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RESUMO

Um grande desafio para as industrias alimenticias € diminuir as perdas por deterioracdo dos
produtos, além disso, existe uma maior preocupagdo com a qualidade nutritiva dos alimentos,
tornando necessario a busca por tratamentos que sejam eficientes na inativacdo de
microrganismos, aumentando a vida Gtil do produto, e que mantenham as propriedades nutricionais
e sensoriais. Em produtos carneos, a presenca de microrganismos deteriorantes pode levar ao
aumento de viscosidade, acidificagdo e manchas verdes. Bactérias acido laticas (BAL) sédo
deteriorantes de produtos carneos curados embalados a vacuo, e a principal espécie de BAL
estudada neste trabalho foi a Weissella viridescens, um microrganismo anaerobico facultativo, que
pode se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura entre 5°C e 45°C, e possui
comportamento estritamente fermentativo, encontrado na superficie destes alimentos. O vacuo e a
temperatura de refrigeracédo, criam um ambiente perfeito para estes microrganismos, alem de terem
0 seu crescimento favorecido pelos sais de cura, presentes na maioria dos embutidos, utilizados
para inibir o crescimento de bactérias patogénicas. O tratamento por radiacdo UV é um método
alternativo para a inativacdo de microrganismo presentes nas superficies dos alimentos. A radiacéo
UV-C possui comprimentos curtos, na faixa de 200nm a 280nm e atua causando o deslocamento
fisico de elétrons e a quebra de ligaces no DNA das células vegetativas, alterando o seu
metabolismo e levando a morte. Foram feitos testes experimentais in vitro, utilizando um
equipamento com ldmpadas de mercurio que produzem emissdo UV-C, para as condic¢des de 0,579
W/mz2, 1,006 W/m?, 1,342 W/m?, 1,627 W/m2 e 1,979 W/mz2. Utilizando os conceitos de
microbiologia preditiva, foram definidos os modelos primario, secundario e dindmico. O modelo
primario descreve a cinética de inativacdo, e o que melhor representou os dados foi o Modelo de
Weibull, os fatores Bias e Exatiddo foram calculados e indicaram que o modelo possui uma alta
capacidade preditiva. O modelo secundario descreve a variacdo do pardmetro fator de escala ()
com a variacdo da intensidade de radiacdo. Foram testados os modelos secundarios Linear, Raiz
Quadrada, Arrhenius e Exponencial, e o que melhor representou os dados experimentais, com R?2
igual a 0,96, foi 0 modelo Exponencial, apresentando Fator Bias e Exatidao igual a 1,010 e 1,121,
respectivamente. O modelo dindmico representa cinética de inativacdo para W.viridescens quando
a intensidade de radiacdo € variavel. Este modelo foi definido através da equacédo de Peleg (2006)
baseada no modelo priméario de Weibull e resolvido utilizando o software Matlab, onde apresentou
uma boa predicédo, quando simulados para as condicGes de 0,579W/m2 e 1,342W/m2. O tratamento
por radiacdo UV-C mostrou-se eficiente para inativacdo W.viridescens, ja que permitiu,
aproximadamente, seis reducdes logaritmicas nos experimentos in vitro. Essa condicdo foi
alcancada em alguns segundos, criando a possibilidade deste método ser utilizado na industria.

Palavras-chave: Inativacdo. Bactéria Acido latica. Weissella viridescens. Radiacio UV-C.
Microbiologia preditiva.



ABSTRACT

A major challenge for the food industry is to reduce losses due to product deterioration; in
addition to that, currently there is a greater concern with food nutritional quality, making it
necessary a search for treatments that are efficient in inactivating microorganisms, increasing the
product shelf life, and that maintain the nutritional and sensory properties. In meat products,
deterioration can lead to increased viscosity, acidification and green spots. The main Lactic Acid
Bacteria of vacuum-packed cured meat products is Weissella viridescens, an optional anaerobic
microorganism, which can develop over a wide temperature range between 5°C and 45°C, has a
strictly fermentative behavior and is present on the surface those foods. The vacuum and the
cooling temperature create a perfect environment for these microorganisms, in addition to their
growth being favored by the curing salts, present in most sausages, used to inhibit the growth of
pathogenic bacteria. UV light treatment is an alternative method for the inactivation of
microorganisms present on food surfaces. UV-C light has short lengths, ranging between 200nm
to 280nm and acts by inducing the physical displacement of electrons and breaking the DNA bonds
of vegetative cells, altering their metabolism and leading them to death. Experimental tests were
carried out in vitro using an equipment with mercury lamps that produce UV emission, in the
conditions of 2, 4, 6, 8 and 10 lamps. Using the concepts of predictive microbiology, primary,
secondary and dynamic models were defined. The primary model describes the kinetics of
inactivation, and the best represented the data was the Weibull Model. The Bias and Accuracy
factors were calculated for 2, 4, 6, 8 and 10 lamps and indicated that the model has a high predictive
capacity. The secondary model describes the variation of the scale factor parameter () with the
variation of the radiation intensity. Linear, Square root, Arrhenius and Exponential secondary
models were tested, and the one that represented best the experimental data, with R? equal to 0.96,
was the Exponential model, with Bias Factor and Accuracy equal to 1.010 and 1.121, respectively.
The dynamic model represents Kinetics of inactivation for W.viridescens when the intensity of
radiation is variable. This model was defined through the Peleg equation (2006) based on the
Weibull primary model and solved using the Matlab software, where it presented a good fit to the
experimental data when simulated for the conditions of 2 and 6 lamps. The treatment by UV light
was efficient for inactivation W.viridescens, since it allowed approximately six log reductions in
the in vitro experiments. This condition was reached in a few seconds, creating the possibility of
this method being used in the industry.

Keywords: Inactivation. Lactic acid Bacteria. Weissella viridescens. UV-C light. Predictive
microbiology.
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1 INTRODUCAO

E crescente a busca por alimentos de qualidade, que tenham valor nutritivo e sejam seguros,
desafiando as industrias a encontrarem métodos que sejam eficientes em seus processos obtendo
produtos finais com maior vida util e que agradem o consumidor.

Em geral, produtos carneos, como presuntos e salsichas, sdo submetidos ao tratamento
térmico com aquecimento moderado com objetivo de inativar microrganismos patogénicos e
deteriorantes. Como estes produtos alcancam temperaturas entre 58°C e 75°C, apenas parte dos
microrganismos sao destruidos e, apds o tratamento, a refrigeracdo e o vacuo produzido nas
embalagens cria 0 ambiente perfeito para o crescimento de microrganismos deteriorantes (ROCA,
2000).

