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RESUMO

O efeito da temperatura de armazenamento, pH, teor de sal e de nitrito no crescimento
de Listeria monocytogenes foi investigado por meio de modelos preditivos aplicaveis a
salsicha, uma vez que este € um dos alimentos mais envolvidos em surtos alimentares
causados por este patdgeno. Para cada temperatura de incubacéo estudada, 10, 15 e 37°C, foi
investigado o efeito dos fatores pH, NaCl e NaNO;, no crescimento de L. monocytogenes.
Para cada fator, dois niveis foram analisados: pH 5,5 e 6,8; 1,5 e 2,0 g/100g de NaCl; 75 e
150 mg/kg de NaNO,. Para cada meio de cultura foi lida a absorvancia (turbidez) em
espectrofotbmetro a 630 nm, especifico para leitor de microplacas, em intervalos de tempo de
cerca de 2 h até que o crescimento atingisse absorvancia entre 0,600 e 0,700 ou quando a
leitura se tornasse inconsistente. Utilizando o software MatLab, os dados obtidos foram
ajustados a curvas de crescimento para trés modelos: Gompertz, Logistico e Logistico
modificado. A adequacdo do ajuste dos dados aos modelos foi avaliada utilizando Fator de
Influéncia e Fator de precisdo e ainda por uma andlise de residuos. De um modo geral, as trés
curvas de crescimento apresentaram um bom ajuste, tanto ao utilizar meio de cultura sem
inibidores para o crescimento de Listeria monocytogenes quanto ao utilizar os meios de
cultura com os diferentes niveis de fatores estudados, com coeficientes de determinacéo (R?)
maiores que 0,94. O modelo de Gompertz apresentou valores de Fatores de Influéncia (FI) e
Fatores de Precisdo (FP) mais préximos de 1, indicando um melhor ajuste, além de obter
valores da taxa de crescimento especifico (Umax) € valores de fase de adaptacdo (1) mais
baixos, mas esses parametros sdo semelhantes nos diferentes modelos. Entretanto, o perfil dos
graficos de residuos do modelo de Gompertz apresentou maiores inconsisténcias que o
modelo Logistico Modificado, sendo este adotado como modelo preditivo para descrever o
crescimento de Listeria monocytogenes. No Modelo Logistico Modificado, a fase de
adaptagdo (L) diminuiu conforme a temperatura de incubagdo aumentava e pmax € a taxa de
crescimento relativo (B) aumentaram com o aumento da temperatura de incubagdo, na maioria
dos meios de cultura estudados. Segundo esse modelo, aumentando o teor de sal do meio para
2,0 g/100g, o crescimento de L. monocyogenes poderia ser reduzido mesmo diminuindo o teor
de nitrito de sodio para 75 mg/kg.

Palavras-chave: Modelos preditivos. Listeria monocytogenes. Salsicha. Cinética de

crescimento.



ABSTRACT

The effect of storage temperature, pH, content salt and nitrite on the growth of Listeria
monocytogenes was investigated using predictive models applicable to the frankfurters, since
this is one of the foods most involved in food outbreaks caused by this pathogen. For each
incubation temperature studied, 10, 15 and 37°C, the effect of factors pH, NaCl and NaNO,
on growth of L. monocytogenes was investigated. For each factor, two levels were analyzed:
pH 5,5 and 6,8; 1,5 and 2,0 g/100g NaCl; 75 and 150 mg/kg NaNO,. For each culture media
the absorbancia (turbidity) was measured by means of spectrophotometer at 630 nm, specific
for microplate reader, at time intervals of about 2 h until the growth reached absorbance
between 0.600 and 0.700 or when the reading became inconsistent. Using the MatLab
software, the obtained data were adjusted to growth curves for three models: Gompertz,
Logistic and Logistic modified. The adequacy of fit of the data onto models was evaluated
using Bias Factor and Accuracy Factor and also by a residue analysis. In general, the three
growth curves showed a good fit, using culture media without inhibitors for the growth of
Listeria monocytogenes and using the culture media with the different levels of factors studied
as well, with determination coefficients (R%) greater than 0.94. Gompertz model showed Bias
Factors and Accuracy Factors values closer to 1, indicating a better fit, in addition obtain
lower specific growth rate (umax) values and adaptation phase values (1), but these parameters
are similar in different models. However, the Gompertz model residue graphs profile showed
greater inconsistencies than the Modified Logistic model, which was adopted as a predictive
model to describe the growth of Listeria monocytogenes. In the Modified Logistic Model, the
Lag phase (1) decreased as the incubation temperature increased, the Specific Growth Rate
(umax) and the Relative Growth Rate (B) increased with increasing incubation temperature in
most culture media studied. According to this model, increasing the salt content of the culture
media to 2.0 g / 100 g, growth of L. monocyogenes could be reduced even lowering the

sodium nitrite content to 75 mg / kg.

Keywords: Predictive models. Listeria monocytogenes. Sausage. Growth Kinetics.
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1 INTRODUCAO

A demanda da populagdo em geral, por produtos carneos prontos para consumo, como
salsichas, esta aumentando continuamente em todo o mundo devido a rotina cada vez mais
corrida na vida dos consumidores, 0 que tem proporcionado a escolha de alimentos de facil e
répido preparo. Esse tipo de produto é frequentemente associado a casos de listeriose, causada
por Listeria monocytogenes em alimentos. Este patogeno pode sobreviver em condi¢fes
ambientais severas, como refrigeracdo, alta concentracdo de NaCl, atmosferas modificadas ou
vacuo, além de algumas estirpes formarem biofilme devido a limpeza e sanitizagdo ineficazes
(MENDONCGCA et al., 2012; ALLEN et al., 2016), um fato que o torna uma grande ameaca
para a industria de alimentos.

A inocuidade de alimentos refere-se a inexisténcia de perigos inerentes aos alimentos,
que prejudicariam a saude do consumidor. Este termo muitas vezes se confunde com a
qualidade dos alimentos, que por sua vez inclui todos os atributos que influenciam no valor do
alimento, como a deterioracdo, contaminacdo, cor, sabor, textura, e o método de
processamento de alimentos (FAO/WHO, 2003). Novas técnicas de processamento,
caracteristicas de composicdo e a embalagem de seus produtos estdo sendo experimentadas
pela industria de alimentos com o objetivo de garantir a inocuidade e produzir produtos mais
saudaveis, isto é, com teor reduzido de NaCl e gordura (BAKA et al., 2015).

Em relacdo a inocuidade de alimentos, Listeria monocytogenes é uma causa
significativa de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA). Embora a doenca seja na
maioria dos casos expressa como leve, doenca febril, também pode apresentar-se como
listeriose sistémica (invasiva) com sintomas mais graves e alta hospitalizacdo e casos de
fatalidade. A incidéncia de listeriose € baixa na populacdo em geral, apesar da ampla
distribuicdo desse microrganismo no ambiente e da frequéncia de isolamento em alimentos
relativamente alta. Porém, uma das principais causas de morte ocasionadas por DTA (FDA,
2012), sendo que as estirpes 4b sdo o sorotipo de L. monocytogenes mais associadas a
listeriose humana (MENDONCA et al., 2012). A incidéncia de listeriose sisttmica € muito
maior em populacBes suscetiveis, incluindo mulheres gravidas, idosos e individuos com
sistema imunologico comprometido (FDA, 2012).

As medidas de controle se tornaram mais eficazes a partir da década de 1990, o que
levou a reducdo da prevaléncia de L. monocytogenes em muitas categorias de alimentos,

particularmente em carnes e produtos a base de carne. No entanto, recentes surtos de listeriose
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em alimentos prontos para consumo tém desafiado as avaliagdes de risco, indicando que o
conhecimento sobre esse microrganismo ainda ndo esta completo (BUCHANAN et al 2017).

Com o intuito de apoiar na tomada de decisbes com relacdo a seguranca
microbiolodgica e a qualidade dos alimentos, a microbiologia preditiva comecou a ser usada
para descrever o comportamento de microrganismos a partir de diferentes condigdes
ambientais por meio de modelos mateméticos (FAKRUDDIN et al., 2011). Isto permite a
avaliacdo objetiva das operacGes de processamento, distribuicdo e armazenamento dos
alimentos. Os modelos matematicos desenvolvidos pela microbiologia preditiva sdo muito
importantes para a industria de alimentos, permitindo uma ampla gama de aplicagdes, como
suporte ao sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), design de
produtos e processos, avaliagdo da vida atil, cumprimento de critérios microbioldgicos,
avaliacdo de exposicdo e desenvolvimento de planos de amostragem (GUILLIER, 2016;
KOUTSOUMANIS; LIANOU; GOUGOULLI, 2016; HORITA et al., 2018).

Em termos nutricionais, a reducdo da quantidade de NaCl e de nitrito, que séo
utilizadas em salsichas vem ao encontro das demandas saudaveis do consumidor atual. Para a
industria de alimentos ha a necessidade de se verificar qual o impacto que essas modificacdes
na formulagdo podem provocar na inocuidade desse produto, principalmente em relacdo a L.
monocytogenes.

A medicdo e modelamento da resposta de crescimento microbiano determinada por
fatores intrinsecos ou extrinsecos, como temperatura, pH, e atividade de agua, pode indicar
guanto do crescimento pode ser atribuido a esses fatores. Como o uso de modelos validados
com dados independentes é tdo confiavel quanto a acumulacdo de resultados da literatura
cientifica e como o método de enumerar microrganismos em diferentes estagios de
armazenamento dos alimentos € moroso e caro, 0 uso de modelos matematicos vem ganhando
grande forca (BARANYI e ROBERTS, 2004).

Em todo o mundo, surtos de listeriose e até mesmo mortes ocasionadas por essa
doenca, tém preocupado autoridades que controlam a segurancga alimentar. Além disso, a
busca por alimentos saudaveis tem despertado o interesse da industria pela reducdo da
guantidade de sal e de nitrito. Pelo uso de modelos preditivos é possivel verificar qual o
impacto que modificagcdes na formulagdo poderiam provocar na inocuidade do alimento em

relacdo a L. monocytogenes.
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2 OBJETIVO

Verificar a adequacdo de modelos matematicos aplicaveis a salsichas na predicdo dos
efeitos da temperatura, pH, teor de sal e de nitrito de sodio no crescimento de Listeria

monocytogenes.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar o crescimento de L.monocytogenes em funcdo dos seguintes fatores:
temperatura de armazenamento, pH, teor de sal e de nitrito, com dois niveis cada fator;

e Construir curvas de crescimento, utilizando trés modelamentos: Gompertz, Logistico, e
Logistico modificado;

e Avaliar o desempenho dos modelos utilizando analise de fator de influéncia, fator de
precisdo e analise de residuo;

e Definir qual o modelo mais adequado para descrever o crescimento.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INOCUIDADE EM PRODUTOS CARNEOS PRONTOS PARA O CONSUMO

A inocuidade de alimentos refere-se a inexisténcia de perigos inerentes aos alimentos,
que prejudicariam a saude do consumidor. Este termo muitas vezes se confunde com a
qualidade dos alimentos, que por sua vez inclui todos os atributos que influenciam no valor do
alimento, como a deterioracdo, contaminacdo, cor, sabor, textura e 0 método de
processamento de alimentos (FAO/WHO, 2003).

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations/ World
Health Organization (FAO/WHO, 2003), os programas de controle alimentar sédo
fundamentais para a protecdo da saude e da seguranca alimentar dos consumidores, podendo
assim garantir a inocuidade e a qualidade dos alimentos, sendo esta uma exigéncia do atual
ambiente globalizado de comércio.

Os principais desafios das autoridades que controlam os alimentos sdo o aumento de
doencas transmitidas por alimentos e novos riscos emergentes; a mudanca de tecnologias na
producdo e comercializacdo dos alimentos; a necessidade de padronizagdo das normas de
seguranca alimentar e qualidade; mudancas no estilo de vida; e a sensibilizagdo dos
consumidores (FAO/WHO, 2003).

A seguranca alimentar € um problema de saude publica, sendo as doencas transmitidas
por alimentos, quer por microrganismos patogénicos ou por contaminantes quimicos,
consideradas graves ameacas a populacdo consumidora. Muitos riscos alimentares podem ser
controlados diante da aplicacdo da Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC)
em todas as fases da producéo dos alimentos (FAO/WHO, 2003).

New Zealand Food Safety Authority (2005) afirma que testes de vida de prateleira
mostram o periodo em que o alimento manterd sua qualidade durante o armazenamento,
sendo que o controle do microrganismo patogénico deve ser realizado por meio do APPCC,
da modelagem preditiva ou de testes de desafio. No decorrer da vida de prateleira do
alimento, os mesmos devem permanecer seguros, mantendo sua aparéncia, odor, textura e
sabor, além de atender as alegagdes nutricionais contidas no rétulo, sendo que o cumprimento
deste prazo depende de fatores como os ingredientes utilizados, o0 processamento do alimento,
o0 tipo de embalagem, e seu armazenamento, sendo esta data indicada na rotulagem do produto
(NEW ZEALAND FOOD SAFETY AUTHORITY, 2005).
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Diante da necessidade de um maior controle sanitario e elaboragdo de requisitos
higiénico-sanitarios nos Servigos de Alimentacdo, com o intuito de proteger a saude da
populacdo, a ANVISA aprovou a Resolucdo RDC N° 216, de 15 de setembro de 2004, no
qual dispbe sobre o Regulamento Técnico de Boas Praticas para Servicos de Alimentacao; a
RDC N°. 218, de 29 de julho de 2005 que trata do Regulamento Técnico de Procedimentos
Higiénico-Sanitérios para Manipulacdo de Alimentos e Bebidas Preparados com Vegetais; e
por fim a RDC N° 43, de 1 de setembro de 2015 que estabelece medidas para a prestacédo de
servicos de alimentacdo em eventos de massa.

Produtos prontos para consumo a base de carne, como as salsichas, ganharam um
grande impulso nos ultimos anos pela demanda de consumidores por alimentos de rapido e
facil preparo (DE BOER et al., 2004; BRUNNER; VAN DER HORST; SIEGRIST, 2010;
HORITA et al., 2018). Porém, a medida que os consumidores passam a se informar acerca da
importancia de uma dieta para adquirir uma vida saudavel (FONTANA; PARTRIDGE, 2015;
OHLHORST et al.,, 2013; HORITA et al., 2018), vérios paises vém implementando
regulamentos com o intuito de reduzir o aclcar, sodio, teor de gordura e aditivos na
formulacdo dos alimentos (HASHEM; HE; MACGREGOR, 2016; ASIOLI et al., 2017;
HORITA et al., 2018).

A reducdo de gordura, sodio e aditivos como o nitrito nestes produtos ndo é facil, ja
que a gordura influencia na palatabilidade, bem como na capacidade de retencdo de agua,
além de ser barata como matéria-prima (JIMENEZ-COLMENERO et al., 2015; HORITA et
al., 2018). O sal (NaCl) possui propriedades antimicrobianas pela sua capacidade em reduzir a
atividade de agua e atuar em varios processos bioquimicos que influenciam no sabor
(PETRACCI et al., 2013; ABDOLGHAFOUR e SAGHIR, 2014; HORITA, 2018). O nitrito
de sddio € um conservante quimico que inibe o crescimento de bactérias como o Clostridium
botulinum e diminui a velocidade da oxidacdo lipidica (DUARTE, 2010; HORITA et al.,
2018).

Uma grande preocupacdo do consumo de alimentos carneos € a presenca de
microrganismos deteriorantes, mas principalmente de patogénicos, que S0 0S responsaveis
por surtos alimentares. A contaminacgdo deste tipo de alimento depende de diversos fatores,
tais como a carga microbiana inicial nas carcacas das carnes utilizadas como ingredientes, as
condicdes higiénicas e sanitarias durante a manipulacdo e também estocagem das matérias-
primas e produto pronto (MARTINS, 2006).

Houve varios surtos de listeriose associados a produtos prontos para 0 consumo a base
de carne relatados no mundo (OKPO et al., 2015; BUCHANAN et al., 2017; HORITA et al.
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2018). L. monocytogenes tem sido rotineiramente isolado destes alimentos, como mostram 0s
estudos feitos por D'Ostuni et al., 2016; Kramarenko et al., 2016; Yang et al., 2016; Horita et
al, 2018.

De acordo com Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2017), cerca de
1.600 pessoas adquirem listeriose a cada ano, com cerca de 260 mortes nos Estados Unidos da
América (EUA). Em marc¢o de 2017, foram relatadas 8 pessoas infectadas em quatro estados
dos EUA, sendo que 2 morreram pela ingestdo de queijo feito com leite cru. De setembro de
2013 a maio de 2016, 9 pessoas foram infectadas com Listeria entre quatro estados, com 3
mortes pela ingestdo de vegetais congelados contaminados. Em 2014, 2 pessoas foram
infectadas pelo leite cru produzido por uma fazenda do pais. Em nove estados do pais, 19
pessoas foram infectadas, tendo 1 morte, em 2016, por saladas embaladas. Além destes surtos,
entre 0s anos de 2011 e 2015, ocorreram surtos nos EUA devido aos seguintes alimentos
contaminados: sorvetes, produtos de laticinio, mel@es, e brotos de feijéo.

A listeriose passou a ser uma preocupa¢do no mundo a partir da década de 80, quando
ocorreram 0s primeiros surtos conhecidos, principalmente na América do Norte. A eclosao
destes surtos se relaciona a mudanca nos habitos alimentares da populacdo, que passou a
consumir mais alimentos industrializados (FONTOURA, 2006).

O Instituto Oswaldo Cruz (IOC) iniciou um estudo em 1969, analisando a ocorréncia
de Listeria monocytogenes em varias fontes de infeccdo provenientes de diversas regides do
Brasil. Neste estudo foram analisadas 266 amostras de material clinico humano, coletadas
entre os anos de 1969 e 2000 nos estados de Pernambuco, Bahia, Goiés, Distrito Federal,
Minas Gerais, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parand e Rio Grande do Sul. Em 255 amostras
foram detectadas bactérias do género Listeria, das quais 245 foram identificadas como L.
monocytogenes, tendo sido isoladas, principalmente, em pacientes com meningite e com
septicemia (FONTOURA, 2006).

A Resolugdo-RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001, define os padrdes microbioldgicos
para a salsicha, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 - Padrdes microbioldgicos sanitarios para salsichas.

