4.5. Analise estatistico para calculo do valor z.

Temperatura
92
95
98
102

valor D
25,56284649
12,86267033
6,159346874
2,017538744

RESUMO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressao

log(D)
1,407609212
1,109331139
0,789534663
0,304821884

R multiplo 0,998868374
R-Quadrado 0,997738028
R-quadrado ajustado  0,996607041 z 9,064209321 |
Erro padrao 0,027484164
Observagoes 4
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacao
Regresséo 1 0,666383555 0,6663836 882,1840782  0,001131626
Residuo 2 0,001510759  0,0007554
Total 3 0,667894314
Coeficientes Erro padrédo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores  Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersegéao 11,57667305 0,359632334 32,190301 0,000963656  10,02929893 13,12404717 10,02929893 13,12404717
Variavel X 1 -0,110324019 0,003714415 -29,701584 0,001131626 -0,126305869  -0,094342168 -0,126305869  -0,094342168
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Anexo 4.6. Analise estatistica dos dados de sobreviventes com adicao de nisina para 92°C.

Tempo (min) 50 (Ul/mL) 75 (Ul/mL) 100 (Ul/mL)
N N N Log(N) Log(N) Log(N)
0 8,05E+06 1,25E+07 2,00E+07 6,90579588 7,096910013 7,301029996
18,5 1,05E+06 1,40E+06 2,23E+06 6,0211893 6,146128036 6,348304863
37,5 3,25E+05 3,30E+05 2,20E+05 5,51188336 5,51851394 5,342422681
56,5 3,80E+04 4,20E+04 3,30E+04  4,5797836 4,62324929 4,51851394
75,5 3,20E+03 1,50E+03 1,00E+03 3,50514998 3,176091259 3
RESUMO DOS RESULTADOS (50 Ul)
Estatistica de regressdo
R mdltiplo 0,993617765
R-Quadrado 0,987276263
R-quadrado ajustado 0,983035017
Erro padrao 0,170866476 D 22,9265333 |
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 6,796087875 6,796087875 232,779785 0,000611472
Residuo 3 0,087586058 0,029195353
Total 4 6,883673933
Coeficientes  Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersecao 6,944781595 0,131884938 52,65788287 1,5084E-05 6,525064469 7,364498722 6,525064469 7,364498722
Variavel X 1 -0,043617584 0,002858834 -15,2571224 0,00061147 -0,052715679 -0,034519489 -0,052715679 -0,034519489

349




...Continuacao do anexo 4.6.

RESUMO DOS RESULTADOS (75 UI)

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,989495726
R-Quadrado 0,979101792
R-quadrado ajustado 0,972135722
Erro padréo 0,249843129 D 20,1781084 )
Observagoes 5
ANOVA
Jell SQ MQ F F de significagdo
Regresséo 1 8,773540104 8,773540104 140,552976  0,00129032
Residuo 3 0,187264768 0,062421589
Total 4 8,960804872
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersecdo 7,175584101 0,192843829 37,20930102 4,2696E-05 6,561868392 7,789299809 6,561868392 7,789299809
Variavel X 1 -0,049558659 0,004180224 -11,855504 0,00129032 -0,062862009 -0,036255309 -0,062862009 -0,036255309
RESUMO DOS RESULTADOS (100UI)
Estatistica de regressdo
R multiplo 0,994593004
R-Quadrado 0,989215243
R-quadrado ajustado 0,985620324
Erro padréao 0,198907289 D 18,1140828 |
Observagoes 5
ANOVA
Jell SQ MQ F F de significagdo
Regresséo 1 10,88687085 10,88687085 275,170375 0,000476887
Residuo 3 0,118692328 0,039564109
Total 4 11,00556317
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersecao 7,377787332 0,15352851 48,05483588 1,9842E-05 6,889190635 7,866384028 6,889190635 7,866384028
Variavel X 1 -0,055205666 0,003327996 -16,5882602 0,00047689 -0,065796845 -0,044614487 -0,065796845 -0,044614487
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Anexo 4.7. Analise estatistica dos dados de sobreviventes com adicao de nisina para 95°C.

Tempo (min) 50(Ul/mL) 75(Ul/mL) 100(UI/mL)
N N N Log(N) Log(N) Log(N)
0 8,20E+06 1,35E+07 7,35E+06 6,913813852 7,130333768 6,866287339
8,5 1,35E+06 1,90E+06 1,02E+06 6,130333768 6,278753601 6,008600172
17,5 2,50E+05 6,50E+05 8,00E+04 5,397940009 5,812913357 4,903089987
26,5 5,50E+04 3,80E+04 2,30E+04 4,740362689 4,579783597 4,361727836
35,5 5,00E+03 5,50E+03 1,00E+03 3,698970004 3,740362689 3
RESUMO DOS RESULTADOS (50Ul)
Estatistica de regressdo
R multiplo 0,997184865
R-Quadrado 0,994377655
R-quadrado ajustado 0,99250354 D 11,38084893 |
Erro padréo 0,107365614
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 6,116254111 6,116254111 530,5851589 0,000179225
Residuo 3 0,034582125 0,011527375
Total 4 6,150836236
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecao 6,922741636 0,082539816 83,87154179 3,73598E-06 6,660062857 7,185420415 6,660062857 7,185420415
Variavel X 1 -0,087866907 0,003814589 -23,0344342 0,000179225 -0,100006645 -0,07572717 -0,100006645 -0,07572717
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...Continuacao do anexo 4.7.