Bactérias acido laticas (BAL) sdo microrganismos deteriorantes, resistentes ao tratamento
térmico moderado, que podem causar efeitos indesejados, tais como sabores estranhos,
descoloracdo, producéo de gas, diminuicdo do pH e produ¢éo de muco, resultando em degradacao
prematura e reducdo na vida Util do produto (SLONGO,2008; MARTINS, 2015). Dentre as
diversas espécies de BAL, a Weissela viridescens estd presente, principalmente, em produtos
carneos embalados a vacuo e resfriados, ja que este é o ambiente favoravel para o seu crescimento.

A utilizacdo da tecnologia ultravioleta na industria de alimentos € uma alternativa aos
métodos tradicionais de inativacdo microbiana, como o uso do calor. O tratamento com radiacdo
UV-C, processo a seco e a frio, é simples e tem se demonstrado eficaz. Geralmente é utilizado para
reduzir a carga microbiana em superficies, como é o caso das BAL, ja que a luz UV-C possui baixo
grau de penetracdo (GUEDES et al., 2009).

A busca por técnicas que permitam prever e monitorar a deterioracdo dos alimentos, com
a intencdo de estimar a vida Gtil dos mesmos é crescente nas industrias. A microbiologia preditiva
é uma ferramenta que vem sendo muito utilizada para a determinacéo da vida Gtil dos alimentos,
através do uso de equacbes matematicas que descrevem a cinética microbiana tanto para o

crescimento, quanto para a inativagéo.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O método de inativacdo de microrganismos por radiacdo UV é uma alternativa aos
tratamentos térmicos que sdo os principais responsaveis pela degradacdo de nutrientes em
alimentos. Com o desenvolvimento de modelos matemaéticos que descrevam esta inativacao, é

possivel prever comportamentos e determinar parametros Uteis para a industria.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Estudar e modelar a cinética de inativagdo de W.viridescens, in vitro, quando submetida

ao tratamento por radiacdo UV-C.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Verificar a eficiéncia da aplicacdo de luz UV na inativacdo de W. viridescens, e obter
parametros através do ajuste do modelo primario aos dados experimentais, em
determinadas intensidades de radiacéo;

e Definir um modelo secundario, que descreva a influéncia da intensidade de luz UV
sobre os parametros primarios de inativacdo de W. viridescens.

e  Obter um modelo matematico dindmico que descreva a inativacdo de W. viridescens
em funcdo do tempo em condic¢des de variacdo de radiacdo.

e Validar o modelo dindmico obtido com a realizacdo de tratamentos do indculo sob

variacdo de intensidade de radiacéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DEGRADACAO DE PRODUTOS CARNEOS

Os produtos cérneos sao facilmente contaminados por microrganismos durante a
manipulacdo e o processamento. A carne é considerada um excelente meio para o crescimento de
microrganismos, pois apresenta fatores intrinsecos que favorecem o crescimento microbiano.
Sendo alguns destes: alta atividade de agua; pH favoravel para a maioria dos microrganismos e
elevado teor de nutrientes. Além disso, ndo possui constituintes antimicrobianos (FRANCO &
LANDGRAF, 2008).

A maioria dos produtos carneos é embalado a vacuo, ou seja, sem a presenca de oxigénio,
com a intengéo de inibir reacdes de oxidagdo e o crescimento de microrganismos deteriorantes,
como por exemplo as Pseudomonas, aumentando assim a sua vida util. No entanto, este meio
torna-se favoravel ao crescimento de alguns microrganismos anaerdbios, ou aerobios facultativos
deteriorantes. Quando submetidos a refrigeracdo, a BAL tem uma vantagem consideravel na
velocidade de crescimento comparada com os aerdbios facultativos e as bactérias gram-negativas.
(SADE, 2011; ALCANTARA et al, 2012).

A deterioracdo de produtos carneos ocorre normalmente de trés formas: aumento da
viscosidade, acidificacdo e aparecimento de manchas verdes. A deterioracdo viscosa ocorre na
parte externa do produto, sendo que leveduras e BAL dos géneros Lactobacillus, Enterococcus,
Weissella e Brochothrix thermosphacta podem ser encontradas nesse material. A acidificacdo é
resultado da utilizacdo de lactose e outros agucares por microrganismos como Lactobacillus e
Enterococcus, produzindo acidos. As manchas verdes em carnes processadas sdo causadas pela
presenca de peroxido de hidrogénio (H202), que pode ser produzido quando o produto entra em
contato com o ar, ou pelo acimulo devido ao crescimento de microrganismos como Weissela
viridescens, Lactobacillus fructivorans e Lactobacillus jensenii (FRANCO & 8 LANDGRAF,
2008)

Os produtos carneos, como por exemplo embutidos, geralmente passam pelo processo térmico
para inativacdo de microrganismos. Aqueles que sobrevivem ao processo térmico sdo controlados
pela utilizacdo de sais de cura, estes auxiliam na inibi¢cdo de microrganismos anaerdbios, porém
podem favorecer o crescimento de outras bactérias gram positivas, como as bactérias laticas,
bolores e leveduras. Bactérias laticas acabam tornando-se dominantes nestes produtos por serem
relativamente insensiveis aos nitritos (GOMES, 2007; JAY, 2005).
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2.2 BACTERIAS ACIDO LATICAS

BAL sdo microrganismos que se apresentam na forma de cocos ou bacilos. S&o
classificadas como Gram positivas, ndo formadoras de esporos, catalase e oxidase negativas,
microaerofilas e anaerdbicas facultativas. Sdo geralmente mesdéfilas, com temperatura étima de
crescimento entre 30°C e 35°C, no entanto conseguem se desenvolver numa ampla faixa de
temperatura entre 5°C e 45°C (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; AXELSSON, 2004,
MASSAGUER, 2006). Em geral, estas bactérias toleram baixos valores de pH e possuem
metabolismo estritamente fermentativo. Sdo classificadas como homofermentativas, quando o
produto da sua fermentacédo é apenas acido latico, e heterofermentativas, quando produzem acido
latico, didxido de carbono, &cido acético e etanol (LYHS, 2002; JAY, 2005; MASSAGUER,
2006).

Este grupo de bactérias inclui os géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagoccocus e Weissella (JAY, 2005).