Tolerancia  Tolerancia para amostra representativa

Microrganismo para
Amostra n c m M
indicativa
Coliformes a 45°C/g 10° 5 2 10° 10°
Estaf. coag. positiva/g 3x10° 5 1 10° 3x10°
C. sulfito redutor a 46°C 5x10° 5 1 10° 5x10°
Salmonella sp/25g Aus 5 0 Aus -

Fonte: ANVISA, 2001.

a) Coliformes a 45°C:

Coliformes s@o bastonetes gram-negativos, pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
gue habitam o trato intestinal do homem e de animais (SOUSA, 2006) e fermentam a lactose
em 48 horas (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Os coliformes séo indicadores de seguranca empregados para retratar a qualidade
microbioldégica dos alimentos e &gua, sendo estes de origem intestinal, resultado de
contaminacdo fecal direta ou indireta. O primeiro indicador fecal utilizado foi a Escherichia
coli (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Coliformes a 45°C equivalem a coliformes de origem fecal e termotolerantes
(ANVISA, 2001). O grupo de coliformes termotolerantes (coliformes a 45°C) é constituido
principalmente pela bactéria Escherichia coli, sendo que sua presenca em alimentos indica
contaminacdo fecal que ocorre devido as mas condi¢cdes higiénico-sanitarias durante o
processamento do alimento (PEREIRA et al, 1999; BRIGIDO et al, 2004; CASTRO, 2011,
BOLZAN; SILVA, 2012), sendo a diarreia o principal sintoma relacionado a um surto
causado por esta bactéria (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

b) Estafilococos coagulase positiva:

As bactérias do género Staphylococcus, que sdo gram-positivas, de real interesse e
potencial em alimentos e que sdo coagulase positivas sdo: S. aureus subsp. Anaerobius, S.
aureus subsp. Aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. delphini, e S. schleiferi subsp. Coagulans
(JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Algumas espécies e estirpes de estafilococos produzem enterotoxinas, que sdo capazes
de provocar a gastroenterite estafilocdcica, pela ingestdo de alimentos contaminados (JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005). A bactéria Staphylococcus aureus, esta entre 0s principais
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patdgenos de origem alimentar, podendo causar intoxicacdes alimentares pela producdo de
toxina no alimento (TIGRE; BORELLY, 2010), sendo que segundo a ANVISA (2001), a
determinacéo de estafilococos coagulase positiva tem o interesse de substituir a de S. aureus.

A frequéncia de portadores de S.aureus em fossas nasais é relativamente alta,
podendo esta bactéria ser transmitida ao alimento pelos manipuladores de alimentos (IARIA;
FURLANETTO; CAMPOS, 1980; CASTRO; IARIA, 1984; NETO; SILVA; STAMFORD,
2002). Alem dos portadores via fossas nasais, pessoas com méaos e bragos com furinculos e
machucados, podem ser fontes de contaminacdo (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). A
contaminacdo do alimento pode ocorrer pelas mdos contaminadas, ou por goticulas oro-
nasais, e havendo condicGes favoraveis, estas bactérias podem se multiplicar, causando
intoxicacdo alimentar aos consumidores (IARIA; FURLANETTO; CAMPOS, 1980). A
enterotoxina estafilococica é termoestavel, portanto, esta continua presente no alimento apds o
cozimento (NETO; SILVA; STAMFORD, 2002; TIGRE e BORELLY, 2010). Os principais
sintomas sdo nauseas, vomitos, diarreias, e sudorese, podendo ainda causar dores de cabeca,
calafrios, perda de presséo arterial, e febre (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

c) Clostridio sulfito redutor a 46°C:

Clostridios sulfito redutores sdo bactérias no formato de bastonetes, gram-positivos,
anaerdbios, e formadores de esporos sendo que sua determinacdo possui o intuito de
identificar a ocorréncia de Clostridium perfringens no alimento (ANVISA, 2001).

As estirpes de C. perfringens relacionadas a intoxicagdo alimentar estdo presentes no
solo, agua, alimentos, poeira, especiarias e trato intestinal de seres humanos e outros animais.
Esta bactéria estd associada a gastroenterite, com sintomas como dor abdominal aguda e
diarreia, nauseas, febre e vomitos, posuindo uma taxa de letalidade baixa (JAY; LOESSNER;
GOLDEN, 2005). Alimentos envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar por C.
perfringens costumam ser cozidos, indicando que o tratamento térmico foi insuficiente para
destruir os esporos termorresistentes (MARTINS et al., 2008).

Ao contrério da intoxicagdo alimentar causada por C. perfringens, em que grande
numero de celulas viaveis devem ser ingeridas para causar intoxicacéo, o botulismo é causado
pela ingestdo da toxina produzida pelo C. botulinum, que é outro responsavel por surtos de
intoxicagOes alimentares (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

d) Salmonella sp:
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Salmonella sp s&o bacilos gram-negativos que causam intoxicacdo alimentar pela
ingestdo de alimentos que contenham estirpes em numeros significativos, causando
gastroenterite alimentar nos consumidores, com sintomas como nauseas, vOmitos, dor
abdominal, cefaleia, calafrios, diarreia, prostracdo, fraqueza, desmaio, febre moderada,
inquietacdo, sonoléncia, e em casos mais graves, pode ocasionar febre tifdide e febre
paratiféide (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

O homem e os animais sdo 0s principais reservatorios naturais da Salmonella sp
(MESQUITA et al., 2006). Pessoas contaminadas por esta bactéria podem se tornar
portadores destes microrganismos apds a recuperacdo da doenca, apesar dessas bactérias
geralmente desaparecerem rapidamente do trato intestinal (JAY; LOESSNER; GOLDEN,
2005).

Sua presenca em alimentos pode ocorrer por manipuladores que possuem a doenca, até
mesmo de forma assintomaética e pelo contato direto de alimentos ndo contaminados com
alimentos contaminados (contaminacéo cruzada) (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

3.2 Listeria monocytogenes E FATORES QUE INFLUENCIAM SEU CRESCIMENTO

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, em forma de bastonete, e
move-se por flagelos. Sdo anaerdbias facultativas, tolerantes ao sal (FDA, 2012), sdo catalase
positivas e oxidase negativas (FRANCO; LANDGRAF, 1996), ndo sdo formadoras de
esporos, e produzem acido latico a partir de glicose. Podem ser encontradas em vegetacdo em
decomposicdo e solos, fezes de animais, esgoto, silagem e &gua, podendo contaminar
qualquer alimento fresco de origem animal ou vegetal (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Esta bactéria € um microrganismo psicrotréfico que cresce em uma ampla faixa de pH,
entre 4,1 e 9,6, e em concentracOes de sal de até 13% (HORITA et al., 2018), requer uma
atividade de 4gua minima de 0,92. A temperatura minima para seu crescimento € de -1,5°C, e
seu tempo de reducdo decimal (tempo para alcancar a reducdo de 90% ou 1 ciclo logaritmico
do microrganismo a temperatura especificada) é de 5 a 10 minutos para Dggec € 10 segundos
para D7o.c (NZFSA, 2005).

N&o existe um método eficiente para distinguir L. monocytogenes de outras especies
de Listeria presentes numa mesma amostra de alimento. A diferenciacdo tem sido feita por
analises fenotipicas das col6nias em meios de cultivo, ocasionando em possiveis erros na
especificidade destas bactérias (ANDRADE et al., 2014).
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Possui 13 sorotipos: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7, sendo 0s
sorotipos 1/2a, 1/2b , e 4b, os mais associados as infec¢bes transmitidas pelos alimentos
(FDA, 2012; RODRIGUES; SA; MELO, 2017).

3.2.1 Listeria EM ALIMENTOS

Alimentos como leite cru ou pasteurizado, sorvetes, peixe defumado e outros frutos do
mar, aves e carnes cruas, salsichas, queijos, e legumes crus s@o 0s mais envolvidos em surtos
alimentares por esta bactéria (FDA, 2012). Segundo New Zealand Food Safety Authority
(2005), L. monocytogenes é o patdgeno mais perigoso associado a alimentos processados
refrigerados, jA que é capaz de crescer em temperaturas de refrigeracdo. Por isso a
importancia de seu estudo em salsichas e outros produtos carneos refrigerados.

Algumas estirpes de L. monocytogenes formam biofilme, se mostrando persistentes em
ambientes de processamento de alimentos, devido a limpeza e sanitizacdo ineficazes, que
permitem a sua sobrevivéncia e adaptacdo (MENDONCA et al., 2012; ALLEN et al., 2016;
BUCHANAN et al., 2017; HORITA et al., 2018).

Visto a grande preocupacéo dos 6rgdos responsaveis pela inocuidade dos alimentos, o
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento instituiu os procedimentos de controle
da Listeria monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o0 consumo, através da
Instrucdo Normativa (IN) n° 9, de 8 de abril de 2009, com o objetivo de monitorar e assegurar
a inocuidade nestes alimentos processados. Esta IN aplica-se aos estabelecimentos que
produzem alimentos de origem animal e prontos para 0 consumo com pH > 44, com
atividade de agua > 0,92, ou concentracdo de cloreto de sédio < 10% (BRASIL, 2009;
MORAIS, 2015).

3.2.2 LISTERIOSE

O numero de pessoas infectadas pela Listeria € comparativamente menor que outras
bactérias, porém é uma das principais causas de morte ocasionadas por doencas transmitidas
por alimentos (DTA). A listeriose € uma doenca ocasionada por L. monocytogenes e 0S
sintomas sdo nauseas, vomitos, dores, febre e diarreia, que geralmente desaparecem
normalmente. Mas ha outra forma mais grave e invasiva da doenga, que ocorre quando ha
bacteremia e consequente infeccdo do sistema nervoso, resultando em meningite. Nesse caso

0 paciente apresenta dores de cabeca, pescoco rigido, confusdo, perda de equilibrio e
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convulsdes. A gastroenterite ndo invasiva tem um periodo de incubacdo relativamente curto,
de algumas horas a 2 ou 3 dias. A forma grave e invasiva da doenca pode ter um periodo de
incubacdo muito longo, podendo variar de 3 dias a 3 meses, e a doencga pode durar dias até
varias semanas (FDA, 2012; BUCHANAN et al., 2017).

Pessoas imunodeprimidas (aquelas com AIDS ou doencas cronicas, ou que ingerem
certos medicamentos contra artrite imunossupressora ou quimioterapia), idosos, e mulheres
gravidas (pode causar aborto) sdo os mais suscetiveis a infeccdo por Listeria monocytogenes
(FDA, 2012; BUCHANAN et al., 2017). O sorovar L. monocytogenes 4b & o mais
frequentemente associadas a listeriose humana (MENDONCA et al., 2012; BUCHANAN et
al., 2017) e sua dose infectiva é indeterminada, podendo variar com a suscetibilidade do
hospedeiro e a matriz alimentar (FDA, 2012). O periodo de incuba¢do costuma ser de varias
semanas, 0 que torna dificil determinar a dose infectiva exata a partir de dados
epidemiol6gicos humanos. Por isso, modelos animais foram adotados para determinar a dose-
resposta para listeriose, utilizando ratos, cobaias e primatas como modelos de exposicéo
humana. Porém, estes modelos animais podem diferir do mecanismo de infeccdo em seres
humanos (BONAZZI; LECUIT; COSSART, 2009; BUCHANAN et al., 2017).

L. monocytogenes é capaz de se espalhar diretamente de célula para célula no
hospedeiro. Uma vez que a bactéria penetra nos monacitos, macréfagos ou leucécitos do
hospedeiro, pode se reproduzir e causar bacteremia. Proteinas na superficie de células de L.
monocytogenes possibilitam sua sobrevivéncia em células fagociticas e aumentam a sua
propagacao de célula para célula. Sua identificacdo é feita a partir da cultura isolada de tecido,
sangue, placenta ou feto (FDA, 2012).

Ao atingir o intestino, L. monocytogenes pode induzir a sua absorcdo pelo epitélio
mucoso ou macrofagos, podendo se espalhar para o figado e o baco, onde é absorvido por
fagocitos. Neste ponto, a infeccdo € geralmente eliminada quando o individuo é saudavel,
porém em pessoas pertencentes ao grupo de risco, esta bactéria pode se espalhar para o
cérebro ou, no caso de gravidas, para o feto (ANDERSSON, 2016).

Tilney e Portnoy (1989); Cruz, Martinez e Destro (2008); Bonazzi, Lecuit e Cossart
(2009) descreveram a penetracdo da bactéria no citoplasma. L. monocytogenes se associa a
membrana plasmatica pelas proteinas de superficie InlA e InIB com E-cadherina e o receptor
Met e se internalizam na célula por fagocitose. Nesse processo a membrana da celula
eucaridtica envolve a bactéria e esta provoca a lise da membrana vacuolar pela toxina LLO.
Nessa etapa, a Listeria pode se multiplicar. L. monocytogenes usa a proteina ActA para se

revestir com uma grande quantidade de filamentos de actina, formando uma grande “cauda™
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de actina de até 5 um de comprimento, explorando sua motilidade para células vizinhas pela
formacéo de protrusGes da membrana plasméatica. Uma vez fagocitada por outra célula, ocorre
a dissolucao das membranas que a rodeiam, e o ciclo se repete. Assim, a Listeria consegue se
multiplicar e se espalhar de célula para célula sem deixar o citoplasma do hospedeiro,

disseminando a infecgdo, como mostra a Figura 1.

Figura 1 — Ciclo de vida intracelular da L. monocytogenes.
Fonte: TILNEY e PORTNOY, 1989.

O principal mecanismo de patogenicidade da L. monocytogenes é a Listeriolisina O
(LLO), que é uma hemolisina produzida por esta bactéria que promove a lise dos vacuolos
que contém a célula bacteriana (FRANCO; LANDGRAF, 1996; BONAZZI; LECUIT;
COSSART, 2009).

3.2.3 MEDIDAS DE CONTROLE

As medidas de controle da listeriose incluem o adequado cozimento do alimento, a
lavagem de frutas e legumes, a prevencao de contaminacgéo cruzada, a lavagem constante das
maos (FDA, 2012), além do treinamento de funcionérios para que eles possam compreender a
importancia de préaticas sanitarias adequadas, a instalacdo de propriedades desumidificantes
para regular a umidade em unidades de resfriamento, a paletizacdo e cobertura de materiais de
embalagem até serem usados, 0 monitoramento das temperaturas de refrigeracédo, e o descarte
de alimentos vencidos (ADZITEY; HUDA, 2010).

Nas Industrias de Alimentos é necesséria a criacdo de planos de processamento e
monitoramento ambiental para L. monocytogenes, que devem estar especificados no plano

APPCC. Este plano deve dar énfase as praticas de saneamento, processamento, operacdes de
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embalagem, higiene pessoal e programas de testes de rotina para L. Monocytogenes
(ADZITEY; HUDA, 2010).

3.3 SALSICHA

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Salsicha, da Instrucdo

Normativa n° 4 define salsicha como:

O produto carneo industrializado, obtido da emulsdo de carne de uma ou mais
espécies de animais de acougue, adicionados de ingredientes, embutido em
envoltério natural, ou artificial ou por processo de extrusdo, e submetido a um
processo térmico adequado (BRASIL, 2000).

Segundo Brasil (2000), a salsicha, que € um produto cozido, ainda pode passar pelo
processo de tingimento, depelacdo, defumacdo e/ou uso de recheios e molhos. As salsichas
ainda podem ser classificadas como:

Salsicha: Utiliza carnes de diferentes espécies de animais de acougue, no maximo 60% de
carnes mecanicamente separadas (CMS), miudos comestiveis de diferentes espécies de
animais de agougue, tenddes, pele e gorduras.

Salsicha Tipo Viena: Utiliza carnes bovina e/ ou suina, no maximo 40% de CMS, middos
comestiveis de bovino e/ ou suino, tend@es, pele e gorduras.

Salsicha Tipo Frankfurt: Utiliza carnes bovina e/ ou suina, até 40% de CMS, middos
comestiveis de bovino e/ ou suino, tenddes, pele e gorduras.

Salsicha Frankfurt: Fabricada com por¢fes musculares de carnes bovina e/ ou suina e
gorduras.

Salsicha Viena: Fabricada com por¢des musculares de carnes bovina e/ ou suina e gordura.
Salsicha de Carne de Ave: Produto fabricado com carne de ave, até 40% de CMS de ave,

mitdos comestiveis de ave e gorduras.

3.3.1 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

As caracteristicas fisico-quimicas das salsichas estdo apresentadas na Tabela 2, sendo
que de acordo com BRASIL (2000), a soma de amido e agucares totais (carboidratos totais)
ndo podera superar 7%. Ja o teor de calcio em base seca varia de acordo o tipo de salsicha,

como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas das salsichas.

Composicéao fisico-quimica Teor
Amido Maximo de 2%
Carboidratos totais Maximo de 7%
Umidade Maximo de 65%
Gordura Maximo de 30%
Proteina Minimo de 12%

Fonte: BRASIL, 2000.

Tabela 3 — Teor de calcio em base seca de acordo com a classificacdo das salsichas.

Composicao fisico-quimica Teor de célcio
Salsicha 0,9%
Salsicha Viena 0,1%
Salsicha Frankfurt 0,1%
Salsicha Tipo Viena 0,6%
Salsicha Tipo Frankfurt 0,6%
Salsicha de Ave 0,6%

Fonte: BRASIL, 2000.

Em um estudo realizado por Bolzan e Silva (2012), a atividade de agua de amostras de
salsichas embaladas tanto a vacuo quanto a granel, apresentaram variagdes entre 0,93 a 0,94.
De acordo com este mesmo estudo, os valores de pH de salsichas embaladas a vacuo variaram
entre 6,16 e 6,36 e as acondicionadas em bandejas obtiveram valores de pH entre 5,42 e 5,98,
sendo assim, consideradas como alimento pouco acido. Estes estudos indicam como a salsicha

é favoravel a contaminacéo.

3.3.2 INGREDIENTES E FUNCOES

Os ingredientes obrigatérios utilizados na fabricacdo de salsichas sdo carnes de
diferentes espécies de animais de agougue, de acordo com a classificacdo do produto, e sal.
Outros ingredientes que podem ser utilizados sdo no méximo 10% de middos e visceras
comestiveis, exceto nas Salsichas Viena e Frankfurt, além de gordura animal ou vegetal, 4gua,
proteina vegetal e/ ou animal, agentes de liga, aditivos intencionais, aglcares, aromas,

especiarias e condimentos, podendo ainda se adicionar um méaximo de 4% de proteinas ndo
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carnicas como proteina agregada, exceto nas salsichas Viena e Frankfurt, que poderdo
adicionar proteinas lacteas (BRASIL, 2000).

O sal (NaCl) é utilizado para dar sabor, reduzir a deterioracdo microbiana pela
diminuicdo da atividade de agua, e ainda atua em VvAarios processos bioquimicos que
influenciam no sabor (PETRACCI et al.,, 2013; ABDOLGHAFOUR e SAGHIR, 2014;
HORITA, 2018).

Os nitratos (NO3) e nitritos (NO,) sdo conservantes quimicos permitidos pela
legislacdo brasileira, em no maximo 150 mg/L de nitrito de potassio ou de sodio, ou 300 mg/L
de nitrato de potéssio ou de sédio (BRASIL, 2006). De acordo com Duarte (2010) e Horita et
al. (2018) seu uso em produtos carneos tem a funcdo de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos, como o Clostridium botulinum, além de diminuir a oxidagéo
lipidica, conferindo cor, sabor e odor aos alimentos a base de carne.

