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RESUMO

Um dos principais fatores que afetam a estabilidade microbiana dos
alimentos durante 0 armazenamento é a temperatura, cuja varia¢do
modifica a dindmica do crescimento microbiano. O uso de modelos
matematicos que consideram variacbes da temperatura de
armazenamento pode ser muito Util na predi¢do da vida de prateleira de
alimentos, sendo que na literatura ha um grande nimero de modelos que
podem ser usados para descricdo do crescimento microbiano. Assim, o
presente estudo avaliou a capacidade preditiva dos principais modelos
primarios e suas versfes ndo-isotérmicas para 0 crescimento de
Lactobacillus plantarum em meio MRS sob condigdes de temperatura
variavel. Dados experimentais do crescimento deste microrganismo em
condi¢des isotérmicas foram obtidos nas temperaturas de 4, 8, 12, 16, 20
e 30 °C, sendo usados para estabelecer os modelos primarios e
secundarios. O crescimento de L.plantarum em condicOes
ndo-isotérmicas foi testado para trés diferentes perfis (4-12 °C, 5-15 °C
e 20-30 °C) com variacdo de temperatura a cada 12 horas. Os valores
dos indices estatisticos RMSE, fatores bias e accuracy indicaram que
todos os modelos avaliados fornecem predi¢des seguras do crescimento
deste microrganismo nas condigBes ndo-isotérmicas testadas (fatores
bias maior que 1). A capacidade preditiva dos modelos em descrever o
crescimento microbiano em condicdes ndo-isotérmicas depende muito
do bom ajuste dos modelos primarios e secundarios. Em geral, ndo foi
possivel apontar um modelo com melhor capacidade preditiva para as
condi¢des ndo-isotérmicas testadas, embora o modelo Logistico
modificado por Corradini e Peleg tenha apresentado melhores valores de
RMSE, fatores bias e accuracy em relagdo aos outros modelos testados,
enquanto 0 modelo de Huang apresentou predicdes mais distantes.
Constatou-se também que a capacidade preditiva dos modelos é menor
guando ocorrem variagdes bruscas de temperatura, especialmente para
baixas temperaturas, pois os modelos ndo podem prever os complexos
mecanismos de adaptacdo microbiana. Incorporar esses mecanismos nos
modelos preditivos é um desafio a ser vencido.

Palavras-chave: microbiologia preditiva, modelos n&o-isotérmicos,
Lactobacillus plantarum.






ABSTRACT

One of the main factors affecting the microbial stability of foods during
storage is temperature, whose variation changes microbial growth
dynamics. The use of mathematical models which take storage
temperature variations into account can be very useful in predicting the
shelf life of foods. Lactobacillus plantarum can be considered one of the
main lactic acid bacteria and has received researcher’s attention in
studies on meat products. The current study assessed the predictive
ability of the main primary models and their non-isothermic versions for
Lactobacillus plantarum growth in MRS medium under variable
temperature conditions. Experimental data on this microorganism’s
growth in isothermic conditions were obtained at 4, 8, 12, 16, 20, and
30 °C, which were used to establish the primary and secondary models.
L. plantarum growth in non-isothermic conditions was tested for three
different profiles (4-12 °C, 5-15 °C, and 20-30 °C) with the temperature
varying every 12 hours. The RMSE, bias factor, and accuracy factor
values indicate that all models assessed provide safe predictions of the
growth of this microorganism at the non-isothermic conditions tested
(bias factor greater than 1). The predictive capacity of the models for
describing the microbial growth in non-isothermal conditions largely
depends on the good fit of the primary and secondary models. Overall, it
was not possible to point out a model with the best predictive ability for
non-isothermic conditions, although the modified logistic model by
Corradini and Peleg had the best RMSE, bias factor, and accuracy factor
values compared to the other models assessed, while Huang’s model had
the worst values. It was also seen that the predictive ability of the
mathematical models is lower when there are abrupt temperature
variations, mainly in lower temperatures, since the models cannot
predict the complex microbial adaptation mechanisms. Incorporating
these mechanisms into the predictive models is a challenge yet to be
overcome.

Keywords:  predictive  microbiology, non-isothermic  models,
Lactobacillus plantarum.
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1 INTRODUCAO

A seguranca e a qualidade de um produto alimenticio podem ser
prejudicadas pela presenga e proliferacdo de microrganismos
patogénicos ou deteriorantes durante o ciclo de vida do produto, desde a
matéria prima até o consumo (VAN IMPE et al., 2005). Os principais
fatores que podem influenciar a estabilidade microbiana destes produtos
sdo a temperatura, o pH e a atividade de agua, sendo que a temperatura
pode variar consideravelmente durante a cadeia de producdo e
distribuicdo (VAN IMPE et al., 1992). O abuso e as oscilagdes de
temperatura podem ocorrer em qualquer ponto da cadeia de producédo e
distribuicdo de alimentos pereciveis, e tambeém nas residéncias, apds a
compra do produto (FU; TAOUKIS; LABUZA, 1991).

A avaliagdo do crescimento microbiano em alimentos
normalmente é relacionada com analises microbiolégicas tradicionais,
longos tempos de espera e elevados custos, 0 que sugerem o uso de
métodos alternativos. Neste contexto surge a microbiologia preditiva,
gue trata do desenvolvimento de modelos matematicos precisos e
versateis, aptos a descrever a evolugdo do crescimento microbiano em
produtos alimenticios como funcéo de condi¢Bes ambientais conhecidas
ou mensuraveis (VAN IMPE et al., 2005). Os modelos preditivos tém o
objetivo de avaliar o efeito das operacGes de processamento e das
condicdes de distribuicdo e armazenamento na seguranca e qualidade
microbioldgica dos alimentos (McMEEKIN et al., 2002).

Varios autores sugerem gue a origem dos modelos preditivos para
alimentos seja 0 estudo de Esty e Meyer (1922), o qual descreve o
processamento  térmico suficiente para destruir esporos de
Clostridium botulinum tipo A. A microbiologia preditiva moderna pode
ser tracada a partir das décadas de 1960 e 1970, quando modelos
cinéticos foram utilizados para solucionar problemas em deterioracao de
alimentos, seguidos do uso de modelos probabilisticos utilizados para
solucionar problemas de intoxicacdo alimentar, particularmente
botulismo e outras intoxicagdes (McMEEKIN; ROSS, 2002). Nas
Gltimas décadas, a modelagem preditiva ganhou impulso com a
evolugdo dos computadores, aumentando seu uso na avaliagdo do risco
na cadeia de distribuicdo de alimentos (ZWIETERING; DEN BESTEN,
2011).

O campo da microbiologia preditiva estd em constante expansao e
desenvolvimento. Considerando que alimentos sdo sistemas reais,
complexos e ndo seguem um mecanismo simples, a confiabilidade na
aplicacdo de modelos sob estas condi¢es pode ser melhorada através do
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entendimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
microbiano (VAN IMPE; VERCAMMEM; VAN DERLINDEN, 2011).

A disponibilidade de diferentes modelos para representar o
crescimento microbiano deve ser considerada para a escolha do melhor
modelo para um uso especifico. O uso de modelos simples que nédo
comprometam a exatiddo do ajuste é desejavel (McDONALD; SUN,
1999). Eles sdo a base para a construcdo de modelos preditivos para
condic¢des ambientais dinamicas.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi a avaliagdo comparada das
capacidades preditivas dos principais modelos matematicos de
crescimento microbiano em condig¢fes ndo-isotérmicas encontrados na
literatura, com o uso de dados experimentais e indicadores estatisticos.

1.1.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, este trabalho teve os seguintes
objetivos especificos:

e Classificacdo dos principais modelos de crescimento
microbiano;

eAvaliacdo da capacidade dos modelos primarios em representar
os dados de crescimento da bactéria Lactobacillus plantarum em
condi¢des isotérmicas;

¢ Avaliacdo da capacidade preditiva dos modelos para condi¢des
nao-isotérmicas: (i) Logistico modificado por Zwietering et al. (1990),
(ii) Gompertz modificados por Zwietering et al. (1990), (iii) Logistico
modificado por Corradini e Peleg (2005), (iv) Baranyi e Roberts (1994),
(v) Fujikawa, Kai e Morozumi (2004) e (vi) Huang (2008).
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Avaliacdo da capacidade preditiva de diferentes modelos matematicos
para o crescimento microbiano em condicGes nao-isotérmicas

v

Por qué? Para que?

e N&o ha muitos trabalhos na literatura que comparam o desempenho dos
principais modelos usados na predi¢cdo do crescimento microbiano em
condigOes ndo-isotérmicas.

e O presente trabalho pretende contribuir com informagdes sobre o
desempenho dos principais modelos da literatura.

v

Quem ja fez?
e Ha muitos trabalhos que comparam o desempenho de diferentes modelos
em condicdes isotérmicas;
e Ha muitos trabalhos que usam apenas um modelo para predizer o
crescimento em condic¢des nao-isotérmicas;
e N&o hd muitos trabalhos que comparam o desempenho de diferentes
modelos para predizer o crescimento em condigdes ndo-isotérmicas.

v

Hipotese
e E possivel comparar a capacidade preditiva dos principais modelos em
condicdes nao-isotérmicas a partir dos indices estatisticos RMSE, fatores
bias e accuracy, e apontar o modelo com melhor capacidade preditiva do
crescimento de Lactobacillus plantarum nessas condicdes.

v

Metodologia cientifica

e Ajuste de modelos primérios aos dados do crescimento de L. plantarum
em condicdes isotérmicas para a estimativa de parametros;

e Ajuste de modelos secundarios para descrever a dependéncia dos
parametros dos modelos primarios com a temperatura;

e Utilizagdo dos modelos secundéarios e das equagBes diferenciais de
primeira ordem dos modelos primarios para gerar as predi¢des do
crescimento microbiano em condigdes ndo-isotérmicas;

e Calculo dos indices estatisticos RMSE, fatores bias e accuracy entre os
valores preditos pelos modelos e 0s dados experimentais;

e Comparacdo entre os indices estatisticos dos modelos;

v

Respostas

e Modelos com melhores capacidades preditivas em condi¢es ndo-
isotérmicas.
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2 REVISAO CRITICA DA LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA MODELAGEM DE
CRESCIMENTO MICROBIANO

O crescimento microbiano normalmente apresenta fases distintas.
Na fase inicial, a velocidade especifica do crescimento inicia em um
valor proximo de zero, e entdo aumenta gradativamente para um valor
maximo apos certo tempo. Esta velocidade decresce gradativamente até
se aproximar novamente de zero, quando um valor assintético no
crescimento microbiano é alcancado. Quando a curva de crescimento é
apresentada através do logaritmo da contagem microbiana em fungéo do
tempo, as variacOes da velocidade resultam em uma curva sigmoidal
(ZWIETERING et al., 1990). Na Figura 2.1 sdo apresentadas uma curva
tipica de crescimento microbiano (1) e a respectiva curva da velocidade
especifica de crescimento (2) em relagdo ao tempo.

Figura 2.1 — Curva tipica do crescimento microbiano (1) e a respectiva curva da
velocidade especifica de crescimento (2) em relagdo ao tempo.

(1) )

[In(N(t))]
[d(n(NE))dL]

Logaritmeo da contagem microbiana
Velocidade especificade crescimento

Tempo Tempo

Um modelo matematico é uma representacdo simplificada da
realidade, definida como o conjunto de consideracdes e hipoGteses que
irdo resultar em equacGes matematicas, que entdo podem ser
programadas em uma ferramenta computacional (ZWIETERING; DEN
BESTEN, 2011). O espectro de métodos e abordagens para modelagem
é amplo, e é importante selecionar corretamente o tipo de modelagem
para cada aplicacdo.

Uma grande ddvida sobre a modelagem estd em considerar o0s
complexos mecanismos que controlam um fendmeno ou fazer
consideragdes que melhorem a parciménia e diminuam a complexidade
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das equacdes que representam o modelo (VAN IMPE et al., 2005).
Zwietering e Den Besten (2011) ressaltam que a complexidade de um
modelo nem sempre melhora sua exatidao e, além disso, pode prejudicar
sua compreensdo e transparéncia; assim, & desejavel obter em um
modelo o equilibrio entre complexidade e exatid&o.

A modelagem do crescimento microbiano depende da integragédo
de habilidades da microbiologia tradicional com a matematica,
estatistica e sistemas de informacdo, sendo que este espectro de
habilidades faz com que avancos em qualquer uma destas areas
promovam oportunidades potenciais para aumentar a utilidade e
aplicabilidade dos modelos preditivos (McMEEKIN; MELLEFONT,;
ROSS, 2007).

2.1.1 Classificacdo de modelos em microbiologia preditiva

McDonald e Sun (1999) verificaram na literatura as diferentes
formas de classificagdo dos modelos de microbiologia preditiva em:

e Primérios, secundarios e terciarios,

e Cinéticos ou probabilisticos,

e Empiricos ou mecanisticos.

Foram os autores Whiting e Buchanan (1993) que propuseram a
classificacdo dos modelos em microbiologia preditiva entre primarios,
secundarios e terciarios, em que:

Modelos primarios: Sdo modelos usados para representar a curva
de crescimento microbiano com o tempo, para um Unico conjunto de
condi¢Bes ambientais constantes.

Modelos secundarios: descrevem a dependéncia dos pardmetros
do modelo primario com relacdo a variaveis ambientais, como a
temperatura por exemplo.

Modelos para condi¢des ambientais variaveis: S&o modelos que
descrevem o crescimento microbiano a partir das informacdes obtidas
com os modelos primario e secundario(s).

Alguns desses modelos estdo disponiveis em aplicativos
computacionais e muitas vezes sdo denominados “Modelos terciarios”.
No entanto, o que a literatura da area de microbiologia preditiva
denomina de “Modelo tercidrio” ndo € um modelo no sentido estrito.
Eles séo resultado do acoplamento de modelos primarios e secundarios
para gerar sistemas que fornecem predi¢des para ndo modeladores, tal
como softwares amigaveis ao usuério. Os softwares podem incluir
algoritmos para calcular mudangas em condi¢es ambientais (como



33

variacOes de temperatura com o tempo de armazenamento), comparar o
comportamento  microbiano em  diferentes condi¢bes  (duas
concentragdes salinas, por exemplo) ou construir curvas de crescimento
de mais de um microrganismo simultaneamente.

Baty e Delignette-Muller (2004) caracterizaram o0s modelos
matematicos de crescimento microbiano de acordo com suas estruturas
matematicas, ou seja: puramente sigmoidais, sigmoidais com funcéo de
ajuste, e segmentados.

McMeekin e Ross (2002) relatam que os modelos preditivos
podem ser mecanisticos (se 0 modelo apresenta ou ndo uma base para
seu desenvolvimento) ou empiricos, sendo que normalmente os modelos
usados em microbiologia preditiva ndo sdo puramente mecanisticos, e
alguns sdo simplesmente exercicios de aproximac&o de curvas.

Para Zwietering e Den Besten (2011) o uso de modelos para a
descricdo da cinética de crescimento microbiano ndo parte do principio
de que o mecanismo foi completamente compreendido, sendo que o
desempenho aceitavel do ajuste do modelo ndo é garantia de que seu
mecanismo esta correto. O desenvolvimento de modelos de crescimento
microbiano totalmente mecanisticos tem sido limitado pela incapacidade
de fornecer valores quantitativos para todos os pardmetros do modelo
(McMEEKIN et al., 1993). A investigacdo de correlacbes entre
resultados de diferentes experimentos é importante, pois desta forma
principios biologicos podem ser encontrados e mecanismos podem ser
inferidos.

Para os autores Corradini e Peleg (2005), uma abordagem
completamente diferente esta no abandono da tentativa de encontrar um
modelo de crescimento universal e confiar apenas no padrdo de curvas
de crescimento do organismo em questio no meio e condicBes
ambientais em que ele foi introduzido. O formato do modelo pode ser
escolhido através de consideracGes matematicas convenientes, usando o
principio da parcimonia.

2.1.2 A fase de adaptacdo no crescimento microbiano (fase lag)

A fase lag é tipicamente observada como um atraso na resposta
da populagio microbiana a uma stbita mudanca no ambiente. E um
periodo de ajuste, quando os microrganismos se adaptam a fim de obter
as condicOes necessarias para crescer exponencialmente (SWINNEN et
al., 2004). A letra grega A é usada como o parametro da duracdo da fase
lag nos modelos.
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A duragdo da fase lag pode ser relacionada com a vida de
prateleira dos alimentos, j& que ap6s o periodo de adaptacdo do
microrganismo  este  desenvolve a capacidade de crescer
exponencialmente e, em um tempo reduzido, é capaz de reduzir a
estabilidade e deteriorar o alimento. Por isso, a estimativa da duracdo da
fase lag tem recebido muita importancia na literatura de microbiologia
preditiva.

A duracdo da fase lag pode ser obtida objetivamente pela
extrapolacdo da reta tangente da parte exponencial da curva de
crescimento microbiano sigmoidal (In(N(t)) versus ¢) até o valor da
contagem inicial (PIRT, 1975). Buchanan e Cygnarowicz (1990)
propuseram que a duracéo da fase lag é definida como o tempo em que a
mudanca na velocidade especifica de crescimento é maxima (maxima
aceleracdo da velocidade de crescimento), isto €, o primeiro instante de
tempo em que a segunda derivada do logaritmo natural do nimero de
organismos em funcdo do tempo é zero. A Figura 2.2 ilustra a diferenca
entre as duas formas de calcular a duracdo da fase lag. Zwietering,
Rombouts e Vant Riet (1992) recomendam o uso da definicdo de Pirt,
pois é a mais utilizada e facilita a compara¢do com os resultados da
literatura.

Figura 2.2 — Comparagdo entre a forma convencional de obter a duragdo da fase
lag definida por Pirt (1975), linha sélida, e definida por Buchanan e
Cygnarowicz (1990), linha tracejada.

Mmax

InN
K

...........

0 A
time

Fonte: Swinnen et al. (2004).
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Baty e Delignette-Muller (2004) observaram que a estimativa da
fase lag tem uma imprecisdo acentuada, independentemente do modelo
utilizado, e duas sdo as principais causas que dificultam uma estimativa
segura da fase lag: a falta de entendimento fisioldgico do fenémeno; e a
definicdo puramente geométrica da fase lag.

2.1.3 A fase estacionaria no crescimento microbiano

Considera-se que a fase estacionéria no crescimento microbiano é
alcancada depois que a populagdo microbiana deixa de crescer
exponencialmente, onde a populacdo méaxima no ambiente, sob
determinadas condigdes, é atingida. Nesta etapa, a velocidade especifica
de crescimento decai para valores proximos de zero (ZWIETERING et
al., 1990). A populacdo méxima atingida no crescimento microbiano
pode variar conforme o tipo de microrganismo e as condigdes
ambientais impostas a ele.