As BAL estdo presentes em pequenas quantidades na microbiota natural de alimentos como
carnes, vegetais, leite, produtos lacteos, molhos para saladas, frutos do mar entre outros Entre as
BAL, o género Weissella, foi escrito por Collins et al. (1993) que, com base nas sequéncias de
rRNA 16S, reclassificou as espécies Leuconostoc paramesenteroides e espécies relacionadas, tais
como Lactobacillus confusus, Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus
minor, e Lactobacillus viridescens. Estes microrganismos estdo associados a processos de
deterioracdo em produtos a base de carne, como a presenca de limo, odores e sabores
desagradaveis, perda de vacuo, inchago dos pacotes, descoloracdo e diminuicdo do pH
(BJORKROTH E HOLZAPFEL, DE 2006; COMI E IACUMIN, 2012; SAMELIS ET AL, 1994,
2000A, B).

A W. viridescens é um microrganismo conhecido por causar deterioracao na superficie de
carnes curadas, carne picada, hambdrguer, salsicha, entre outros (FARAG e KORASHY, 2006).
O seu crescimento em produtos carneos embalados a vacuo e em diferentes condigdes é fortemente
influenciado pela temperatura de armazenamento, mesmo em condicdes de refrigeracdo
(KOUTSOUMANIS et al, 2006; CAYRE et al., 2007).
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2.3 METODOS DE INATIVACAO DE MICRORGANISMOS EM PRODUTOS CARNEOS

Por serem ricos em nutrientes e possuirem alta umidade, os produtos carneos sd&o um
ambiente propicio a proliferacdo de microrganismos. Para garantir a seguranga e integridade
desses produtos sdo utilizados alguns métodos de inativacdo de microrganismos. Os principais
métodos de conservacao sdo: tratamento térmico, salga, defumacéo, aditivos e radiacdes.

O tratamento térmico pode ser aplicado por meio da pasteurizacdo ou pela esterilizacao.
Na pasteurizacéo, o alimento é submetido a um aquecimento moderado, podendo alcancar as
temperaturas de 58°C a 75°C, inativando uma boa parcela dos microrganismos presentes. Ja que
a inativacdo nao é total, é importante que o produto, depois de pasteurizado, seja mantido sob
refrigeracdo. Na esterilizacdo, o aquecimento geralmente € feito com temperaturas acima de
100°C, deixando os produtos comercialmente estéreis. Este método normalmente é aplicado em
produtos enlatados, levando a produtos mais estaveis, que ndo precisam de refrigeracdo (ROCA,
2000).

Tendo em vista que, ao se aplicar calor as caracteristicas sensoriais e nutritivas séo
alteradas, reduzindo a qualidade do alimento, métodos alternativos podem ser utilizados. O
processo de alta pressao hidrostatica (APH) é um método alternativo, que consiste em submeter o
alimento a pressurizacdo, em um espaco confinado, a partir de um fluido que atua como meio de
transferéncia de pressao. A pressao é igualmente aplicada em todas as direc@es, permitindo que o
produto mantenha o seu formato original. No processo de APH, alimentos liquidos ou sélidos séo
submetidos a pressdes acima de 100MPa. Em sistemas comerciais as pressdes ficam em torno de
400MPa e 700MPa. A aplicacdo de alta pressdo pode causar danos a fisiologia microbiana e sua
viabilidade, tanto danificando as células como inativando-as. Assim, exercem efeito direto sobre
a seguranca dos alimentos, podendo prolongar a sua vida util (TORREZAN, 2003).

Outro método alternativo é a radiacéo, utilizado para satisfazer quatro objetivos principais:
esterilizacdo, pasteurizacdo, desinfeccdo e inibicdo de germinacdo. Existem vérias formas de
energia radiante, emitidas de varias maneiras, com comprimentos de onda, frequéncia e forca de
penetracdo diversas, que atuam de formas diferentes sobre o sistema bioldgico. As radiagdes
ionizantes possuem alta frequéncia e incluem as radiacdes alfa, beta, e gama, raios X e néutrons.
Os raios alfa sdo atomos de helio sem dois elétrons, com baixo poder de penetracdo. Os raios betas
sd0 mais penetrantes que os raios alfa, porém os raios X possuem o maior poder de penetracao

(GAVA, 1984). As radiagdes ndo ionizantes, entre os raios X e a luz visivel, incluem a luz
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ultravioleta, que tem sido bastante estudada por sua eficiéncia na inativacdo microbioldgica em

agua e superficie de diversos materiais (GUEDES et al, 2009).

2.3.1 Tecnologia de luz ultravioleta

A radiacdo ultravioleta foi descoberta em 1801 pelo cientista alemdo Johan Ritter, que
percebeu uma forma invisivel de luz, além do violeta capaz de oxidar haletos de prata, chamada
de luz ultravioleta no fim do seculo XIX.

A luz (UV) ocupa uma ampla faixa de comprimentos de onda, numa regido néo ionizante
do espectro eletromagnético entre os raios-x (100 nm) e a luz visivel (400 nm). Ela pode ser
subdividida em trés regides: UV-C, com comprimentos de onda curtos, na faixa entre 200nm e
280 nm; UV-B, com comprimentos de onda médios, na faixa entre 280nm e 315 nm; e UV-A, com
comprimentos de onda longos, na faixa entre 315nm e 400 nm, representados na Figura 1
(GUEDES et al, 2009).

Figura 1- Espectro eletromagnético

Luz Visivel

Raio X | Ultra Violeta
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Comprimento de Onda utilizado pelas LAmpadas UV 253.7 nm

FONTE: http:// www.naturaltec.com.br/Desinfeccao-Ultravioleta-UV-Agua.html

O efeito germicida da radiacdo ultravioleta foi detectado pela primeira vez em 1878, mas
as primeiras unidades de processamento foram construidas em 1955 na Suica e na Austria
(AGUIAR et al., 2002). No comprimento de onda germicida (200 a 280nm), a radiacdo UV-C ¢
suficiente para causar deslocamento fisico de elétrons e quebra de ligacbes no é&cido
desoxirribonucleico (DNA) dos microrganismos, exemplificado na Figura 2. Isso altera seu
metabolismo e reproducdo, ou seja, a injuria aos sistemas de reproducgdo das células as levam a
morte (GUERRERO-BELTRAN e BARBOSA-CANOVAS, 2004). Como a composicio de DNA
varia entre espécies, considera-se que o pico de absor¢cdo de UV-C encontra-se na faixa de 260 a
265nm (GUEDES et al, 2009).
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Figura 2 - Representacdo da radiacdo UV no DNA dos microrganismos
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FONTE: http://www.rafaelgontijo.com.br/radiacao.html

A fonte natural de luz UV-C vem do sol, e € completamente absorvida nas atmosferas
superior e média pelo 0zdnio e oxigénio molecular. E importante para o controle do crescimento
da maioria dos microrganismos, exceto para bactérias fotossintéticas. As fontes artificiais sao
chamadas de lampadas UV de onda curta, que sdo lampadas de mercurio projetadas para produzir
energia na regido germicida (254nm), podendo ser de vidro ou quartzo.