O nitrato pode dar origem ao nitrito, por reducdo enzimatica ou microbiana
(DUARTE, 2010), e em um ambiente &cido, ele se ioniza produzindo acido nitroso (HNO,),
que se decompde produzindo 6xido nitrico (NO), que é o responsavel pela fixacdo de cor em
carnes curadas, pela reacdo com a mioglobina em condicGes redutoras para produzir o
pigmento vermelho desejavel: nitrosomicoglobina (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). Sua
acao antibacteriana pode ocorrer pela reacdo do 6xido nitrico com compostos como a catalase,
peroxidases, e citocromos, possuindo maior a¢do contra as bactérias em pH entre 4,5 e 5,5,
quando estd em sua forma ndo-dissociada maxima, ja que o pKa do nitrito é de 3,29. Ja em pH
entre 6 e 7 sua acao € baixa, e com o pH acima de 7,5 sua presenca pode até mesmo auxiliar o
crescimento microbiano (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

O nitrito pode reagir com aminas secundarias e terciarias, formando N-nitrosaminas,
que podem possuir atividade carcinogénica, mutagénica, teratogénica e embriopatica. Essa
toxicidade pode estar relacionada a quantidade excessiva destes compostos em alimentos ou
ao alto consumo de alimentos com residuos destes compostos (DUARTE, 2010; HORITA et
al., 2018). Porém, ainda ndo foi possivel encontrar um Unico substituto para o nitrito que
reunisse todas as propriedades funcionais do mesmo (ALAHAKOON et al., 2015; HORITA
et al., 2018). A forma generalizada pela qual as nitrosaminas podem se formar € a seguinte
(JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005):

H+

3.4 MICROBIOLOGIA PREDITIVA
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A microbiologia preditiva pode ser definida como a compreensdo das respostas dos
microrganismos em relacdo as condi¢bes ambientais, resumidas em modelos matematicos,
permitindo que a avaliacdo das operacOes de processamento, distribuicdo e armazenamento
com relacdo a inocuidade e a qualidade dos alimentos seja objetiva (KOUTSOUMANIS;
LIANOU; GOUGOULLI, 2016).

A microbiologia preditiva ¢ uma &rea promissora que estd se desenvolvendo
rapidamente e ganhou uma grande atencdo cientifica nos Gltimos anos devido a pesquisa de
microbiologistas alimentares e cientistas. Ela envolve areas interdisciplinares como
matematica, engenharia, quimica e microbiologia para dar previsdes do comportamento
microbiano em determinados alimentos e em condi¢des especificas (MCDONALD; SUN,
1999; GUILLIER , 2016).

Seu objetivo é desenvolver equacbes matematicas que possam descrever o0
comportamento dos microrganismos a partir de diferentes fatores ambientais, fornecendo
apoio na tomada de decisGes com relacdo a seguranca microbioldgica e a qualidade dos
alimentos (FAKRUDDIN et al., 2011).

Segundo Baranyi e Roberts (2004), a microbiologia de alimentos apresentou certa
relutdincia em se adaptar a métodos modernos e conceitos inovadores, e muitos
microbiologistas de alimentos ainda seguem o método de enumerar microrganismos em
diferentes estagios de armazenamento dos alimentos, que € moroso e caro. Além disso, para
Baranyi e Roberts (1995), o conhecimento adquirido utilizando essa abordagem ndo é
cumulativo, e quando a formulac¢do do produto, ou a temperatura ao qual é submetido muda,
0s testes precisam ser repetidos.

O estudo dos efeitos de fatores como temperatura, pH ou atividade da &gua sobre o
crescimento microbiano resultou na aceitacdo de que determinados microrganismos ndo
cresceriam abaixo de certas temperaturas, ou abaixo de um certo valor de pH ou atividade de
agua. Alguns cientistas reconheceram que outros fatores, extrinsecos ou intrinsecos eram
importantes, como a composicdo da atmosfera, conservantes, ou estrutura alimentar, mas 0s
experimentos necessarios para incluir os efeitos de todos esses fatores seriam enormes. Entéo,
se a resposta de crescimento determinada por esses fatores pudesse ser medida e modelada,
seria possivel indicar quanto o crescimento poderia ser atribuido a esses fatores. O uso de
modelos validados com dados independentes tornou-se tdo confidvel quanto a acumulacéo de
resultados da literatura cientifica ou com semanas gastas gerando mais dados
microbioldgicos. E importante se ter uma estimativa "precisa” do crescimento/sobrevivéncia

do microrganismo, mas frequentemente, a estimativa é suficiente (BARANYI e ROBERTS,
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2004). Porém, para McDonald e Sun (1999), apesar dos progressos realizados pela
Microbiologia Preditiva, ela continua sendo uma pesquisa e ndo uma ferramenta industrial, ja
que os modelos sdo muitas vezes validados com o crescimento dos microrganismos em
laboratdrios, em condicdes especificas. Com isso, 0s modelos podem ter dificuldades em fazer
previsoes precisas dos alimentos.

Para Zwietering e Den Betsen (2011) e Guillier (2016), os modelos preditivos ndo sao
perfeitos, ja que ha imprecisdes intrinsecas, além de serem feitas extrapolacdes e ainda contar
com um inesperado comportamento bioldgico. Por isso, Guillier (2016) acredita na
importancia de se conhecer a precisao e confiabilidade das previsdes para medir a qualidade e
tirar conclus6es bioldgicas para a tomada de decis@es.

Os modelos matematicos desenvolvidos pela microbiologia preditiva sdo muito
importantes para a industria de alimentos, permitindo uma ampla gama de aplicacdes, como
suporte ao sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), design de
produtos e processos, avaliacdo da vida util, cumprimento de critérios microbioldgicos,
avaliacdo de exposicdo e desenvolvimento de planos de amostragem (FAKRUDDIN et al.,
2011; GUILLIER, 2016; KOUTSOUMANIS; LIANOU; GOUGOULI, 2016). O maior
beneficio em se usar essas ferramentas é o fato do software auxiliar na tomada de decisbes em
um curto periodo de tempo (KOUTSOUMANIS; LIANOU; GOUGOULLI, 2016).

3.4.1 MODELOS MATEMATICOS

Modelos matematicos sdo conjuntos de suposicGes, geralmente representas por
equacdes diferenciais (BARANYI e ROBERTS, 2004). Os modelos preditivos permitem
estimar a vida de prateleira dos alimentos e verificar como as variaveis ambientais afetam o
comportamento de bactérias, fornecendo uma estimativa do crescimento de microrganismos
especificos sob condi¢des variadas. Os modelos utilizados na microbiologia preditiva sdo
desenvolvidos a partir de experimentos realizados em laboratorios, que sdo extrapolados para
os alimentos (FAKRUDDIN et al., 2011).

Segundo Baty e Delignette-Muller (2004), ao se tracar o logaritmo da densidade
bacteriana em funcgéo do tempo, a cinética de crescimento é dividida em trés fases. As células
recentemente inoculadas em um meio mostram um tempo de laténcia antes da primeira
divisdo, ou seja, um periodo de adaptacdo, que é seguido por uma fase de crescimento

exponencial, no qual a populacdo bacteriana duplica em cada tempo de geragéo.
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Posteriormente, a densidade bacteriana atinge o mé&ximo, quando o crescimento é
parcialmente inibido pela falta de nutrientes.

Os microbiologistas usam dois parametros principais para caracterizar a curva de
crescimento bacteriano: a duracdo da fase de adaptacdo (1) e a taxa de crescimento especifico
mAaximo (Umax), Sendo que estes precisam ser estimados com precisdo. Os modelos podem ser
classificados de acordo com critérios diversos, diferindo quanto a precisdo com que
descrevem as sucessivas fases de crescimento (BATY; DELIGNETTE-MULLER, 2004).

Os modelos matematicos podem ser classificados como cinéticos ou de probabilidade;
empiricos ou mecanicistas; ou ainda como primarios, secundarios ou terciarios. Os modelos
cinéticos modelam a taxa de crescimento de um microrganismo para fazer previsdes com base
no crescimento exponencial dessa populacdo microbiana, ou ajustam a funcdo a um dado de
crescimento da populacdo microbiana para modelar os efeitos de vérios fatores ambientais, o
que permite que se facam previsdes sobre o tempo de laténcia, tempo de geracdo ou taxa de
crescimento exponencial dos microrganismos estudados (MCDONALD; SUN, 1999).

Os modelos probabilisticos tém a vantagem de usar a possibilidade de um evento
particular ocorrer em condicdes prescritas. Porem, um problema com o uso desses modelos é
que a probabilidade varia com o tempo. Geralmente sdo utilizados para modelar bactérias
formadoras de esporos (MCDONALD; SUN, 1999).

Modelos empiricos descrevem dados em condicGes experimentais sob a forma de uma
relacdo matematica conveniente. J& 0os modelos mecanicistas geram previsdes a partir de
hipoteses (MCDONALD; SUN, 1999).

Os modelos primarios medem o crescimento do microrganismo com o tempo. Estas
respostas podem ser medidas direta ou indiretamente pela densidade populacional microbiana
ou pelos produtos gerados pelo metabolismo microbiano. Ja os modelos secundarios indicam
como o0s parametros dos modelos primarios mudam em relacdo a outros fatores, como a
atmosfera, pH, temperatura e nivel de sal. Os modelos terciarios consistem de softwares de
facil utilizacdo, nos quais sdo aplicados os modelos primarios e secundarios como base para
gerar sistemas que fornecam previsdes (FAKRUDDIN et al., 2011).

Dentre os modelos preditivos ja desenvolvidos para L. monocytogenes estdo 0s
modelos de Baranyi, Modificado de Gompertz, e Logistico estudados em carne suina crua em
funcdo da temperatura. O modelo Baranyi foi 0 mais adequado para expressar o crescimento
de microrganismos em carne suina crua e assim garantir a inocuidade alimentar (LEE et al.,
2014). O modelo de Baranyi foi usado por Lianou et al. (2017) para avaliar o efeito da

temperatura de armazenamento e a presenca de extrato de canela em pudim de creme de
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baunilha pasteurizado, que os fizeram perceber a utilidade do uso do modelo preditivo na
avaliacdo do risco microbiano. Tiwari et al. (2014) usaram os modelos de Baranyi,
Modificado de Gompertz e Logistico para modelar a interacdo entre a temperatura de
armazenamento, pH e atividade da 4gua sobre a L. monocytogenes em queijo utilizando leite
cru e leite pasteurizado em diferentes temperaturas de armazenamento, indicando que estes
modelos preditivos auxiliam na otimizacdo das condi¢es intrinsecas do alimento e a0 mesmo
tempo na reducdo do crescimento da bactéria em estudo. Buchanan, Stahl e Whiting (1989)
utilizaram o modelo de Gompertz para perceber a interacdo entre os fatores temperatura, pH,
atmosfera, cloreto de sddio e nitrito de sédio no crescimento de Listeria monocytogenes.
McClure; Kelly e Roberts (1991) examinaram o efeito da combinacdo dos fatores
temperatura, pH, cloreto de sodio e nitrito de sodio sobre o crescimento de Listeria
monocytogenes em todos os niveis relevantes para uma grande variedade de alimentos. Duffy,
Vanderlinde e Grau (1994) usaram o modelamento por equacfes quadraticas para verificarem
os efeitos do pH, aw, nitrito e ascorbato no crescimento de Listeria monocytogenes em carnes
cozidas embaladas a vacuo. Em um estudo feito por Myers e colaboradores (2013) visando
identificar o efeito da alta pressdo hidrostatica, nitrito de sodio e sal no crescimento de
Listeria monocytogenes em presunto e peru prontos para 0 consumo, verificaram o efeito
positivo do uso de NaNO; na reducédo da bactéria, mas ndo perceberam diferenca significativa

no aumento do teor de sal.

3.4.1.1 Modelo de Gompertz, Logistico, e Logistico Modificado

Essas curvas possuem quatro fases comparadas aos estagios das curvas de crescimento
microbiano, que sdo a fase de adaptacdo inicial, onde ndo ha alteracdo no crescimento
microbiano; uma fase de rapido crescimento; uma de desaceleracdo; e uma fase estacionaria
(GIBSON, BRATCHELL; ROBERTS, 1987). Por isso estes modelos foram utilizados por
Gibson, Bratchell e Roberts (1987) para o estudo do efeito do sal e da temperatura de
cozimento e de armazenamento no crescimento de Clostridium botulinum tipo A em carne de
porco pasteurizada.

Estes modelos sé&o Primarios (MCDONALD; SUN, 1999) e para avaliar a forma
sigmoidal do crescimento microbiano, os modelos Logistico, equagdo (1) e de Gompertz,

equacdo (2) foram ajustados a curva de crescimento (TIWARI et al., 2014).

_ (Nmax—No)
Ne = No + T pBe—m) (1)
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N = No + (Npax — No)exp(— exp(—B(t — M))) ()

Corradini e Peleg (2005) propuseram uma nova versdao do modelo Logistico, equagdo
(3) (DANNENHAUER, 2010).

X\ _ (Nmax—No) _ (Nmax—No)
in (_) " 1+exp(-B(t-M))  1+exp(BM) (3)

X0
Onde Ny € a densidade de populagdo microbiana inicial, Nmax € a densidade de
populacdo microbiana maxima; N; é a densidade de populacdo microbiana no tempo de
armazenamento t; B é o crescimento relativo maximo (hora™) emt =M e M é o tempo em
que a taxa de crescimento absoluto foi maxima. B e M podem ser usados para calcular a taxa
de crescimento especifico e a fase de adaptacdo do crescimento isotérmico. A taxa de
crescimento especifico e a fase de adaptacdo para 0 modelo de Gompertz podem ser
calculadas utilizando as Egs. (4) e (5) e para 0 modelo Logistico e Logistico Modificado sédo
utilizadas as Egs. (6) e (7), respectivamente (GIBSON, BRATCHELL; ROBERTS, 1987,
CORRADINI; PELEG, 2005; DANNENHAUER, 2010; TIWARI et al., 2014).

Himax = =20y (@)
p=m-1 ®)
Himax = Smex=to) xp (6)
1=M-2 (7)

3.4.2 ANALISE DE DESEMPENHO DOS MODELOS PREDITIVOS

De acordo com Ross (1996), foram pesquisados meios com base no desvio médio
entre 0s tempos de geragdo previstos e 0s observados com o intuito de gerar indices
interpretaveis. Como pode haver grandes variacdes nos tempos de geracdo, de acordo com o
microrganismo ou com o ambiente, o desvio absoluto (diferenca entre a resposta prevista e

observada) para valores altos teria grande influéncia ao se utilizar algum processo de média.
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Sendo assim, a medida relativa foi adotada para "padronizar” o desvio. Sabendo, no entanto,
que a proporcdo pode ser enganosa, foi dado peso igual a sobre e a subpredi¢cdo. O
antilogaritmo do desvio relativo médio é a proporcdo média dos tempos de geracdo previstos
e observados, sendo denominado como Fator de Influéncia (FI), equacdo (8), onde n é o

namero de observacdes usadas no calculo do modelo preditivo (ROSS, 1996).

z:log(valor predito/valor observado)

FI = 10( 7 ) (8)

Ross (1996) ainda afirma que a previsdo excessiva tendera a cancelar este valor, ja que
o logaritmo dos indices tera sinais opostos. Com isso, o Fator de Influéncia ndo indica a
precisdo média das estimativas. Assim, calculou-se o Fator de Precisdo (FP), equacdo (9), ja

que este usa 0 modulo do logaritmo.

leog(valor predito/valor observado)|

Fp = 10 z ) ©)
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Faculdade de Farméacia (FAFAR) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.1 ATIVACAO E ENUMERACAO DE Listeria monocytogenes

A cultura congelada de Listeria monocytogenes 4b, cedida pela Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), foi descongelada e reativada por meio da transferéncia de 1 mL da cultura,
em 9 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubada a 37°C por 24 horas. A partir desta
cultura foi realizado o esgotamento por estrias em meio BHI agar. As placas foram incubadas
a 37°C por 24 horas para a obtencédo de col6nias isoladas.

Foi realizada a coloragcdo de Gram das colbnias isoladas para verificagdo de sua
pureza. Uma colbnia isolada foi transferida para 5 mL de caldo BHI, em triplicata, e foram
incubados a 37°C por 48horas. Foram transferidos 200 pL dessa cultura para 5 mL de caldo
BHI e incubados a 37°C por 24horas.

O plaqueamento do meio com 200 pL da cultura foi feito em duplicata, por superficie
e por profundidade. Para isso, foram realizadas diluicbes decimais seriadas em agua
peptonada tamponada (BPW). As placas foram incubadas a 37°C por 24horas, e feita a
contagem para determinar a quantidade de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) de

Listeria monocytogenes 4b que havia nesse indculo.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para cada temperatura de incubacdo (10, 15 e 37°C) foi estudado o efeito dos fatores
pH, NaCl e NO,, conforme a Tabela 4. A temperatura de 10°C foi escolhida por ser a
temperatura maxima de refrigeracdo, 15°C é uma temperatura de refrigeracdo abusiva e 37°C

¢ a temperatura 6tima de crescimento de Listeria monocytogenes.
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Tabela 4 — Fatores investigados na variacdo da composicdo do meio BHI para o crescimento
da L. monocytogenes nas diferentes temperaturas de incubagéo.

Fator - + Unidade
pH 55 6,8 -

NaCl 1,5 2,0 9/100g
NaNO, 75 150 mg/kg

Foi utilizado o fatorial 23, obtendo 8 tratamentos com o seguinte delineamento basico

da Tabela 5. Foram atribuidas letras para cada tratamento.

Tabela 5 — Tratamentos obtidos pelo delineamento fatorial 2° com a letra representando cada
variacdo da composicao do meio de cultura BHI.

. NaCl NaNO,
Meio PR (g100)  (mgrkg)
A 6,8 15 150
B 6,8 2,0 75
C 6,8 15 75
D 6,8 2,0 150
E 55 15 75
F 55 2,0 75
G 55 15 150
H 55 2,0 150

4.3 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

Novamente foram transferidos 200 uL da cultura pura de L. monocytogenes para 5 mL
de meio BHI e incubado a 37°C por 24horas. Como houve um crescimento de cerca de 10°
UFC/mL em um periodo de 24h, foram feitas diluicBes sucessivas até 10, pois ao se retirar
50 pL desta diluicdo, se obtinha cerca de 10° UFC/mL, que foi o indculo escolhido para
utilizar nos experimentos, uma vez que menores concentracdes de microrganismos
proporcionam melhor leitura de absorvancia em microplacas, ja que o crescimento da bactéria
ndo seria tdo acelerado, provocando uma demorada sedimentacdo de células no meio de
cultura.