Para temperaturas préximas da 6tima, o valor de maximo atingido
tende a ser maior. Para temperaturas muito inferiores a temperatura
6tima o valor de maximo atingido tende a ser inferior, devido ao
possivel efeito provocado pela temperatura na fisiologia do
microrganismo.

O Apéndice A aborda a modelagem do crescimento microbiano
considerando que a populacdo maxima ndo é atingida, ou seja, a curva
do crescimento microbiano € avaliada até a fase exponencial,
desconsiderando a fase estacionéria.

Zwietering et al. (1990) modelaram o crescimento de L.
plantarum com o modelo de Gompertz modificado, na faixa de
temperatura entre 6 e 43 °C. Os dados encontrados pelos autores para a
populacdo maxima atingida é apresentado na Figura 2.3. E possivel
observar o efeito da temperatura sobre a populacdo maxima atingida. Os
autores utilizaram um modelo secundario para modelar a dependéncia
do parametro com a temperatura.

Na Tabela 2.1 estdo listados alguns casos de diferentes espécies
microbianas em que a populagdo microbiana atingiu valores maximos
em torno de uma média, dentro das faixas de temperatura aplicadas.
Neste caso, a populagdo maxima atingida é independente da
temperatura, sendo que € possivel perceber um baixo desvio padréo da
média, principalmente nos casos em que as temperaturas séo favoraveis
ao crescimento do microrganismo.
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Figura 2.3 — Populagdo méxima atingida (Asymptote) por L. plantarum na faixa

de temperatura entre 6 e 43 °C, e descri¢do dos dados com uso de um modelo

secundario (-).
Asymptote

1] 10 20 30 40 50

Temperatura [°C)

Fonte: Zwietering et al. (1990).

Tabela 2.1 — Valores médios para a populagdo maxima atingida de algumas
espécies.

Microrganismo Md  Dp* ;e::)é: C;(; Meio de Fonte
g (log UFC/qg) D(OC;; Incubacéao

Pseudomonas Peixe do Koutsoumanis
spp. 8407 0-15 mediterraneo  (2001)
Escherichia coli Caldo Fujikawa
1952 8901 276-36  triente (2010)
Listeria 913+£0,09 15-40 Agar TSB Huang (2008)
monocytogenes

! Md representa a média das observacdes, e Dp o desvio padrdo da média.
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2.2 ANALISE FUNDAMENTAL DA ESTRUTURA MATEMATICA
DE MODELOS

Os modelos matemdticos de crescimento microbiano tém sua
construcdo baseada em um bloco elementar que descreve a evolucdo do
crescimento da populagdo através de uma equacdo diferencial de
primeira ordem (BERNAERTS et al., 2004), conforme apresentado na
Equagdo (2.1):

dN(t)
dt
sendo que N(t) é a contagem da populacdo no instante t, e u(t) é a
velocidade especifica de crescimento da populacdo, que depende do
conjunto de condicBes ambientais (cond) em que a populagdo é
submetida, além de fatores intrinsecos a propria populagao.

Malthus (1798) foi o primeiro autor a propor um modelo para
descrever a dindmica populacional. A construcdo do modelo é baseada
na resolucdo da Equacéo (2.1), considerando que a velocidade especifica
de crescimento u(t, N, cond) é constante (r), conforme a Equacéo (2.2).

dN(t)
dt

Caso se considere que o ambiente onde ha o crescimento da
populacdo é limitado por diversos fatores, ndo é possivel que a
populacdo neste ambiente cresca de forma ilimitada (PELEG;
CORRADINI; NORMAND, 2007; HUANG, 2008). A partir desta
consideracdo, é necessario adicionar a Equacdo (2.2) um termo que
represente os fatores de inibicdo do crescimento populacional.
Verhulst (1838) adicionou um termo onde a velocidade de crescimento r
decresce como uma funcéo linear de N(t), conforme apresentado na
Equagdo (2.3):

= u(t, N, cond)N(t) (2.1)

=rN(t) (2.2)

dN(t)
dt

sendo que N, é a populacdo maxima que o ambiente suporta.

A estrutura matematica elementar da Equacdo (2.3) tem sido
utilizada na grande maioria dos modelos matematicos de crescimento
microbiano, com raras excegdes. A partir dela, os modelos s&o divididos
entre modelos puramente sigmoidais e modelos sigmoidais com funcéo
de ajuste.

(2.3)

=rN(t) [1 — N(t)]

max
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2.2.1 Modelos com formato puramente sigmoidal

Em um artigo de revisdo, Tsoularis e Wallace (2002) verificaram
gue uma variedade de curvas de crescimento tem sido desenvolvida ao
longo da histdria para modelar a dindmica populacional e o crescimento
bioldgico, onde a maioria dos modelos tem como base a equacdo de
crescimento de Verhulst (2.3). Os autores identificaram, entdo, uma
forma generalizada da equacdo que incorpora diversos modelos como
casos especiais, a qual é apresentada na equacgéo (2.4):

dN(t) 1 ol
& S TINOI |- [Nméx] l (2.4)

sendo que os parametros a, B e y tém diferentes valores para cada
modelo. Os modelos identificados pelos autores que apresentam o
formato da Equacdo (2.4) séo apresentados na Tabela 2.2.

A Tabela 2.3 apresenta diversos modelos matematicos com
formato puramente sigmoidal desenvolvidos ao longo da historia
(TSOULARIS; WALLACE, 2002), além de outros modelos
encontrados na literatura.

Tabela 2.2— Valores dos parametros a, 8 e y para diferentes modelos, conforme
a Equacdo (2.4).

Exponential growth a=1 =1 y=1
Mitscherlich or a=0 =1 y=1
monomolecular growth
Power growth a>1 y=0
Generalized von Bertalanffy a f=1—-a y=1
growth
Specialized von Bertalanffy a=2/3 B=1/3 y=1
growth
Richards growth a=1 B=-1 y=1
Smith’s growth a =0.473 g=1 y=1
Blumberg’s growth a =1 Y
Hyperbolic growth a=1-1/n B=1 y=1+1/n
Generic growth a=1+ B Y

B —v)
Generalized Gompertz growth a=1 B0 14
Gompertz growth a=1 B-0 y =
Second order a=1 B-0 y=1/2

exponential polynomial

Fonte: Tsoularis e Wallace (2002).
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Tabela 2.3 — Lista de modelos matematicos puramente sigmoidais.

Modelo Equacao
Gompertz dn(t) Ninax
(GOMPERTZ, 1825) a V@ (N(t)) (25)
Modelo Logistico dN(t) N(¢)
(VERHULST, 1838) a Ve [1 - Nmax] (26)
von Bertalanffy Vs
(VON dN(t) s l, [N
BERTALANFFY, a - TIN@PE = @7)
1957)
Richards dN(t) NV
(RICHARDS, 1959) Ol [Nmax] l (28)
Smith dN (t) _ 1- N(t)/Nmax
(SMITH, 1963) a - NO [1 + N /N (2:9)
[14[1/n]]
Equacdo de O — rvcei-tar [1 _ #] (2.10)
Blumberg [ /n]’"“x
(BLUMBERG, 1968) r—n [M] (2.11)
b

Modelo genérico de
crescimento

ifi BT
(_:J_Béf\lagg dIZEt) _ r[N(t)][Hp’(l—y)] [1 — <$) ] (212)
BRADLEY:; KIRK,
1976)

Forma de Hossfeld’s
(ZEIDE, 1993)

[1+[1/¢]]
VD _ eyl [1 _ﬁ] (2.13)

Forma de Korf’ dN

(ZEIDE 1993)S dg) = [c[p]=VIN () In(k /)] 11+ 0/ell (2.14)
Modelo estruturado dN(t)
(HILLS; WRIGHT, g = bnleoexpla) =N@I (5 45

1994)

dc/dt = ac
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Tabela 2.3 — Lista de modelos matematicos puramente sigmoidais.
(continuacéo)

Modelo Equacéo

Logistico com
variagdo da capacidade
de transporte

dN(t)
dt

N ()
= rN(b) [1 - @] (2.16)

a;
MEYER: AUSUBEL, ) =a, + 217
( 1999) o0 =t e Car - ¢
Gompertz generalizado y
dN(t N.
(TSOULARIS; d( ) N [m (Nm“")] (2.18)
WALLACE, 2002) t ®
Logistico modificado n
(MESSENS et al., dN(t)z[ [ VMOV _lve @19
2003) dt max

2.2.2 Modelos sigmoidais com func¢éo de ajuste

A curva do crescimento microbiano normalmente é expressa pelo
logaritmo da contagem microbiana contra o tempo (In(N(t)) versus t)
devido ao formato sigmoidal caracteristico produzido. Entretanto, os
modelos puramente sigmoidais ndo sdo capazes de descrever a curva
sigmoidal completa nestas condicdes, pois ndo sdo capazes de descrever
a fase lag (FUJIKAWA, 2010), como ilustrado na Figura 2.4. Isso tem
incentivado o desenvolvimento de modelos com a incorporagdo de uma
funcdo de ajuste (VAN IMPE et al., 2005), sendo que esta funcdo de
ajuste suprime o inicio da curva logistica, produzindo a fase lag.

Figura 2.4 — Curvas logisticas da contagem bacteriana (N) e do logaritmo da
contagem bacteriana (log N) contra o tempo, ambas construidas com os mesmos
parametros.
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Fonte: Fujikawa (2010).
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Como discutido anteriormente, se as condi¢cGes ambientais s&o
constantes, a curva de crescimento microbiano exibe o formato
sigmoidal tipico, contendo trés fases: lag, exponencial e estacionaria
(Figura 2.5). A velocidade de crescimento global u(t, N,cond) da
Equacdo (2.1) pode ser representada por trés fatores que descrevem as
trés fases de crescimento, conforme a equacdo (2.20) (VAN IMPE et al.,
2005):

dN(t
% = WagHexp HeseN (£) (2.20)

sendo que o fator ,,, € introduzido para descrever o comportamento da
fase lag (funcdo de ajuste), o fator p.,, € a velocidade especifica
méaxima de crescimento (Wqx), € O fator p.g introduz o decréscimo

gradual na velocidade especifica de crescimento, resultando na fase
estacionaria (funcdo de inibicdo) (BERNAERTS et al., 2004).

Figura 2.5 — Curva de crescimento tipico sob condi¢es ambientais constantes.

time

Fonte: Bernaerts et al. (2004).

Os modelos matematicos apresentados na Tabela 2.4 foram
desenvolvidos para avaliar o crescimento microbiano baseado nesta
estrutura.

E possivel notar que alguns modelos sigmoidais com funcéo de
ajuste possuem estruturas similares, sendo que este assunto é abordado
com detalhes no Apéndice C.
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Tabela 2.4 — Modelos matematicos sigmoidais com fungdo de ajuste, baseados
na Equagdo (2.20).

Funcéo de Ajuste Fase . Fur_1<;:_:10~de
Modelo exponencial Inibicéo
(ulag) (uexp) (uest)
Baranyi e Robt?rts (0 N(E)
(BARANYI; N bmar 1=
ROBERTS, 1994) a(®) + max
Huang 1 _N®

(HUANG, 2008)  T+exp(—alt—Ap Mmer 17N —

Fujikawa, Kai e
Morozumi [ Nppin]® - 1— N(@)
(FUIIKAWA; KAI; NGO Nonax
MOROZUMI, 2004)

Fujikawa 1 Ninin " 1 N(®) "
(FUIIKAWA, 2010) - [N(t) " B

Nmax

2.3 APRESENTACAO DE MODELOS PURAMENTE SIGMOIDAIS
E SIGMOIDAIS COM FUNCAO DE AJUSTE UTILIZADOS EM
MICROBIOLOGIA PREDITIVA

Ha um grande nimero de modelos matematicos para descrever o
crescimento populacional (de microrganismos, por exemplo) na
literatura. Vadasz e Vadasz (2005) reportam que 20 diferentes modelos
estdo sendo usados em microbiologia preditiva ou na area de ecologia
para descrever o crescimento populacional, sendo que 14 estavam sendo
usados de forma consistente na Ultima década. Alguns destes modelos,
entretanto, podem ser mais indicados para a modelagem de dados do
crescimento microbiano. Segundo Corradini e Peleg (2005) a predicdo
do crescimento microbiano néo se refere ao ajuste de um modelo, ou uso
bem sucedido de interpolacdo, mas descreve a habilidade de um modelo
em estimar corretamente os resultados de experimentos inéditos, nao
usados para determinar seus parametros. Vadasz e Vadasz (2005)
relatam ainda que um grande numero de modelos matematicos sejam
apenas descritivos ao invés de preditivos.

Em microbiologia preditiva, muitos modelos cinéticos focam na
simplicidade e aplicabilidade, com énfase na descricdo do
comportamento microbiolégico macroscépico em um dado ambiente. Os
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modelos que ndo se preocupam em representar 0s mecanismos podem
ser classificados como modelos tipo “caixa preta”.

A validagdo destes modelos em descrever culturas puras, em
meios de crescimento simples, sob condigdes ambientais moderadas é
largamente ilustrada e aceita (VAN IMPE; VERCAMMEN; VAN
DERLINDEN, 2011), visto também que o objetivo da modelagem &
fazer uma representacdo simplificada da realidade, e ndo reconstrui-la
(ZWIETERING; DEN BESTEN, 2011).

A Tabela 2.5 apresenta alguns dos modelos mais utilizados na
literatura de microbiologia preditiva e alguns modelos recentes, 0s quais
foram classificados de acordo com seus formatos em modelos
puramente sigmoidais, sigmoidais com funcdo de ajuste e segmentados,
baseados na classificacdo de Baty e Delignette-Muller (2004). Os
modelos também foram divididos de acordo com 0s seus parametros,
pois em microbiologia preditiva, considera-se que 0s parametros
velocidade especifica maxima de crescimento (W,,4,) € duracdo da fase
lag (1) possuem significado bioldgico. Estes parametros sdo utilizados
com frequéncia para caracterizar o crescimento de diversos
microrganismos em condi¢des ambientais especificas (ZWIETERING et
al., 1994; BARANY!I et al., 1995; HUANG, 2011).

Tabela 2.5 — Classificagdo dos modelos de crescimento microbiano de acordo
com a base de construgdo matematica e significado dos pardmetros.

Classificacdo A ; ,P_arametros -
Com significado biolégico Empiricos
Logistico Genérico
Logistico Gompertz modificado de
modificado modificado por C .
S o - orradini
Puramente  por Zwietering por Zwietering Corradini e e Peleg
sigmoidais et al. (1990) et al. (1990) Peleg (2005)
(2005)

Logistico  Gompertz
(1838) (1825)

Produto Substrato Fuiikawa
Sigmoidais  (2005) (2005) JIKawa, -
com funcéo Baranyi e Kaie Fujikawa
de ajuste Roberts Huang Morozumi (2010)
(1994) (2008) (2004)

Buchanan  Koutsoumanis

Segmentados (1997) (2001)
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No Apéndice B sdo apresentadas informacdes sobre a
importancia do significado bioldgico dos pardmetros em modelos de
crescimento microbiano, e a obtencdo destes parametros a partir de
parametros empiricos.

Uma breve descricdo sobre os modelos de interesse para este
trabalho serd apresentada a seguir, sendo que esta descrigdo foi extraida
e adaptada dos artigos originais de suas publicagdes.

2.3.1 Modelos puramente sigmoidais

2.3.1.1 Modelo Logistico e modelo Logistico modificado por
Zwietering e colaboradores

O modelo Logistico tem como principal caracteristica a simetria
em torno do ponto de inflexdo, o que muitas vezes prejudica a eficiéncia
de ajuste deste modelo aos dados experimentais. O modelo logistico foi
inicialmente utilizado para descrever o crescimento microbiano por
Gibson, Bratchell e Roberts (1987), sendo representado pela Equacdo
(2.21):

Cc
_l_
1+ exp(—b[t —d])
sendo que y(t) é o logaritmo da contagem microbiana N no tempo t, ou
seja, y(t) =In(N(t)) e a, b, c e d sdo parametros empiricos do
modelo.

Modelos matematicos que possuem parametros com significado
biolégico podem ser considerados mais interessantes em termos
praticos, pois a estimativa dos parametros de crescimento pode ser
avaliada de forma mais conveniente. Modelos com menor nimero de
parametros e com significado biolégico sdo preferidos porque podem ser
validados com maior facilidade pelos microbiologistas (BATY;
DELIGNETTE-MULLER, 2004). Assim, Zwietering et al. (1990)
propuseram a substituicdo dos parametros empiricos a, b, ¢ e d pelos
parametros com significado bioldgico .., 4 € A, resultando na
Equacéo (2.22):

yt)=a (2.21)

A
1+exp(4uA%[/1—t]+1)

sendo que Y (t) é a razdo logaritmica entre a contagem microbiana no
tempo t e a contagem inicial, ou seja, Y(t) = In(N(t)/Ny), Wmax € @

Y(t) =

(2.22)
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velocidade especifica maxima de crescimento; A é a duracéo da fase lag;
e A é a amplitude da curva sigmoidal.

2.3.1.2 Modelo de Gompertz e modelo de Gompertz modificado por
Zwietering e colaboradores

O modelo de Gompertz tem sido usado por muitos autores na
modelagem preditiva do crescimento microbiano (ZWIETERING et al.,
1994; PAL; LABUZA; DIEZ-GONZALEZ, 2008; SLONGO et al.,
2009). Este modelo néo é simétrico, o que melhora a estimativa dos seus
parametros. O modelo de Gompertz foi inicialmente utilizado para
descrever o crescimento microbiano por Gibson, Bratchell e Roberts
(1987), conforme a Equagdo (2.23):

y(t) = a + cexp(—exp(—=b[t — d])) (2.23)
sendo que y(t) é o logaritmo da contagem microbiana no tempo t; e a,
b, ¢ e d sdo parametros empiricos do modelo.

Zwietering et al. (1990) propuseram a substituicdo dos
parametros empiricos a, b, ¢ e d pelos parametros com significado
bioldgico s A € 4, resultando na Equacéo (2.24):

exp(1

Y(t) = Aexp (— exp (W [A—t]+ 1)) (2.24)
sendo que Y (t) é a razdo logaritmica entre a contagem microbiana no
tempo t e a contagem inicial, W4, é a velocidade especifica maxima de
crescimento; A é a duracdo da fase lag; e A é a amplitude da curva
sigmoidal.