RESUMO DOS RESULTADOQOS (75Ul)

Estatistica de regressao

R miltiplo 0,992456289
R-Quadrado 0,984969486
R-quadrado ajustado  0,979959314 D 10,49281845 |
Erro padrao 0,191311098
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regresséo 1 7,195326748 7,195326748 196,5939704 0,000785632
Residuo 3 0,109799808 0,036599936
Total 4 7,305126556
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersegdo 7,185767105 0,147074862 48,85788785 1,88804E-05 6,717708815 7,653825395 6,717708815 7,653825395
Variavel X 1 -0,095303279 0,006797086 -14,02119718 0,000785632 -0,116934659 -0,073671898 -0,116934659 -0,073671898
RESUMO DOS RESULTADOQOS (100Ul)
Estatistica de regressdo
R miiltiplo 0,993644609
R-Quadrado 0,98732961
R-quadrado ajustado  0,983106146 D 9,487896705 |
Erro padréo 0,194021904
Observacoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 8,800248631 8,800248631 233,7724987 0,000607621
Residuo 3 0,112933497 0,037644499
Total 4 8,913182128
Coeficientes  Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecao 6,882935967 0,149158857 46,14500335 2,24059E-05 6,408245467 7,357626466 6,408245467 7,357626466
Variavel X 1 -0,105397438 0,006893398 -15,28962062 0,000607621 -0,127335327 -0,083459548 -0,127335327 -0,083459548
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Anexo 4.8. Analise estatistica dos dados de sobreviventes com adicao de nisina para 98°C.

50 (Ul/mL)  759UI/mL) 100 9UI/mL)
Tempo N N N Log(N) Log(N) Log(N)
0 3,00E+06 6,25E+06 6,10E+06  6,477121255  6,795880017 6,785329835
4,5 1,85E+05 5,40E+05 2,50E+05 5,267171728  5,73239376 5,397940009
9 5,30E+04 6,00E+04 5,00E+04 4,72427587 4,77815125 4,698970004
13,5 9,05E+03 2,00E+04 8,00E+03  3,956648579  4,301029996 3,903089987
18 1,20E+03 1,30E+03 6,40E+02  3,079181246  3,113943352 2,806179974

RESUMO DOS RESULTADOS (50Ul)

Estatistica de regressao

Varidvel X 1 -0,180142293 0,0120818 -14,9102196 0,000654682 -0,218592009 -0,141692577 -0,218592009

R multiplo 0,993320334
R-Quadrado 0,986685287 _
R-quadrado ajustado 0,982247049 | D 5,551167278 |
Erro padrao 0,171927029
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regressao 1 6,57137723 6,57137723  222,31465 0,000654682
Residuo 3 0,08867671 0,0295589
Total 4 6,66005394
Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores  Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecao 6,322160369 0,1331741 47,4728959 2,05798E-05 5,898340536 6,745980201 5,898340536 6,745980201

-0,141692577
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...Continuacao do anexo 4.8.

RESUMO DOS RESULTADOS (75Ul)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,993254426
R-Quadrado 0,986554355 EJ 5,116405563 |
R-quadrado ajustado 0,982072473
Erro padréao 0,187463722
Observagdes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significagdo
Regresséao 1 7,73561955 7,73561955 220,1205704 0,000664389
Residuo 3 0,10542794 0,03514265
Total 4 7,8410475
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores  Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersegéo 6,703327094 0,14520878 46,1633747 2,23792E-05  6,241207531 7,165446657 6,241207531 7,165446657
Variavel X 1 -0,195449713 0,01317361 -14,8364608 0,000664389 -0,237374051 -0,153525375 -0,237374051 -0,153525375
RESUMO DOS RESULTADOS (100UI)
Estatistica de regressao
R multiplo 0,993382073
R-Quadrado 0,986807942
R-quadrado ajustado  0,98241059 D 4,760318118 |
Erro padrao 0,199551898
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significagdo
Regresséao 1 8,93620401 8,93620401 224,4095567  0,000645632
Residuo 3 0,11946288 0,03982096
Total 4 9,05566689
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores  Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersegéo 6,608931911 0,15457224 42,7562678 2,8159E-05 6,117013608 7,100850213 6,117013608 7,100850213
Variavel X 1 -0,210069994 0,01402308 -14,9803056 0,000645632 -0,254697729 -0,16544226 -0,254697729 -0,16544226
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Anexo 4.9. Analise estatistica dos dados de sobreviventes com adicao de nisina para 102°C.