Em cada microplaca foram utilizados 150 pL de meio de cultura (BHI para o Branco
ou BHI com os inibidores), e 50 pL da diluicdo 107 do inéculo, ou 50 pL de BPW para o
Branco, em cada poco. As placas foram incubadas nas temperaturas de 10°C, 15°C e 37°C.

Para a disposi¢do das amostras na microplaca, foi realizado um sorteio com o auxilio

do software MiniTab versdo 17 (Minitab Inc, State College, Pensilvania, Estados Unidos da
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América), sendo que cada amostra variou entre as linhas A e H da microplaca 2 vezes, uma
vez que foi utilizado uma pipetadora multicanal com 6 ponteiras e a microplaca apresenta 12

colunas, como exemplifica a Figura 2.

L/Co|1|2|3|4|5|6|7|8|9]10(11 |12
a |AIAJA/AIA|A|C|C|C|C|C|C
b |[B/B|B/B/B|B|F|F|F|F|F|F
c EIE/IE|E|E|E/IH|H/HIH|H|H
d |[GIG|G|IG|GIGIA|IA/IA|AA]A
e |D/DDIDDIDIG|G|G|G|G|GC
f |[c/c|Cc/C|Cc|C/D/DD D|D|D
g FIF|IF|F|IFIF|B|B|B|B|B|B
h [HHHIHIHHH|E|E|E|E|E]|E

Figura 2 - Um dos sorteios feitos para disposi¢do das amostras em microplaca.

L = linha; Co = coluna; A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; B = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl;
75 ppm NO,; C = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm
NO,; E = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; G =
meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,.

A sedimentacdo de células dos meios foi avaliada pela medida da absorvancia a
630 nm, utilizando espectrofotdbmetro especifico (ThermoPlate, TP Reader, Brasil) para
leitura de placas de microtitulacdo, em intervalo de duas horas, até que o crescimento
atingisse absorvancia entre 0,600 e 0,700 ou quando a leitura se tornava inconsistente. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 DESENVOLVIMENTO DO MODELO PREDITIVO

Com os dados obtidos foram construidas curvas de crescimento utilizando o software
MATLAB (R2015a, Estados Unidos da América) para os 3 modelos: Gompertz, Logistico e
Logistico modificado.

A adequacdo dos modelos no ajuste dos dados foi avaliada pela analise dos gréficos
gerados, pelos parametros obtidos pelo software utilizado, pelos valores de R? e RMSE, pelo
Fator de Influéncia e Fator de precisdo e ainda por uma analise de residuos para a

identificacdo de perfis que pudessem evidenciar a qualidade do ajuste.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO CRESCIMENTO DE Listeria monocytogenes

Como os graficos obtidos nos trés modelos preditivos estudados sdo similares, foram
analisados somente aqueles da primeira repeticdo. Como pode ser observada nas Figuras 3 a
35, a fase de adaptacdo (fase lag) de L. monocytogenes em meios de cultura com inibidores
(Figuras 6 a 13; 17 a 24; 28 a 35) foi maior quando comparada a fase lag de L. monocytogenes
em meios de cultura sem inibidores (Figuras 3 a 5; 14 a 16; 25 a 27) em diferentes
temperaturas de incubacéo, ja que os inibidores (sal, nitrito e pH) desaceleram o crescimento
da bactéria, como pode ser visto no estudo realizado por Buchanan, Stahl e Whiting (1989),
que perceberam que ao aumentar os teores dos inibidores NaCl e NaNO, e também ao

diminuir o pH do meio, a fase de adaptacéo era menor.

5.1.1 CRESCIMENTO A 10°C

Ao verificar os valores de absorvancia lidos, percebeu-se que a fase lag da Listeria
monocytogenes foi maior na temperatura de incubagéo de 10°C, assim como Buchanan, Stahl
e Whiting (1989), que visualizaram uma fase de adaptacdo minima nas temperaturas mais
altas estudadas por eles: 37 e 28°C, e maxima na menor temperatura estudada: 5°C.

Nessa temperatura, valores de absorvancia foram lidos a partir de 66 horas de
incubacdo (Figuras 3 a 13), pois nesta fase a bactéria esta se adaptando ao meio em que se
encontra, e quando as condi¢Bes extrinsecas ou intrinsecas ndo sdo tdo favoraveis ao seu

crescimento, esta fase de adaptacdo dura mais tempo.
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Figura 3 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,

incubado a temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSL1 = absorvéancia na primeira repeticdo; t1 = tempo de incubacdo (horas).
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Figura 4 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,
incubado a temperatura de 10°C, na primeira repeticao, obtida pelo modelo Logistico.

ABSL1 = absorvéancia na primeira repeti¢do; t1 = tempo de incubacdo (horas).
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Figura 5 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,
incubado a temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico

Modificado.

ABS10 = absorvancia na primeira repeticdo; t: tempo de incubacdo (horas).

Pelas figuras 3, 4 e 5 observa-se a semelhanca nos graficos obtidos pelos diferentes

modelos estudados na temperatura de incubacdo de 10°C, por isso a analise da absorvancia
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sera feita usando apenas o modelo de Gompertz. A escolha do ajuste exposto nas figuras 6 a
13 foi feita de forma aleatdria, para que cada modelo fosse ilustrado.

o Avs T
= untitled fit 1
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Figura 6 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
A = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; T = tempo de incubago(horas).
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Figura 7 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSB = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; TB = tempo de incubacéo (horas).

t  ABSCvs. TC
untitled fit 1|

| | | | | |
0 20 40 60 80 100 120
TC
Figura 8 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a
temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSC = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; TC = tempo de incubac&o (horas).
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Figura 9 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSD = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NacCl; 150 ppm NO,; TD = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 10 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz (horas).
ABSE = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; TE = tempo de incubagéo.

T T T T T T . |
06 |
05
L 04T
3 03
<
02r *  ABSFus.TF
untitied fit 1
0.1 .
0 f ] ] ] | | | ]
0 20 40 60 80 100 120

TF
Figura 11 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSF = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; TF = tempo de incubag&o (horas).
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Figura 12 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSG = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; TG = tempo de incubag&o (horas).
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Figura 13 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSH = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; TH = tempo de incubag&o (horas).

O inicio da fase exponencial de crescimento bacteriano comecgou a ser observado por
volta de 74 horas para 0 meio de crescimento A; 82 horas para B; 74 horas para C; 73 horas
para D; 74 horas para E; 73 horas para F; 73 horas para G; 73 horas para H (Figuras 6 a 13).

O crescimento de L. monocytogenes ap6s 100 horas, ainda na temperatura de 10°C,
apresentou um crescimento mais intenso no meio de crescimento F, depois no A, G, D, H, C,
E, e B. Ao comparar os meios de cultura B e F, que somente diferem pelo pH (6,8 € 5,5
respectivamente) (Figuras 7 e 11), observou-se que no meio B a bactéria deveria apresentar
uma fase lag menor, j& que em maiores valores de pH o crescimento de qualquer bactéria se
torna mais favoravel. Porém uma justificativa para isso esta no trabalho realizado por Horita e
colaboradores (2018), no qual afirmam que L. monocytogenes se multiplica em uma ampla
faixa de pH (pH entre 4,1 e 9,6). Como a diferenca entre os pH estudados ndo é expressiva,

pH 5,5 e 6,8, a bactéria em questdo pode ter crescido bem nestes dois pH na temperatura de
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incubacdo de 10°C, j& que seu tempo de adaptacdo ao meio foi maior que em outras

temperaturas, possibilitando que adaptassem bem mesmo em menor pH.
5.1.2 CRESCIMENTO A 15°C
Nos valores de absorvancia lidos na primeira repeticdo das anélises, p6de-se observar

que a fase lag observada na temperatura de incubacao de 15°C foi a segunda maior, sendo que

os valores comecaram a serem lidos com 24 horas de incubacédo (Figuras 14 a 24).
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Figura 14 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,
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incubado a temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSL1 = absorvancia na primeira repeti¢do; t = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 15 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,
incubado a temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico
Modificado.

ABS15 = absorvancia na primeira repeticdo; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 16 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,

incubado a temperatura de 15°C, na primeira repeticao, obtida pelo modelo Logistico.
ABSL1 = absorvancia na primeira repeti¢do; t1 = tempo de incubacéo (horas).

As figuras 14, 15 e 16 indicam a semelhanca nos graficos obtidos pelos diferentes
modelos estudados na temperatura de incubacdo de 15°C. Com isso, a analise da absorvancia
sO foi efetuada pelo modelo Logistico. A escolha do ajuste exposto foi feita de forma

aleatoria, para que cada modelo fosse ilustrado.
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Figura 17 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSA = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NacCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 18 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSB = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagio (horas).

+  ABSCuws. t
untitled fit 1

0 T I I . | I I I I ]
0 10 20 30 40 50 60 70

t
Figura 19 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSC = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).

t  ABSDws. t
untitled fit 1

0= T T = f I I I I 7

0 10 60 70

Figura 20 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSD = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacao (horas).
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Figura 21 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSE = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacdo (horas).
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Figura 22 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSF = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 23 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSG = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacao (horas).
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Figura 24 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSH = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacédo (horas).

O crescimento de L. monocytogenes comecgou a ser observado, por volta de 30 horas
(Figuras 14 a 24). O crescimento de L. monocytogenes ap6s 50 horas foi mais intenso nos
meios de crescimento A e G, depois no E, C, F, B, D, e H. Como esperado, para 0 meio de
cultura com menor pH, maior concentracdo de nitrito e maior concentracéo de sal (H), obteve-
se 0 menor crescimento de L. monocytogenes. O fato de o crescimento ter sido mais intenso
nos meios A e G pode ser justificado pela menor concentracao de sal, e no caso do meio A,
pelo maior valor de pH, indicando que a L. monocyogenes é mais sensivel ao sal, seguido do
pH e por ultimo ao conservante nitrito de s6dio, numa mesma temperatura de incubacao.

Duffy, Vanderlinde e Grau (1994) também verificaram que a incorporacdo de NaNO,
reduziu significativamente o crescimento de L. monocytogenes em carnes cozidas embaladas
a vacuo armazenadas a 0 e 5°C e teve aumento na fase de adaptacdo. O aumento do pH fez
com gue a concentracdo de nitrito ndo dissociado aumentasse, reduzindo sua eficacia. No
estudo realizado por Myers e colaboradores (2013) foi identificado o efeito do NaNO; no
crescimento de L. monocytogenes, ja que apos 19 dias de incubacdo, todos os presuntos ndo
curados com 1 log de inoculagdo tinham populac6es de L. monocytogenes significativamente
maiores (p > 0,05) que os presuntos curados. Porém ndo houve diferencas no crescimento de
L. monocytogenes devido ao teor de NaCl (1,8% ou 2,4%), ao contrario deste estudo, no qual

foi percebido o efeito inibitorio do sal na concentracédo de 2,0%.
5.1.3 CRESCIMENTO A 37°C
Ao verificar os valores de absorvancia lidos na primeira repeticdo das analises,

percebeu-se que a fase lag observada na temperatura de incubacédo de 37°C foi a menor, sendo

os valores de absorvancia lidos com 6 horas de incubacdo (Figuras 25 a 35), e a partir de 24
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horas os valores de absorvancia comecaram a ficar instaveis e por essa razdo ndo foram

considerados nos ajustes dos modelos.
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Figura 25 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,

incubado a temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABS = absorvancia na primeira repeticdo; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 26 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,

incubado a temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABS = absorvancia na primeira repeti¢do; t = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 27 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura sem inibidores,
incubado a temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico
Modificado.

ABS = absorvancia na primeira repeti¢do; t = tempo de incubagéo (horas).
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Examinando as figuras 25, 26 e 27 nota-se que os graficos obtidos pelos diferentes
modelos estudados na temperatura de incubacdo de 37°C séo parecidos, entdo optou-se por
analisar a absorvancia apenas pelo modelo Logistico Modificado. A escolha do ajuste exposto

foi feita de forma aleatdria, para que cada modelo fosse ilustrado.
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Figura 28 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
A = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 29 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
B = absorvéncia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 30 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
C = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacdo (horas).
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Figura 31 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
D = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 32 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.

E = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 33 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticéo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.

F = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 34 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
G = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 35 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
H = absorvéncia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).

O crescimento de L. monocytogenes comegou a ser observado por volta de 6 horas

para os meios C e F; de 8 horas para os meios A, B, E, e G, e de 10 horas para 0os meios D e
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H, j& sendo esperados a maior fase lag para os meios com maior concentracdo de nitrito e de
sal (Figuras 28 a 35).

Ap0s 20 horas de incubacao a 37°C, atentou-se para um crescimento mais intenso de
L. monocytogenes nos meios de crescimento A e E, depois no G, seguido pelo C, valores de
D, F, e H muito préximos, e por fim, B, com crescimento menos intenso. O crescimento
intenso da bactéria nos meios A e E pode ter ocorrido pela menor concentracdo de sal nestes
meios, ja que posteriormente vém os meios G e C, que também possuem menor concentracao
de sal.

Segundo Baranyi e Roberts (2004), os fatores mais importantes que determinam o
crescimento microbiano, depois da temperatura, séo o pH, seguido por conservantes. A
influéncia da temperatura péde ser percebida pelos graficos dos modelos preditivos, nos quais
a fase lag foi maior na incubacdo a 10°C, seguida da incubacdo a 15°C, e por fim da
incubacdo a 37°C. Porém, a 10°C a varia¢do no pH e a adi¢cdo de conservantes ndo mostrou
interferéncia no crescimento da bactéria em estudo. Ja a 15 e 37°C, pbde-se perceber a
interferéncia dos fatores inibitorios no crescimento da L. monocytogenes, mas essa diferenca
no crescimento da bactéria em estudo nos meios de cultura com maiores e menores
concentragdes de inibidores ndo se mostrou significativa.

Lee et al. (2014) demonstraram que L. monocytogenes pode crescer em temperatura de
refrigeragéo, abaixo ou igual a 10°C e que seu crescimento reduziu a temperaturas inferiores a
0°C. No presente estudo foi possivel perceber a diminuicdo do crescimento de L.
monocytogenes quando a temperatura de incubacdo também diminuiu. Com isso, constata-se a
importancia da manutencdo da temperatura baixa durante as etapas de processamento de
fabricacdo para se garantir a seguranca alimentar.

5.2 ANALISE DOS PARAMETROS OBTIDOS PELAS CURVAS DE CRESCIMENTO
DOS MODELOS LOGISTICO, LOGISTICO MODIFICADO, E DE GOMPERTZ

Nas Tabelas 6 a 14 sdo apresentadas a média dos parametros obtidos pelas curvas de
crescimento de L. monocytogenes usando os modelos de Gompertz, Logistico e Logistico
modificado, com meio de cultura sem presenca de inibidores e com inibidores. As trés curvas
de crescimento foram bem ajustadas ao se utilizar todos os meios de crescimento para Listeria

monocytogenes, com um coeficiente de determinacéo (R?) maior que 0,94.
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Tabela 6 — Parametros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
sem presenca de inibidores.

Modelo Parametros Sem Inibidores
dos modelos  10°C  15°C  37°C
Logistico No 0.303 0.006 0.138
Nmax 2.651 0.581 0.260
In (Nmax/No) 2.168 4572 0.633
B (hora™) 0.024 0.177 0.271
M (hora) 115.667 50.383 11.060
Hmax (hora™) 0.072 0.037 0.076
A (hora) 110.723 44.685 10.810
RMSE 0.029 0.019 0.025
R? 0.985 0.992 0.983
Gompertz No -0.012 0.022 0.004
Nmax 63.551 0.610 0.417
In (Nmax/No) 8.574 3.322 4.646
B (hora™) 0.017 0.115 0.371
M (hora) 198.633 47.763 10.049
Hmax (hora™) 0.177 0.017 0.037
A (hora) 62.023 30.288 3.968
RMSE 0.038 0.019 0.023
R? 0969 0.992 0.985
Logistico Modificado Ng -0.004 0.006 -0.005
Nmax 2981 0581 0412
In (Nimax/No) 6.613 4.572 4.411
B (hora™) 0.253 0.177 0.504
M (hora) 114.250 50.383 11.060
Hmax (hora™®) 0.101 0.037 0.076
A (hora) 103.865 44.685 8.908
RMSE 0.034 0.019 0.025
R? 0.977 0.992 0.983

No=densidade de populacdo microbiana inicial; N = densidade de populagdo microbiana maxima;
B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M; M = tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi
méxima (hora); Hmax = taxa de crescimento especifico (hora™); A = fase de adaptacfo do crescimento (hora);
RMSE = raiz quadrada do erro médio quadrético; R? = coeficiente de determinaco.

Apesar dos parametros de crescimento estimados a partir de dados de contagem de
celulas viaveis serem mais confiaveis, sua estimativa baseada no método de absor¢éo também
¢ valida, principalmente quando as densidades celulares sdo baixas (PERNI; ANDREW e
SHAMA, 2005).
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Ao se utilizar meio de cultura sem inibidores para o crescimento de Listeria
monocytogenes (Tabela 6), os modelos apresentaram coeficiente de determinacdo (R%) maior
que 0,96, sendo que o melhor ajuste foi obtido nos experimentos no qual os meios de culturas
foram incubados a 15°C (R?> 0,99), seguidos pelos incubados a 37°C (R®> 0,98), e por fim
aqueles incubados a 10°C (R?> 0,96), sendo estes valores observados em cada modelo de
crescimento. A raiz quadrada do erro médio quadratico (RMSE) foi menor para 0s meios de
cultura incubados a 15°C, seguidos pelos incubados a 37°C, e os incubados a 10°C
apresentaram maior valor. Valores baixos de RMSE indicam a precisdo do modelo ao
descrever o efeito do tempo na formagéo de colonias de L. monocytogenes (LEE et al., 2014).
O melhor ajuste, analisando os valores de R* e RMSE, foi obtido no modelo Logistico.

No é a populacdo microbiana inicial, ou seja, a concentracéo inicial de inoculo, € Nmax
é a densidade populacional maxima, ou a média da populacdo de patdgenos maxima que foi
estimada pelas curvas de crescimento durante a incubacdo em condigBes isotérmicas
(LIANQU et al., 2017). Os valores de In (Nmax/No) representam o aumento logaritmico
populacional, e pela analise das Tabelas 6 a 14 é possivel verificar que no modelo Logistico
este aumento foi menor na maioria dos experimentos.

A fase de adaptacédo (1), calculada pela Eq 5 para o modelo de Gompertz e pela Eq 7
para 0 modelo Logistico e Logistico Modificado, diminuiu conforme a temperatura de
incubacdo aumentava em todos os meios de cultura analisados (Tabelas 6 a 14), o que ja era
esperado, visto que a bactéria necessita de menor tempo de incuba¢do a maiores temperaturas
para comecar a crescer, ja que a faixa de temperatura 6tima para o crescimento de bactérias do
género Listeria é de 30 a 37°C (FRANCO; LANDGRAF, 1996; MANTILLA et al, 2007). A
taxa de crescimento especifico (Umax), Calculada pela Eq 4 para 0 modelo de Gompertz e pela
Eq 6 para o0 modelo Logistico e Logistico Modificado, foi menor a 15°C, depois a 37°C e
maior a 10°C, exceto no modelo Logistico, cujo pmax Obteve maior valor a 37°C, seguido por
10°C, porém se esperava que essa taxa fosse menor na temperatura de incubacdo de 10°C,
assim como no estudo de Lianou et al., 2017 e Tiwari et al., 2014, em que 0 patdgeno cresceu
mais rapido (maiores valores de pumax € baixos valores de A) com 0 aumento da temperatura de
armazenamento.