2.3.1.3 Modelo genérico de Corradini e Peleg

Para os autores Corradini e Peleg (2005), o crescimento
microbiano pode ser descrito com o uso de qualquer modelo matematico
gue possua o formato sigmoidal tipico, com o alcance de uma fase
estacionaria bem definida. Além disso, outras caracteristicas importantes
a um modelo sdo simplicidade e parciménia. Desta forma, o modelo
Genérico foi proposto pelos autores, que € apresentado na
Equacéo (2.25):

Alt]"
b + [t]"

Y(t) = (2.25)
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sendo que A, b e n sdo parametros empiricos do modelo. O parametro A
¢ a amplitude da curva sigmoidal (quando t — ©o, Y(t) - A) e 0s
parametros n (n > 1) e b (b > 1) controlam o formato da curva.

2.3.1.4 Modelo Logistico modificado por Corradini e Peleg

Para a construgdo deste modelo, os autores Corradini e Peleg
(2005) fizeram modificagdes na equacdo logistica (2.21) de forma que
as seguintes condicGes sejam mantidas: quando t =0, Y(t) =0; e
quando t — oo, Y(t) - A. O modelo logistico modificado pelos autores
é apresentado na equacéo (2.26):

A A

1+ exp (k(tlfx - t)) - 1+ exp(ktifx)

sendo que 4, k e t;r, sdo parametros empiricos do modelo. O parametro
tirx faz o deslocamento da inflexdo; k regula a ascensdo da curva (pois

é um parametro de velocidade), e A representa a amplitude da curva
sigmoidal.

Y() =

(2.26)

2.3.2 Modelos sigmoidais com func¢éo de ajuste
2.3.2.1 Modelo de Baranyi e Roberts

O modelo de Baranyi e Roberts é amplamente utilizado em
microbiologia preditiva. Em pesquisa a base de dados Web of
Knowledge do ISI — Institute for Scientific Information em 04/08/2011,
foram encontradas 548 citagcGes do artigo de revisdo sobre o modelo
(BARANYI; ROBERTS, 1994), 260 citagcbes do artigo inicial do
modelo (BARANYI; ROBERTS; McCLURE, 1993) e 145 cita¢des do
artigo que descreve a matematica do mecanismo (BARANYI;
ROBERTS, 1995).

Para Van Impe et al. (2005) este modelo é muito usado por
algumas razdes: (i) é facil de usar; (ii) é aplicavel a condi¢cbes com
variagGes dindmicas no ambiente; (iii) tem uma boa capacidade de
ajuste; e (iv) a maioria dos parametros do modelo sdo biologicamente
interpretaveis. O desenvolvimento do DMFit, macro do software Excel®
para facilitar o ajuste do modelo de Baranyi e Roberts, distribuido de
forma gratuita e incluso no site ComBase (www.combase.cc), também
contribuiu de forma significativa para a popularidade de uso deste
modelo.
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A funcéo de ajuste deste modelo procura descrever 0 mecanismo
bioldgico da evolugdo do estado fisiolégico das células do
microrganismo ao novo ambiente através da Equacao (2.27):

q(t)
q(®) +1
sendo que q(t) é uma funcdo que representa a evolucdo de uma
substancia critica v, relacionada as reagfes enzimaticas envolvendo o

microrganismo. A funcdo q(t) é obtida a partir da equacao diferencial
(2.28).

(2.27)

Hiag =

WO —vq (2.29)

sendo que v pode ser considerada igual a velocidade especifica maxima
de crescimento da cultura microbiana p,,,,, Cuja razdo é caracteristica
do ambiente atual.

A fungdo de inibicho pertence a familia de curvas de
Richards (1959), Equacdo (2.29), sendo que ndo hd mecanismo
bioldgico envolvido.

N (t)]m (2.29)

Hest = 1 — [
Nméx
sendo que m é um parametro de curvatura.
Ao considerar as equagles para g € Heg, € as condighes

ambientais constantes, a equa(;éo diferencial (2.30) é construida.
dN(b) N(©)
dt [% + exp( Hmaxt)] Hmax [ [ max] ] N(t) (230)

A equacdo (2.30) tem solucdo explicita, apresentada na
Equacéo (2.31).

_ 1 exp(mUmaxF(t))
Y(©) = o + tmaxF(©) = || 1n (1 = ) (2.31)
A funcéo F(t) é dada pela Equacéo (2.32).
_ 1 qo + eXp(_umaxt)
F(t) -t [umax] ln( 1+ 9o )

sendo que q, é o estado fisiologico inicial da célula.
O parametro m ndo melhora de forma significativa a qualidade
dos ajustes em muitos casos. Assim, é possivel considera-lo igual a um.

(2.32)
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Para 0 ajuste do modelo aos dados experimentais, 0s autores
aconselham a transformacdo do pardmetro g, no pardmetro h, através
da Equagdo (2.33), a fim de tornar o ajuste da equagdo mais estavel.

1
ho = 1n(1 +q—0) (2.33)

Desta forma, a Equacdo (2.32) pode ser transformada na
Equacéo (2.34).

F(t)=t+[ !

| InCexp(—tumat) + exp(~ho) = exp(—tmaxt — ho)) (2.34)

|-1max
Por fim, a duracdo da fase lag (1) pode ser obtida pela
Equago (2.35).

h
1=

(2.35)

umax

2.3.2.2 Modelo Produto e modelo Substrato

Van Impe et al. (2005) enfatizaram que os modelos Produto e
Substrato tém as seguintes propriedades:

e Cinética da funcdo de inibicdo que descreve a fase estacionéria

pode ter uma base mecanistica mais apropriada;

e Capacidade de ajuste equivalente aos modelos tradicionais;

e Facilidade de aplicagdo em situacGes reais e maior

complexidade.

De acordo com os autores, quando espécies isoladas crescem em
um produto alimenticio, o processo de auto-limitacdo de crescimento
pode ocorrer devido a exaustdo de um dos nutrientes essenciais e/ou
acimulo de produtos metabolicos residuais. Se um aumento na
concentracdo inicial de substrato (como fontes de carbono, nitrogénio,
elementos essenciais, vitaminas) resultar em um aumento da densidade
populacional maxima atingida, entdo o fator limitante de crescimento é a
disponibilidade de substrato. Se um aumento na concentragdo inicial de
substrato ndo afetar a populacdo maxima atingida, entdo o fator
limitante é a formacdo de produto(s) toxico(s). Desta forma, a
construgdo dos modelos Produto e Substrato levam em consideragéo o
efeito destes fenémenos.

A funcdo de ajuste (,44) utilizada na construgéo dos modelos € a
equacdo da variacdo do estado fisiolégico das células de Baranyi e
Roberts, apresentada na Equacédo (2.27). Na funcéo de inibicao (u,s), 0S
autores assumem para 0 modelo Produto que a fase estacionéria resulta
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da inibicdo de crescimento por um produto téxico P(t), e isso implica
gue W, depende apenas do produto.
P(t)

Hest = 1 ——— (2.36)

Ky

sendo que K, € um parametro relacionado com o produto.

Outras hipdteses assumidas sdo: (i) a concentracdo inicial de
substancia toxica no tempo inicial € igual a zero (P(0) = 0); (ii) existe
apenas um produto inibitério de crescimento. Assim, o modelo é
composto pelas equages diferenciais (2.37), (2.38) e (2.39).

dN() [ q(®) P(t)
dt - [q(t) +1 Wmax [1 - K_P] N(t) (237)
dczi—it) = Umaxq(t) (238)
dP(t) q(t) P(®)
—ar = G [m Minasx [1 - K—P] N(t) (2.39)

com as condigdes iniciais N(0) =N,, q(0)=gq, € P(0)=0. A
Equacdo (2.37) descreve a cinética do crescimento microbiano, a
Equagco (2.38) descreve a mudanca no estado fisiologico da célula, e a
Equacdo (2.39) descreve a producdo de produtos téxicos P(t) no meio,
sendo Y,y um fator de converséo.

Para o modelo Substrato, os autores assumem que a fase
estacionaria resulta apenas da exaustdo de substrato, e com iSSO g
depende apenas do substrato. Uma relagdo linear é apropriada para
descrever a influéncia do consumo de substrato no crescimento
microbiano.

Hest = S@) (240)

Outras hipdteses sdo: (i) ndo hd consumo de substrato para

manutencao; (ii) ndo ha degradacdo de substrato no meio; (iii) ndo ha

adicdo de substrato durante o crescimento; (iv) hd apenas um substrato

limitante. Estas hipo6teses resultam nas equacdes diferenciais (2.41),
(2.42) e (2.43):

dN
2= | mesone 241
dq—(t) = Mmaxq(t) (2.42)

dt
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ds@® [ q@® S(®)
dt - [q(t) +1 Hmax [— N(t) (243)

Cnys
com as condi¢Bes iniciais N(0) =Ny, q(0)=¢q, € S(0)=1. A
Equacdo (2.43) descreve a cinética do consumo de substrato S(t). A
concentracdo de substrato é redimensionada (fator adimensional) a fim
de obter uma funcdo de inibicdo decrescente, com valoresentre O e 1.

2.3.2.3 Modelo de Huang

Para a construcdo do modelo, Huang (2008) assumiu que durante
a fase lag ndo ha modificacdo na contagem populacional, e que o
crescimento tem inicio ap6s a fase lag. Para descrever este
comportamento, a funcdo de ajuste p,, utilizada no modelo ¢ uma
funcdo logistica, conforme a equacdo (2.44):
1
1+ exp(—aft — 1])
sendo que a é um coeficiente de transicdo da fase lag para a fase
exponencial. A funcdo de inibicdo ., utilizada na construgdo do
modelo é apresentada na Equacéo (2.3).
A equacdo diferencial que gera o modelo é apresentada na
Equacéo (2.45):
dN(t) 1 N(t)
dt 11+ exp(—aft — /1])] Mmax [1 " Npax (2.45)
A Equacdo (2.45) pode ser resolvida analiticamente, a qual gera a
Equacéo (2.46):
Y(8) = Yo + Ymax — In(exp(0) + [eXP Yimar) — exp (Vo)) exp(—pmax B®))  (2.46)
sendo que a fungdo B(t) é dada pela Equacéo (2.47):

B(t) =t+ H In (1 + exp(ale AD)
a 1+ exp(la)

O sucesso no ajuste do modelo baseia-se na escolha adequada do
coeficiente de transigdo a. Um baixo valor de @ ndo gera fase lag e
exponencial, valores intermediarios geram curvas similares ao modelo
de Baranyi e Roberts, e para elevados valores de «, a transicdo entre as
fases lag e exponencial tem forma mais definida. O ideal é obter « como
parametro de regressdo, mas para facilitar o ajuste, @ pode ser declarado
constante usando-se um valor apropriado. Huang indica a fixacdo do
valor de a igual a 25.

iag = (2.44)

(2.47)
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2.3.2.4 Modelo de Fujikawa, Kai e Morozumi

Ao desenvolver o modelo, os autores Fujikawa, Kai e
Morozumi (2004) utilizaram a Equacdo (2.3) como funcdo de
inibicao (us). Para a fungdo de ajuste (p44), adicionaram uma fungao
que é andloga a funcdo de inibicdo, adicionada de um termo
exponencial, conforme apresentado na Equacéo (2.48).

_ Nmin ‘
ulag - [1 - N(t)

A combinacdo de fun¢des gera a equacdo diferencial (2.49) para o
modelo, a qual ndo possui solucdo analitica e, por isso, 0 ajuste do
modelo aos dados deve ser feita de forma numérica:

d};—(tt) = T[l - eXp(.Vmin - Y(t))]c[l - eXP(}’(f) - .Vma.x)] (249)
sendo que o parametro r € a velocidade de crescimento medida na fase
exponencial da curva experimental; y,,;,, é calculado através do valor de
¥, subtraido de uma parte por milhdo, ou seja, V,nin = Yo — 1078 Vimax
e y, S0 obtidos por observagdo da curva experimental através da média
aritmética; e ¢ é um fator de ajuste (¢ = 0), determinado como o valor
gue minimiza a soma dos erros quadraticos (SSE) entre valores de
crescimento observados e preditos.

(2.48)

2.3.2.5 Modelo de Fujikawa

Para o desenvolvimento deste modelo, Fujikawa (2010) realizou
pequenas modificacbes em relacdo ao modelo de Fujikawa, Kai e
Morozumi (2004), Equacdo (2.49). A funcdo de inibi¢do utilizada no
modelo é adicionada de um termo exponencial m, como apresentado na
Equagdo (2.29), e a funcdo de ajuste tem o mesmo principio do outro
modelo, porém com o pardmetro de curvatura n envolvendo apenas a
razdo da populacdo, e ndo a funcdo toda, conforme apresentado na
Equago (2.50).

bag = 1 - [ (2.50)
lag N(t) '

Estas considera¢des formam a equacdo diferencial (2.51), que ndo
possui solucdo analitica e, por isso, 0 ajuste do modelo aos dados deve
ser feita de forma numérica:

d
3{;(;) = 1[1 — exp([Ymin — YODI[1 — exp(m[y(t) — Ymax))] (2.51)
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sendo que a interpretacdo dos parametros deste modelo é analoga aos
pardmetros do modelo de Fujikawa, Kai e Morozumi (2004).

2.4 MODELOS SECUNDARIOS

De acordo com Whiting e Buchanan (1993), modelos secundarios
sdo utilizados para descrever a variacdo dos parametros de interesse do
modelo primario em funcdo de fatores ambientais, como a temperatura,
por exemplo. Qualquer equacdo que apresente uma boa descricdo dos
parametros do modelo priméario com a temperatura pode ser usada como
modelo secundario, como por exemplo, as equagdes logaritmica (2.52) e
exponencial (2.53):

p=a+blog(T) (2.52)

p=a+bexp(T) (2.53)

sendo que a e b sdo parametros empiricos, p € 0 parametro a ser
estimado, e T é a temperatura (°C).

Alguns modelos secundarios sdo considerados classicos na
literatura, pois sdo usados em grande parte dos trabalhos na area da
microbiologia preditiva. O modelo da raiz quadrada proposto por
Ratkowsky et al. (1982) é um dos modelos secundarios mais populares
(BARANYI et al., 1995; XANTHIAKOS et al., 2006; LEE et al., 2007;
GOSPAVIC et al., 2008). Este modelo descreve uma relag&o linear entre
a raiz quadrada do parametro p e a temperatura, conforme apresentado
na Equacéo (2.54):

P = bIT — Tpin] (2.54)
sendo que p é o parametro de interesse (W,;,q., 1/A, €ntre outros), b é
um parametro empirico de inclinagdo (h®°C™) e T,,;, & a temperatura
tedrica de minimo crescimento microbiano.

Outras versbes do modelo da raiz quadrada incluem
modificagBes, tornando este modelo capaz de descrever o crescimento
microbiano em diferentes condicBes. Sob elevadas temperaturas o
crescimento microbiano pode ser interrompido devido a inativacdo ou
desnaturagdo de proteinas, sendo que a adigdo de um termo exponencial
proposto por Ratkowsky et al. (1983) habilita o0 modelo a descrever esta
condicdo (VAN IMPE et al., 1992; JUNEJA et al., 2007; VELUGOTI
etal., 2011), de acordo com a Equacéo (2.55):

\/5 = b[T - Tmin][l - eXp(C[T - Tmax])] (255)
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sendo que ¢ é um parametro empirico (°C™), e T4, € @ temperatura
tedrica de méximo crescimento microbiano (°C).

Outro modelo secundario de uso popular em microbiologia
preditiva é a equacdo do tipo Arrhenius (DAVEY, 1991; SKINNER;

LARKIN; RHODEHAMEL, 1994; FUJIKAWA; KA,
MOROZUMI, 2004), de acordo com a Equagéo (2.56):
b
p = aexp (_ ?) (2.56)

sendo que a (W*®°C™) e b (°C) séo parametros empiricos do modelo.

2.5 MODELAGEM DO CRESCIMENTO MICROBIANO EM
CONDICOES NAO-ISOTERMICAS

Durante a cadeia de producdo e distribuicdo de alimentos
pereciveis, a temperatura é um fator que pode variar consideravelmente,
sendo que a exposicdo a diferentes temperaturas pode ocorrer e
comprometer a qualidade do produto (FU; LABUZA, 1992; VAN IMPE
etal., 1992). Como a capacidade descritiva de modelos primarios pode
ser garantida apenas para condi¢es ambientais constantes, é necessario
0 uso de outras abordagens para predizer o crescimento microbiano em
condicdes ndo isotérmicas.

Para a modelagem do crescimento microbiano em condigdes
ambientais variaveis os modelos sdo utilizados como equaghes
diferenciais de primeira ordem, sendo que os parametros destas
equacOes tornam-se funcBes das variacbes ambientais, dadas por
modelos secundarios apropriados. Assim, 0 modelo leva em
consideragdo a variagdo dos fatores ambientais com o tempo, e torna-se
equivalente ao modelo primario quando as condi¢des ambientais
aplicadas forem constantes. Esta abordagem de modelagem foi proposta
inicialmente por Van Impe etal. (1992), sendo que é a base do
desenvolvimento dos modelos de crescimento com variagOes
ambientais.

Quando a temperatura é o fator ambiental que tem maior
influéncia no crescimento microbiano, outros fatores (como pH ou ay)
podem ser considerados constantes. A modelagem do crescimento
microbiano é avaliada para condi¢fes ndo-isotérmicas, e desta forma os
parametros do modelo tornam-se fungdo exclusivamente da temperatura,
sendo que o perfil da variacdo da temperatura com o tempo T(t) deve
ser descrito através de fungdes apropriadas.
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2.5.1 Equacdes diferenciais baseadas nos modelos Logistico e
Gompertz modificados por Zwietering e colaboradores

Os modelos Logistico e Gompertz modificados por Zwietering e
colaboradores sdo originalmente capazes de descrever o crescimento
microbiano apenas para condigdes isotérmicas. As equacdes diferenciais
de primeira ordem para descrever o crescimento microbiano em
condi¢des ndo-isotérmicas foram propostas por Van Impe et al. (1992).
A Equacdo (2.57) é baseada no modelo de Gompertz modificado por
Zwietering e colaboradores, e a Equacdo (2.58) é baseada no modelo
Logistico modificado por Zwietering e colaboradores, as quais sdo
utilizadas para predizer o crescimento microbiano em condigdes nao-
isotérmicas:

day (t) B exp(1)

? = Hmax [ ] Y(t) Y(t) (257)
dr(t) Y(t) (2.58)
“ar - Hmax [z] [1 —a |Y®

sendo que Y (t) é a razdo logaritmica entre a contagem microbiana no
tempo ¢t e a contagem inicial (Y (t) = In(N/N,)), € 0S pardmetros (L,
e A sdo fungdes da temperatura, descritos por modelos secundarios.