Tempo (min) 100 (Ul/mL) 75 (Ul/mL) 50 (Ul/mL)
N N N Log(N) Log(N) Log(N)
0,00 6,50E+04 7,10E+04 6,00E+04 4,812913357 4,851258349 4,77815125
0,83 2,00E+04 1,50E+04 2,20E+04  4,301029996 4,176091259 4,342422681
1,67 7,50E+03 6,00E+03 6,50E+03  3,875061263 3,77815125 3,812913357
2,50 2,00E+03 2,50E+03 3,00E+03  3,301029996 3,397940009 3,477121255
3,33 5,00E+02 5,00E+02 8,50E+02  2,698970004 2,698970004 2,929418926
RESUMO DOS RESULTADOS (100UI)
Estatistica de regressao
R multiplo 0,998031368
R-Quadrado 0,996066612
R-quadrado ajustado  0,994755483 |D 1,594015671 |
Erro padrao 0,059979761
Observagoes 5
ANOVA
gl 5Q MQ F F de significacao
Regressao 1 2,73307994 2,73307994 759,701309 0,000104822
Residuo 3 0,010792715 0,00359757
Total 4 2,743872655
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersegao 4,843378264  0,046460123 104,248072 1,94591E-06 4,695521279 4,99123525 4,695521279 4,99123525
Variavel X 1 -0,627346405 0,022760719 -27,5626796 0,000104822  -0,699781238 -0,554911571 -0,699781238 -0,554911571
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...Continuacao do anexo 4.8.

RESUMO DOS RESULTADOS (75UI)

Estatistica de regressao

R multiplo 0,993167331
R-Quadrado 0,986381348
R-quadrado ajustado  0,981841797 FJ 1,639539522 |
Erro padrao 0,109038753
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regresséo 1 2,58341233 2,58341233 217,2861166 0,000677289
Residuo 3 0,035668349 0,01188945
Total 4 2,619080679
Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecédo 4,797027762  0,084461055 56,795736 1,20237E-05 4,528234739 5,065820786 4,528234739 5,065820786
Variavel X 1 -0,609927353  0,041377297 -14,7406281 0,000677289  -0,741608504 -0,478246202 -0,741608504 -0,478246202
RESUMO DOS RESULTADOS (50Ul)
Estatistica de regressdo
R mdltiplo 0,998006843
R-Quadrado 0,996017659
R-quadrado ajustado  0,994690213 FJ 1,826377508 |
Erro padrao 0,052674843
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regresséao 1 2,081883426 2,08188343 750,3258374 0,000106786
Residuo 3 0,008323917 0,00277464
Total 4 2,090207343
Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecao 4,780558709  0,040801758 117,165507 1,37075E-06 4,650709182 4,910408235 4,650709182 4,910408235
Variavel X 1 -0,547531929  0,019988698 -27,3920762 0,000106786  -0,611144946 -0,483918912 -0,611144946 -0,483918912
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Anexo 4.9. Analise estatistico para calculo do valor z para diferentes concentragdes de nisina.

Temperatura (°C)

Valor de D (min)

50 (Ul/mL) 75 (Ul/mL) 100 (Ul/mL) Log(D) Log(D) Log(D)
92 22,90 20,09586035 18,06125346  1,35983548 1,303106604 1,256747887
95 11,38 10,49 9,49 1,05617466 1,020892159 0,977169948
98 5,551167278 5,116405563 4,760318118  0,74438431 0,708964962 0,677635976
102 1,83 1,64 1,59 0,26159055 0,21472189 0,202492587
RESUMO DOS RESULTADOS (50Ul)
Estatistica de regressao
R mudltiplo 0,998971946
R-Quadrado 0,997944949
R-quadrado ajustado  0,996917423 B 9,11938639 |
Erro padrao 0,026035713
Observacgbes 4
ANOVA
gl SQ MQ F F de significagcdo
Regresséao 1 0,658344011 0,658344011  971,211747 0,001028054
Residuo 2 0,001355717 0,000677858
Total 3 0,659699728
Coeficientes  Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores  Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersecédo 11,46476269 0,340679252 33,65265898  0,00088183 9,998937159 12,93058823 9,998937159 12,93058823
Variavel X 1 -0,109656501 0,003518661 -31,16427036  0,00102805  -0,124796087 -0,094516914 -0,124796087 -0,094516914
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...Continuacao do anexo 4.9.