O parametro B representa a taxa de crescimento relativo em determinado tempo de
armazenamento M (TIWARI et al., 2014). Essas taxas aumentaram com 0 aumento da
temperatura de incubagdo uma vez que a variagdo no nimero de microrganismos por unidade
de tempo tende a aumentar com 0 aumento da temperatura de incubagdo. Porém, no modelo

Logistico Modificado esse valor foi menor a 15°C, e depois a 10°C. Os valores de M
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reduziram com o aumento da temperatura de incubacdo em todos os meios de cultura
estudados, visto que o crescimento de microrganismos é mais rapido a temperaturas mais

elevadas.

Tabela 7 — Parametros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura A).

Modelo Parametros Com Inibidores (A)
dos modelos  10°C  15°C 37°C
Logistico No 0.012 0.007 -0.011
Nimax 0.539 0.583 0.414
In (Nmax/No) 3.804 4422 3.627
B (hora™) 0.201 0.249 1.088
M (hora) 96.263 48.020 11.360
Hmax (hora™) 0.039 0.053 0.169
A (hora) 90.506 43.925 10.117
RMSE 0.033 0.021 0.024
R 0.972 0.992 0.988
Gompertz No 0.022 0.019 0.145
Nimax 0.564 0.602 0.264
In (Nmax/No) 3.244 3455 0.599
B (hora™) 0.234 0.168 0.273
M (hora) 95.303 45.947 11.093
Hmax (hora™) 0.030 0.025 0.072
A (hora) 80.181 33.781 9.590
RMSE 0.037 0.022 0.024
R 0.969 0.991 0.989
Logistico Modificado Ny 0.002 0.007 -0.010
Nmax 0.866 0.583 0.415
In (Nimax/No) 6.070 4.422 3.725
B (hora™) 0.166 0.249 1.088
M (hora) 102.043 48.020 11.360
Hmax (hora™) 0.042 0.053 0.169
A (hora) 94.481 43.925 10.117
RMSE 0.035 0.021 0.024
R? 0.973 0.992 0.988

Meio de cultura A =meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO2; N, = densidade de populacdo microbiana
inicial; Ny, = densidade de populagdo microbiana méaxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi maxima (hora); e = taxa de crescimento especifico
(hora); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE = raiz quadrada do erro médio quadratico;
R? = coeficiente de determinac&o.
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Para o meio de cultura A (Tabela 7) o coeficiente de determinacéo (R?) foi maior que
0,96. As curvas de crescimento para a temperatura de incubacdo de 15°C apresentaram o
melhor ajuste, com um coeficiente de regressdo (R maior que 0,99, seguidas das curvas de
crescimento para a temperatura de incubacdo de 37°C, com R? maior que 0,98, e por fim
aqueles incubados a 10°C, com R? maior que 0,96. O RMSE foi menor para os meios de
cultura incubados a 15°C, seguidos pelos incubados a 37°C, e o0s incubados a 10°C
apresentaram maior valor. Estes valores variaram pouco entre os trés modelos. O melhor
ajuste, analisando os valores de R? e RMSE, foi obtido nos modelos Logistico e Logistico
Modificado.

A taxa de crescimento especifico (Umax) foi menor a 10°C, depois a 15°C e maior a
37°C, como se esperava. Porém no modelo de Gompertz o valor de pmax foi um pouco menor
a 15°C, depois a 10°C e maior a 37°C. A taxa de crescimento relativo (B) aumentou com o
aumento da temperatura de incubagdo. Porém no modelo de Gompertz, B foi menor a 15°C,
depois a 10°C e maior a 37°C.
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Tabela 8 — Parametros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura B).

Modelo Parametros Com Inibidores (B)
dos modelos  10°C  15°C 37°C
Logistico No -0.008 -0.008 0.127
Nimax 0.520 0.603 0.255
In (Nmax/No) 4174 4.322 0.697
B (hora™) 0.160 0.229 0.128
M (hora) 98.043 49.843 12.297
Hmax (hora™) 0.031 0.051 0.081
A (hora) 91.770 45.368 11.472
RMSE 0.015 0.028 0.023
R 0.993 0.987 0.986
Gompertz No 0.000 0.004 0.000
Nimax 0561 0.636 0.404
In (Nmax/No) - 5.068 -
B (hora™) 0.095 0.147 0.371
M (hora) 95.223 47.693 11.320
Hmax (hora™) 0.013 0.023 0.037
A (hora) 73.755 33.729 5.758
RMSE 0.012 0.023 0.021
R? 0.996 0.991 0.988
Logistico Modificado Ng -0.018 -0.008 -0.010
Nimax 3.325 0.604 0.146
In (Nimax/No) 5218 4.324 2.681
B (hora™) 0.093 0.229 0.153
M (hora) 128.943 49.840 12.297
Umax (hora™) 0.088 0.051 0.081
A (hora) 116.274 45.362 11.540
RMSE 0.022 0.028 0.023
R? 0.982 0.987 0.986

Meio de cultura B = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; No=densidade de populacdo microbiana
inicial; Ny, = densidade de populagdo microbiana méaxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi maxima (hora); e = taxa de crescimento especifico
(hora™); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE =raiz quadrada do erro médio quadrético;
R? = coeficiente de determinac&o.

Ao se utilizar o meio de cultura B para o crescimento de Listeria monocytogenes
(Tabela 8), as curvas de crescimento forneceram coeficiente de regressdo (R?) maior que 0,98.

O RMSE foi menor para os meios de cultura incubados a 10°C, seguidos pelos incubados a
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37°C, e os incubados a 15°C apresentaram maior valor. O melhor ajuste, analisando os
valores de R? e RMSE, foi obtido no modelo de Gompertz.

A taxa de crescimento especifico (max) foi maior com o aumento da temperatura de
incubacdo. Porém no modelo Logistico Modificado este valor foi menor a 15°C, seguido
pelos incubados a 37°C, e pelos incubados a 10°C. A taxa de crescimento relativo (B)
aumentou com o aumento da temperatura de incubacdo. Porém no modelo Logistico, o valor

de B foi menor na temperatura de 37°C, seguido pela temperatura de 10°C e 15°C.
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Tabela 9 — Parametros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura C).
Parametros Com Inibidores (C)

Modelo dos modelos 10°C  15°C  37°C
Logistico No 0.006 -0.004 -0.006
Nimax 0578 0.673 0.401

In (Nmax/No) 4567 5.125 4.202

B (hora™) 0.164 0.208 0.662

M (hora) 99.190 50.090 11.510

Hmax (hora™) 0.034 0.050 0.099

A (hora) 92.935 44.973 9.985

RMSE 0.031 0.024 0.024

R 0.973 0.991 0.987

Gompertz No 0.011 0.012 0.143
Nimax 0.636 0.720 0.258

In (Nmax/No) 4.057 4.094 0.590

B (hora™) 0.104 0.136 0.138

M (hora) 96.833 47.900 11.200

Hmax (hora™) 0.015 0.023 0.047

A (hora) 74133 31.669 9.584

RMSE 0.030 0.022 0.023

R 0.978 0.992 0.988

Logistico Modificado No 0.008 -0.004 -0.006
N max 0.239 0.673 0.402

In (Nimax/No) 3.397 5.125 4.204

B (hora™) 0.021 0.208 0.661

M (hora) 99.457 50.090 11.510

Umax (hora™) 0.038 0.050 0.099

A (hora) 96.347 44.971 9.984

RMSE 0.020 0.024 0.024

R? 0.982 0.991 0.987

Meio de cultura C = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; No= densidade de populagcdo microbiana
inicial; Ny, = densidade de populagdo microbiana méaxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi méaxima (hora); Hme = taxa de crescimento especifico
(hora); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE = raiz quadrada do erro médio quadratico;
R? = coeficiente de determinac&o.

As curvas de crescimento para a temperatura de incubagéo de 15°C apresentaram o
melhor ajuste (Tabela 9), com um coeficiente de regressdo (R®) maior que 0,99, seguidas das

curvas de crescimento para a temperatura de incubacéo de 37°C, com R? maior que 0,98, e das
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curvas cujo meio foi incubado a 10°C, com R? maior que 0,97. O RMSE foi menor para 0s
meios de cultura incubados a 15°C e 37°C, e pelos incubados a 10°C para os modelos
Logistico e de Gompertz. Para 0 modelo Logistico Modificado, 0 RMSE foi menor para os
meios de cultura incubados a 10°C, seguidos pelos incubados a 15°C e 37°C. O melhor ajuste,
analisando os valores de R? e RMSE, foi obtido no modelo Logistico Modificado.

A taxa de crescimento especifico (Umax) aumentou com o aumento da temperatura de
incubacdo, 0 que era esperado. A taxa de crescimento relativo (B) aumentou com o aumento

da temperatura de incubacao.
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Tabela 10 — Pardmetros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura D).

Parametros Com Inibidores (D)

Modelo dos modelos  10°C 15°C 37°C
Logistico No 0.009 -0.003 0.113
Nimax 0.528 0.635 0.255

In (Nmax/No) 4.071 5.355 0.813

B (hora™) 0.169 0.208 0.259

M (hora) 95.907 49.963 11.693

Hmax (hora™) 0.032 0.049 0.123

A (hora) 89.687 45.113 10.973

RMSE 0.036 0.025 0.031

R? 0.966 0.990 0.978

Gompertz No 0.017 0.010 -0.004
Nimax 0.557 0.670 0.388

In (Nmax/No) 3.489 4204 4574

B (hora™) 0.110 0.129 0.555

M (hora) 92.850 47.720 10.923

Hmax (hora™) 0.015 0.021 0.055

A (hora) 72.213 32.025 6.545

RMSE 0.039 0.026 0.027

R? 0.962 0.989 0.982

Logistico Modificado Ng 0.010 -0.003 -0.011
Nmax 0.193 -0.227 0.100

In (Nimax/No) 2.960 4.326 2.207

B (hora™) 0.061 -0.053 0.006

M (hora) 96.120 49.963 11.690

Hmax (hora™®) 0.032 0.049 0.123

A (hora) 94,041 51.951 10.735

RMSE 0.035 0.025 0.031

R? 0970 0.990 0.978

Meio de cultura D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; Ny = densidade de populagdo microbiana
inicial; Ny, = densidade de populagdo microbiana méaxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi méaxima (hora); Hme = taxa de crescimento especifico
(hora™); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE = raiz quadrada do erro médio quadratico;
R? = coeficiente de determinac&o.

As curvas de crescimento para a temperatura de incubagéo de 15°C apresentaram o
melhor ajuste (Tabela 10), com um coeficiente de regressdo (R?) maior que 0,98, sequidas das

curvas de crescimento para a temperatura de incubacéo de 37°C, com R? maior que 0,97. Os
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modelos cujo meio foi incubado a 10°C, apresentaram R® maior que 0,96. O RMSE foi menor
para os meios de cultura incubados a 15°C, seguidos pelos incubados a 37°C, e pelos
incubados a 10°C. O melhor ajuste, analisando os valores de R?> e RMSE, foi obtido nos
modelos Logistico e Logistico Modificado.

Como esperado, a taxa de crescimento especifico (Umax) @ taxa de crescimento relativo
(B) aumentaram com o aumento da temperatura de incubacdo. Porém no modelo Logistico

Modificado, o valor de B apresentou valor negativo a 15°C, e com menor valor a 37°C.



59

Tabela 11 — Pardmetros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura E).
Parametros Com Inibidores (E)

Modelo dos modelos  10°C  15°C  37°C
Logistico No 0.002 -0.003 0.138
Nmax 0.501 0.698 0.265

In (Nmax/No) 5523 5449 0.652

B (hora™) 0.155 0.190 0.100

M (hora) 98.020 50.683 11.117

Uma (hora®)  0.028 0.048 0.153

A (hora) 91.297 45.348 10.486

RMSE 0.031 0.027 0.022

R? 0.968 0.988 0.990

Gompertz No 0.006 0.014 -0.002
Nmax 0.571 0.747 0.415

In (Nmax/Ng) 4995 3.977 5335

B (hora™) 0.079 0.121 0.671

M (hora) 95.457 48.410 10.434

Uma (hora®) — 0.011 0.022 0.071

A (hora) 68.015 31599 7.176

RMSE 0.032 0.024 0.020

R? 0.969 0.991 0.992

Logistico Modificado Np 0.003 -0.003 -0.008
Nmax 0.504 0.698 0.412

In (Nmax/No) ~ 5-123  5.449  3.941
B (hora™) 0.149 0.190 0.980

M (hora) 98.253 50.687 11.117
Umax (hora®)  0.027 0.048 0.153
A (hora) 91.353 45.349 9.980
RMSE 0.029 0.027 0.022
R? 0.975 0.988 0.990

Meio de cultura E = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; Ny= densidade de populacdo microbiana
inicial; Ny, = densidade de populagdo microbiana méaxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi méaxima (hora); Hme = taxa de crescimento especifico
(hora); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE = raiz quadrada do erro médio quadratico;
R? = coeficiente de determinac&o.

O melhor ajuste das curvas de crescimento foi obtido ao se utilizar a temperatura de
incubacéo de 37°C, apresentando R? maior que 0,99, sequidas das curvas de crescimento para

a temperatura de incubacdo de 15°C, com R? maior que 0,98, e das curvas cujo meio foi
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incubado a 10°C, com R? maior que 0,96. O RMSE foi menor para os meios de cultura
incubados a 37°C, seguidos pelos incubados a 15°C, e pelos incubados a 10°C. O melhor
ajuste, analisando os valores de R? e RMSE, foi obtido no modelo de Gompertz.

Como se aguardava, a taxa de crescimento especifico (Umax) € a taxa de crescimento
relativo (B) aumentaram com a temperatura. Porém no modelo Logistico, B apresentou menor

valor a 37°C, depois a 10°C e maior a 15°C.
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Tabela 12 — Pardmetros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura F).
Parametros Com Inibidores (F)

Modelo dos modelos 10°C 15°C 37°C
Logistico No -0.004 -0.006 0.127
Nimax 0.598 0.691 0.261

In (Nma/No) ~ 5.007 4746  0.720

B (hora™) 0.144 0.187 0.156

M (hora) 91.680 51.367 11.153

Hmax (hora®) ~ 0.032  0.048 0.146

A (hora) 84.523 45.951 10.623

RMSE 0.039 0.038 0.020

R? 0.974 0.979 0.991

Gompertz No 0.001 0.009 0.004
Nimax 0.626 0.762 0.392

In (Nma/No) 6439 4.438  4.584

B (hora™) 0.083 0.102 0.746

M (hora) 86.417 49.153 10.530

Hmax (hora®) ~ 0.013 0.019 0.071

A (hora) 61.843 28.765 7.601

RMSE 0.043 0.038 0.019

R? 0.969 0.977 0.992

Logistico Modificado Ny -0.002 -0.006 -0.001
Nimax 0.596 0.691 0.389

In (Nmax/No) ~ 5.697  4.746  5.963
B (hora™®) 0.146 0.187 1.035

M (hora) 91.673 51.363 11.153
Hmax (hora®)  0.032 0.048 0.146
A (hora) 84.655 45951 10.118
RMSE 0.039 0.038 0.020
R? 0.974 0979 0.991

Meio de cultura F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; N = densidade de popula¢do microbiana
inicial; Ny, = densidade de populagdo microbiana méaxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi maxima (hora); e = taxa de crescimento especifico
(hora™); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE =raiz quadrada do erro médio quadrético;
R? = coeficiente de determinac&o.

Ao se utilizar a temperatura de incubacéo de 37°C no estudo, as curvas de crescimento
expuseram 0 melhor ajuste (Tabela 12), com R? maior que 0,99. As curvas de crescimento

para as temperaturas de 15°C apresentaram R* maior que 0,97 e obteve-se R® maior que 0,96
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para 10°C. O RMSE foi menor para os meios de cultura incubados a 37°C, seguido pelos
incubados a 10°C e 10°C. O melhor ajuste, analisando os valores de R? e RMSE, foi obtido
nos modelos Logistico e Logistico Modificado.

A taxa de crescimento especifico (Umax) € a taxa de crescimento relativo (B)
aumentaram com o aumento da temperatura de incubacdo. Porém, para 0 modelo Logistico B

foi menor para a temperatura de 37°C, seguido pela incubacéo a 10°C e a 15°C.
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Tabela 13 — Pardmetros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura G).
Parametros Com Inibidores (G)

Modelo dos modelos 10°C  15°C  37°C
Logistico No 0.002 -0.001 0.138
Nimax 0517 0.611 0.267

In (Nmax/No) 5554 6.415 0.659

B (hora™) 0.146 0.238 0.578

M (hora) 93.983 48.797 10.800

Uma (hora®) ~ 0.027  0.054 0.152

A (hora) 86.438 44.570 10.778

RMSE 0.039 0.034 0.021

R 0.961 0.982 0.990

Gompertz No -0.005 0.011 -0.002
Nimax 4389 0.640 0.418

In (Nmax/No) 6.777 4.063 5.342

B (hora™) 0.047 0.155 0.700

M (hora) 114.743 46.743 10.164

Uma (hora®)  0.025 0.024 0.073

A (hora) 57.071 33.844 7.053

RMSE 0.035 0.031 0.018

R 0.969 0.985 0.993

Logistico Modificado No -0.009 -0.001 -0.010
N max 0.806 0.611 0.119

In (Nmax/No) 4494 6.415  2.476

B (hora™) 0.105 0.238 0.578

M (hora) 99.403 48.797 10.800

Umax (hora®) ~ 0.030 0.054 0.152

A (hora) 89.774 44572 10.779

RMSE 0.033 0.034 0.021

R? 0.972 0.982 0.990

Meio de cultura G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; N, = densidade de populagdo microbiana
inicial; Ny, = densidade de populagdo microbiana méaxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) em t = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi méaxima (hora); Hme = taxa de crescimento especifico
(hora); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE = raiz quadrada do erro médio quadratico;
R? = coeficiente de determinac&o.

As trés curvas de crescimento apresentaram melhor ajuste de dados ao se usar a
temperatura de incubacdo de 37°C, com R? maior que 0,99 (Tabela 13). As curvas de

crescimento para a temperatura de 15°C apresentaram R maior que 0,98 e obteve-se R? maior
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que 0,96 para 10°C. O RMSE aumentou com a diminuicdo da temperatura de incubagdo nos
trés modelos de crescimento. A curva que foi mais bem ajustada analisando os valores de R? e
RMSE foi obtido no modelo de Gompertz.