As condigbes iniciais para resolucdo das equaces
diferenciais (2.57) e (2.58) sdo apresentadas nas Equagdes (2.59)
e (2.60), respectivamente:

Y(0) = A (2.59)

1+exp(4/“j4#+2)

Y(0) = Aexp (— exp (M + 1))

sendo que 0S pardmetros L., 4 € A correspondem aos valores destes
pardmetros na temperatura de incubac&o.

(2.60)

2.5.2 Equagcdes diferenciais baseadas nos modelos Genérico e
Logistico modificado por Corradini e Peleg

As equacgdes diferenciais (2.61) e (2.62) correspondem aos
modelos Genérico e Logistico modificado por Corradini e Peleg:
dy (D) _ Abn[t"" ]
dt (b 4 ¢+lnl )2

(2.61)
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dy(t)  kAexp(k[ty, —t"]) (2.62)

At 1+ exp(k[tiyy — t])]°
sendo que os parametros A, b, n, k e t;r, sdo fungdes da temperatura,
descritos por modelos secundarios; e t* € 0 tempo que corresponde a
qualquer nivel de crescimento isotérmico, o qual é obtido isolando-se t
dos modelos primarios. As expressdes matematicas de t* para 0s
modelos Genérico e Logistico modificado por Corradini e Peleg séo
apresentadas nas Equaces (2.63) e (2.64), respectivamente.

. [bY(t) /md

(2.63)

a-—Y(t)

1 exp(ktiry ) |A+Y(@®)[1 + exp(ktiry
[ ROl el
A condicéo inicial para resolucdo das equaces diferenciais (2.61)
e (2.62) ¢é apresentada na Equacéo (2.65).
Y(0)=0 (2.65)

2.5.3 Modelo de Baranyi e Roberts

As equacdes diferenciais (2.66) e (2.67) compdem o modelo de
Baranyi e Roberts, as quais sdo utilizadas para a predicdo do
crescimento microbiano em condi¢es ambientais ndo-isotérmicas:

d 1
}(;(tt) = Mmax [1 + e—Q(t)] [1 - eXp(y(t) - ymax)] (266)
O — s @)

sendo que y(t) é o logaritmo natural da contagem microbiana no tempo
t, ou seja, y(t) = ln(N(t)); Q(t) é a funcéo logaritmica do estado
fisiologico das células (Q(t) = In(q(t))); € 0S Parametros max € Ymax
sdo funcOes da temperatura, descritos por modelos secundarios.

As condigdes iniciais para resolucdo das equacles
diferenciais (2.66) e (2.67) sdo apresentadas nas Equaces (2.68)
e (2.69), respectivamente:

y(0) =y, (2.68)
Q(0) = @y (2:69)
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sendo que y, é o valor do logaritmo natural da contagem bacteriana
inicial, ou seja, y(0) = In(N,), e Q, € o valor logaritmico do estado
fisiolégico inicial das células, sendo que Q, se relaciona com o
parametro h, através da Equacéo (2.70).

Qo = —In(exp(hy) — 1) (2.70)
2.5.4 Modelo de Fujikawa, Kai e Morozumi, e modelo de Fujikawa
As equac0es diferenciais (2.71) e (2.72) correspondem ao modelo

de Fujikawa, Kai e Morozumi, e ao modelo de Fujikawa,
respectivamente;

—d);(tt) = r[1 — exp(Ymin — y(t))]c[l —exp(¥(t) = Yimax)] (2.71)
d);(tt) =11 — exp([Ymin — YODI[1 — exp(m[y(t) — ymax))] (2.72)

sendo que 0s pardmetros r e yi,4, S80 funcbes da temperatura, descritos
por modelos secundarios; o parametro ¢ é o valor da média deste
parametro na condicdo isotérmica; e y,,;, € logaritmo da contagem
microbiana inicial subtraida de uma parte por milhéo.

A condicdo inicial para resolugéo das equacdes diferenciais (2.71)
e (2.72) é comum a todos os modelos sigmoidais com fungdo de ajuste,
apresentada na Equacédo (2.68).

2.5.5 Modelo de Huang

A equacdo diferencial (2.73) corresponde ao modelo de Huang:
dy(t) B 1
T = Wnax 1+ exp(—a[t — ﬂ-]) [1 - eXP()’(f) - .Vma.x)] (273)

sendo que 0s parametros a, A, Wnax € Yimax 580 fungdes da temperatura,
descritos por modelos secundarios. A condi¢do inicial para resolucdo da
equacdo diferencial (2.73) é apresentada na Equacéo (2.68).
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3 AVALIACAO DO DESEMPENHO DE DIFERENTES
MODELOS MATEMATICOS PARA A PREDICAO DO
CRESCIMENTO DE Lactobacillus plantarum EM MEIO MRS EM
CONDICOES NAO-ISOTERMICAS

O laboratdrio de Engenharia Bioquimica (Engebio) da
Universidade Federal de Santa Catarina forneceu as informacgdes do
crescimento de L. plantarum em meio MRS, sendo que estes dados
foram obtidos durante o desenvolvimento da tese de doutorado de
Francieli Dalcanton. A metodologia experimental e os resultados do
crescimento de L. plantarum nas condi¢Ges isotérmicas e ndo-
isotérmicas utilizadas neste trabalho podem ser verificados na tese
“Modelagem matematica do crescimento de bactérias acido lacticas em
condi¢des isotérmicas e ndo-isotérmicas” (DALCANTON, 2010).

RESUMO

Um dos principais fatores que afetam a estabilidade microbiana dos
alimentos durante 0 armazenamento é a temperatura, cuja variacdo
modifica a dindmica do crescimento microbiano. O uso de modelos
matematicos que consideram variagbes da temperatura de
armazenamento pode ser muito Util na predi¢do da vida de prateleira de
alimentos. Lactobacillus plantarum pode ser considerada uma das
principais bactérias &cido lacticas, tendo recebido atencdo de
pesquisadores em estudos envolvendo produtos carneos. O presente
estudo avaliou a capacidade preditiva dos principais modelos primarios
e suas versdes ndo-isotérmicas para o crescimento de L. plantarum em
meio MRS sob condi¢des de temperatura varidvel. Dados experimentais
do crescimento deste microrganismo em condicdes isotérmicas foram
obtidos nas temperaturas de 4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C, sendo usados para
estabelecer os modelos primarios e secundarios. O crescimento de
L. plantarum em condicfes nédo-isotérmicas foi testado para trés
diferentes perfis (4-12 °C, 5-15°C e 20-30°C) com variacdo de
temperatura a cada 12 horas. Os valores de RMSE, fatores bias e
accuracy indicaram que todos os modelos avaliados fornecem predic6es
seguras do crescimento deste microrganismo nas condicGes
ndo-isotérmicas testadas (fatores bias maior que 1). A capacidade
preditiva dos modelos em descrever o crescimento microbiano em
condicdes ndo-isotérmicas depende muito do bom ajuste dos modelos
primérios e secundarios. Em geral, ndo foi possivel apontar um modelo
com melhor capacidade preditiva para condigbes nao-isotérmicas,



58

embora 0 modelo Logistico modificado por Corradini e Peleg tenha
apresentado melhores valores de RMSE, fatores bias e accuracy em
relacdo aos outros modelos testados, e 0 modelo de Huang piores
valores. Constatou-se também que a capacidade preditiva dos modelos
matematicos é menor quando ocorrem variagOes bruscas de temperatura,
especialmente para baixas temperaturas, pois 0s modelos ndo podem
prever os complexos mecanismos de adaptacdo microbiana. Incorporar
esses mecanismos nos modelos preditivos € um desafio a ser vencido.

Palavras-chave: microbiologia preditiva, modelos néo-isotérmicos,
Lactobacillus plantarum.

3.1 INTRODUCAO

A modelagem matemética € uma importante ferramenta utilizada
para avaliar o crescimento de microrganismos em alimentos. O uso de
modelos preditivos tem crescido devido a habilidade de predicdo do
crescimento microbiano em condigdes especificas e pela facilidade do
uso de computadores e software de simulacdo (MAFART, 2005;
McMEEKIN; MELLEFONT; ROSS, 2007).

A estabilidade microbiana dos alimentos é afetada por diversos
fatores, como temperatura, pH e atividade de &agua, sendo que a
temperatura € um fator que pode variar extensivamente dentro da cadeia
de produgéo e distribuicdo de produtos alimenticios. Como a variagéo da
temperatura modifica a dindmica do crescimento microbiano durante o
armazenamento de alimentos, o uso de modelos matematicos que
consideram essas variacdes pode ser muito Util na predicdo da vida de
prateleira de alimentos (VAN IMPE et al., 1992).

Os modelos matematicos para avaliar o crescimento microbiano
podem ser divididos em modelos primarios, os quais medem a resposta
dos microrganismos com o tempo para um conjunto de condicbes
ambientais; modelos secundarios, 0s quais descrevem a resposta de um
ou mais parametros do modelo priméario com a modificacdo de uma ou
mais condi¢Bes ambientais de cultura; e modelos terciérios, obtidos pela
combinacgdo de modelos primarios e secundarios para gerar sistemas que
fornecem predi¢Bes para diferentes condi¢cbes ambientais (WHITING;
BUCHANAN, 1993). Os modelos também podem ser classificados
matematicamente em: (i) modelos puramente sigmoidais, (ii) modelos
sigmoidais com funcéo de ajuste e (iii) modelos segmentados (BATY;
DELIGNETTE-MULLER, 2004).
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Diversos modelos matematicos tém sido propostos na literatura
para a predicdo do crescimento microbiano em condi¢cdes ambientais
ndo-isotérmicas. A Tabela 3.1 sumariza 0os modelos matematicos de
interesse para o presente estudo. Os estudos que avaliam o crescimento
microbiano em condicBes ndo-isotérmicas utilizam principalmente os
modelos BAR (BARANYI et al., 1995; BOVILL et al., 2000;
XANTHIAKOS et al., 2006; LEE et al., 2007; GOSPAVIC et al., 2008;
JUNEJA et al., 2011; VELUGOTI et al., 2011), GOM (VAN IMPE et
al., 1992; ZWIETERING et al., 1994; HUANG, 2003) e LMZ
(KREYENSCHMIDT et al., 2010).

Tabela 3.1 — Classificagdo, nomenclatura, abreviacdo e fonte dos modelos
matematicos de interesse para o presente estudo.

Classificacéo Modelo Abreviagdo Referéncia
Logistico
modificado por LMZ Zwietering et al.
Zwietering e (1990)
colaboradores
Gompertz
;Z%ﬁgﬁ modi.ficac_io por GOM Zwietering et al.
Zwietering e (1990)
colaboradores
Logistico .
modif?cado por LCP Corradzlgcl)g Peleg
Corradini e Peleg ( )
Sigmoidais Baranyi e Roberts BAR Baran(yllgegi)oberts
comfuncdo  Fujikawa, Kai e FKM Fujikawa, Kai e
de ajuste Morozumi Morozumi (2004)
Huang HUA Huang (2008)

Estudos de comparacdo entre modelos matematicos tém sido
realizados apenas para 0 crescimento microbiano em condicdes
isotérmicas (BATY; DELIGNETTE-MULLER, 2004; JUNEJA et al.,
2007; PAL; LABUZA; DIEZ-GONZALEZ, 2008), sendo que trabalhos
de comparacdo da capacidade preditiva de diferentes modelos
matematicos para situagdes de crescimento microbiano em condigdes
ndo-isotérmicas sdo escassas na literatura (GOSPAVIC et al., 2008).

As bactérias 4acido-lacticas (LAB) sdo responsaveis pela
deterioragdo de produtos carneos processados, embalados a vacuo ou em
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atmosfera modificada, e armazenados sob temperaturas de refrigeracdo
(BORCH; KANTMUERMANS; BLIXT, 1996). A deterioracao causada
pelas LAB é primordialmente devido a produgdo de metabdlitos que
causam mudancgas indesejaveis na aparéncia, textura e flavor do
alimento, produzindo odores e sabores desagradaveis, além da formacao
de limo na superficie dos produtos (SAMELIS; KAKOURI;
REMENTZIS, 2000; CAYRE; VIGNOLO; GARRO, 2003; NYCHAS
et al., 2008). Lactobacillus plantarum pode ser considerada uma das
principais LAB (HUGAS, 1998), tendo recebido atengdo de
pesquisadores em estudos envolvendo a modelagem matematica de seu
crescimento em produtos carneos (ZWIETERING et al., 1990; VAN
IMPE et al., 1995; GARCIA-GIMENO; HERVAS-MARTINEZ; DE
SILONIZ, 2002). Devido a sua importancia, essa LAB foi selecionada
para este estudo.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho dos
modelos LMZ, GOM, LCP, BAR, FKM e HUA para a predi¢do do
crescimento de Lactobacillus plantarum em meio MRS sob condicGes
ndo-isotérmicas.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A bactéria acido lactica Lactobacillus plantarum (CCT 0580
ATCC 8014, Lote 07.05) utilizada no estudo foi adquirida na forma
liofilizada da colecdo de culturas da Fundacdo Tropical de Culturas
André Tosello (Campinas, Brasil). As cepas foram reidratadas conforme
indicagdo, cultivadas em meio Man, Rugosa e Sharpe (MRS) -
Lactobacillus (Acumedia Manufactures, Inc. Lansing, Michigan, USA)
e estocadas em tubos eppendorf com meio MRS contendo 20% de
glicerol a -24 °C até a utilizacéo.

3.2.2 Condigdes de crescimento

A reativacdo da cultura para o preparo dos in6culos foi realizada
em meio MRS a 30 °C por 18 horas. Os experimentos foram realizados
em frascos Erlenmeyers de 250 mL, com 160 mL de meio MRS e
1% (v/v) de indculo. Os frascos foram incubados em estufa (Dist,
Floriandpolis, Brasil) em diferentes condices isotérmicas: temperaturas
de refrigeracdo (4 e 8 °C), temperaturas abusivas (12, 16 e 20 °C) e
temperatura 6tima de crescimento (30 °C). Todos o0s experimentos
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isotérmicos foram feitos em duplicata. As condi¢Bes nao-isotérmicas
foram testadas com mudanc¢as na temperatura a cada 12 horas, em
estufas com programacdo automatica de temperatura (Dist,
Floriandpolis, Brasil). Foram aplicados trés perfis de temperaturas
diferentes. No perfil chamado 4-12 °C, foi testada a variagdo entre 4 °C
e 12 °C; no perfil chamado 5-15 °C, foi testada a variagdo entre 5 °C
e 15 °C; e no perfil chamado 20-30 °C, foi testada a variacdo entre
20°C e 30°C. Para os trés perfis (4-12 °C, 5-15°C e 20-30°C) o
experimento sempre foi iniciado a partir da menor temperatura e as
mudancas de temperatura foram realizadas a cada 12 horas de
experimento. Em todos 0s experimentos (isotérmicos e ndo-
isotérmicos), a temperatura foi registrada a cada 5 minutos por mini data
loggers (Testo 174, Lenzkirch, Alemanha), sendo conduzidos até a fase
estaciondria do crescimento.

3.2.3 Coleta de dados experimentais

Amostras de 2 mL foram coletadas assepticamente em camara de
fluxo laminar (CFLV-09, Veco, Campinas, Brasil) em intervalos de
tempo  pré-estabelecidos, e medidas da absorbancia em
espectrofotdmetro (1105, Bel Photonics, Monza, Italia) foram realizadas
em comprimento de onda de 600 nm, em cubetas de vidro. O branco
utilizado foi agua destilada, descontado das medidas finais. A faixa de
absorbancia utilizada foi entre 0,0 e 0,8, sendo efetuadas dilui¢des a
partir deste valor para manter a linearidade. Os dados de absorbéncia
foram transformados em contagem de coldnias através da utilizacdo de
curvas de calibracdo obtidas previamente em laboratério, com alto
coeficiente de determinacéo (R? > 0,98).

3.2.4 Modelagem matematica
3.2.4.1 Modelos primarios

Os modelos matematicos de crescimento microbiano utilizados
neste estudo sdo apresentados na Tabela 3.2, sendo que para todos os
modelos, y(t) é o logaritmo natural da contagem bacteriana N
(UFC/mL) no tempo ¢ (horas), ou seja, ¥(t) = In(N(t)), e Y(t) é o
logaritmo da razdo entre a contagem bacteriana N no tempo t e a
contagem bacteriana inicial Ny, ou seja, Y(t) =In(N(t)/N,). O
parametro .4, é a velocidade méxima especifica de crescimento (h™);
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A é a duragdo da fase lag (h); y, é o logaritmo natural da contagem
bacteriana inicial, y, = In(Ny); Vmqx € 0 logaritmo natural da contagem
bacteriana maxima atingida y,,,, = In(N,,,4,); k € r correspondem a
inclinagdo méxima da curva do logaritmo do crescimento (h™); tifx €0
tempo de inflexdo da curva (h); A € amplitude da curva, que corresponde
ao logaritmo da razéo entre a contagem bacteriana méaxima e a contagem
bacteriana inicial, A = In(N;,q,/No); ho € 0 estado fisiologico inicial
das células; a e ¢ sdo parametros de curvatura; B(t) e F(t) sdo funcbes
dos modelos HUA e BAR, respectivamente.

Tabela 3.2 — Equagdes dos modelos primarios utilizados no presente estudo.

Modelo Equacéo
A
Y(t) =
LMz 1+exp (—4“1’2“" [A-t]+2) (3.1)
1
GOM  Y(t) =Aexp <— exp (EEXP(AM [A—t]+ 1)) (3.2)
v(E) = A B A
LCP 1+ exp(k[tifx — t]) 1+ exp(ktifx) (33)
exp(UmaxF(t)) - 1) (3 4)
) = Yo + MmaxF(®) —In{ 1+ :
gar 70T e O n( eXP Qimax — Y0)
PO = t+ (=) In(exp (i) + exp(—ho) ~ exp (st =) (3.5)
d ¢
FKM 2O o1 ey -y @) - e ® 0] (36)
Y() = Yo + Ymax — In(exp(y0) + [eXp(imax) — exp(yo)] exp(—itmaxB®))  (3.7)
HUA

B =t + [ﬂ In {1 + exp(—alt — A])}

1+ exp(Aa) (3.8)

Para cada modelo, as metodologias utilizadas para estimar os
pardmetros foram baseadas nas propostas de seus autores, conforme
descrito a seguir. O método matematico de regressdo nao-linear é
descrito no topico que trata das analises numéricas.

Para os modelos puramente sigmoidais LMZ, GOM e LCP, as
estimativas dos parametros foram realizadas pelos ajustes dos modelos
aos dados experimentais. Para 0 modelo BAR, a estimativa foi realizada
em duas etapas. Na primeira etapa, a estimativa dos pardmetros foi
realizada pelo ajuste do modelo aos dados experimentais. A média
aritmética entre os valores do pardmetro h, para todas as temperaturas
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foi calculada. Na segunda etapa, o parametro h, foi fixado com o valor
da meédia calculada, e 0s pardmetros yg, Ymax € Mmax fOram estimados
por novo ajuste.