RESUMO DOS RESULTADOS (75Ul)

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,997875488
R-Quadrado 0,99575549
R-quadrado ajustado  0,993633235 9,18189481 |
Erro padrdo 0,037203361
Observagdes 4
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regresséao 1 0,649410785 0,649410785  469,196911 0,002124512
Residuo 2 0,00276818 0,00138409
Total 3 0,652178966
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores  Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersecéo 11,34896218 0,486808755 23,31297877  0,00183488 9,254391697 13,44353265 9,254391697 13,44353265
Variavel X 1 -0,108909982 0,00502794 -21,6609536  0,00212451 -0,130543478 -0,087276486 -0,130543478 -0,087276486
RESUMO DOS RESULTADOS (100UlI)
Estatistica de regressao
R mudiltiplo 0,998219064
R-Quadrado 0,996441299
R-quadrado ajustado  0,994661948 9,48960843 |
Erro padrao 0,032949488
Observagdes 4
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacdo
Regresséo 1 0,607977543 0,607977543  560,002811 0,001780936
Residuo 2 0,002171337 0,001085669
Total 3 0,610148881
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores  Inferior 95,0%  Superior 95,0%
Intersecé@o 10,97387431 0,431146504 25,45277348  0,00154002 9,118799337 12,82894929 9,118799337 12,82894929
Variavel X 1 -0,105378426  0,00445304 -23,66437853 0,00178094  -0,124538324 -0,086218528 -0,124538324 -0,086218528
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Anexo - Capitulo 6.

Codigo para treinamento e teste da RNA desenvolvido com o Software MATLAB"

Versao 6.5 (2002)

R=load('maca3treina.dat'); %carrega arquivos de dados para treinamento

M=R’;

entrada=M(1:4,:); %define quais sdo os dados de entrada da rede (colunas 1 a 4
saida=M(5,:); %define quais sdo os dados de saida da rede (coluna 5)
[pn,minp,maxp,tn,mint,maxt]=premnmx(entrada,saida);
net.numinputs=size(entrada,1); %define o numero de fontes de entrada
net.numLayers=2; %numero de camadas sem considerar a camada de entrada
net=newff(minmax(pn),[6,1],{'logsig’,'purelin'},'trainbr');
net.trainParam.epochs=2000; %%hnumero de passos

net.trainParam.show=100;  %atualiza no grafico o numero de passos
net.trainParam.goal=1e-4; %convergéncia desejada

net.initFcn="initlay'; %funcao que inicia os pesos e bias

net.performFcn="'sse';  %funcdo objetivo a ser minimizada
net.trainParam.min_grad=1e-100; %minimo gradiente
net.trainParam.mu_max=1e+100; %max MU

net=init(net); % inicializa os pesos da rede aleatoriamente
[net,tr]=train(net,pn,tn);  %realiza o treinamento da rede

Y%foram determinados 0s pesos e bias da rede e arquivados temporariamente em
"net"

y=sim(net,pn); %simula com os dados de entrada do arquivo de treinamento
x=postmnmx(y,mint,maxt); % desnormaliza dados de saida

figure(1);

[m,b,r]=postreg(saida,x); %grafico da saida real versus calculada (diagonal?)
N=load('macadteste.dat'); %carrega arquivo com dados no visto no treinamento
B=N'

in=B(1:4,:); %dados de entrada da rede

out=B(5,:); % dados de saida da rede
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[inn,minin,maxin,outn,minout,maxout]=premnmx(in,out); %normaliza dados
Y=sim(net,inn); %simula com os dados de entrada do arquivo de teste
X=postmnmx(Y,minout,maxout); %desnormaliza dados de saida
figure(2);

plot(out) %grafica a saida real do arquivo de teste

hold on

plot(X,'g'); %gréfica a saida calculada

xlabel('ensaios');

ylabel('Log(N/NO0)");

hold off;

net.IW{1} %mostra pesos entre camadas entrada/intermediaria
net.LW{2} %%mostra pesos entre camada intermediaria e saida

net.b{1} %mostra bias da camada intermediaria

net.b{2} Y%mostra bias da camada de saida

ss=x'; %mostra dados simulados pela rede no treinamento

tt=X';  %mostra dados simulados pela rede no teste
pes_ca_oc=net.IW{1};

pes_ca_said=net.LW{2};

bias_ca_oc=net.b{1};

bias_ca_said=net.b{2};

Onde:

pn: matriz de entrada dos dados de treinamento,

minp: valor minimo dos dados de entrada de treinamento,
maxp: valor maximo dos dados de entrada de treinamento,
tn: matriz de saida dos dados de treinamento,

mint: valor minimo de saida dos dados de treinamento,
maxt: valor maximo de saida dos dados de treinamento,
premnmx, fun¢cdo que normaliza os dados entre -1 e 1,
net: nome da rede,

newff: comando que cria a rede,
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