Como esperado, a taxa de crescimento especifico (Umax) € @ taxa de crescimento

relativo (B) aumentaram com o aumento da temperatura de incubacéo.
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Tabela 14 — Pardmetros do modelo de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura
com presenca de inibidores (meio de cultura H).
Parametros Com Inibidores (H)

Modelo dos modelos 10°C  15°C  37°C
Logistico No -0.001 -0.007 0.136
Nimax 0.451 0.646 0.249

In (Nmax/No) 6.111 4.524 0.604

B (hora™) 0.147 0.197 0.509

M (hora) 92.690 51.433 11.047

Hmax (hOra®) ~ 0.024 0.047 0.182

A (hora) 85.512 46.218 10.775

RMSE 0.042 0.029 0.018

R? 0.945 0.986 0.993

Gompertz No -0.006 0.007 0.123
Nimax 5.929 0.698 0.267

In (Nma/No) ~ 6.895  4.602  0.775

B (hora™) 0.052 0.123 0.015

M (hora) 118.193 49.250 10.773

Hmax (hora®)  0.030 0.021 0.093

A (hora) 59.885 32.383 9.377

RMSE 0.039 0.023 0.017

R? 0.954 0.990 0.993

Logistico Modificado Ny -0.010 -0.007 -0.005
Nimax 0.725 0.646 0.390

In (Nmax/No) 4283 4524  4.356

B (hora™) 0.111 0.196 1.262

M (hora) 98.540 51.433 11.047

Hmax (hora®) ~ 0.028 0.047 0.182

A (hora) 89.376 46.218 10.185

RMSE 0.037 0.029 0.018

R? 0.957 0.986 0.993

Meio de cultura H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; N, = densidade de populagdo microbiana
inicial; Ny = densidade de populagdo microbiana maxima; B = crescimento relativo maximo (hora™) emt = M;
M =tempo em que a taxa de crescimento absoluto foi maxima (hora); e = taxa de crescimento especifico
(hora); A =fase de adaptacdo do crescimento (hora); RMSE =raiz quadrada do erro médio quadratico;
R? = coeficiente de determinagao.

O melhor ajustamento aos dados foi observado na temperatura de incubacéo de 37°C,
R? maior que 0,99 (Tabela 14). As curvas de crescimento para as temperaturas de 15°C

apresentaram R? maior que 0,98 e obteve-se R? maior que 0,94 para 10°C. O RMSE foi menor
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para os meios de cultura incubados a 37°C, seguidos pelos incubados a 15°C, e pelos
incubados a 10°C. A curva melhor ajustada pelos valores de R? e RMSE foi a de Gompertz.

A taxa de crescimento especifico (Mmax) aumentou com o aumento da temperatura de
incubacdo nos modelos Logistico e Logistico Modificado. J& no modelo de Gompertz, Hmax
foi menor a 15°C, depois a 10°C e maior a 37°C, porém se esperava que essa taxa fosse
menor na temperatura de incubagdo de 10°C. A taxa de crescimento relativo (B) aumentou
com o0 aumento da temperatura de incubacdo nos modelos Logistico e Logistico Modificado.
Ja no modelo de Gompertz, B foi menor a 37°C, depois a 10°C e maior a 15°C.

O modelo de Gompertz apresentou mais inconstancias ao analisar o valor de pmax€ B,
ja que de maneira geral os valores destes parametros diminuiram quando a temperatura de
incubacdo foi aumentada em alguns meios de cultura estudados (Tabelas 6 a 14).

Comparando os valores de A em cada temperatura de incubagdo, a 10°C, seu maior
valor foi obtido no meio de cultura B no modelo Logistico Modificado; a 15°C, seu maior
valor foi obtido no meio de cultura D também no modelo Logistico Modificado; e a 37°C, seu
maior valor foi obtido no meio de cultura B no modelo Logistico Modificado, sendo que o
modelo de Gompertz apresentou 0os menores valores de A.

Analisando o modelo Logistico Modificado para incubacéo a 10°C, pode-se observar
maiores valores de A no meio de crescimento B, seguido pelos meios sem inibidores, C, A, D,
E, G, H e F, respectivamente. J& na temperatura de incubagdo a 15°C, pdde-se observar
maiores valores de A no meio de crescimento D, seguido pelos meios H, F, B, E, C, sem
inibidores, G, A, respectivamente. Por fim, na temperatura de incubacdo a 37°C, p6de-se
observar maiores valores de A no meio de crescimento B, seguido pelos meios G, D, H, F, A,
C, E, sem inibidores, respectivamente. O fato de B e D apresentarem uma maior fase de
adaptacdo observando as trés temperaturas de incubacdo, pode ser justificado pela maior
concentracdo de sal no meio B e pelas maiores concentracGes de nitrito no meio D.

Sendo assim, 0 modelo Logistico Modificado apresentou maiores valores de um modo
geral, indicando que este modelo foi o melhor.

Perni; Andrew e Shama (2005) usaram Wmax para comparar modelos preditivos.
Comparando os valores de pmax €m cada temperatura de incubacdo, a 10°C, seu menor valor
foi obtido no meio de cultura E no modelo de Gompertz; a 15°C, seu menor valor foi obtido
no meio de cultura sem inibidores, também no modelo de Gompertz; e a 37°C, seu menor
valor foi obtido nos meios de cultura B e sem inibidores também no modelo de Gompertz,

sendo que 0 modelo Logistico Modificado apresentou os maiores valores de pimax.
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Analisando o modelo de Gompertz para incubacdo a 10°C, pode-se observar menores
valores de pmax N0 Meio de crescimento E, seguido pelos meiosBeF, CeD, G, Ae H, e sem
inibidores, respectivamente. Ja na temperatura de incubacdo a 15°C, pOde-se observar
menores valores de pmax N0 Meio de crescimento sem inibidores, seguido pelos meios F, D e
H, E, BeC, G, e A, respectivamente. Por fim, na temperatura de incubacgédo a 37°C, pode-se
observar menores valores de pmax N0S meios de crescimento B e sem inibidores, seguido pelos
meios C, D, E e F, A, G, e H, respectivamente. O fato do meio B, E e F apresentarem uma
menor taxa de crescimento especifico observando as trés temperaturas de incubacdo, pode ser
justificado pelo pH mais baixo ou pela maior concentracdo de sal, porém o meio de cultura
sem inibidores também apresentou baixos valores de pmax, 0 que Ndo se esperava, Visto que
ndo havia nenhum inibidor neste meio que fizesse com o crescimento da L. monocytogenes
ndo fosse tdo acelerado.

Com algumas excecdes, em todos os modelos observa-se que ha influéncia e sinergia
dos fatores inibidores que aumentam a fase de adaptacéo e diminuem a popula¢do maxima de
L. monocytogenes. Analisando a taxa de crescimento especifico (Lmax), 0 modelo de Gompertz
apresentou menores valores de um modo geral, indicando ser o melhor modelo para descrever
o0 crescimento de L. monocytogenes.

No estudo realizado por Tiwari e colaboradores (2014), dentre os trés modelos de
crescimento adotados por eles, os valores do pmax Obtidos utilizando os modelos modificados
de Gompertz e Logistico mostraram uma taxa de crescimento ligeiramente maior em
comparacdo com o modelo de crescimento de Baranyi. Por outro lado, o tempo de atraso
exibido pelos 3 modelos variou significativamente. Porém o modelo Baranyi, que se mostrou
melhor que 0 modelo de Gompertz ao se analisar [max, N@0 foi estudado no presente trabalho.

Ao analisar 0s pardmetros A e umax para a temperatura de incubacéo de 10°C (Tabelas
15 e 16), que é a temperatura recomendada para armazenamento de salsicha, 0 modelo de
Gompertz foi o que exibiu menor taxa de crescimento especifico para a maior parte dos meios
estudados, o que indica que este é o melhor modelo a ser adotado. Ao mesmo tempo, 0
modelo que apresentou maior fase lag em todos 0s meios de cultura estudados foi o Logistico
Modificado.
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Tabela 15 — Parametro A (hora) na temperatura de incubacdo de 10°C

Meios de Cultura

Modelo SEM A B C D E F G H

Log 110.723 90.506 91.770 92.935 89.687 91.297 84.523 86.438 85.512
Gom  62.023 80.181 73.755 74.133 72213 68.015 61.843 57.071 59.885
Mod 103.865 94.481 116.274 96.347 94.041 91.353 84.655 89.774 89.376

A = Fase de adaptacdo; Log = modelo Logistico; Gom = modelo de Gompertz; Mod = modelo Logistico
Modificado; SEM = meio sem inibidores; A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; B = meio com pH
6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; C = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0%
NaCl; 150 ppm NO,; E = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl;
75 ppm NO,; G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm
NO..

Tabela 16 - Pardmetro pmax (hora™) na temperatura de incubacio de 10°C

Meios de Cultura

Modelo SEM A B C D E F G H

Log 0.072 0039 0031 0.034 0.032 0.028 0.032 0.027 0.024
Gom 0177 0030 0.013 0.015 0.015 0.011 0.013 0.025 0.030
Mod 0.101 0.042 0.088 0.088 0.032 0.027 0.032 0.030 0.028

Mmax = taxa de crescimento especifico; Log = modelo Logistico; Gom = modelo de Gompertz; Mod = modelo
Logistico Modificado; SEM = meio sem inibidores; A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; B = meio
com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; C = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8;
2,0% NaCl; 150 ppm NOy; E = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl;
75 ppm NO,; G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm
NOz.

Buchanan, Stahl e Whiting (1989) identificaram a interacdo entre as cinco variaveis
estudadas por eles: temperatura, pH, atmosfera, cloreto de sédio e nitrito de soédio no
crescimento de L. monocytogenes. A influéncia destes fatores foi vista pelas mudancas na fase
de adapatacdo e/ou na taxa de crescimento maxima. A taxa de crescimento maxima diminuiu
com o aumento do teor de cloreto de sédio e de nitrito de sddio e com a diminuicdo do pH e a
fase de adaptacdo aumentou nestes casos. A atividade bacteriostatica do NaNO, foi
dependente do pH inicial do meio, sendo verificada em um pH incial de 6,0, e em um pH de
7,5 ndo verificaram atividade evidente. A atividade do NaNO, foi mais eficaz contra L.
monocytogenes na menor temperatura de incubacdo: 5°C, e quando o teor de NaCl aumentou
de0,5a45.

Neste estudo, ndo se percebeu grande influéncia do teor de NaNO; no crescimento de
L. monocytogenes,o que pode ter ocorrido pelo tratamento térmico dado ao meio de cultura
adicionado dos inibidores, que foi autoclavado a 121°C por 15 minutos. McClure; Kelly e
Roberts (1991) perceberam que a inibicdo de L. monocytogenes por NaNO, autoclavado foi

menor quando comparado com o NaNO, esterilizado com filtro, no qual a adi¢do de 50
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pug/mL a pH 5,0 impediu o crescimento visivel desta bactéria em 48 h e a adicdo de até 200
ug/mL de NaNO, autoclavado ndo retardou seu crescimento. No presente estudo o NaNO foi
autoclavado juntamente com o meio de cultura.

Para Fakruddin et al. (2011), ha algumas limitacGes na microbiologia preditiva, como
o fato dos modelos ndo poderem serem extrapolados para fora dos intervalos estudados e dos
modelos terem o costume de prever taxas de crescimento mais rapidas do que o observado.
Além disso, limitagdes no modelo de Gompertz foram discutidos por Baty e Delignette-
Muller (2004), principalmente pela superestimacdo de tmax € A.

Como houve uma diminui¢do no crescimento de L. monocyogenes comparando as
leituras feitas em meio de cultura sem inibidores e com inibidores, comparando o meio que
obteve um crescimento desta bactéria mais intenso com o menos intenso, e ainda comparando
0S pardmetros A e pmax dos modelos preditivos, pdde-se concluir que aumentando o teor de sal
do meio de cultura para 2%, o teor de nitrito poderia ser diminuido pela metade e ainda assim
obter um menor crescimento de L. monocyogenes. A importancia da diminui¢do do pH pdde
ser percebida no decréscimo do crescimento da L. monocyogenes.

Os modelos preditivos podem ajudar as industrias alimenticias a encontrar a melhor
forma de unir fatores inibitérios a formulacdo dos produtos, como o pH, teor de sal e nitrito
no caso de salsichas, de modo a minimizar o uso de conservantes que podem causar mal a
salde do consumidor, e a0 mesmo tempo reduzir o crescimento de patdégenos como a L.
monocytogenes, fornecendo assim alimentos mais seguros e saudaveis. Os modelos de
Gompertz, Modificado de Gompertz, Baranyi e Logistico sdo 0os modelos mais encontrados
em pesquisas cientificas (BUCHANAN; STAHL; WHITING, 1989; LEE et al., 2014,
TIWARI et al., 2014; LIANOU et al., 2017).

5.3 ANALISES DE DESEMPENHO DOS MODELOS

5.3.1 ANALISE DE DESEMPENHO UTILIZANDO FATOR DE INFLUENCIA E FATOR DE PRECISAO

Somente a analise dos valores de R? e RMSE néo permite decidir por um dos modelos,
principalmente pela proximidade em muitos desses valores. Com isso, torna-se necessario
uma analise mais completa.

Uma das analises de desempenho dos trés modelos de crescimento usados foi feita

pelo Fator de Influéncia (FI) e o Fator de Precisdo (FP), que sdo fatores multiplicativos
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simples que identificam a disseminacgdo dos resultados em relacdo a predi¢do (ROSS, 1996).
Os valores calculados para as trés repeticdes constam nas Tabelas 17, 18, e 19.

Segundo Ross (1996), um Fator de Influéncia igual a 1,0 indica um acordo perfeito
entre previsdes e observacOes. Valores acima de 1,1 indicam que o modelo é falho pelas
previsdes excederem as observacdes, em média, em 10%. Valores inferiores a 1 também
indicam que o modelo é falho pelas previsdes serem menores do que observado, sendo que
um Fator de Influéncia de 0,5 indica um modelo pobre.

Assim como para o FI, um Fator de Precisdo igual a 1 indica um acordo perfeito entre
previsdes e observagdes, ja um FP = 2 indica que a predicdo é metade ou duas vezes maior
que o valor observado (ROSS, 1996).
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Tabela 17 — Fator Influéncia (FI) e fator de precisdo (FP) para os modelos de crescimento de
L. monocytogenes. Repeticdo 1.

Logistico Gompertz Logistico Modificado
FI FP FI FP FI FP
10°C  4.440 7.779 3.932 6.867 4.468 7.798
Sem Inibidores 15°C  0.711 1.798 0.746  1.854 0.711 1.799
37°C 1.700 1.950 1.419  1.567 1.696 1.950

10°C  0.422 4.126 0.382 3.762 0.804 2.086
Com Inibidores (A) 15°C  1.865 3.055 2976  8.059 1.865 3.055
37°C  1.778 1.915 1.627 1.751 1777 1.914

10°C  3.198 4.628 1.300 2.623 3.222 5.650
Com Inibidores (B) 15°C  0.627 4.916 0.259  6.252 0.608 5.098

37°C 1071 1.144 1.004 1.177 1.070 1.144
10°C 0.731 3.574 0.332 4.046 0.407 3.134
Com Inibidores (C) 15°C 1.792 3.147 2.649  7.156 1.788 3.142
37°C 0.974 1.284 0914  1.383 0.975 1.283
10°C  0.931 5.801 1.112  8.907 1.165 5.405
Com Inibidores (D) 15°C  1.468 2.175 1.156  2.787 1.468 2.175
37°C  1.078 1.184 1.067 1.181 1.079 1.185
10°C  0.530 2.858 0.466 3.118 0.630 2.249
Com Inibidores (E) 15°C  0.851 2.119 0.661 1.884 0.848 2.121
37°C 1112 1.317 1.082  1.305 1.108 1.322
10°C 0.681 2472 0.780 1.895 0.681 2.473
Com Inibidores (F) 15°C  0.690 3.471 0.623 2.342 0.687 3.471
37°C 0.915 1.292 0.803 1424 0.915 1.292
10°C  2.294 5.660 2.751  3.187 3.036 5.366
Com Inibidores (G) 15°C  0.757 2.691 0.716  2.145 0.758 2.693
37°C 1.054 1.087 1.057  1.075 1.054 1.087
10°C  4.800 10473 2.859 5.520 3.063 6.256
Com Inibidores (H) 15°C  1.070 4.554 0.360 7.315 1.068 4.558
37°C  1.077 1.102 1.083 1.104 1.077 1.102

A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; B = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; C = meio
com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; E = meio com pH 5,5;
1,5% NaCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl;
150 ppm NO;; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,.

Os Fl e FP indicam o grau de adequacdo entre os dados previstos e observados
(TIWARI et al., 2014). Na primeira repeticdo (Tabela 17), os valores Fl e FP se mantiveram
mais proximos de 1 na temperatura de incubacéo de 37°C. De maneira geral, maiores valores
de FI e FP foram observados para o meio de cultura que ndo havia presenca de inibidores e
principalmente na temperatura de incubacdo de 10°C. Nenhum modelo apresentou resultados

satisfatorios em todas as temperaturas de incubag&o, nos diferentes meio de cultura.
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Tabela 18 — Fator de Influéncia (FI) e fator de precisao (FP) para os modelos de crescimento
de L. monocytogenes. Repetigéo 2.

Logistico Gompertz Logistico Modificado

FI FP FI FP FI FP

10°C 1338 1.974 0.781  2.376 0.621 2.332
Sem Inibidores 15°C  0.914  2.602 0.888  2.050 0.914 2.602
37°C  0.951  1.456 0931 1.797 0.951 1.456

10°C 1574  4.832 0.962  7.600 0.994 7.481
Com Inibidores (A) 15°C  1.043  1.952 1.355  3.854 1.041 1.950
37°C 1251 1.295 1.187  1.232 1.250 1.293

10°C  1.259  3.059 1.698  2.115 1.106 2.262
Com Inibidores (B) 15°C  1.711  2.070 0.845  1.940 1.711 2.070
37°C 1000 1.836 0999 1.694 1.000 1.836

10°C  0.926  3.323 1.022  2.778 0.931 3.306
Com Inibidores (C) 15°C  1.389  1.622 0.713  2.050 1.397 1.627
37°C 2437  3.010 1.892  2.337 2.438 3.011

10°C  2.771  8.928 1.664  6.510 2.773 8.874
Com Inibidores (D) 15°C  1.630 2.744 1.032  3.402 1.631 2.743
37°C 1450  1.577 1.326  1.414 1.361 1.507

10°C 5994 18996 3.806 9.765 5.979 18.975
Com Inibidores (E) 15°C  1.027  1.747 0.967  2.610 1.028 1.748
37°C 1035 1.078 1.014  1.089 1.035 1.078

10°C 1547  2.362 0.845 1.591 1.551 2.362
Com Inibidores (F) 15°C  0.927  3.077 0.571  3.249 0.935 3.058
37°C  2.065  2.258 2.116  2.660 2.058 2.257

10°C 0976  2.226 0936  2.026 0.976 2.226
Com Inibidores (G) 15°C  1.201  1.820 0.761  2.455 1.200 1.820
37°C 1267 1431 1.219  1.430 1.267 1.431

10°C  2.383  4.832 1.374  2.505 2.375 4.840
Com Inibidores (H) 15°C  1.391  2.058 0.567  3.133 1.392 2.056
37°C 1200 1.215 1.169  1.186 1.200 1.215

A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; B = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; C = meio
com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; E = meio com pH 5,5;
1,5% NaCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NacCl; 75 ppm NO,; G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl,;
150 ppm NO;; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,.