O mecanismo de funcionamento ocorre a partir do momento em que se aplica uma
diferenca de potencial através da lampada, gerando campo elétrico no seu interior, que ioniza o
vapor de mercurio, os quais produzem emissao de UV-C, que atinge 0s microrganismos que estao

localizados no ar ou no liquido em volta da lampada (LUCAS, 2003).

2.4 MICROBILOGIA PREDITIVA

O crescimento, a sobrevivéncia e inativacdo dos microrganismos nos alimentos é
determinado pelas propriedades dos alimentos e pelas condi¢Bes de estocagem. A microbiologia
preditiva, relne os conhecimentos da engenharia, microbiologia e estatistica para prever o
comportamento microbioldgico, baseada na hipotese de que o efeito dessas propriedades pode ser
previsto por meio de modelos matematicos. (NAKASHIMA; ANDRE; FRANCO, 2000;
SARMENTO, 2006).

Os modelos matematicos podem ser usados para avaliar a populagdo microbiana com o
tempo, avaliar como os efeitos de fatores intrinsecos (como atividade de agua e pH ) e de fatores
extrinsecos (como temperatura, umidade relativa e atmosfera), afetam a velocidade de crescimento

ou inativacdo. Tem como objetivo fornecer informacGes importantes na tomada de deciséo, na
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andlise de risco, na seguranca e qualidade dos alimentos, na avaliagdo da vida de til, bem como,
no desenvolvimento de novos produtos ou processos. (DANNENHAUER, 2010; SARMENTO,
2006).

A microbiologia preditiva tem sido considerada sob o0s aspectos probabilistico e cinético,
gerando os modelos probabilisticos e cinéticos, respectivamente (ROSS, McMEEKIN, 1994). Os
modelos probabilisticos tém o objetivo de prever a probabilidade de algum evento, como por
exemplo a germinacdo de esporos, ou formacgdo de toxinas em determinado tempo. Os modelos
cinéticos sdo baseados no comportamento da populacdo microbiana, velocidade de crescimento
ou destruicio dos microrganismos, em funcgdo do tempo. (NAKASHIMA; ANDRE; FRANCO,
2000). Pode-se considerar que os modelos matematicos estabelecidos para a microbiologia
preditiva possuem trés niveis: primeiro nivel, segundo nivel e terceiro nivel (WHITING,
BUCHANAN, 1993).

O modelo primario descreve a resposta do microrganismo com o tempo para um conjunto
unico de condi¢bes. Cada curva, concentracdo de metabolito versus tempo, pode ser descrita por
um conjunto de valores especificos dos parametros nos modelos. Sdo considerados primarios,
modelos que descrevem o crescimento isotérmico e padrBes de inativacdo, pois sdo derivados
diretamente de dados experimentais. Os modelos secundarios descrevem as variagcGes de
parametros dos modelos primarios, com a variacdo de uma condi¢cdo ambiental. Os modelos
terciarios combinam os modelos primarios e secundarios, ou seja, utilizam algoritmos para calcular
mudancas nas condicdes, comparar comportamento microbiano sob diferentes condi¢fes, ou

graficar o crescimento de varios microrganismos simultaneamente (DANNENHAUER, 2010).

2.4.1 Modelos Matematicos

2.4.1.1 Modelos Priméarios

Modelos primarios descrevem a mudanca do nimero de microrganismos ao longo do
tempo, sob determinadas condicfes, desde que estas permanecam estaveis durante o periodo de
estudo. Os modelos priméarios que descrevem a inativacdo microbiana séo representados pelo

modelo linear cléssico e por modelos ndo lineares como Log-linear, Bifasico e Weibull.
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2.4.1.1.1 Modelo Log- linear

O modelo Log-linear assume que todas as células e esporos na populacdo tém a mesma
resposta a um dado tratamento letal e que sua cinética de inativacao € descrita por uma cinética de
primeira ordem (SCHAFFNER e LABUZA, 1997). A velocidade de inativacdo do numero de
microrganismos pode ser descrita como uma reagéo de 12 ordem, como (Equacéo 2.1):

dN
—C ="k @21

onde k é a constante de reacdo e N € a concentracdo de microrganismos.

Considerando-se as condigdes iniciais como: to=0 e N=No, e integrando dentro de um
determinado intervalo de tempo (0 a t), no qual foi aplicado o tratamento em condigdes constantes,
tem-se a Equacéo 2.2.

InN — InN, = —kt (2.2)

Na forma exponencial, a Equacao 2.2 pode ser escrita pela Equacdo 2.3:

N
—=e*t (2.
w=e @)

ou seja: a destruicdo de microrganismos ocorre de forma exponencial.

Aplicando-se logaritmo decimal (Equacéo 2.4):
log N _ Rt (2.4)
N, 2,303
O parametro D € definido, em termobacteriologia, como o tempo de reducdo decimal e esta

descrito na Equagéo 2.5:

ko1 ,
2303 D (2:5)

D: tempo, em condi¢des ambientais constantes, necessario para a inativacao de 90% do

nlmero de microrganismos.

Substituindo a equacédo 2.5 na equagéo 2.4, encontra-se a equacao de Ralm, que descreve

a curva de sobreviventes (Equagéo 2.6):

N
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2.4.1.1.2 Modelo de Weibull

O modelo de Weibull foi proposto por Waloddi Weibull em 1936 e apresenta, além de
simplicidade matematica, uma o6tima flexibilidade. Esta funcao foi inicialmente formulada em

1933 para a modelagem de redugéo do tamanho de formas, conhecida como distribuicéo de Rosin-
Rammler (PELEG,2006).

O modelo de Weibull, para curvas de sobrevivéncias ndo log lineares, esta representado na

equacao 2.7.
N(t) t\*
log< N, > = _(E> (2.7)

onde:

N é 0 numero de microrganismos no instante t;
No € 0 nimero de microrganismos no tempo inicial;
a é o fator de forma;

[ é o fator de escala ou a dose caracteristica de irradiagdo, e pode ser definido como “o

tempo para uma redugdo decimal” se a=1.

No modelo de Weibull, a direcdo da concavidade da curva de sobreviventes é uma
manifestacdo das diferentes formas de inativacdo dos microrganismos (Figura 3). Curvas com
concavidades voltadas para baixo (a > 1) retratam uma populagdo que progressivamente diminui,
e 0 tempo necessario para destruir a mesma fracdo de microrganismos diminui com o passar do
tempo. Concavidades voltadas para cima (o < 1), formando uma cauda indicam que a populacéo
de microrganismos contém membros que morrem rapidamente. Porém, a medida que 0 processo
de destruicdo ocorre, 0s sobreviventes sdo 0s mais resistentes, levando a um tempo maior de
inativacdo (PELEG, 2006; ARAGAO et al., 2007).