Para 0 modelo FKM, 0s pardmetros y,,in € Vimas foram estimados
através dos valores iniciais e finais das curvas experimentais, sendo
estes valores acrescidos e subtraidos de 1 parte por milhdo
(FUIIKAWA; KAI; MOROZUMI, 2004). O valor do parametro r foi
obtido pela inclinacdo da reta ajustada aos pontos experimentais na fase
exponencial. Por fim, o pardmetro ¢ foi estimado como o valor que
minimiza o somatorio dos quadrados residuais entre 0 modelo e os
dados experimentais.

Para 0 modelo HUA, a estimativa dos parametros foi realizada de
duas formas diferentes: com o valor do pardmetro a fixo em 25
(conforme sugerido pelo autor) e com a estimativa do parametro a pelo
ajuste. No segundo caso, uma funcéo linear foi usada para descrever a
dependéncia dos valores estimados de a com a temperatura; entdo, o
pardmetro « foi fixo em cada temperatura, € 0S parametros vy, Vimax: A €
Wnas fOram estimados por novo ajuste.

3.2.4.2 Modelos secundarios

O modelo da raiz quadrada de Ratkowsky et al. (1982) é muito
utilizado para modelar o efeito da temperatura sobre os parametros dos
modelos primarios (BARANYI et al, 1995 XANTHIAKOS
etal., 2006; LEE et al., 2007; GOSPAVIC et al., 2008). O modelo da
raiz quadrada é apresentado na Equacdo (3.9), sendo que T é a
temperatura (°C), T,,;, € a temperatura teérica de minimo crescimento
microbiano (°C), b é um parametro empirico do modelo (°C*h%%) e p é
o parametro modelado em funcéo da temperatura (h™®°). O modelo da
raiz quadrada foi utilizado como modelo secundario para os parametros
Wmax: Ty k, A € t,, Onde 0 pardmetro p foi substituido por pw,ax, 7 K,
(1/4) e (1/t.), respectivamente, sendo os pardmetros b e Tpin
estimados através de ajuste.

\/5 =b(T — Tmin) (39)

A média aritmética dos valores do parametro ¢ para todas as
temperaturas pode ser utilizada como modelo secundario. Para os
pardmetros y,,,. € A, @ média aritmética foi calculada com os valores
destes pardmetros nas temperaturas de cada perfil.
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3.2.4.3 Predigdo do crescimento microbiano em condic¢Bes ndo-
isotérmicas

Para a modelagem do crescimento microbiano em condigdes néo-
isotérmicas os modelos sdo utilizados como equacdes diferenciais de
primeira ordem, com as respectivas condigdes iniciais, conforme
apresentado na Tabela 3.3. Para os modelos LMZ e GOM, as equacfes
diferenciais correspondem a abordagem proposta por Van Impe
et al. (1992).

Na Tabela 3.3, y, é o valor da contagem bacteriana inicial; ;4.
A e A nas EquacBes (3.12) e (3.14) correspondem aos valores destes
pardmetros na temperatura de incubacdo, Q(t) é uma funcgéo do estado
fisiolégico das células, onde Q, se relaciona com o parametro h,, através
da Equacdo (3.10).

Qo = —In(exp(hy) — 1) (3.10)

Todos os parametros das equacdes diferenciais sdo funcbes da
temperatura, dadas por modelos secundarios. O perfil da variacdo da
temperatura com o tempo foi descrito através de funcbes apropriadas.

3.2.5 Analises numéricas

Rotinas computacionais foram programadas e executadas no
software Matlab para cada um dos modelos, usando m files. Os ajustes
dos modelos aos dados experimentais foram realizados através da
funcéo fit da ferramenta curve fitting tool do Matlab, com a utilizagdo do
método dos minimos quadrados nédo linear e do algoritmo trust region
reflective Newton. O valor para a tentativa inicial de cada parametro foi
selecionado a partir da observagdo das curvas experimentais. A
resolucdo das equac@es diferenciais foi feita atraves da fungdo ode23 do
Matlab, que é baseada no método de Runge-Kutta, aplicando as
condicdes iniciais adequadas a cada modelo (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 — Equagdes diferenciais e condi¢des iniciais utilizadas na modelagem
do crescimento microbiano em condicfes ndo-isotérmicas.

Equacéo diferencial

Modelo Condicdo inicial
ay (t Y(t)
o WWL]F———-HQ (3.11)
LMZ*
Y= v (3.12)
1+ exp (—um“" + 2) '
dy (t) exp(1)
o & [T] i () Y (3.13)
(0) =Aexp|—exp — — +1 (3.14)
ar(t) kA exp(k[tirx — t])
dt 1+ exp(kftipe — ¢])]° (3.15)

LCP exp(kt,fx) A +Y@®[1+ exp(ktlfx)]] (3.16)
= [k] Aexp(ktipy) — Y (O[1 + exp(ktyfy)]

Y@ =0 (3.17)
dy(t) 1
dr  Hmax [m] [1—exp(y(6) = Yinax)] (3.18)

dQ(t

BAR ?15 ) = Wnax (3.19)
y(0) = o (3.20)
Q0 = Qg (3.21)
d c

FKM }(jl(tt) = 7"[1 - exp(ymi" - y(t))] [1 - eXp(J/(t) - Ymax)] (36)
Y0 =, (3.20)
dy(t) _

HUA dt = Mmax [1 T exp( a )] exp(y(t) - ymax)] (322)
y(0) = yo (3.20)

*As equagdes diferenciais dos modelos LMZ e GOM correspondem a
abordagem proposta por Van Impe et al. (1992).
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3.2.6 Anélises estatisticas

A capacidade dos modelos isotérmicos de representar os dados
experimentais nas diferentes temperaturas foi avaliada através da raiz do
erro médio quadratico (RMSE) e do coeficiente de determinacédo
ajustado  (Rzajustado). O RMSE foi calculado conforme a
Equacéo (3.23), onde pd; sdo os valores preditos pelo modelo, ob; séo
os valores observados nos experimentos, num € o0 nimero de pontos
experimentais, e var é o niUmero de varidveis significativas do modelo
avaliado.

RMSE = [ (3.23)

num — 17(17"]

O R2-ajustado é baseado no coeficiente de correlagdo de Pearson
(SOPER et al., 1917) elevado ao quadrado, no nimero de pontos
experimentais e varidveis significativas, sendo calculado conforme a
Equaco (3.24).

_ [E(lpd: — pd][ob; - ob])] ] (3.24)
Z(pd —pd) > (ob; —ob)

A comparacgdo entre 0s valores experimentais observados e as

respostas preditas pelos modelos ndo-isotérmicos foi realizada com a

utilizacdo do RMSE e dos fatores bias e accuracy (ROSS, 1996),
apresentados nas Equagdes (3.25) e (3.26), respectivamente.

2 num—1
- [t

num—var + 1

Y log(pd/ob)
bias = 10° a2 (3.25)
Zllog(pd/ob)|
accuracy = 10 n (3.26)

Fatores bias e accuracy iguais a 1 indicam acordo perfeito entre
valores preditos e observados. Para curvas de crescimento microbiano,
um fator bias maior que 1 indica que o modelo falha de forma segura
(fail-safe), enquanto fator bias menor que 1 indica que o modelo falha
de forma perigosa (fail-dangerous). O fator accuracy é sempre maior ou
igual a 1, sendo que quanto maior o seu valor, menos precisa é a média
das estimativas.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Modelos primarios

Os ajustes de todos os modelos aos dados experimentais do
crescimento de L. plantarum em meio MRS foram muitos bons, com
valores de RZ; iguais ou acima de 0,990 e RMSE iguais ou abaixo de
0,072, conforme dados da Tabela 3.4.

Tabela 3.4 -RMSE para os ajustes dos modelos aos dados de crescimento de
L. plantaruma 4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C.

Temperatura
Modelo P

4°C 8°C 12°C 16°C 20°C 30°C

LMZ 0032 0058 0069 0040 0072 0,061
GOM 0,027 0,047 0,029 0,048 0,085 0,040
LCP 0026 0047 0051 0037 0050 0,044
BAR 0,027 0,048 0,048 0,047 0,053 0,047
FKM 0,033 0,052 0045 0,046 0,056 0,047
HUA 0,030 0,056 0,026 0,045 0,037 0,045

Com relacéo & estimativa dos pardmetros dos modelos, o valor da
média aritmética calculada para o parametro h, do modelo BAR, na
primeira etapa de ajuste, foi 1,844 (com desvio padrdo da média igual a
0,373). Os ajustes do modelo HUA com o parametro « igual a 25 nao
foram os melhores para este modelo. Os ajustes sem a fixacéo de valores
para o parametro a apresentaram melhores indices estatisticos, onde a
funcéo linear « = 0,035T — 0,116 descreveu bem a dependéncia deste
pardmetro com a temperatura.

Na Tabela 3.4 é possivel verificar que 0 modelo LMZ resultou
em valores de RMSE relativamente maiores em relagdo aos outros
modelos (mais que 25%) em trés temperaturas (12, 20 e 30 °C). A
menor capacidade de ajuste pode ser explicada pela simetria do modelo
LMZ em torno do ponto de inflexdo. Na Figura 3.1 sdo apresentados 0s
ajustes dos modelos LMZ e GOM aos dados de crescimento de
L. plantarum na temperatura de 12 °C e os residuos destes ajustes.
Observam-se residuos relativamente maiores para 0 modelo LMZ, que
superestimou os valores da condicdo inicial e da velocidade maxima
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especifica de crescimento em relagdo ao modelo GOM e aos dados
experimentais.

O modelo GOM resultou em baixos valores de RMSE em todas
as temperaturas. O bom desempenho do modelo GOM aplicado a dados
de crescimento de L. plantarum em condig¢des isotérmicas ja havia sido
verificado por Zwietering et al. (1990). A Figura 3.2 apresenta o ajuste
do modelo GOM aos dados experimentais do crescimento de
L. plantarum para todas as temperaturas.

Figura 3.1 — Gréficos de comparagdo entre os ajustes pelos modelos puramente
sigmoidais LMZ e GOM aos dados na temperatura de 12 °C (figura superior) e
de residuos dos ajustes (figura inferior).
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A literatura relata que um dado modelo pode ser mais apropriado
para descrever a curva de crescimento de um microrganismo especifico.
Baty e Delignette-Muller (2004) verificaram que o0s ajustes dos modelos
GOM, BAR e Lag-Exponencial a dados do crescimento isotérmico de
Escherichia coli 0O157:H7 e Listeria monocytogenes ndo foram
significativamente diferentes. Entretanto, 0 modelo BAR apresentou 0s
menores desvios e residuos na maior parte dos casos. Juneja et al. (2007)
testaram os modelos GOM, BAR e Logistico a dados do crescimento
isotérmico de Salmonella e mostraram que o modelo Logistico
representou melhor os dados experimentais, segundo o0s critérios Akaike
e Sawa (AIC e BIC). Em geral, todos 0os modelos avaliados ajustaram
bem os dados de crescimento de L. plantarum em todas as temperaturas.
De acordo com Baty e Delignette-Muller (2004), quando a quantidade
disponivel de dados do crescimento microbiano é menor, e longas fases
lag séo observadas, modelos sigmoidais com fungéo de ajuste podem ser
mais habeis em descrever o crescimento microbiano em relacdo aos
modelos puramente sigmoidais.

3.3.2 Modelos secundarios

Foram obtidos bons ajustes do modelo secundario da raiz
guadrada (Equag&o (3.9)) aos dados dos pardmetros g k, 7, A € t,
dos modelos primarios em funcdo da temperatura, com valores de Rﬁj
maiores que 0,965, e RMSE menores que 0,040, para todos 0s casos,
como mostrado na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Valores dos parametros b e T,,;,, estimados pelo ajuste do modelo
secundario da raiz quadrada aos dados dos parametros W,,qx, k, 1, A € t. dos
modelos primarios, e valores de Rﬁj e RMSE.

Modelo p b(°C'™h®)  Tpm (°C) R RMSE

LMZ o 0,0207 1,26 0999 0,005
GOM 0,0203 1,23 0998 0,008
Lcp k 0,0247 0,25 099 0,014

1/t. 0,0150 057 0993 0,012
BAR  Iinax 0,0260 0,08 0997 0,014
FKM r 0,0252 0,32 0999 0,007
HUA  Hmax 0,0243 073 0997 0,012

1/ 0,0224 -0,77 0,965 0,040
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Para o parametro ¢ do modelo FKM, o valor obtido para a média
aritmética foi 0,503 (com desvio padrdo da média igual a 0,020). Os
valores da média aritmética dos parametros A e y,,,, de cada modelo
sdo apresentados na Tabela 3.6, assim como o valor da populagdo
méaxima observada nos experimentos para cada um dos perfis de
temperatura. E possivel notar que os valores das médias aritméticas do
parametro y,,4,, dos modelos BAR, FKM e HUA e do parametro A do
modelo LCP para os perfis ndo-isotérmicos (4-12°C, 5-15°C
e 20-30 °C) foram maiores que os valores observados nos experimentos
(OBS). Ja os valores das médias aritméticas para o parametro A dos
modelos LMZ e GOM foram menores que os valores observados nos
experimentos dos perfis 4-12°C e 5-15°C. A consequéncia das
diferencas entre valores preditos pelas médias e observados nos
experimentos na predicdo do crescimento em condi¢des ndo-isotérmicas
sera discutida posteriormente.

Tabela 3.6 — Valores da média aritmética dos parametros A e y,,,, para cada
modelo (LMZ, GOM, LCP, BAR, FKM e HUA) e a populagdo méxima
observada nos experimentos (OBS) nos trés perfis de temperatura (4-12 °C,
5-15 °C e 20-30 °C).

Média para cada perfil

Modelo Parametro 112°C 515 °C 20-30 °C
LMZ 1,42 1,57 2,14
GOM A 1,48 1,62 2,18
LCP (In(N/No)) 1,63 1,74 2,34
OBS 1,52 1,72 2,06
BAR 22,96 23,14 23,58
FKM Vinax 22,97 23,15 23,59
HUA (In(N)) 23,03 23,18 23,60
OBS 22,87 23,07 23,40

3.3.3 PredigBes do crescimento microbiano em condiges
nao-isotérmicas

Os valores de RMSE, fatores bias e accuracy das predi¢fes do
crescimento de L. plantarum por todos os modelos avaliados neste
estudo (Tabela 3.3), para os trés perfis ndo-isotérmicos (4-12 °C,
5-15 °C e 20-30 °C), sdo apresentados na

Tabela 3.7. Verifica-se que todos o0s modelos testados
apresentaram previsdes seguras, com fator bias maior que 1.
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Nos perfis de temperatura 4-12 °C e 5-15°C o modelo LCP
apresentou as predicdes do crescimento mais proximas aos dados
experimentais em relagdo aos outros modelos. No perfil de temperatura
20-30 °C 0 modelo GOM foi 0 que apresentou a melhor capacidade
preditiva (Tabela 3.7). O modelo HUA apresentou a menor capacidade
preditiva nas trés condicbes ndo-isotérmicas. As predicdes do
crescimento pelos modelos LMZ, GOM, BAR e FKM para essas
condicdes foram prdximas entre si.

Tabela 3.7 -RMSE, fatores bias e accuracy para a predi¢do do crescimento de
L. plantarum pelos modelos nos trés perfis de temperatura (4-12 °C, 5-15 °C

e 20-30 °C).
RMSE Bias Accuracy

Modelo 7515 2080 412 515 2080 412 515 20-30

LMZ 0278 018 0136 1215 1115 1,105 1,235 1,158 1,110
GOM 0347 0255 0116 1295 1,81 1,082 1,301 1213 1,082
LCP 0,193 0,103 0,144 1,159 1052 1,112 1162 1,085 1,112
BAR 0266 0194 0,199 1,236 1,165 11145 1,238 1,167 1,145
FKM 0285 0213 0200 1247 1177 1148 1251 1,181 1,148
HUA 0461 0450 0213 1444 1402 1,133 1446 1408 1,138

As temperaturas moderadas do perfil 20-30 °C contribuiram para
as boas respostas de predicdo dos modelos. O modelo GOM teve um
bom desempenho neste perfil porque descreveu muito bem os dados
experimentais de crescimento em condicfes isotérmicas, e os valores do
parametro u,,,, foram bem descritos pelo modelo secundario da raiz
guadrada. As diferentes capacidades preditivas dos modelos estdo
relacionadas com o efeito dos modelos secundérios e das dificuldades de
predicdo do comportamento microbiano em condicfes ndo-isotérmicas,
conforme discutido a seguir.

3.3.4 O efeito dos modelos secundarios nas predicdes do
crescimento microbiano em condic6es ndo-isotérmicas

Os erros nas estimativas dos valores dos parametros g kK, 7, A
e t., causados pelos modelos secundarios, ocasionaram erros nas
predi¢bes do crescimento em condi¢Bes ndo-isotérmicas. Analisou-se o
efeito dos modelos secundarios dos parametros k e t. do modelo LCP
(Figura 3.3), € gy € 4 do modelo HUA (Figura 3.4) na descri¢do do
crescimento isotérmico de L. plantarum a 12 °C, e na predicdo do
crescimento para o perfil 4-12 °C.
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Figura 3.3 — Dados do crescimento isotérmico de L. plantarum a 12 °C
(dados 12 °C), estimativa do crescimento isotérmico pelo modelo LCP com o
uso dos modelos secundérios para k e t. (LCP 12 °C), dados do crescimento
ndo-isotérmico do microrganismo no perfil 4-12 °C (dados 4-12 °C), predicdo
do crescimento néo-isotérmico pelo modelo LCP (LCP 4-12 °C) e perfil da
variagdo da temperatura com o tempo (perfil de temperatura).
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Figura 3.4 — Dados do crescimento isotérmico de L. plantarum a 12 °C
(dados 12 °C), estimativa do crescimento isotérmico pelo modelo HUA com o
uso dos modelos secundarios para ., € A (HUA 12 °C), dados do crescimento
néo-isotérmico do microrganismo no perfil 4-12 °C (dados 4-12 °C), predigdo
do crescimento ndo-isotérmico pelo modelo HUA (HUA 4-12 °C) e perfil da
variagdo da temperatura com o tempo (perfil de temperatura).