No geral, 0 modelo de Gompertz apresentou FI e FP mais proximos de 1, na segunda

repeticéo (Tabela 18).
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Tabela 19 — Fator Influéncia (FI) e fator de precisdo (FP) para os modelos de crescimento de
L. monocytogenes. Repeticdo 3.

Logistico Gompertz Logistico Modificado

FI FP FI FP FI FP

10°C  1.283 1.812 1.192 1.613 1.285 1.811
Sem Inibidores 15°C  0.915 1.940 1.394  3.959 0.915 1.940
37°C  1.190 1.377 1.320 1.464 1.191 1.377

10°C  1.324 3.832 1.077  2.304 1.326 3.841
Com Inibidores (A) 15°C  2.093 6.477 2234  6.771 2.091 6.478
37°C  0.973 1.168 0.980 1.147 0.974 1.167

10°C 1789 12331 0.577  8.981 2.244 16.864
Com Inibidores (B) 15°C  0.991 5.241 0.952  3.807 0.992 5.243
37°C 2,576 3.038 1.811  2.094 2.576 3.038

10°C  0.883 6.397 0.649  8.146 0.883 6.397
Com Inibidores (C) 15°C  0.794 2.668 0.711  2.346 0.794 2.668
37°C  1.335 1.452 0.928 1.820 1.490 1.661

10°C  4.029  23.518 4935 50.232 4.021 23.497
Com Inibidores (D) 15°C  0.941 2.956 1.661  5.642 1.498 4.708
37°C  0.903 1.150 0.905 1.144 0.902 1.159

10°C  0.817 3.238 0.900 6.518 0.816 3.238
Com Inibidores (E) 15°C  1.564 6.912 2494  9.612 1.563 6.907
37°C  1.607 2.041 1.530 1.966 1.656 2.073

10°C  0.637 2.212 0.719  2.081 0.597 2.354
Com Inibidores (F) 15°C  1.369 4.801 3.024  7.234 1.373 4.810
37°C  1.547 1.668 1.295 1.415 1.783 1.948

10°C  1.087 2.259 1132 2.082 1.086 2.260
Com Inibidores (G) 15°C  0.896 3.857 0822  3.213 0.893 3.852
37°C  1.460 1.746 1.423 1.662 1.467 1.757

10°C  0.841 2.530 0936  2.278 0.843 2.526
Com Inibidores (H) 15°C  1.245 4.351 1443 4114 1.245 4.351
37°C  2.256 2.415 1.762 1.845 2.614 2.736

A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; B = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; C = meio
com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; E = meio com pH 5,5;
1,5% NacCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl;
150 ppm NO;; H = meio com pH 5,5; 2,0% NacCl; 150 ppm NO,.

Para Mellefont, McMeekin, e Ross (2003); Lianou et al. (2017), quando o FI avalia o
desempenho de modelos envolvendo microrganismos patogénicos, valores na faixa de 0,90 a
1,05 e na faixa de 0,70 a 0,90 ou 1,06 a 1,15 podem ainda serem considerados bons e
aceitaveis, respectivamente, e valores menores que 0,70 ou maiores que 1,15 devem ser
considerados inaceitaveis. De maneira geral, 0 modelo de Gompertz apresentou valores de FI
e FP mais préximos de 1, na terceira repeticdo (Tabela 19), indicando um melhor ajuste em

relagdo aos outros modelos preditivos.
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5.3.2 ANALISE DE DESEMPENHO USANDO ANALISE DE RESIDUO

Outra andlise de desempenho dos trés modelos de crescimento foi feita pela analise do
residuo. De acordo com Ellis e Duggleby (1978), a forma apresentada no grafico de residuos
indica quando os dados séo ajustados a uma equacdo errada. Sendo o residuo calculado pela
subtracéo do valor observado pelo valor predito (y;- §i).

Os meios de cultura sem inibidores incubados a 10°C e 15°C apresentaram um bom
ajuste nas trés repetices e nos trés modelos, ja que os valores de residuo apresentaram boa
distribuicdo em torno dos valores de absorvancia lidos. J& os meios de cultura sem inibidores
incubados a 37°C apresentaram bons ajustes em 2 repeticdes. Exemplos de bons ajustes séo

apresentados nos Graficos 1, 2, e 3.

Gréafico 1 — Residuo do experimento realizado a 15°C para o modelo Logistico, na terceira
repeticéo.
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Gréfico 2 — Residuo do experimento realizado a 15°C para o modelo de Gompertz, na terceira
repeticéo.
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Gréafico 3 — Residuo do experimento realizado a 15°C para o modelo Logistico Modificado,
na terceira repeticao.
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Em uma das repeticdes usando meio de cultura sem inibidores incubados a 37°C, o
gréfico de residuos ndo obteve um bom ajuste, ja que os valores de residuo ndo apresentaram
boa distribuicdo em torno dos valores de absorvancia lidos. Observando os Gréficos 4, 5, e 6,
percebe-se que a distribuicdo dos valores de residuos passa a ndo ter uma boa distribuicdo a
partir da leitura de absorvancia de 0,300, o que sugere que o modelo ndo se ajusta bem

guando a populacdo bacteriana aumenta muito.

Gréafico 4 — Residuo do experimento realizado a 37°C para 0 modelo Logistico, na segunda
repeticéo.
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Gréafico 5 — Residuo do experimento realizado a 37°C para o0 modelo Gompertz, na segunda
repeticéo.
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Gréfico 6 — Residuo do experimento realizado a 37°C para o modelo Logistico Modificado,
na segunda repeticao.
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Os meios de cultura com presenca de inibidores na temperatura de incubacdo de 15°C
apresentaram um bom ajuste nas 3 repeticoes e nos 3 modelos. Na temperatura de 37°C ndo
se obteve um bom ajuste nos meios de cultura F, G e H na primeira repeticdo; A, E, F, G e H,
na segunda repeticdo; F e H, na terceira repeticdo. Na temperatura de 10°C, também néo
houve um bom ajuste, sendo que em alguns casos foram apresentados mais valores no eixo
positivo, como mostra o Grafico 7. Somente os meios de cultura B (primeira repeticdo); F
(segunda repeticédo); C, D, e E (terceira repeticdo) tiveram um bom ajuste na temperatura de
10°C.
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Gréafico 7 — Residuo do experimento realizado a 10°C para o modelo Logistico Modificado,
na segunda repeticao.
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Ao observar os graficos de residuos, pbde-se perceber que quase ndo houve variagdo
entre os graficos dos 3 modelos preditivos. Comparando minuciosamente tais graficos, foi
visto que apresentaram melhor ajuste: modelo Logistico modificado para a temperatura de
10°C com meio de cultura sem presenca de inibidores; modelos Logistico e Logistico
modificado para a temperatura de 15°C com meio de cultura sem presenca de inibidores;
modelo Logistico modificado para a temperatura de 10°C com meio de cultura com presenca
de inibidores; modelo de Gompertz para a temperatura de 15°C com meio de cultura com
presenca de inibidores. Na temperatura de incubacdo de 37°C ndo foi possivel verificar
diferenga entre os 3 modelos.

Averiguando todos os graficos de residuos, de um modo geral, o modelo Logistico

Modificado apresentou melhor ajuste.
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6 CONCLUSOES

Gompertz foi 0 modelo que apresentou melhor ajuste pelos valores de Fatores de
Influéncia (FI) e Fatores de Precisdo (FP) mais proximos de 1 e menores valores da taxa de
crescimento especifico (Umax). Porém obteve maiores inconstancias nos valores de pimax € da
taxa de crescimento relativo (B).

O modelo Logistico Modificado foi mais bem ajustado pelos graficos de residuos e
apresentou maiores valores de fase de adaptacdo (A). Por isso foi o escolhido como melhor
modelo preditivo para descrever o crescimento de Listeria monocytogenes.

No modelo escolhido: modelo Logistico Modificado, a fase de adaptac¢do (A) diminuiu
conforme a temperatura de incubacdo aumentava e pmax € B aumentaram com o aumento da
temperatura de incubacdo na maioria dos meios de cultura estudados, o que indica ser um
bom modelo na descri¢do do crescimento da bactéria estudada.

Pelas comparagOes feitas entre os meios de cultura estudados, conclui-se que
aumentando o teor de sal do meio para 2,0, o teor de nitrito de sddio poderia ser diminuido
pela metade e ainda obter um menor crescimento de L. monocyogenes. Sendo assim, as
indUstrias poderiam minimizar o uso destes conservantes que podem causar mal a satde do
consumidor. O uso de um menor, pH = 5,5, também poderia colaborar para esse menor
crescimento uma vez que a fase de adaptacédo se torna maior nessa condigéo.

Sugestdes de estudo futuro sdo a realizacdo deste experimento em salsichas com as

formulacGes especificadas nos meios A a H e o teste dos modelos.
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Tabela 20 — Valores da leitura de absorbancia do crescimento de Listeria monocytogenes, sem
inibidores a temperatura de a 10 °C.

t = tempo; Rep = repeti¢do.

t

ABS

1 Rep 2 Rep 3 Rep

0
62
64
66
68
70
72
74
76
78
80
82
86
88
90
92
94
96
98
100
102
104
106

0,000
0,002
0,000
0,002
0,004
0,000
0,055
0,076
0,024
0,061
0,157
0,180
0,261
0,200
0,177
0,167
0,291
0,324
0,375
0,442
0,549
0,609
0,657

0,000
0,000
0,000
0,035
0,014
0,000
0,050
0,075
0,106
0,106
0,187
0,134
0,044
0,111
0,085
0,085
0,120
0,298
0,412
0,456
0,505
0,503
0,551

0,000
0,000
0,000
0,015
0,026
0,000
0,033
0,072
0,091
0,108
0,150
0,165
0,063
0,020
0,028
0,057
0,125
0,283
0,379
0,414
0,449
0,487
0,521
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Tabela 21 — Valores da leitura de absorbancia do crescimento de Listeria monocytogenes, sem
inibidores a temperatura de a 15 °C.

t = tempo; Rep = repeticéo.

t

ABS

1 Rep

2 Rep 3 Rep

0
24
26
30
32
34
38
40
42
44
46
48
50
52
54
56
58
62
65
72
75

0,000
0,000
0,006
0,000
0,018
0,035
0,049
0,064
0,096
0,142
0,207
0,232
0,290
0,331
0,391
0,435
0,476
0,501
0,528
0,581
0,578

0,000 0,000
0,059 0,002
0,057 0,004
0,039 0,000
0,089 0,041
0,030 0,062
0,053 0,058
0,062 0,072
0,093 0,097
0,151 0,160
0,201 0,224
0,208 0,253
0,300 0,306
0,342 0,347
0,351 0,404
0,356 0,419
0,465 0,487
0,515 0,492
0,541 0,523
0,544 0,607
0,550 0,611
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Tabela 22 — Valores da leitura de absorbancia do crescimento de Listeria monocytogenes, sem

inibidores a temperatura de a 37 °C.

t = tempo; Rep = repeticéo.

t

ABS

1 Rep 2 Rep 3 Rep

0
6
8

—

0
12
14
16
18
20
22
24
26
28
30
32
34
37
39
46
48

0,002
0,008
0,058
0,160
0,252
0,320
0,356
0,404
0,388
0,405
0441
0,546
0,548
0,534
0,523
0,523
0,425
0.498
0,449
0,490

0,000
0,007
0,044
0,082
0,251
0,300
0,365
0,421
0,391
0,384
0,339
0,281
0,309
0312
0,318
0,366
0,371
0.456
0,425
0,338

0,001
0,047
0,106
0,201
0,240
0,340
0,372
0,397
0,380
0,390
0476
0,615
0,621
0,636
0,586
0,596
0417
0.486
0,429
0,546
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Tabela 23 — Valores da leitura de absorbancia do crescimento de Listeria monocytogenes,
com inibidores a temperatura de a 10 °C.

ABS

A

B

C

D

E

F

G

H

1Rep2 Rep3 Repl Rep2 Rep3Rep1Rep2 Rep3ReplRep2Rep3Repl Rep2 Rep3 Rep1Rep2Rep3Repl1Rep2Rep3 ReplRep2Rep3Rep

0
62
64
66
68
70
72
73
74
76
78
80
82
86
88
90
92
o
9%
98
100
102
104
106
121
123

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,023
0,060
0,066
0,081
0,106
0,130
0,039
0,051
0,095
0,116
0.336
0,185
0.388
0423
0458
0,603
0,523
0497
0,528

0,000
0,000
0,000
0,051
0,001
0,000
0,087
0,000
0,032
0,054
0,066
0.079
0,180
0,085
0,009
0,014
0,038
0,074
0.256
0.300
0.342
0.376
0.456
0467
0497
0,528

0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,007
0,037
0,053
0,059
0,071
0,098
0,039
0,046
0,062
0,077
0,219
0,208
0,269
0,306
0,359
0,409
0,459
0,497
0,528

0,001
0,000
0,001
0,001
0.000
0,000
0,004
0.000
0,003
0,003
0,003
0,010
0.025
0.088
0,103
0,155
0,182
0.384
0.246
0.120
0,143
0.177
0371
0.274
0.490
0,527

0,000
0,000
0,000
0,000
0,017
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,032
0.044
0,062
0,083
0,118
0.246
0,179
0,143
0.260
0,266
0,340
0,490
0,527

0,000
0,000
0,001
0,001
0,007
0,000
0,010
0,000
0,000
0,001
0,000
0,005
0,010
0,100
0,101
0,130
0,173
0,286
0,219
0,270
0,320
0,379
0,369
0,454
0,490
0,527

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,026
0,017
0,021
0,031
0,051
0,032
0,041
0,081
0,102
0,294
0,123
0217
0255
0,305
0,467
0,406
0,512
0,509

0,000
0,000
0,000
0,000
0,014
0,000
0012
0,013
0,050
0,072
0,082
0,097
0,108
0,038
0,046
0,061
0,084
0,132
0282
0312
0358
0,396
0442
0475
0,566
0,594

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,022
0,035
0,037
0,041
0,057
0,044
0,049
0,067
0,081
0,200
0,193
0,227
0,267
0,327
0,389
0,452
0,566
0,594

0,000
0,017
0,000
0,001
0,014
0,000
0,000
0,000
0,025
0,032
0,046
0,067
0,083
0,048
0,050
0,172
0,183
0334
0215
0317
0358
0403
0,583
0,524
0483
0,520

0.000
0,003
0,000
0,000
0,008
0,000
0,001
0,011
0,048
0,071
0,082
0,103
0.118
0.041
0,052
0.065
0,085
0,127
0.307
0322
0361
0389
0427
0455
0483
0,520

0,000
0,003
0,004
0,004
0,003
0,000
0,008
0,017
0,049
0,065
0,068
0,080
0,107
0,083
0,088
0,105
0,115
0,242
0,230
0,274
0,304
0,350
0,399
0,450
0,483
0,520

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,034
0,016
0,037
0,042
0,078
0,033
0,045
0,177
0,204
0,363
0213
0287
0322
0355
0,574
0471
0,450
0,493

0,000
0,000
0,002
0,001
0,002
0,000
0,020
0,001
0,036
0,059
0,058
0,078
0,092
0,039
0,044
0,061
0,087
0,126
0.218
0,250
0,278
0,313
0,360
0,394
0,450
0,493

0,000
0,002
0,002
0,000
0,014
0,000
0,000
0,000
0,014
0,025
0,024
0,027
0,047
0,050
0,047
0,095
0,149
0,289
0,139
0,179
0,211
0,256
0,304
0,355
0,450
0,493

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,019
0,048
0,056
0,071
0,123
0,155
0,020
0,028
0,113
0,115
0,211
0,137
0.460
0,495
0,527
0,632
0,603
0,540
0,577

0.000
0,000
0,001
0,000
0,023
0,000
0,052
0.039
0,082
0,107
0,127
0,139
0.183
0.039
0.020
0.028
0,043
0,089
0,359
0.424
0.462
0.492
0,525
0.546
0,540
0,577

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,045
0,071
0,089
0,093
0,111
0,148
0,015
0,010
0,028
0,069
0,177
0,331
0,388
0,432
0,485
0,521
0,561
0,540
0,577

0.000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,001
0.034
0,056
0,046
0,067
0,082
0.115
0.068
0.078
0.192
0212
0.386
0262
0336
0370
0418
0616
0.507
0480
0478

0,000
0,000
0,000
0,012
0,044
0,000
0,060
0,013
0,052
0,079
0,098
0107
0.159
0,069
0,045
0,064
0,091
0,137
0261
0,300
0339
0372
0411
0435
0480
0478

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,007
0,037
0,055
0,063
0,132
0,113
0,052
0,052
0,065
0,083
0,213
0,275
0,305
0,337
0,385
0,427
0,472
0,480
0,478

0,000
0,001
0,000
0,001
0,000
0,000
0,001
0,015
0,052
0,043
0,062
0,066
0,097
0,056
0,070
0,172
0,185
0.369
0,180
0.289
0315
0353
0,555
0416
0,403
0433

0,000
0,000
0,001
0,000
0,002
0,000
0,037
0,001
0,041
0,062
0,077
0,102
0158
0,056
0,040
0,055
0,085
0,137
0287
0305
0335
0360
0412
0435
0403
0433

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,013
0,053
0,071
0,075
0,096
0,141
0,055
0,055
0,077
0,142
0,285
0,229
0,285
0311
0,350
0,391
0,434
0,403
0,433

t =tempo; Rep =

repeticdo; A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; B = meio com pH 6,8; 2,0%
NaCl; 75 ppm NO,; C=meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl,
150 ppm NO,; E = meio com pH 5,5; 1,5% NacCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO;
G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO..

Tabela 24 — Valores da leitura de absorbancia do crescimento de Listeria monocytogenes,
com inibidores a temperatura de a 15 °C.