Figura 3 - Curvas de sobrevivéncia descritas pelo modelo de Weibull para diferentes valores de o

log (NN

empo (min}
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Fonte: Haberbeck, 2011

2.4.1.2 Modelos secundarios

Descrevem como 0s pardmetros cinéticos dos modelos priméarios variam com as condicoes
ambientais, como temperatura, pH, atividade de agua, intensidade de radiacdo, entre outros
(CORRADINI e PELEG, 2005). Os principais modelos secundarios apresentados na literatura sao

os modelos de Arrhenius, 0 Modelo da Raiz Quadrada e equacgdes exponenciais.

2.4.1.3 Modelos para condi¢Bes ambientais variaveis (dindmicos)

Inimeros fatores ambientais podem causar alteragdes na cinética microbiana, sendo que a
temperatura € considerada um dos fatores ambientais mais importantes no que diz respeito a
avaliacdo do crescimento microbiano (CAMARGO, 2015). Muitos modelos séo desenvolvidos e
validados sob condicBes de temperaturas constantes, no entanto, na pratica as variagdes de
temperatura ocorrem frequentemente, principalmente durante a estocagem e a distribuicdo de
alimentos.

Baseando-se nos modelos primarios e nos modelos secundarios € possivel estabelecer um
modelo dindmico, considerando o efeito das mudancas das variaveis externas sob o crescimento
ou a inativacdo microbiana, usado na predicdo de vida util, sob condicGes reais.
(DANNENHAUER, 2010; CAMARGO, 2015).

A inativacdo microbiana em condicOes variaveis pode ser representada pelo modelo de
Peleg (2006), que foi baseado no modelo primario de inativacdo de Weibull, podendo ser utilizado
para processos térmicos e ndo térmicos, tais como aplicacdo de alta pressao, irradiacdo ou

exposicdo a um agente quimico (PELEG; NORMAND, 2004).

O modelo priméario de Weibull € reescrito por Peleg conforme a equacéo 2.8.

logS(t) = —b(T)t*™ (2.8)
Onde S(t), razéo de sobrevivéncia momentanea, € igual a N(t)/No; b(T) é o parametro do
modelo igual a 1/B(T)*% o é o fator de forma; p ¢ o fator de escala, t € o tempo , e T é a

temperatura.
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A velocidade de inativacdo logaritmica, para condi¢des constantes, é dada pela derivagdo
da equacdo 2.8, resultando na Equagéo 2.9.

dl%f(t) = —b(Da(T)t*D-1 (2.9)

De acordo com Peleg (2006), o tempo que corresponde a qualquer dada velocidade de
sobrevivéncia é chamado de t*, este foi obtido a partir do isolamento de t da Equagdo 2.8, e

expresso pela Equacéo 2.10.

1
—logS(t)\aM
t" =——7— 2.10

Ao substituir a Equacdo 2.10 na Equacdo 2.09, a equacdo diferencial ordinaria (EDO)
dindmica é obtida, representada pela Equacédo 2.11. Os modelos empiricos que descrevem b (T) e

a (T), sdo combinados com o perfil de temperatura variavel T(t) para produzir os termos b(T(t)) e

a(T(1)).

a[T(t)]-1
—log S(t)} a[T()]

dlogS(t)
- b[T ()]

n (2.11)

~bIT(e)]alT )

A equacgdo 2.11 pode ser resolvida pelo software Matlab, sendo possivel predizer a

inativagdo microbiana com o tempo.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 MICRORGANISMO

O microrganismo estudado, bactéria acido latica W. viridescens (CCT 5843 ATCC 12706,
Lote 22.07), foi adquirido na Fundagéo Tropical de Cultura André Tosello (Campinas, Brasil) e
estocado no laboratorio de Engenharia Bioguimica (ENGEBIO) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.
A cepa foi reidratada, conforme indicacdo, e cultivada em meio de cultivo Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) e estocada em micro tubos de polipropileno com meio MRS contendo 20% de glicerol a -
24°C (MARTINS, 2015; CAMARGO, 2015).
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3.2 PREPARACAO DO PRE INOCULO

O pré indculo foi preparado com meio de cultivo MRS, em Erlenmeyer de 250 ml, com
volume util de 160 ml. A cepa, estocada em micro tubos de polipropileno com meio MRS
contendo 20% de glicerol a -24°C, foi descongelada e inoculada no meio.

O periodo de incubacdo, em estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), foi de 18
horas a 30°C, tempo necessario para que a bactéria atinja a fase estacionaria e apresente uma
concentragéo de 10° UFC/mL (CAMARGO, 2015).

3.3 EQUIPAMENTO DE RADIACAO

O aparato experimental utilizado para gerar radiacdo UV-C a partir de lampadas
fluorescentes de mercurio, é encamisado e possui sistema de refrigeracdo, que mantém o fluido
refrigerante (solucdo de etilenoglicol ) na temperatura ideal, evitando que a temperatura dentro da
caixa de metal seja maior que a ambiente, j& que temperaturas maiores podem inativar o0s
microrganismos estudados, dessa forma é possivel garantir que a inativacdo seja feita somente
através de irradiacao.

As amostras, presentes na placa de Petri, sdo dispostas em um aparador fixado no meio do
equipamento, para que recebam a irradiacdo de forma uniforme, e com distancia de 30cm das
lampadas. O equipamento deve ser ligado 30 minutos antes do experimento, para aquecer as

lampadas. A Figura 6 mostra a imagem real do equipamento.

Figura 4 - Aparato Experimental para processamento ndo térmico de alimentos
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Nota: 1) Indicador de temperatura (Digimec — BTC 9090); 2) Temporizador eletrénico digital
microprocessado (TT-34); 3) Caixa de disjuntores; 4) Termopar tipo j (Salcas); 5) Valvula de duas vias
(Hoke); 6) Banho termostatico (microquimica); 7) Lampada fluorescente Germicida UV-C (Osram —
24W, 2G11); 8) Cooler (Intel).