Temperatura (°C)

235 T
2325 e e e 12
23 1 ] .
i poop oo
2275 ol 28 oo [
S 25 ‘ .
£
T2225p - o Sl g L
22 o dados (12°C)
2175 HUA (12 °C)
O dados (4-12°C)
215 — —HUA (412°C)
rrrrrrr perfil de temperatura
21.25 1 | | 1 | |
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216

Tempo (h)



73

O modelo LCP ndo teve boa capacidade preditiva para condigdes
isotérmicas (12 °C) no inicio da curva e subestimou a inclina¢do na
parte exponencial da curva. Isso é atribuido a incapacidade do modelo
secundario em representar a variacdo dos parametros do modelo
primario com a temperatura. Se o modelo secundario representasse
perfeitamente essas variagdes, seria possivel reproduzir o modelo
primario a partir do modelo ndo-isotérmico, para uma dada temperatura.
Com isso, 0 modelo ndo-isotérmico teria maior capacidade preditiva do
crescimento microbiano para toda temperatura dentro da faixa
investigada (condicao isotérmica). Assim, 0 modelo LCP subestimou o
crescimento microbiano para o perfil 4-12 °C em rela¢do aos outros
modelos. O modelo HUA descreveu bem os dados isotérmicos a 12 °C
no inicio da curva, mas superestimou a inclinacdo da parte exponencial
da curva de crescimento. Assim, 0 crescimento ndo-isotérmico para o
perfil 4-12 °C foi superestimado pelo modelo HUA.

Analisou-se também o efeito do uso do modelo secundario do
pardmetro ., do modelo GOM na descricdo do crescimento
isotérmico de L.plantarum a 20°C e 30°C, e na predicdo do
crescimento para o perfil 20-30 °C (Figura 3.5). Observa-se que 0
modelo GOM descreve bem os dados isotérmicos a 20 °C e a 30 °C com
0 uso do modelo secundario do pardmetro W4, 0 que leva a uma boa
predi¢do do crescimento microbiano para o perfil 20-30 °C.

Para verificar o efeito dos pardmetros y,,,,, € A na predicdo do
crescimento microbiano em condi¢fes ndo-isotérmicas, aplicaram-se a
estes parametros os valores observados nos experimentos (Tabela 3.6).
Observou-se que o aumento do valor do pardmetro A para os modelos
LMZ e GOM causou um deslocamento para baixo da parte inicial da
curva de crescimento. Ap6s um determinado tempo, antes da fase
estacionaria, as curvas se interceptaram e a predicdo da parte final da
curva foi melhor quando se usou o dado experimental do parametro A
no modelo, como esperado. Na Figura 3.6, este comportamento pode ser
observado para o perfil 5-15 °C, usando o0 modelo LMZ para a predigéo,
com interceptacdo das curvas ocorrendo para aproximadamente 48 horas
de cultura.

O aumento do valor do parametro y,,., para os modelos BAR,
FKM e HUA, e A para o0 modelo LCP causou deslocamento de toda
curva para cima, pouco importante na parte inicial e maior quando a
cultura est& proxima da populagdo méxima. Na Figura 3.7 apresenta-se
este comportamento para o perfil 5-15 °C com o modelo BAR.
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Figura 3.5 — Dados do crescimento isotérmico de L. plantarum a 20 °C
(dados 20 °C) e a 30 °C (dados 30 °C), estimativa do crescimento isotérmico
pelo modelo GOM com o uso do modelo secundario para p,,,q, (GOM 20 °C, e
GOM 30 °C), dados do crescimento nao-isotérmico do microrganismo no perfil
de temperatura 20-30 °C (dados 20-30 °C), predigdo do crescimento ndo-
isotérmico pelo modelo GOM (GOM 20-30 °C) e perfil da variagao da
temperatura com o tempo (perfil de temperatura).
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Figura 3.7 — Dados do crescimento ndo-isotérmico de L. plantarum no perfil de
temperatura 5-15 °C (dados 5-15 °C), estimativas do crescimento
ndo-isotérmico pelo modelo BAR com o valor do pardmetro y,,., observado
nos experimentos (BAR Vax obs) € COM 0 Valor de y,,,, obtido da média
aritmética (BAR Ymaxpar), € perfil da variagdo da temperatura com o tempo
(perfil de temperatura).
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De forma geral, foi possivel verificar que a quantidade de
modelos secundarios, assim como a habilidade destes modelos de
representar a dependéncia dos pardmetros com a temperatura,
influenciou a predicdo do crescimento em condi¢Bes ndo-isotérmicas
pelos modelos matematicos testados. Esses resultados estdo de acordo
com a literatura. Por exemplo, Juneja et al. (2007) afirmaram que o
desempenho de um modelo para predi¢do do crescimento em condic¢des
nao-isotérmico depende do desempenho dos modelos primarios e
secundarios.

3.3.5 Dificuldades de predi¢do do comportamento microbiano em
condicgBes ndo-isotérmicas

Segundo Swinnen et al. (2004) as variagbes ambientais subitas
podem resultar em atrasos no crescimento microbiano, conhecidas como
fases lag intermedidrias. Fu, Taoukis e Labuza (1991) mostraram que a
capacidade preditiva dos modelos ¢ melhor quando ocorrem mudancas
graduais na temperatura da cultura microbiana, conforme observado
para o perfil 20-30 °C deste estudo.

Mudancas bruscas de temperatura, especialmente em torno da
temperatura teérica de minimo crescimento (T,,;,) causam uma nova
fase de adaptacdo que ndo pode ser predita pelos modelos apresentados,
conforme observado para os perfis 4-12 °C e 5-15°C deste estudo.
Zwietering et al. (1994) modelaram o crescimento de L. plantarum com
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a utilizagdo do modelo GOM e adicionaram o termo Az, Utilizado
para representar um tempo de adaptacdo intermedidria do
microrganismo ap6s uma mudanca na temperatura. Essa modificacdo
melhorou as predi¢cdes em 73% dos casos testados. Porém, a capacidade
preditiva do modelo continuou baixa para temperaturas proximas de
Tmin-

Juneja et al. (2007) afirmaram que a capacidade preditiva dos
modelos em condicGes nado-isotérmicas depende do desempenho dos
modelos priméarios e secundarios, o que pbdde ser verificado neste
trabalho. Além disso, os resultados indicam que as respostas
microbianas as varia¢Ges bruscas de temperatura sdo de dificil predicao,
onde a incorporagdo dos complexos mecanismos de adaptacdo
microbiana aos modelos preditivos é um desafio a ser enfrentado pelos
pesquisadores.

3.4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, o bom
desempenho de um modelo matematico para a predicdo do crescimento
microbiano em condi¢des ndo-isotérmicas depende de alguns fatores,
como:

e O modelo primario deve representar muito bem os dados do

crescimento em condigdes isotérmicas;

e Os modelos secundarios escolhidos devem representar muito

bem a variacdo dos parametros do modelo primario em funcdo da

temperatura;

e Modelos com pardmetros que possuem algum significado

biologico sdo desejaveis, pois os resultados podem ser usados

para melhorar a compreensdo do comportamento microbiano sob
as condicOes estudadas;

e A capacidade preditiva dos modelos matematicos é menor

guando ocorrem variagdes bruscas de temperatura.

De maneira geral, as predi¢cbes do crescimento microbiano em
condi¢des ndo-isotérmicas foram superestimadas pelos modelos
matematicos. N&o foi possivel apontar um modelo com melhor
capacidade preditiva para condicdes ndo-isotérmicas, embora o modelo
LCP tenha apresentado, em geral, melhores valores de RMSE, fatores
bias e accuracy em relacdo aos modelos LMZ, GOM, BAR e FKM,
enquanto o modelo HUA apresentou a menor capacidade preditiva.
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3.5 INFORMAGOES COMPLEMENTARES

Na tese de Dalcanton (2010), o modelo de Gompertz modificado
por Zwietering e colaboradores foi utilizado para o ajuste dos dados de
crescimento do microrganismo nas condigdes isotérmicas. As equacdes
da raiz quadrada, exponencial e Arrhenius foram utilizadas como
modelos secundarios para 0s parametros .., A € A, respectivamente.
A equacdo diferencial do modelo de Gompertz modificado por
Zwietering e colaboradores foi obtida através da abordagem de
Corradini e Peleg (2005), sendo que esta equagdo diferencial foi
utilizada para predizer o crescimento do microrganismo nas condigdes
nao-isotérmicas. Os valores de R2, MSE, fatores bias e accuracy das
predi¢Bes obtidas por Dalcanton sdo apresentados na Tabela 3.8.

Através da comparacdo entre os valores dos fatores bias e
accuracy resultantes das predicdes do crescimento obtidas por
Dalcanton (Tabela 3.8) e dos valores destes fatores obtidos neste
trabalho (Tabela 3.7), é possivel concluir que a avaliacdo da capacidade
preditiva de diferentes modelos ¢ muito importante porque diferentes
modelos podem ser mais adequados para predizer melhor o crescimento
microbiano em relagdo ao crescimento observado deste microrganismo.

Tabela 3.8 — indices estatisticos da predicdo do crescimento ndo-isotérmico de
L plantarum para os diferentes perfis de temperatura.

Temperature Statistical Indices

Profiles R’ MSE Bias Accuracy
4-12°C 0.859 0.163 1.244 1.435
5-15°C 0.934 0.098 1.139 1.270
20-30°C 0.993 0.018 0.977 1.094

Fonte: Dalcanton (2010).
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4 CONCLUSOES

Os modelos matematicos para o crescimento microbiano foram
classificados de acordo com a estrutura matemtica em: modelos
puramente sigmoidais e modelos sigmoidais com funcdo de ajuste. Além
disso, os modelos mateméaticos foram classificados de acordo com o0s
parametros, que podem ser empiricos ou com significado biolégico. A
partir destas classificacBes, observou-se que os modelos tém estruturas
matematicas muito similares, sendo que alguns podem ser equivalentes a
partir de determinadas hipdteses, como o0 modelo de Baranyi e Roberts
(1994) e 0 modelo de Huang (2008). A substituicdo do parametro a pelo
pardmetro ,,,4, N0 Modelo de Huang produz uma expressdo matematica
equivalente ao modelo de Baranyi e Roberts (Apéndice C).

A modelagem do crescimento microbiano sem considerar a fase
estacionaria € possivel, sendo que os modelos avaliados (Baranyi e
Roberts (1994), Huang (2008) e Fujikawa (2010)) apresentam
capacidade de descrever 0 crescimento do diametro de
Byssochlamys fulva em suco de macéd a 25 °Brix, nas temperaturas de
10, 15, 20, 25 e 30 °C (Apéndice A). Além disso, 0 modelo de Baranyi e
Roberts foi mais indicado para descrever o crescimento de B. fulva
nestas condicfes, pois a dependéncia entre 0s parametros ., € 4 do
modelo de Baranyi e Roberts com a temperatura foi descrita através do
modelo secundario da raiz quadrada, enquanto os parametros empiricos
n e a dos modelos de Huang e Fujikawa ndo mostraram correlagdo com
a temperatura.

As transformacbes dos parametros empiricos dos modelos
Genérico de Corradini e Peleg (2005) e Logistico de Corradini e
Peleg (2005) para parametros com significado biol6gico (W,qx € A) €
possivel com a metodologia proposta por Zwietering et al. (1990)
(Apéndice B). Ha vantagens no uso de parametros com significado
bioldgico, como a possibilidade de comparacdo de seus valores para
modelos sigmoidais diferentes, além da maior facilidade em representar
a dependéncia dos parametros com a temperatura.

Todos os modelos priméarios apresentam capacidade para
descrever o crescimento de Lactobacillus plantarum em condicGes
isotérmicas. As predicGes do crescimento microbiano em condicdes
ndo-isotérmicas foram superestimadas por todos o0s modelos
matematicos. N&o foi possivel apontar um modelo com melhor
capacidade preditiva para condicdes ndo-isotérmicas, embora o modelo
Logistico de Corradini e Peleg (2005) tenha apresentado menores
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valores de RMSE e valores de fatores bias e accuracy mais proximos da
unidade, em relacdo aos modelos Logistico modificado por Zwietering
et al. (1990), Gompertz modificado por Zwietering et al. (1990), Baranyi
e Roberts (1994) e Fujikawa, Kai e Morozumi (2004). O modelo de
Huang (2008) apresentou a menor capacidade preditiva.

O bom desempenho de um modelo matematico para a predigéo
do crescimento microbiano em condi¢Bes ndo-isotérmicas depende de
alguns fatores:

e O modelo primério deve representar muito bem os dados do
crescimento em condigdes isotérmicas;

e Os modelos secundarios escolhidos devem representar muito
bem a variacdo dos parametros do modelo primario em funcdo da
temperatura;

e Modelos com parametros que possuem algum significado
biologico sdo desejaveis, pois os resultados podem ser usados para
melhorar a compreensdo do comportamento microbiano sob as
condi¢des estudadas e servem para comparacao de modelos;

e A capacidade preditiva dos modelos matematicos é menor
guando ocorrem variagdes bruscas de temperatura, pois 0s modelos ndo
consideram o tempo de adaptacdo dos microrganismos ha nova
condicdo. Esse efeito é maior para as variagdes bruscas das condicOes
ambientais.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Vaérios estudos podem complementar o que foi desenvolvido
nessa dissertacdo. Pode-se citar, por exemplo:

e Avaliagdo experimental do crescimento de Lactobacillus
plantarum aplicando variagfes suaves de temperaturas, simulando
condi¢des ndo-isotérmicas reais de armazenamento. A partir disso,
pode-se verificar a capacidade preditiva de modelos matematicos nessas
condicdes;

e Teste da capacidade preditiva de diferentes modelos
matematicos, sem considerar a fase estacionaria, para o crescimento de
Byssochlamys fulva (ou outras espécies) em condic6es ndo-isotérmicas;

o Disponibilizar aos pesquisadores de microbiologia preditiva um
aplicativo computacional para simular o crescimento microbiano em
condicbes isotérmicas e ndo-isotérmicas, permitindo ao usuario
comparar os diferentes modelos disponiveis.
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6 APENDICE A - MODELAGEM DO CRESCIMENTO DO
DIAMETRO DE COLONIAS DE Byssochlamys fulva EM SUCO
DE MAGCA A 25 °BRIX SEM CONSIDERAR A FASE
ESTACIONARIA

O laboratdrio de Engenharia Bioquimica (Engebio) da
Universidade Federal de Santa Catarina forneceu as informacgdes do
crescimento do didmetro de coldonias de B.fulva. Os dados
experimentais, assim como a metodologia experimental, foram obtidos
no desenvolvimento da tese de doutorado de Andréia Tremarin, 0s quais
foram apresentados em seu Exame de Qualificacdo de Doutorado em
2011.

Este capitulo foi elaborado como material de apoio ao trabalho
principal, com o objetivo de apresentar uma das diferentes aplicacfes
dos modelos matematicos para o crescimento microbiano.

RESUMO

Fungos resistentes ao calor sdo apontados como agentes deteriorantes de
suco de frutas que passam por processamento térmico. O género
Byssochlamys, por exemplo, é capaz de crescer sob baixas pressdes
parciais de oxigénio e em ambiente acidos. A quantificacdo do
crescimento de fungos filamentosos ndo é uma tarefa facil, porque estes
nao crescem como células Unicas, mas como hifas filamentosas; por
isso, a modelagem do crescimento de fungos filamentosos ndo tem
recebido tanta atencdo. A medida do didmetro das col6nias é um dos
métodos comumente utilizados para quantificar o crescimento de
fungos, sendo que modelos com fungBes continuas sdo praticos para
avaliar o crescimento do didmetro das colénias. O didmetro atingido
pelas coldnias de fungos muitas vezes é elevado, ocupando todo o
espaco disponivel, sendo que ndo h& como avaliar o seu didmetro
maximo atingido. Alguns modelos disponiveis na literatura séo aptos a
modelar o crescimento de microrganismos com esta consideracéo.
Assim, a capacidade dos modelos de Baranyi e Roberts, Huang e
Fujikawa em descrever o crescimento do diametro de B. fulva em suco
de macd a 25 °Brix, nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30 °C, sem
considerar a fase estacionaria do crescimento foi avaliada. Os modelos
de Baranyi e Roberts, Huang e Fujikawa apresentaram uma boa
capacidade para descrever o crescimento do diametro de B. fulva sem
considerar a fase estaciondria do crescimento, nas condicfes testadas.
Entretanto, 0 modelo de Baranyi e Roberts pode ser mais indicado para
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este finalidade, pois a influéncia da temperatura sobre os parametros do
modelo primério (modelos secundérios) ficou mais evidente do que a
apresentada pelos modelos de Fujikawa e Huang, em que esta tendéncia
n&o foi observada.

Palavras-chave: microbiologia preditiva; modelagem matematica;
crescimento de fungos; Byssochlamys fulva.

6.1 INTRODUCAO

Fungos resistentes ao calor sdo apontados como agentes
deteriorantes em suco de frutas que passam por processamento térmico,
como o suco de magcd, por exemplo, sendo que algumas espécies de
fungos mais comumente isoladas sdo Byssochlamys fulva e
Neosartorya fischeri (VALIK; PIECKOVA, 2001). Os fungos do género
Byssochlamys sdo capazes de crescer sob baixas pressdes parciais de
oxigénio e em ambiente acidos (TANIWAKI et al., 2009), sendo que
estes fungos produzem ascdsporos que podem sobreviver ao tratamento
térmico aplicado aos sucos de frutas (PANAGOU et al., 2010).

A quantificacdo do crescimento de fungos filamentosos ndo é
uma tarefa facil porque estes ndo crescem como células Gnicas, mas
como hifas filamentosas. Por isso, ndo podem ser quantificadas por
técnicas de enumeracdo normalmente aplicada para quantificar bactérias
e leveduras, como a contagem por plagueamento, por exemplo
(TANIWAKI et al., 2006).

A modelagem descritiva do crescimento de fungos filamentosos
ndo tem recebido tanta atengdo pelos pesquisadores de microbiologia
preditiva quanto o crescimento bacteriano, provavelmente devido a
complexidade e falta de bons métodos para quantificar o crescimento de
fungos (GIBSON et al., 1994).

Um dos métodos comumente utilizados para quantificagdo do
crescimento de fungos é a medida do diametro da colbnia, a qual é
expressa pelo crescimento da coldnia de fungos (em milimetros) versus
tempo. Este método tem sido muito utilizado para quantificar o
crescimento de fungos (GIBSON et al., 1994; TASSOU et al., 2007;
GOUGOULI; KOUTSOUMANIS, 2010).

Em consulta a literatura verificou-se que, em alguns trabalhos, a
modelagem do crescimento das col6nias de fungos foi realizada apenas
para a fase exponencial, com a obtencdo da inclina¢do da porcéo linear
da curva (WYATT et al., 1995; GOUGOULI; KOUTSOUMANIS,
2010). Entretanto, modelos com fungfes continuas sdo mais praticos
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para avaliar o crescimento, uma vez que a estimativa dos parametros
(velocidade de crescimento p,,,, € fase de adaptacdo A, por exemplo)
pode ser feita para toda a curva de crescimento.