ABS

A

B

C

D

E

F

G

H

1Rep 2Rep 3Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3Rep 1 Rep 2 Rep 3Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep

1Rep 2Rep 3Rep 1Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2Rep 3 Rep

0
24
26
30
32
34
38
40
2
44
46
48
50
5
54
56
58
62
65
7

0.000
0.001
0,001
0,004
0.019
0.046
0.049
0.066
0.115
0.160
0,228
0.304
0.324
0.373
0.453
0.479
0,524
0,547
0.550
0.576

0.000
0.000
0,001
0.005
0.017
0.037
0.039
0.053
0.102
0,159
0.232
0.310
0.343
0.390
0.447
0,490
0,533
0,532
0.553
0.580

0,000
0,003
0,003
0,027
0,071
0,096
0,041
0.056
0,097
0,160
0,233
0,358
0,412
0,449
0,521
0,577
0,605
0,538
0,560
0,681

0,000
0,000
0,000
0,000
0,003
0014
0,016
0,022
0,059
0,119
0,194
0295
0325
0385
0437
0477
0,535
0,556
0,549
0,678

0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0,010
0.021
0.030
0.075
0135
0210
0274
0.299
0342
0.396
0.441
0.496
0.563
0.557
0.631

0.000
0.000
0.000
0,002
0035
0051
0,014
0.025
0.048
0,083
0132
0259
0338
0358
0425
0492
0.556
0491
0.529
0.664

0.000
0,001
0,001
0012
0,025
0,051
0.050
0.066
0.116
0182
0260
0327
0342
0394
0461
0519
0.602
0635
0.644
0.643

0,000
0,000
0,001
0,004
0,012
0,024
0,035
0,045
0,091
0,149
0,192
0,252
0,303
0,352
0,413
0,478
0,517
0,587
0,606
0,772

0,000
0,000
0,000
0,010
0,043
0,065
0,030
0,045
0,083
0,138
0,219
0,326
0,374
0,392
0,498
0,504
0,588
0,522
0,556
0,619

0,000
0,000
0,000
0,001
0.009
0,027
0,036
0,041
0,081
0,136
0,203
0,281
0.299
0,355
0,402
0,445
0,531
0.577
0,583
0,599

0.000
0,000
0,000
0,001
0,013
0.030
0,034
0,041
0,086
0,156
0,235
0,287
0.310
0.354
0.407
0,475
0,563
0,629
0.615
0,643

0,001
0,000
0,000
0,006
0,040
0,064
0,032
0,044
0,084
0,140
0.203
0.294
0.336
0,354
0.460
0,543
0,597
0,534
0.567
0,679

0.000
0.000
0,000
0,017
0.036
0.066
0.043
0.055
0.102
0,152
0,195
0.292
0.350
0.404
0.473
0,548
0,563
0,653
0.640
0,788

0.000
0.003
0,000
0,012
0.029
0.048
0.047
0.058
0.104
0,170
0.239
0.309
0.348
0.390
0.440
0,504
0,552
0,653
0.660
0.729

0,000
0,001
0,002
0,012
0,038
0,067
0,019
0.028
0,066
0,118
0,164
0,274
0,354
0359
0439
0,486
0,496
0513
0,533
0,684

0,000
0,000
0,000
0,008
0,23
0,034
0,022
0,032
0,063
0,109
0,152
0243
0313
0367
0437
0,482
0,529
0,503
0,555
0,714

0,000
0,000
0,000
0,005
0,014
0,028
0,022
0,032
0,073
0,121
0,175
0245
0298
0348
0408
0488
0,532
0,541
0,610
0,779

0,000
0,004
0,004
0,024
0,061
0,081
0,040
0,054
0,086
0,141
0,187
0,298
0,378
0,374
0,456
0,532
0,588
0,526
0,573
0,775

0.000
0.000
0.000
0.007
0.019
0.047
0.020
0.037
0.078
0.126
0178
0.289
0376
0432
0513
0.561
0.586
0.617
0.586
0.760

0.000
0.000
0.000
0,003
0.012
0.029
0.040
0.053
0.105
0.174
0270
0318
0313
0354
0414
0451
0484
0531
0.543
0.515

0,000
0,000
0,000
0,005
0,036
0,066
0023
0,032
0,070
0,120
0,162
0,289
0385
0,399
0459
0,543
0,573
0.526
0,542
0,748

0,000
0,000
0,000
0,001
0,010
0,021
0,011
0,018
0,054
0,093
0,132
0,217
0,276
0,330
0,392
0,458
0,477
0,490
0,524
0,732

0,000
0,000
0,000
0,001
0,007
0,017
0,016
0,025
0,070
0,125
0,170
0,236
0,284
0,333
0,387
0,448
0,465
0,579
0,592
0,682

0.000
0,005
0,005
0,022
0,047
0.062
0,028
0,035
0.074
0,128
0,165
0.266
0,347
0.349
0.440
0,485
0,545
0,511
0,549
0,642

t = tempo; Rep = repeticdo; A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl;
NaCl; 75 ppm NO,; C =meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl;

150 ppm NO,; B = meio com pH 6,8; 2,0%



94

150 ppm NO,; E = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,;
G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO..

Tabela 25 — Valores da leitura de absorbancia do crescimento de Listeria monocytogenes,
com inibidores a temperatura de a 37 °C.

ABS

A

B

C

E

F

G

1Rep 2Rep 3Rep

1 Rep

2 Rep

3Rep 1Rep 2Rep 3Rep 1Rep

2 Rep

3Rep 1Rep 2Rep 3 Rep

1Rep

2Rep 3Rep 1 Rep 2Rep 3 Rep

1 Rep

2Rep 3Rep

58
2

0,000
0,000
0,006
0172
0333
0422
0414
0429
0432

» 0487

0474
0,469
0497
0487
0,508
0,504
0394
0518
0,504
0492
0518
0,508
0,509
0532
0,532
0490

0.000
0,000
0.000
0.015
0.287
0388
0430
0.407
0406
0453
0.366
0322
0392
0413
0454
0.468
0487
0.536
0.552
0.400

0,000
0,000
0,000
0115
0,193
0289
0326
0347
0365
0400
0.404
0451
0498
0489
0483
0483
0351
0395
0.444
0,490
0520
0,522
0,520
0518
0,531
0484

0.000
0,000
0.042
0.100
0.249
0.334
0372
0.398
0.386
0436
0.349
0225
0234
0233
0263
0.267
0.366
0.456
0439
0.289
0313
0312
0322
0328
0331
0272

0,000
0,000
0,000
0,042
0,136
0226
0,308
0,346
0343
0425
0316
0244
0332
0362
0403
0425
0477
0,530
0,563
0467

0.000
0.004
0.007
0.115
0.179
0.266
0319
0374
0371
0,408
0418
0442
0479
0481
0.489
0.498
0452
0.497
0489
0475
0513
0.541
0.534
0.498
0.503
0461

0,000
0,000
0,062
0,099
0293
0,368
0415
0408
0,409
0477
0,366
0204
0213
0216
0253
0261
0376
0479
0,395
0290
0314
0316
0318
0326
0325
0297

0.000
0,003
0.004
0.042
0.215
0.269
0.319
0.349
0,347
0,400
0.334
0.339
0,395
0,409
0.438
0.462
0,472
0.526
0.478
0,357

0,000
0,015
0,021
0.142
0.240
0335
0.386
0398
0394
0442
0408
0381
0401
0415
0.445
0475
0422
0459
0492
0.440
0474
0517
0.507
0486
0494
0402

0,000
0,000
0,000
0,085
0255
0316
0341
0.368
0354
0405
0323
0217
0232
0.234
0.269
0.283
0.3%0
0.460
0472
0.279
0.297
0.286
0.288
0312
0318
0.271

0,000
0,000
0,000
0017
0.236
0372
0.389
0471
0.442
0463
0331
0171
0235
0.237
0.265
0.292
0473
0.508
0.527
0374

0,000
0,000
0,000
0122
0.176
0.245
0278
0311
0321
0370
0.369
0351
0408
0412
0412
0436
0310
0315
0.3%0
0450
0482
0487
0430
0483
0491
0418

0.000
0.000
0.000
0,091
0.287
0378
0.3%
0.3%9
0393
0.446
0343
0243
0257
0.254
0.281
0283
0480
0,585
0.554
0.299
0320
0310
0313
0340
0342
0.29

0,000
0,000
0,000
0,059
0300
0420
0453
0470
0428
0440
0.3%
0319
0393
0419
0455
0476
0440
0483
0612
0.449

0,000
0,000
0,010
0.175
0.248
0332
0.364
0.366
0389
0421
0.389
0.3%
0358
0380
0.389
0425
0431
0.459
0.514
0.461
0497
0,523
0.517
0,517
0,522
0467

0,000
0,000
0,031
0,089
0314
0.3%0
0,389
0389
0362
0414
0339
0271
0308
0305
0338
0334
0342
0458
0468
0282
0392
0400
0406
0417
0421
0395

0,000
0,002
0,003
0064
0.235
0314
0353
0.346
0329
0377
0313
0.297
0.380
0.406
0433
0459
0393
0444
0,535
0,485

0,000
0,004
0,016
0133
0.274
0381
0409
0406
0434
0482
0421
0385
0426
0427
0437
0477
0,502
0.529
0541
0475
0.504
0508
0.509
0535
0531
0468

0,000
0,000
0,000
0.162
0375
0432
0.449
0448
0423
0473
0454
0.449
0479
0462
0483
0483
0433
0537
0,505
0453
0475
0.468
0474
0,505
0.504
0443

0,000
0,000
0,000
0,059
0252
0355
0368
0388
0344
0372
0393
0414
0492
0,522
0541
0.574
0370
0420
0553
0350

0,000
0,000
0,017
0215
0272
0377
0398
0.39%
0432
0457
0420
0425
0,466
0455
0455
0476
0411
0418
0,520
0489
0,531
0,521
0,520
0,538
0.534
0474

0,000
0,000
0,000
0131
0331
0413
0423
0423
0391
0425
0350
0275
0.288
0.289
0327
0344
0.445
0525
0523
0374
0410
0416
0433
0456
0458
0.374

0,000
0,000
0,000
0,027
0271
0371
0.380
0378
0362
0404
0335
0280
0368
0,391
0409
0433
0,460
049
0,566
0421

0,000
0,000
0,001
0115
0.264
0353
0373
0.364
0,382
0423
0355
0.349
0326
0343
0,347
0,374
0,386
0,405
0,466
0,387
0.431
0454
0455
0,460
0,462
0,405

t = tempo; Rep = repeticdo; A = meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm
NaCl; 75 ppm NO,; C=meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; D = meio com pH 6,8; 2,0% NaCl,
150 ppm NO,; E = meio com pH 5,5; 1,5% NacCl; 75 ppm NO,; F = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO;
G = meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; H = meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO..

NO,; B = meio com pH 6,8; 2,0%
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APENDICE B — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura com
inibidores, incubado a temperatura de 10°C, na primeira repeticdo

* ABSAvs. t
untitled fit 1|

*
~ ++ 44 —
0 I I I I I I

0 20 40 60 80 100 120

Figura 36 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSA = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubag&o (horas).

*  ABSAvs.tA
04 untitled fit 1 -

0 20 40

Figura 37 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
A = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; tA = tempo de incubacéo (horas).

T T T T T T T,
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1] 20 40 60 80 100 120

Figura 38 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
B = absorvéncia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; T = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 39 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢cdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSB = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; TB = tempo de incubacéo (horas).

T T T T T
0.5
0.4
Q03r
1)}
1]
¢ D.Z -
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0 20 40 60 B0 100 120

Figura 40 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
ABSC = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).

T T T T
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0.4 - +  ABSCvs. IC
untitled fit 1
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tc
Figura 41 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢cdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSC = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; tC = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 42 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
ABSD = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubaco (horas).

DEF T T T T T ™ . T B

+  ABSDvs. tD
untitled fit 1

| | | | | |
0 20 40 60 BO 100 120
D
Figura 43 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a
temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSD = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; tD = tempo de incubacéo (horas).

0.6 T T T T T [—
0.5
0.4
%
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Figura 44 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
ABSE = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubag&o (horas).



98

t ABSEws. tE
04 untitled fit 1
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0 20 40 60 80 100 120
tE
Figura 45 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a
temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSE = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; tE = tempo de incubacdo (horas).
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0.5

04

0.3

02

01T + * FvsT
untitied it 11 |

I I 1 1 I
0 20 40 60 80 100 120

Figura 46 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
F = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; T = tempo de incubacéo (horas).

0.5 *  ABSFws.tF
untitled fit 1

0¥ | |  rhrree ! 1 | 7

0 20 40 60 80 100 120
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Figura 47 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢cdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSF = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; tF = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 48 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
ABSG = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).

+  ABSGws.1G
untitled fit 1

0—* ' i I I
0 20 40 60 80 100
G
Figura 49 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSG = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; tG = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 50 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
ABSH = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).



100
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untitled fit 1
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Figura 51 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 10°C, na primeira repeti¢cdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSH = absorvéncia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; tH = tempo de incubacéo (horas).
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APENDICE C — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura com
inibidores, incubado a temperatura de 15°C, na primeira repeticao

0.6 T T T T T
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Figura 52 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSA = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubag&o (horas).
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Figura 53 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSA = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubagéao (horas).
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Figura 54 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSB = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 55 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSB = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacio (horas).
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Figura 56 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSC = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).

0.6 [

0.5

0.4

0.3

ABSC

D.2r = ABSC vs. t

untitled fit 1

0.1

D 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o 10 20 30 40 50 60 70
t
Figura 57 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSC = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 58 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticéo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSD = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubaco (horas).
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Figura 59 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSD = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 60 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSE = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubag&o (horas).
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Figura 61 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeti¢cdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSE = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubag&o (horas).
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Figura 62 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSF = absorvéncia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO; t = tempo de incubacdo (horas).
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Figura 63 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSF = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 64 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticéo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSG = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubaco (horas).
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Figura 65 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSG = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 66 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
ABSH = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NacCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 67 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 15°C, na primeira repeti¢cdo, obtida pelo modelo Logistico Modificado.
ABSH = absorvéncia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubag&o (horas).
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APENDICE D — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura com
inibidores, incubado a temperatura de 37°C, na primeira repeticao
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Figura 68 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
A = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 69 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura A, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticéo, obtida pelo modelo de Gompertz.
A = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 70 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
B = absorvéncia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 71 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura B, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
B = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 72 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.
C = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 73 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura C, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
C = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 74 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a
temperatura de 37°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.

D = absorvéncia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubac&o (horas).
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Figura 75 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura D, incubado a
temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.

D = absorvancia lida no meio com pH 6,8; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 76 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
E = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 77 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura E, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
E = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 78 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo Logistico.

F = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 79 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura F, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
F = absorvéancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 75 ppm NO,; t = tempo de incubagdo (horas).
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Figura 80 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
G = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 81 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura G, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
G = absorvéncia lida no meio com pH 5,5; 1,5% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubagéo (horas).
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Figura 82 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeti¢do, obtida pelo modelo Logistico.
H = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubacéo (horas).
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Figura 83 — Curva de crescimento de L. monocytogenes em meio de cultura H, incubado a

temperatura de 37°C, na primeira repeticdo, obtida pelo modelo de Gompertz.
H = absorvancia lida no meio com pH 5,5; 2,0% NaCl; 150 ppm NO,; t = tempo de incubag&o (horas).
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APENDICE E — Residuo dos experimentos realizados para meio de cultura com inibidores a
10°C, na primeira repeticdo

Gréafico 8 — Residuo do experimento realizado para o0 meio de cultura A a 10°C para o modelo
Logistico, na primeira repetigao.
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Gréfico 9 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura A a 10°C para 0 modelo
de Gompertz, na primeira repeticao.
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Gréfico 10 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura A a 10°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 11 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura B a 10°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 12 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 10°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 13 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 10°C para o

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 14 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 10°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréfico 15 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 10°C para 0
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 16 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 10°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 17 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura D a 10°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 18 — Residuo do experimento realizado para o0 meio de cultura D a 10°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 19 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura D a 10°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 20 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura E a 10°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 21 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura E a 10°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 22 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura E a 10°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 23 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 10°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 24 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 10°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
00,000
00,000 e

00,000
[ Y [ J
= 00,000 .0‘0 o

;OO,OOOO'OOO 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 @001 0,001

[ J
00,000
00,000
o
00,000
Yi

yi= valor observado: absorvancia; ¥; = valor predito.

Gréfico 25 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 10°C para o

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 26 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura G a 10°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 27 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura G a 10°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 28 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura G a 10°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 29 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura H a 10°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 30 — Residuo do experimento realizado para o0 meio de cultura H a 10°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 31 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura H a 10°C para o

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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APENDICE F — Residuo dos experimentos realizados para meio de cultura com inibidores a
15°C, na primeira repeticdo

Gréfico 32 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura A a 15°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 33 — Residuo do experimento realizado para o0 meio de cultura A a 15°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 34 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura A a 15°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 35 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 15°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 36 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 15°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 37 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 15°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 38 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 15°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticéo.
00,000
00,000 @
00,000 ®

00,000 ®

<

Yi-YVi

00,000 L

00,000
00,000

Yi
yi = valor observado: absorvancia; §; = valor predito.

00,000 ?
00,00¢%400 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0g 0,001 0,001
’ °

Gréafico 39 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 15°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 40 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 15°C para o

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 41 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura D a 15°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréfico 42 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura D a 15°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 43 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura D a 15°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 44 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura E a 15°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréfico 45 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura E a 15°C para 0
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 46 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultur

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 47 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 15°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 48 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 15°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 49 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 15°C para o

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 50 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura G a 15°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 51 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura G a 15°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 52 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura G a 15°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 53 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura H a 15°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 54 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura H a 15°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 55 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura H a 15°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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APENDICE G — Residuo dos experimentos realizados para meio de cultura com inibidores a
37°C, na primeira repeticéo

Gréafico 56 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura A a 37°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticao.
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Gréafico 57 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura A a 37°C para 0
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 58 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura A a 37°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 59 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 37°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 60 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 37°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 61 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura B a 37°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 62 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 37°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 63 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 37°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 64 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura C a 37°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 65 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura D a 37°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticao.
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Gréafico 66 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura D a 37°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 67 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura D a 37°C para o

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 68 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura E a 37°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 69 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura E a 37°C para 0
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 70 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura E a 37°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 71 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 37°C para o
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 72 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 37°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 73 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura F a 37°C para o
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 74 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura G a 37°C para 0
modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 75 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura G a 37°C para o
modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréfico 76 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura G a 37°C para 0
modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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Gréafico 77 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura H a 37°C para o

modelo Logistico, na primeira repeticéo.
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Gréafico 78 — Residuo do experimento realizado para 0 meio de cultura H a 37°C para o

modelo de Gompertz, na primeira repeticéo.
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Gréafico 79 — Residuo do experimento realizado para o meio de cultura H a 37°C para o

modelo Logistico Modificado, na primeira repeticao.
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