Os itens 1 e 4 da Figura 5 servem para monitorar a temperatura dentro da camara; item 3,
fonte de energia para as lampadas e demais dispositivos de medida e controle na caixa; item 2,
temporizador ciclico utilizado para emitir luz pulsada com intervalo de até 0,1 s (entre ON-OFF);
item 5, valvula de duas vias utilizada para coleta de gases do interior da caixa; item 6, banho
termostatico utilizado para controlar a temperatura no interior da caixa; item 7, lampadas
germicidas com espectro de 254 nm; Item 8, cooler utilizado para circulagdo dos gases do interior
da caixa até o ponto de coleta (item 5).

A Figura 7 indica a disposicdo das lampadas usada para os experimentos com 2, 4 .6 .8 e

10 lampadas.

Figura 5 - Disposicao das lampadas para 0s experimentos com 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas

2 Lampadas
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4 Lampadas

6 Lampadas

8 Lampadas

10 Lampadas

3.3.1 Intensidade de luz aplicada para inativagéo
As doses de radiagdo, ou quantidade de radiagdo (mJ/cm?) no tempo aplicado, foram

medidas por um radiébmetro (Figura 8) colocado dentro do equipamento. Foram avaliados tempos

de 1 a 10 minutos para cada condicdo realizada (2, 4, 6, 8 e 10 lampadas).
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Figura 6- Radiémetro

3.4 OBTENCAO DA CURVA DE INATIVACAO

Primeiramente, foi verificado em espectrofotdmetro a absorbancia do pré indculo, com a
intengdo de conferir se este se encontrava na fase estacionéria. Para leitura da absorbancia foi
necessario diluir 0,2mL de pré in6culo em 1,8 mL de &gua, com um comprimento de onda de
600nm. A absorbancia que indica a concentragdo de 10° UFC/mL é superior ou igual a 0,380. Em
sequida, 1 mL de pré inoculo foi diluido em 9,0 mL de agua peptonada, para a obtencdo de um
indculo com a concentragdo de 108 UFC/mL.

Foi retirada uma aliquota de 0,AmL de indculo e gotejada, formando um circulo, em placa
de Petri (SALOMAO,2009), exemplificado na Figura 4. A placa foi colocada no equipamento de
radiacdo (Figura 6), e ap6s passar pelo tratamento de radiacdo UV-C foi adicionado 9,9 mL de
agua peptonada. A partir deste, diluicdes sucessivas foram realizadas em tubos de ensaio, de
acordo com a necessidade de cada experimento (TREMARIN,2009).

Foram feitos cinco experimentos, cada um com uma intensidade de radiacédo para 2, 4, 6,
8 e 10 lampadas. O indculo in vitro foi submetido a radiagdo UV-C durante alguns segundos,
determinados a partir da necessidade de cada processo experimental.

No plagueamento, foi utilizado agar MRS com dupla camada, em placas de Petri estéreis e
descartaveis. As placas foram incubadas em estufa BOD a 30°C por 48 horas. Os experimentos
foram feitos em duplicata (exceto para diluicdes do controle, para esta 0s experimentos foram em
triplicata) obtendo-se dois dados de crescimento em cada ponto de coleta. Foi feita a contagem de
placas com coldnias desenvolvidas em nimeros de 25 a 250, e os resultados foram expressos em
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) por mL de amostra. A Figura 5 demonstra, em forma de

fluxograma, o experimento realizado.
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Figura 7 — Inéculo gotejado em forma de circulo

Figura 8 — Fluxograma ilustrativo do processo experimental para inativagdo de W. videscens
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3.5 MODELAGEM MATEMATICA
3.5.1 Modelo primério

Para a escolha do melhor modelo primario, que descreva a inativacdo de bactéria latica W.
viridescens, foi utilizado o suplemento GInaFIT® do software Excel (Microsoft®). Foram testados
dois modelos primarios, Log-linear e Weibull. O fator de forma, parametro alfa (o), do modelo

primario escolhido foi calculado para as condicGes de 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas
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3.5.2 Modelo secundario

A partir do parametro de fator de escala (), obtido através do modelo primario, quatro
equac0es correspondentes aos modelos secundarios, dispostos na tabela 1, foram comparadas para
a selecdo do modelo que melhor descreva a influéncia da variacao de intensidade de luz sobre este
parametro. Os modelos foram ajustados aos dados, usando o software Excel (Microsoft®), bem
como o célculo de R?, utilizado para definir o melhor ajuste.

Tabela 1 - Modelos secundarios avaliados para descrever a influéncia da intensidade de radiacdo nos

parametros primarios de inativacdo de W. viridescens.

Modelos secundarios Equacao
Linear B=al+b
Raiz quadrada JB = b(I — Imin)

' i 1
Tipo Arrhenius Ing = a <7> +h

Exponencial B = a.exp(bl)

3.5.3 Modelo dindmico

Para a modelagem dinamica, foi utilizado o modelo de Peleg (2006), baseado no modelo
priméario de Weibull. A equacéo (3.1) foi derivada e o tempo t, foi substituido pelo t* (equacéo
3.2), onde a intensidade de radiacdo varia com o tempo. Os parametros de inativacéo sao obtidos
através do modelo secundario. As curvas que predizem a inativacdo de W. viridescens através do
modelo dindmico (equacdo 3.3) foram obtidas com o auxilio do software Matlab (MathWorks®,

Natick, USA). A resolucdo da equacdo diferencial foi feita através do método de Range Kutta.

logS(t) = —b(Dt* (3.1)

. [—logS(t) é
t" = <W> (3.2)

all(®)]-1
—log S(t)} all(®)]

—b[I(D]alI(®)] {W

dlogS(t)

= (3.3)
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3.5.4 Andlise estatistica

Para avaliar a capacidade preditiva do modelo de Weibull, foram avaliados os parametros
estatisticos coeficiente de correlacao (R?) e raiz do erro médio quadratico (RMSE), calculado pela
ferramenta GInaFIT®.

O coeficiente de correlacdo (equacdo 3.4) fornece uma medida da proporcao da variacéo
explicada pela equacdo de regressdo em relacdo a variacao total das respostas. Quanto maior o
valor de R2 (0<R2<1), melhor é a predi¢cdo do modelo (JIN et al., 2009).

2
RZ = Z(Valorobservado - Valorpredito)

— — 3.4
Y.(valorgpservado — Mmédia do valorpredito)2 4D

O erro médio quadratico (equacéo 3.5) apresenta o modelo de erro para os dados. O RMSE
é uma medida de variabilidade residual e, quanto menor o seu valor, maior é a capacidade do

modelo de descrever os dados.

(3.5)

RMSE = \/Z(Valorobservado - Valorpr‘edito)2
n

Onde n é o numero de observacdes experimentais e p o nimero de parametros do modelo.