Umas das primeiras tentativas de modelar o crescimento de
fungos com o uso de modelos continuos foi com o modelo de Baranyi e
Roberts (GIBSON et al., 1994), sendo que este modelo foi
originalmente desenvolvido para descrever o crescimento bacteriano
(BARANYI et al., 1997). A partir disso, 0 modelo de Baranyi e Roberts
tem sido usado em diversos trabalhos para modelar a curva de
crescimento do diametro de colénias de fungos (VALIK; BARANYI;
GORNER, 1999; TASSOU et al, 2007; SILVA; SANT'ANA;
MASSAGUER, 2010). O modelo de Baranyi e Roberts foi utilizado
com sucesso, por exemplo, para avaliar o crescimento do didmetro de
colbnias de 14 diferentes espécies de fungos (MARIN et al., 2008).

O diametro atingido pelas colbnias de fungos muitas vezes é
elevado, ocupando todo o0 espago que possuem para crescer. Nesses
casos, ndo ha como avaliar o didmetro maximo atingido pelas colénias,
e assim, modelos que ndo consideram a fase estacionaria do crescimento
devem ser usados. O didmetro inicial das colbnias de fungos muitas
vezes é insignificante, ou de dificil quantificacdo. Nesses casos o
pardmetro D, pode ser desconsiderado da equagdo (pois D, = 0). As
consideragdes de modelagem descritas acima foram assumidas por
alguns autores para a aplicacdo do modelo de Baranyi e Roberts
(MARIN et al., 2008; MARIN et al., 2009) aos dados do crescimento do
didmetro de col6nias de fungos.

Alguns modelos apresentados na literatura podem ser aptos a
modelar o crescimento de microrganismos com as considera¢cfes acima
descritas. O modelo de Huang (2008) tem um caso especial que
considera a modelagem para o crescimento microbiano sem fase
estacionaria, o qual é apresentado na Equacéo (6.1).

1 1 —aft — A
y(t) = Yo + Wnax [H[E]ln( +f}fix§([zta) D)] (6.1)

sendo que y(t) é o logaritmo da contagem microbiana no tempo t, y, é
0 logaritmo da contagem microbiana inicial, e @ é um parametro
empirico de curvatura.

O modelo de Fujikawa (2010) é um modelo que foi desenvolvido
para descrever o crescimento de bactérias em alimentos, de acordo com
a Equacdo (6.2):

d
% =7[1 — exp([Ymim — yODIL — exp(m[y(t) = yma )] (6.2)
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sendo que m e n S&0 parametros empiricos de curvatura, € Y,,in € Yimax
sdo as assintotas inferior e superior da curva de crescimento,
respectivamente.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade dos
modelos (i) Baranyi e Roberts, (ii) Huang e (iii) Fujikawa e selecionar
aquele que descreve melhor o crescimento do diametro de B. fulva em
suco de maca a 25 °Brix, nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30 °C,
sem considerar a fase estacionaria do crescimento.

6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Microrganismos e preparo da suspensao de esporos

A cepa de B. fulva I0C 4518 foi isolada do suco concentrado de
magca (SALOMAO; MASSAGUER; ARAGAO, 2008) no laboratdrio de
Engenharia Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina. O
preparo da suspensdo de esporos de B.fulva iniciou-se pela pré-
esporulacdo em placas de Petri contendo meio PDA (pH 3,5) por 7 dias
a 30°C. Os esporos coletados foram adicionados as placas de
esporulacdo, contendo meio MEA e incubados por 30 dias a 30 °C.
Apos este periodo, adicionou-se 1 mL de agua destilada estéril em cada
placa e, depois da raspagem com espatula de borracha, todo o contetdo
foi filtrado em 4 camadas de gaze estéril e centrifugado a 3500 rpm
(2000 x g) por 15 minutos. Este procedimento foi repetido duas vezes ou
até a constatacdo microscopica da auséncia de hifas. A suspensao final
foi preparada com ressuspensdo do precipitado em um volume de agua
minimo, suficiente Eara se obter uma suspensdo bastante concentrada
(na ordem de 10° a 10° esporos/mL) (SALOMAO; SLONGO;
ARAGAO, 2007). As suspensdes de B. fulva foram transferidas para um
frasco mantido a 4 °C até a utilizacéo.

6.2.2 Quantificacdo da Suspensdo de Esporos

Para a verificagdo do numero de esporos nas suspensdes,
expresso em esporos/mL, foi feita, de forma asséptica, uma diluigéo das
suspensdes de esporos de B. fulva I0C 4518. Para este procedimento
utilizaram-se tubos de diluicdo com rosca de 16x100 mm contendo
4,5 mL de 4agua destilada estéril e 0,5 mL de cada suspensao de esporos.

Em seguida, estes tubos (diluicdo 10™) foram ativados em banho
termostatico (Tecnal-TE-184), ajustado previamente a temperatura de
80 °C, por 10 minutos (SALOMAO, 2009). Transcorrido este tempo, 0s
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tubos foram colocados imediatamente em banho de gelo. A ativacdo
térmica teve por finalidade interromper o estado de dorméncia dos
esporos pela aplicacdo do choque térmico.

Apos a ativacao foram feitas diluicdes seriais em ordem crescente
(10™ até 10™") em camara de fluxo laminar, com o objetivo de quantificar
0s ascOsporos ativados. A partir das diluicdes, foram realizados
plagueamentos por profundidade em meio PDA acrescido de solugédo de
acido tartarico 10% (m/v) até pH 3,5 e 1 mL/L de solucdo de rosa de
bengala 5% (m/v), para evitar dispersdo das col6nias e inibir outras
formas microbianas (BAGLIONI, 1998). As placas foram incubadas a
30°C, envolvidas por um filme plastico para evitar ressecamento. A
leitura das placas para determinar o nimero de coldnias formadas foi
realizada no terceiro dia apds o plaqueamento e confirmada no quinto
dia. A contagem foi expressa em UFC/mL.

6.2.3 Meio de crescimento

O suco de mag¢d clarificado foi elaborado a partir do suco de macga
concentrado (70 °Brix) fornecido pela empresa de sucos Fischer S/A de
Videira/SC. A corre¢do do pH do suco foi realizada com solugbes de
hidréxido de s6diolM ou &cido cloridrico 1M, conforme a necessidade,
até atingir o pH de 3,8. Para o ajuste dos valores de concentracéo de
sélidos sollveis e de a,, do suco, foram utilizados o suco concentrado ou
agua destilada. O teor de sélidos soluveis foi ajustado com o auxilio de
um refratbmetro (AR200 Reichert) e posteriormente foi realizada a
medicéo da a,, no medidor de a,, modelo Aqua Lab Models Series 3TE.
Apos formulagéo do suco, adicionou-se 1,5 g de &gar para cada 100 mL
de suco e as amostras foram pasteurizadas a 115°C/1 minuto
(MIORELLLI, 2009).

6.2.4 Avaliacdo do crescimento de Byssochlamys fulva

A avaliagdo do crescimento dos fungos B. fulva foi realizada
utilizando os métodos de medida do crescimento do didmetro nas
colonias que cresceram na superficie do suco de maca solidificado.
Foram analisados o0s crescimentos em diferentes temperaturas de
incubacéo (10, 15, 20, 25 e 30 °C).

As anélises foram realizadas em duplicata, em placas de Petri de
150x15 mm preenchidas com suco de macéd + agar com teor de sélidos
sollveis de 25 °Brix, previamente pasteurizadas a 115 °C/1 minuto. As
placas contendo o suco solidificado foram individualmente inoculadas
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em camara de fluxo laminar depositando-se uma algada da suspensao de
micro-organismos no centro de cada placa. Posteriormente, as placas
foram incubadas a 10, 15, 20, 25 e 30 °C, envoltas por filme plastico,
por 3 meses ou até que o crescimento atingisse toda a placa.

As culturas foram consideradas sem crescimento quando as
alteragdes visiveis para o in6culo ndo ocorreram depois de 90 dias.

6.2.5 Medida do diametro da colonia

Os lados reversos das colénias foram medidos em milimetros,
com uma régua. Os dados experimentais foram obtidos pela média de
medicOes em quatro coldnias, em quatro posictes diferentes da placa. O
didmetro das colénias foi acompanhado por medicdo a cada 12 horas. O
crescimento do didmetro da colénia foi considerado como crescimento
do fungo, sendo as curvas de crescimento expressas pela variacdo do
didmetro da coldnia (mm) em fungdo do tempo (h). O plaqueamento do
suco de macd com &gar foi realizado sem inoculacdo, corrigido para
25 °Brix a cada temperatura, para comprovar que o meio estava livre de
contaminacao.

6.2.6 Modelagem matematica

Dentre os diversos modelos disponiveis na literatura, foram
escolhidos neste estudo os modelos de (i) Baranyi e Roberts, (ii) Huang
e (iii) Fujikawa para descrever o crescimento do didmetro das col6nias
de fungos.

As equagdes diferenciais (6.3) e (6.4) compdem o modelo de
Baranyi e Roberts, sendo que a Equacdo (6.3) foi reduzida da funcéo de
inibicdo (que descreve a fase estacionaria do crescimento). Este modelo
é chamado de modelo de Baranyi e Roberts reduzido (BAR-R):

dD(t) q(t)
dt  Hmax q(®) +1
dq(t)
“dr = Hmaxq(t) (6.4)
sendo que D(t) é o diametro da coldnia, q(t) é o estado fisiologico das
células, e w4, € a velocidade maxima especifica do crescimento do

diametro com o tempo (mm/h™). As condices iniciais das equacdes
diferenciais sdo D(0) =0 e q(0) = qo,. As equagdes podem ser

(6.3)
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resolvidas analiticamente para condi¢cdes ambientais constantes, o que
gera a Equacéo (6.5):

D(t) = 11’1(1 + exp(Umax[t - A]) - exp(_umaxl)) (65)
sendo que q, é substituido na equacéo por A, que é obtido através da
Equacdo (6.6).

A= [u;] In (1 + qio) (6.6)

O modelo de Huang, apresentado na Equacdo (6.1), foi adaptado
através da substituicdo da variavel dependente y(t) pela variagdo do
didametro D(t), e o parametro y, foi desconsiderado da equagdo. O
modelo de Huang é chamado de modelo de Huang reduzido (HUA-R), o
qual é apresentado na Equacéo (6.7):

1 1+ exp(a[d —t])
bt [E] ln( 1+ exp(ad) )] (6.7)

No modelo de Fujikawa, apresentado na Equagdo (6.2), o
parametro y(t) foi substituido por D(t). Este modelo é chamado de
modelo de Fujikawa reduzido (FUJ-R), sendo que este é apresentado na
Equacéo (6.8).

D(t) = Wmax

d'ff) = Hmax[1 = exp([Dynin — D(@D] (6.8)

Para condicfes ambientais constantes, a Equacgéo (6.8) pode ser
revolvida analiticamente, a qual gera a Equagao (6.9).

D(t) = Dmin + [%] ln(l + exp(nUmaxt) - exp(n[umaxt + Dmin])) (69)

sendo que D,,;, € assintota inferior da curva, com valor fixo em
10° mm.

O modelo secundario da raiz quadrada de Ratkowsky et al. (1982)
€ muito utilizado para modelar o efeito da temperatura sobre os
pardmetros dos modelos primarios (BARANYI et al, 1995;
XANTHIAKOQOS et al., 2006; LEE et al., 2007; GOSPAVIC et al., 2008).
O modelo da raiz quadrada é apresentado na Equacéo (6.10), sendo que
T é a temperatura (°C), T, € a temperatura teérica de minimo
crescimento microbiano (°C), b € um pardmetro empirico do modelo
(°C*h™®%) e p é o parametro modelado em funcéo da temperatura (h™®°),
sendo substituido por p,,,, € (1/1), onde os parametros b e T,y;;, S0
estimados através de ajuste.
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Jp = b(T — Toin) (6.10)

6.2.7 Andlises estatisticas

A capacidade dos modelos de representar os dados experimentais
nas diferentes temperaturas foi avaliada através da raiz do erro médio
quadratico (RMSE) e do coeficiente de determinacdo ajustado (Rﬁj). 0
RMSE foi calculado conforme a Equacdo (6.11), onde pd; sdo 0s
valores preditos pelo modelo, ob; sdo os valores observados nos
experimentos, num é o nimero de pontos experimentais, € var é o
numero de variaveis significativas do modelo avaliado.

RMSE = [;] Zn:(pdi — o0b,)? (6.11)
i=1

num — var

O R2-ajustado é baseado no coeficiente de correlagdo de Pearson
(SOPER et al., 1917) elevado ao quadrado, no nimero de pontos
experimentais e variaveis significativas, sendo calculado conforme a
Equacéo (6.12).

— —\\2

d; — pd)(ob; — ob
_ {2pd—pd)(o 0_))2] (6.12)

Y(pd; — pd)” %.(ob; — ob)

Considera-se que bons ajustes sdo obtidos quando valores de

RMSE sdo mais proximos de zero, e valores de Rﬁj S80 mais préximos

de um.

RZ =1

(mum—1)
num—var + 1

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de RMSE resultantes dos ajustes dos modelos BAR-R,
FUJ-R e HUA-R aos dados experimentais do crescimento do diametro
de colbnias de B.fulva em suco de maca a 25 °Brix, nas diferentes
temperaturas, sdo apresentados na Tabela 6.1. Os modelos reduzidos
apresentaram uma boa capacidade em descrever os dados experimentais,
com a obtengdo de baixos valores deRMSE, como pode ser visto na
referida tabela. Os valores de RMSE maiores para as temperaturas de
25°C e 30°C podem ser explicados pelo maior crescimento do
microrganismo nessas temperaturas, e por leves variagdes no
crescimento. De qualquer forma, os modelos foram capazes de
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descrever a tendéncia de crescimento do diametro de B. fulva com o
tempo, como pode ser visto na Figura 6.1, onde sdo apresentados 0s
ajustes do modelo BAR-R aos dados experimentais.

Tabela 6.1 — Valores de RMSE resultantes dos ajustes dos modelos BAR-R,
FUJ-R e HUA-R aos dados do crescimento do diametro de colbnias de B. fulva
em suco de maga a 25 °Brix nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30 °C.

Modelo Temperatura

10 °C 15°C 20°C 25°C 30°C

BAR-R 0.803 0.841 1.361 6.748 3.793
FUJ-R 0.781 0.912 1.460 7.086 3.922
HUA-R 0.703 0.807 1.371 6.905 3.800

Figura 6.1 — Ajuste do modelo BAR-R aos dados do crescimento do diametro
de B. fulva em suco de magd a 25 °Brix nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e
30 °C.
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Os parametros estimados pelos ajustes dos modelos aos dados sao
apresentados na Tabela 6.2. E possivel inferir que as estimativas do
pardmetro W, pelos trés modelos apresentaram grande similaridade.
Na Figura 6.2, apresenta-se 0s dados das estimativas do parametro i,
pelos trés modelos, onde foi possivel verificar que ha uma tendéncia de
dependéncia linear entre a raiz quadrada do par@metro e a temperatura
(modelo secundério da raiz quadrada), com boa correlagdo (R? igual
a 0,953). Para o parametro A dos modelos BAR-R e HUA-R também foi
possivel verificar que ha uma tendéncia de dependéncia linear entre o
inverso da raiz quadrada do pardmetro e a temperatura, com boa
correlagdo (R2 igual a 0,885), como pode ser visto na Figura 6.3.
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Tabela 6.2 — Estimativas dos pardmetros dos modelos BAR-R, FKM-R e
HUA-R obtidas pelos ajustes aos dados do crescimento do diametro de B. fulva
em suco de maca a 25 °Brix nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30 °C.

A Temperatura
Modelo Parametro 10°C _15°C_ 20°C _25°C _30°C
BAR-R Wonax 0,0341 0,0587 0,3525 10,4483 0,8181
A 72389 149,36 120,24 64,40 67,28
FUJ-R Wonax 0,0344 0,0588 0,3527 0,4482 0,8209
n 0,572 1516 0,350 0,503 0,272
Wonax 0,0355 0,0589 0,3525 0,4484 0,8228
HUA-R A 763,90 150,89 120,30 64,45 68,06
a 0,0088 0,0253 4,5535 9,2933 0,1554

Figura 6.2 — Estimativas do parametro 4, pelos os modelos BAR-R, FUJ-R e
HUA-R para os dados do crescimento de B. fulva em suco de macé a 25 °Brix
nas temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30 °C, e ajuste do modelo secundério da

raiz quadrada aos dados.

R?=0,953
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Os parametros empiricos ¢ do modelo FUJ-R e a do modelo
HUA-R, por sua vez, ndo apresentaram uma tendéncia clara com a
temperatura, como pode ser visto na Figura 6.4. Assim, é dificil
encontrar um modelo que seja capaz de descrever bem a dependéncia
destes pardmetros com a temperatura.
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Figura 6.3 — Estimativas do parametro A pelos os modelos BAR R e HUA R
para os dados do crescimento de B. fulva em suco de maca a 25 °Brix nas
temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30 °, e ajuste do modelo secundério da raiz
quadrada aos dados.
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Figura 6.4 — Estimativas dos parametros n (FUJ-R) e « (HUA-R) para os dados
do crescimento de B. fulva em suco de maga a 25 °Brix nas temperaturas de 10,
15, 20, 25 e 30 °C.
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6.4 CONCLUSAO

Os modelos avaliados no estudo (Baranyi e Roberts, Huang e
Fujikawa) apresentaram uma boa capacidade em descrever o
crescimento do didmetro de B. fulva em suco de macé a 25 °Brix nas
temperaturas de 10, 15, 20, 25 e 30°C, sem considerar a fase
estaciondria do crescimento.

A partir dos resultados obtidos, pode-se considerar que 0 modelo
de Baranyi e Roberts seja mais indicado para descrever o crescimento de
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B. fulva nas condicdes apresentadas no estudo. A dependéncia entre 0s
pardmetros L,,q, € A do modelo de Baranyi e Roberts com a temperatura
foi possivel ser descrita através de modelos secundarios, enquanto para
0s parametros empiricos n e a dos modelos FUJ-R e HUA-R, néo foi
possivel encontrar uma boa dependéncia com a temperatura.
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7 APENDICE B - Obtencéo dos parametros com significado
bioldgico: velocidade méaxima especifica de crescimento e duracéo
da fase lag de modelos com parametros empiricos

Este capitulo foi elaborado como material de apoio ao trabalho
principal, com o objetivo de apresentar uma analise dos diferentes
parametros dos modelos matematicos.