Além dos dois parametros estatisticos ja citados, o fator bias e o fator de exatiddo foram
utilizados para avaliar a capacidade preditiva do modelo primério e secundario. O fator bias
(equacdo 3.6) representa a diferenca média entre os valores observados e preditos e o fator de
exatiddo (equacdo 3.7) € uma medida da diferenca média absoluta entre os valores preditos e
observados. Fator bias igual a 1 significa que o valor observado é exatamente igual ao predito. No
entanto, quando bias for maior que 1, o valor predito € menor que o observado, indicando que o
modelo falha de forma segura (fail-safe), se o fator bias for menor que 1, o valor predito € maior
que o observado e indica que o modelo falha de forma perigosa (fail-dangerous) para a inativagdo
microbiana (LONGHI et al., 2013).

log(valorpredito/Valoropservado)

fator bias = 10< n > (3.6)
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|10g(Valorpredito /valorgpservado) |

fator exatiddo = 10< " > (3.7)

4 RESULTADOS
4.1 INTENSIDADE DE RADIACAO

As doses de radiacdo foram medidas nos tempos de 1 a 10 minutos, para 2, 4 ,6 ,8 e 10
lampadas acesas. A Figura 9 apresenta o formato das curvas obtidas. A Tabela 2 apresenta as

equac0es das retas obtidas e a intensidade correspondente a cada grupo de luzes acesas.

Figura 9 - Curvas de Radiagéo
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As doses de radiacdo aumentam linearmente com o tempo, ou seja, N0 maior tempo e na
maxima condicdao de trabalho (10 lampadas), € alcangada a maior dose de radiacdo. Os coeficientes
angulares das equac@es de reta, apresentadas na Tabela 2 onde o y é a dose de radiacdo em mJ/cm2,
e X é o tempo em minutos, quando multiplicado por 1/6, sdo correspondentes a intensidade de

radiagdo em que 0s microrganismos sdo submetidos.

m/ mj
[cm2 cm2 mm] x[min] + b[cmz]
mJ 1min 10*cm? 103 W

&= emz min "60seg = m? 103 ~m?
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Tabela 2 - Valores de intensidade de radiacdo para 2, 4, 6, 8 e 10 Lampadas

LérI:l\;:Zas Equacdo de Reta R? In';:\r;;::?)de
2 y =3,4727x - 1,4545 0,997 0,579
4 y =6,0364x - 0,9091 0,999 1,006
6 y = 8,0545x - 1,9091 0,998 1,342
8 y=9,7636x -2 0,998 1,627
10 y =11,873x - 2,0909 0,999 1,979

4.2 DEFINICAO DO MODELO PRIMARIO

Ap0s a obtencdo dos dados experimentais, de inativacdo de células de W. viridescens por
radiacdo UV, as formas das curvas de inativacdo foram observadas e os modelos primarios, Log-
Linear e Weibull, ajustados as curvas foram escolhidos em funcdo das formas. A Tabela 3
apresenta os valores de R2 e RMSE para cada modelo testado, com 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas,
correspondente as intensidades de 0,579W/mz2, 1,006 W/m?, 1,342 W/mz2, 1,627 W/m2 e 1,979

W/m?2, respectivamente.

Tabela 3 - Analise Estatistica do ajuste dos modelos primarios Log-Linear e Weilbull aos dados
experimentais das curvas de inativagdo de W. viridescens sob diferentes intensidades de radiacdo

Intensidade R? R? RMSE RMSE
Log-Linear  Weibull Log-Linear Weibull
0,579 0,983 0,994 0,367 0,273
1,006 0,995 0,995 0,204 0,245
1,342 0,972 0,977 0,526 0,586
1,627 0,965 0,999 0,510 0,116
1,979 0,925 0,941 0,962 0,818

Com base nos dados estatisticos, 0 modelo de Weibull foi o que melhor se ajustou aos
dados experimentais, ja que apresenta valores de R2 maiores que o Log-linear em quatro, das cinco

condic@es de trabalho e valores de RMSE menores em trés condigdes.
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Com o modelo definido, foi possivel calcular os pardmetros a e 3, apresentados na Tabela
3. O parametro fator de forma (o) ndo apresentou variagdes relevantes entre as intensidades de
radiacdo, portanto, foi fixado em 1,28, valor correspondente a média aritmética dos valores de a.

Foi utilizado o modelo de Weibull com o fixo para recalcular o parametro fator de escala
(B) e o coeficiente estatistico R2, apresentados na Tabela 4, este apresentou um ajuste tao eficiente

quanto Weibull com 2 parametros.

Tabela 4 - Valores dos parametros o e B para os modelos de Weibull (com 2 parametros) e Weibull com a
fixo e andlise estatisticas do ajuste para cada modelo

Lampadas a B Ba=1,28 R? Weibull R? a=1,28
2 1,296 3,094 2,999 0,994 0,994
4 1,034 1,073 1,518 0,995 0,987
6 1,160 0,774 0,907 0,977 0,975
8 1,581 0,903 0,676 0,999 0,991
10 1,325 0,599 0,569 0,941 0,941

Periago et al. (2004), Van Boekel (2002) e Haberbeck (2011) também observaram que o
parametro de forma (a) ndo apresentou variacdo consideravel, e obtiveram bons resultados
utilizado Weibull com o fixo.

Com o ajuste do modelo de Weibull com a fixo aos dados experimentais, foi possivel
observar o comportamento de inativagdo com o tempo para W. viridescens, quando submetida ao

tratamento ndo térmico de irradiacdo por luz UV-C, demostrado na Figura 10.

Figura 10 — Cinética de inativagdo para W. Viridescens
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Todas as curvas de inativacdo apresentam a mesma forma, com a concavidade voltada para
baixo, comprovando o que o parametro de forma ja havia indicado (a=1,28 > 1). A intensidade de
radiacdo interfere relevantemente no tempo de inativacdo. E possivel alcancar mais de cinco
reducdes logaritmicas tanto para a condi¢do de 2 ldmpadas (0,578 W/m?2) quanto para a de 10
lampadas (1,979 W/m?), no entanto, a primeira condi¢do acontece em aproximadamente 12
segundos, enquanto que na condicdo maxima, a mesma reducdo logaritmica ocorre em
aproximadamente 2 segundos.

Os coeficientes estatisticos R2, RMSE, Fator Bias e Fator Exatiddo, foram calculados e
apresentados na Tabela 5, para avaliar o ajuste aos dados experimentais e a capacidade preditiva

do modelo primario Weibull com fator de forma fixo igual a 1,28.