RESUMO

Em microbiologia preditiva considera-se que os parametros velocidade
especifica méxima de crescimento (i,,4,) € duracdo da fase lag (4)
possuem significado bioldgico. Esses parametros sdo utilizados com
frequéncia para caracterizar o crescimento de diversos microrganismos
em condigBes ambientais especificas, pois podem ser validados com
maior facilidade pelos microbiologistas. Um nimero consideravel de
modelos com formato sigmoidal, com parametros empiricos, é usado na
literatura para descrever o crescimento microbiano. Como exemplos
tém-se os modelos Genérico (GEN) e Logistico modificado (LCP) de
Corradini e Peleg, sendo que os parametros empiricos podem ser
transformados nos parametros com significado bioldgico ., € 4
através de expressdes matematicas. Neste estudo foram obtidas as
transformagfes matematicas dos parametros empiricos dos modelos
LCP e GEN para 0s pardmetros ,,.. € 4, com base na metodologia de
Zwietering e colaboradores. Além disso, foi realizada a comparagdo
entre 0s parametros 4, € A obtidos por diferentes modelos sigmoidais
para dados do crescimento de L. plantarum em meio MRS em seis
temperaturas (4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C). Os resultados mostraram que foi
possivel obter, através de transformacdes matematicas, os parametros
com significado biologicos a partir de parametros empiricos. Algumas
das vantagens de se obter parametros com significado bioldgico sdo: a
possibilidade de comparacdo entre pardmetros de diferentes modelos
sigmoidais, e a probabilidade maior de encontrar uma funcdo que
descreva bem a dependéncia dos pardmetros com a temperatura.

Palavras-chave: microbiologia preditiva, modelos matematicos;
parametros bioldgicos; parametros empiricos.
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7.1 INTRODUCAO

Em microbiologia preditiva, considera-se que 0s parametros
velocidade especifica maxima de crescimento (W,,4,) € duracdo da fase
lag (A) possuem significado bioldgico. Desde que o logaritmo da
contagem microbiana seja usado, 0 pardmetro ,,,, € definido como a
inclinacdo da reta tangente ao ponto de maior inclinacdo da curva do
crescimento microbiano, enquanto o pardmetro A € definido como a
interceptacdo desta reta tangente com o valor da contagem microbiana
inicial (PIRT, 1975; ZWIETERING et al., 1990).

Estes parametros sdo utilizados com frequéncia para caracterizar
0 crescimento de diversos microrganismos em condi¢cBes ambientais
especificas (ZWIETERING et al.,, 1994; BARANYI et al.,, 1995;
HUANG, 2011). Outros importantes pardmetros na curva de
crescimento microbiano sdo a populacéo inicial (y,), a populacéo
maxima atingida (v,,4,) € @ amplitude da curva de crescimento (4).

Na literatura é possivel encontrar um ndmero consideravel de
modelos com formato sigmoidal com parametros empiricos, 0s quais
podem ser utilizados para avaliar o crescimento de populagdes
(TSOULARIS; WALLACE, 2002). Por exemplo, Corradini e
Peleg (2005) utilizaram modelos sigmoidais com pardmetros empiricos,
chamados de Logistico modificado por Corradini e Peleg — LCP
(Equacdo (7.1)) e Genérico de Corradini e Peleg — GEN (Equacéo (7.2)),
para descrever matematicamente o crescimento microbiano.

A
Y(t) = -
1+ exp(k[tl-fx - t]) 1+ exp(ktifx)

n

(7.1)

Y(t) = (7.2)

b+tn

Nas Equacbes (7.1) e (7.2), Y(t) ¢é a razdo logaritmica natural
entre a contagem microbiana no tempo t e a contagem microbiana inicial
(Y(&) =In(N(t)/No)), e a, b, k, n e t;s, sGo parametros empiricos dos
modelos.

De acordo com Baty e Delignette-Muller (2004), modelos
matematicos que possuem parametros com significado biolégico podem
ser considerados mais interessantes em termos praticos, pois a
estimativa dos parametros de crescimento pode ser avaliada de forma
mais conveniente; além disso, modelos que possuem pardmetros com
significado bioldgico sdo preferidos porque podem ser validados com
maior facilidade pelos microbiologistas.
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Neste contexto, Zwietering et al. (1990) reparametrizaram cinco
modelos de crescimento microbiano que possuem parametros empiricos
(Gompertz, Logistico, Richards, Stannard e Schnute) com os parametros
com significado biol6gico aceitos pela comunidade académica, ou seja,
Wmax © 4. A partir desta publica¢do, o modelo Logistico modificado por
Zwietering e colaboradores — LMZ, Equacéo (7.3) e o modelo de
Gompertz modificado por Zwietering e colaboradores — GOM,
Equacdo (7.4) foram utilizados por diversos autores na forma
modificada (ZWIETERING et al., 1994; PAL; LABUZA;
DIEZ-GONZALEZ, 2008; SLONGO et al., 2009).

A

Y() = (7.3)

1+exp[4“A%(A—t)+l]

Y(t) = Aexp (— exp (e)q)(aM -0+ 1)) (7.4)

O rearranjo de parametros em um modelo, porém, pode modificar
a exatiddo da estimativa dos parametros, tornando o ajuste do modelo
diferente do original (ZWIETERING; DEN BESTEN, 2011).

A obtencdo dos parametros com significado biolégico a partir de
pardmetros empiricos é feita com o uso de expressfes matematicas
capazes de transformar um parametro em outro.

O objetivo deste estudo foi encontrar as transformagdes
matematicas dos parametros empiricos dos modelos sigmoidais LCP e
GEN para os pardmetros com significado biologico p,,.. € A, e
comparar as estimativas destes parametros entre os modelos sigmoidais
LCP, GEN, LMZ e GOM utilizando dados do crescimento de
L. plantarum em meio MRS.

7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1 Micro-organismo e meio de cultivo

A bactéria acido lactica Lactobacillus plantarum (CCT 0580
ATCC 8014, Lote 07.05) foi adquirida na forma liofilizada da colecgéo
de culturas da Fundacdo Tropical de Culturas André Tosello (Campinas,
Brasil). As cepas foram reidratadas conforme indicacdo, cultivadas em
meio Man, Rugosa e Sharpe (MRS) — Lactobacillus (Acumedia
Manufactures, Inc. Lansing, Michigan, USA) e estocadas em tubos
eppendorf com meio MRS contendo 20% de glicerol a -24 °C até a
utilizagdo.
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7.2.2 Condicdes de crescimento

A reativacdo da cultura para o preparo dos inéculos foi realizada
em meio MRS a 30 °C por 18 horas. Os experimentos foram realizados
em frascos Erlenmeyers de 250 mL, com 160 mL de meio MRS e
1% (v/v) de inéculo. Os frascos foram incubados em estufa (Dist,
Floriandpolis, Brasil) em diferentes condi¢des isotérmicas: temperaturas
de refrigeracdo (4 e 8 °C), temperaturas de estocagem abusivas (12, 16 e
20°C) e temperatura Otima de crescimento (30 °C). Todos os
experimentos isotérmicos foram feitos em duplicata, em dias diferentes.

7.2.3 Amostragem

Amostras de 2 mL foram coletadas assepticamente em camara de
fluxo laminar (CFLV-09, Veco, Campinas, Brasil) em intervalos de
tempo  pré-estabelecidos, e medidas da absorbancia em
espectrofotdmetro (1105, Bel Photonics, Monza, Italia) foram realizadas
em comprimento de onda de 600 nm, em cubetas de vidro. O branco
utilizado foi agua destilada, descontado das medidas de absorbancia das
suspensOes. A faixa de absorbéancia utilizada foi entre 0,0 e 0,8, sendo
efetuadas dilui¢bes a partir deste valor para manter a linearidade. Os
dados de absorbancia foram transformados em contagem de coldnias
através da utilizacdo de curvas de calibracdo obtidas previamente em
laboratério, com alto coeficiente de determinagdo (R* > 0,98).

7.2.4 Modelos matematicos

Os modelos LCP (Equacdo (7.1)), GEN (Equagdo (7.2)), LMZ
(Equacdo (7.3)) e GOM (Equacdo (7.4)) foram ajustados aos dados
experimentais do crescimento de L. plantarum nas temperaturas de 4, 8,
12, 16, 20 e 30 °C.

As estimativas dos parametros ., € A dos modelos LMZ e
GOM foram obtidas diretamente do ajuste destes modelos aos dados
experimentais.

Para os modelos LCP e GEN, a estimativa dos parametros
empiricos a, b, k, n e t;s, foram realizadas a partir do ajuste destes
modelos aos dados experimentais, sendo que as estimativas dos
parametros ., € A foram obtidas através da metodologia que sera
descrita a seguir.
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7.2.5 Metodologia de obtengdo dos pardmetros pyqx € 4

A metodologia para obtencdo dos pardmetros ., € 4 a partir
dos parametros empiricos dos modelos GEN e LCP é baseada na
metodologia de Zwietering et al. (1990). A Figura 7.1 apresenta 0s
parametros 4, € A Na curva sigmoidal, e indica o ponto de inflexdo no
eixo do tempo (t;s,) e do logaritmo da contagem (Y;,).

Figura 7.1 — Curva com formato sigmoidal, tipica do crescimento microbiano,
contendo a representagdo grafica dos parametros com significado biolégico
Hmax € 4, € indicagdo do ponto de inflexdo no eixo do tempo (t;;,) € do
logaritmo da contagem (Yf,).

Y(t)
/""__ Ymax
Yﬁx Winax
Yg _____/ Z
0
0 A tirx tempo

As fungdes sigmoidais que descrevem o crescimento microbiano
possuem um ponto de inflexdo, sendo que a expressao matematica para
0 tempo no ponto de inflexdo (t;r,) pode ser obtida através da segunda
derivada da funcdo sigmoidal igualada a zero (d2Y(t)/dt? =0). A
substituicdo da expressao matematica de t;r, na primeira derivada da
funcdo (Y (t)) fornece a expressdo para .y, COMO apresentado na
Equacdo (7.5).

av(tip) _ (7.5)
dt max

A partir das definigBes dos parametros ,,,, € A apresentados na
introdugéo é possivel obter a Equacdo (7.6). Y;r, € a expressdo para a
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funcdo Y (¢t) no ponto de inflexdo, sendo que esta expressdo pode ser
obtida ao aplicar o valor de t;f, na fungdo Y (t), ou seja, Y (ti) = Yifx-

Yire — Y,
tan(z) = % = Hmax (7.6)
ifx

O parametro A pode ser isolado da Equacdo (7.6), obtendo-se a
Equacéo (7.7).

A=ty — Yix 7 Yo (7.7)
Hmax

Com o valor dos parametros empiricos dos modelos sigmoidais

(A, b e n para 0 modelo GEN; e A, k e t;r, para 0 modelo LCP), é

possivel obter o valor dos parametros ,,,,, € 4 a partir das expressdes

resultantes.
7.2.6 Anélises numéricas

Rotinas computacionais foram programadas e executadas no
software Matlab para cada um dos modelos, usando m files. Os ajustes
dos modelos aos dados experimentais foram realizados através da
funcéo fit da ferramenta curve fitting tool do Matlab, com a utilizagdo do
método dos minimos quadrados nao linear e do algoritmo trust region
reflective Newton. O valor para a tentativa inicial de cada parametro foi
selecionado a partir da observacao das curvas experimentais.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Obtenc¢ado dos pardmetros ., € 4 para os modelos GEN e
LCP

Na Tabela 7.1 sdo apresentadas as expressdes matematicas para o
tempo no ponto de inflexdo (t;;,) e a contagem no ponto de inflexdo
(Yifx) obtidas para os modelos GEN e LCP. Com as expressdes de t;f, e
Yirx aplicadas nas Equacgbes (7.6) e (7.7) foram encontradas as

expressdes para W, 4, € A para estes dois modelos, sendo que estas estdo
na mesma tabela.
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Tabela 7.1 — ExpressGes matematicas para o tempo no ponto de inflexao (t;s,),
razdo logaritmica da contagem no ponto de inflexdo (¥;f,), velocidade maxima
especifica de crescimento (W,,4,) € duracao da fase lag (1) para os modelos
Genérico (GEN) e Logistico modificado por Corradini e Peleg (LCP).

GEN LCP
tipx = TJ% (7.8) tipx = tipx (7.9)
Yiex = % (7.10) Yix = % - #(ktf) (7.11)
. 1)(4711}””( D ) e = (113)
=)™ 0 i) 0

7.3.2 Comparacdes entre 0s parametros bioldgicos dos modelos
LCP, GEN, LMZ e GOM

Na Tabela 7.2 sdo apresentados os valores dos parametros A, b e
n do modelo GEN e dos parametros A, k e t;;, do modelo LCP
estimados no ajuste aos dados do crescimento de L. plantarum a 4, 8,
12,16, 20 e 30 °C.

Tabela 7.2 — Parametros estimados pelos ajustes dos modelos GEN e LCP aos
dados do crescimento de L. plantarum a 4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C.

. Temperatura
Modelo Parametro S S S S S S
4°C 8°C 12°C 16°C 20°C 30°C
A 1,41 1,77 2,00 1,96 2,17 2,33
GEN b 7360 169000 20500 7220 542 84,1
n 1,57 2,80 2,87 3,11 2,73 2,74
A 1,20 1,76 2,05 1,96 2,28 2,39
LCP k 0,0097 00388 00892 01801 02516 0,5403

tifx 162,07 70,58 31,14 16,96 9,52 4,86
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Na Tabela 7.3 e na Tabela 7.4 apresentamos os valores dos
pardmetros L., € A estimados pelo ajuste dos modelos LMZ e GOM,
assim como os valores destes parametros calculados para os modelos
GEN e LCP através das Equacles (7.3) e (7.4), para os dados do
crescimento de L. plantarum a 4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C.

Tabela 7.3 — Valores da velocidade especifica de crescimento (,q,) de
L. plantarum a 4, 8, 12, 16, 20 e 30 °C estimadas pelos modelos LMZ, GOM,
GEN e LCP.

Temperatura
Modelo P

4°C 8°C 12 °C 16 °C 20°C 30°C

LMZ  0.0033 0.0182 0.0506 0.0920 0.1567 0.3504

GOM  0.0030 0.0178 0.0483 0.0901 0.1552 0.3341

LCP 0.0029 0.0171 0.0457 0.0882 0.1434 0.3228

GEN  0.0030 0.0189 0.0513 0.0975 0.1694 0.3636

Tabela 7.4 — Valores da duragdo da fase lag (1) de L. plantarum a 4, 8, 12, 16,
20 e 30 °C estimadas pelos modelos LMZ, GOM, GEN e LCP.

Temperatura
Modelo

4°C 8°C 12°C 16 °C 20°C 30°C

LMZ 48.76 29.22 13.75 7.47 3.71 2.01

GOM 31.58 25.36 11.49 6.57 3.22 1.63

LCP 26.78 25.30 11.34 6.86 2.90 1.66

GEN 24.60 26.87 11.90 7.21 3.51 1.77

Os parametros empiricos dos modelos GEN e LCP (Tabela 7.2)
ndo podem ser comparados de forma direta, pois ndo apresentam
significado fisico. Por sua vez, os parametros com significado bioldgico
Wnax € A estimados para os modelos LMZ, GOM, LCP e GEN,
apresentados na Tabela 7.3 e na Tabela 7.4, podem ser comparados.

S&o apresentados na Figura 7.2 os dados das estimativas do
parametro empirico b e do parametro A para 0 modelo GEN. E possivel
verificar que o parametro A segue uma tendéncia de decréscimo néo-
linear com a temperatura, enquanto que o pardmetro b ndo apresenta
uma tendéncia clara com a temperatura.
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Figura 7.2 — Influéncia da variagdo da temperatura sobre o pardmetro empirico
b e o parametro com significado biol6gico A para 0 modelo GEN.
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E possivel destacar outras vantagens importantes, além das
vantagens de se usar os parametros com significado bioldgico citadas na
introducédo por Baty e Delignette-Muller (2004):

¢ A possibilidade de comparagdo entre pardmetros de diferentes

modelos sigmoidais;

¢ A probabilidade maior de encontrar uma funcdo que descreva

bem a dependéncia dos parametros com a temperatura.

7.4 CONCLUSOES

As transformacdes matematicas dos parametros empiricos para os
pardmetros com significado biolégico .4, € 4 para 0s modelos GEN e
LCP foi possivel a partir das definicbes dos parametros e da
metodologia proposta por Zwietering et al. (1990).

Algumas das vantagens de se obter pardmetros com significado
biolégico sdo: a possibilidade de comparacdo entre pardmetros de
diferentes modelos sigmoidais, e a probabilidade maior de encontrar
uma funcdo que descreva bem a dependéncia dos parametros com a
temperatura.
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8 APENDICE C - EQUIVALENCIA DE MODELOS

Alguns modelos de crescimento microbiano possuem uma
similaridade muito grande em suas estruturas, como discutido na
classificacdo dos modelos, no capitulo de revisdo bibliografica.

O modelo de Huang, que é apresentado na Equacdo (8.1), e o
modelo de Baranyi e Roberts, que é apresentado nas Equacles (8.2)
e (8.3), possuem estrutura muito parecidas. Uma andlise comparativa
entre estes modelos foi realizada porque determinadas consideracdes
sobre os parametros dos modelos produzem estruturas matematicas
equivalentes.

dy(t) 1
g = Hmax [1 e (ali = /1])] [1—exp(y(t) — Ymax)] (8.1)
dy(t 1 8.2
% = Mmax [m] [1—exp(y(t) — ymax)] ( )
do (o) 63)

dt = Wmax

O modelo de Huang é composto por cinco parametros (&, Wyax
A, Vimax € Yo), €nquanto o modelo de Baranyi e Roberts é composto por
quatro parametros (Kmgx 9o Ymax € Vo). E possivel identificar que o
modelo de Huang tem o parametro extra a na fungdo de ajuste em
relacio ao modelo de Baranyi e Roberts, levando em conta que o
pardmetro g, do modelo de Baranyi e Roberts pode ser transformado no
pardmetro A. Como teste, foi feito no modelo de Huang a substituigcdo do
pardmetro a pelo pardmetro 4., € N0 modelo de Baranyi e Roberts,
foi feita a transformacéo do parametro g, para o pardmetro A através da
Equagco (8.4).

1= [u:ax] In (1 + qio) (8.4)

A funcdo de ajuste resultante os dois modelos foi equivalente, que
é apresentada na Equacéo (8.5).
1
1+ eXp(umax [A - t])
Portanto, a substituicdo do parametro a pelo parametro 4, NO

modelo de Huang produz uma expressdo matematica equivalente ao
modelo de Baranyi e Roberts.

(8.5)

Hiag =
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