Tabela 5 - Anélise estatistica para 0 modelo priméario Weibull com o fixo

LAmpadas Intensidade R? RMSE BIAS EXATIDAO

2 0,579 0,994 0,262 0,996 1,023
4 1,006 0,987 0,381 1,057 1,057
6 1,342 0,975 0,608 0,997 1,065
8 1,627 0,991 0,290 1,006 1,035
10 1,979 0,941 0,821 1,004 1,100

Os valores demostram gue o0 modelo apresenta um bom ajuste, além de uma alta capacidade
preditiva, com valores de fator Bias e Exatiddo muito proximos de um, indicando que os valores
preditos sdo praticamente iguais, ou muito préximos, dos valores observados.

Chun et al. (2009) avaliaram a cinética de inativacdo de bactérias patogénicas em presunto
fatiado, quando submetidos ao tratamento por irradiacdo UV-C e constataram que o modelo

priméario de Weibull foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais.

4.3 DEFINICAO DO MODELO SECUNDARIO

Para a escolha do modelo secundério, que descreve a variacdo do pardmetro p com a
intensidade de radiacdo, obteve-se curvas a partir do ajuste dos modelos de Arrhenius, Raiz
Quadrada, Exponencial e Linear, aos dados experimentais, representadas nas figuras 11,12,13 e

14, respectivamente. A Tabela 6 indica os valores do coeficiente estatistico R2 para todos 0s
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modelos testados. O modelo exponencial foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais,

com valor de R2 0,9603.

Figura 11 — Ajuste do modelo secundario de Arrhenius para descrever a influéncia da intensidade de

radiacdo sobre o pardmetro primario
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Figura 12 — Ajuste do modelo secundario Raiz Quadrada para descrever a influéncia da intensidade de

radiacdo sobre o parametro primario
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Figura 13- Ajuste do modelo secundario Linear para descrever a influéncia da intensidade de radiacéo
sobre o parametro primario
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Figura 14 — Ajuste do modelo secundario Exponencial para descrever a influéncia da intensidade de
radiacdo sobre o parametro primario 8
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Tabela 6 - Analise estatistica para a escolha do modelo secundario

Modelos R?
Arrhenius 0,959
Raiz Quadrada 0,914
Linear 0,856
Exponencial 0,960

A capacidade preditiva do modelo foi avaliada sob os parametros Fator Bias e Exatid&o,
que apresentaram valore de 1,010 e 1,121, respectivamente, indicando que os valores preditos sao

muito préximos dos observados.
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4.4 DEFINICAO DO MODELO DINAMICO

Na pratica, nem sempre é possivel garantir que 0s processos ocorram em condi¢des
operacionais constantes. Na inativacdo microbiana por aplicacdo de luz UV, por exemplo, a
principal condicdo controlada é a intensidade de radiacdo. Considerando que esta, por alguma
razdo, ndo se mantenha constante durante o processo, um modelo dindmico foi definido.

Utilizando o software Matlab (MathWorks®, Natick, USA) é possivel obter, a partir da
equacao de Peleg (2006) baseada no modelo priméario de Weibull (equacéo 2.11), a cinética de

inativagdo para W. viridescens quando a intensidade de radiacéo é variavel.

Figura 15 — Simulacéo da Variag&o da intensidade de radiacdo com o tempo
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Figura 16 — Cinética de inativagdo de W. viridescens em fungdo do tempo em condigdes
variaveis de radiacdo. Os dados referentes a inativacdo nas condi¢Bes constantes de
intensidade de 0,579 W/mz2 e 1,342W/m2 foram acrescentadas com o0 objetivo de comparacdo
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A Figura 15 representa a simulacdo da variacdo de radiacdo. Na primeira condicdo, do
tempo zero até 2 segundos, a intensidade de radiacdo era de 1,34W/m2 (6 lampadas). Apds 2
segundos a intensidade caiu para 0,58 W/m2 (2 lampadas) e permaneceu assim até o final do
experimento. Com estas condicdes e utilizando a equacédo de Peleg (2006), com alfa fixo em 1,28
e p dependendo da intensidade de radiacéo (I), é possivel obter a cinéticas de inativacdo de W.
viridescens em condi¢es variadveis de radiacéo (Figura 16).

Para a validacdo do modelo dindmico, foram obtidos dados experimentais. Para isso,
primeiramente placas contendo o in6culo foram submetidas a radiacdo na condicdo de 6 lampadas
(1,342 W/m2) nos tempos 1 e 2 minutos. Depois foram retiradas quatro lampadas, permanecendo
2 lampadas (0,579 W/m?). Nesta segunda condicao, o indculo foi submetido a radiagdo nos tempos
4 e 6 minutos. O plagueamento aconteceu em duplicata, com excecao do controle (que ndo passou
pelo tratamento UV-C) feito em triplicata. A preparacdo de inoculo e o plaqueamento foram feitos
como descrito nos itens 3.2 e 3.3.

Na Figura 16, estdo representados os dados experimentais (marcador preto), a curva de
inativacdo em condigdes variaveis de radiacdo, e os valores obtidos em condic¢Ges constantes de
radiacdo, nas condices de 2 e 6 lampadas, representadas pelos marcadores vermelho e azul,
respectivamente. Estes resultados estdo apresentados apenas com o objetivo de comparagdo de
resultados.

Do tempo de zero até 2 segundos, quando a intensidade de radiacédo é de 1,34W/mz, os pontos
azuis coincidem com o0s pretos, ja que a inativacdo até ali segue em condi¢des constantes. Ao
reduzir a quantidade de lampadas, os valores experimentais para a condi¢do dinamica (marcador
preto) se encontram entre os valores, para 0,58 e 1,34 W/m2, obtidos em condigdes constantes.

Em condicBes varidveis, a inativacdo segue a mesma forma da inativacdo de condigdes
constantes, no entanto, ao se reduzir a intensidade de radiacéo, a velocidade de inativagao diminui,
mas apresenta maior velocidade quando comparada aos dados experimentais de inativacéo
constante a 0,58W/mz2, j& que alcanga uma maior reducédo logaritmica em menor tempo.

Os fatores de Bias e Exatiddo foram calculados e apresentaram valores de 1,007 e 1,183,
respectivamente, permitindo concluir que o modelo dindmico apresenta uma boa capacidade

preditiva.
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4 CONCLUSOES

O principal objetivo da microbiologia preditiva é descrever o comportamento dos
microrganismos, para que estes possam ser controlados, tanto no crescimento quanto na
inativagédo. Os processos que envolvem biotecnologia, utilizam desta ferramenta para dimensionar
equipamentos, controlar as condi¢des de operagdes corretamente ou ainda predizer a vida util do
produto. Neste trabalho, a microbiologia preditiva foi utilizada para predizer a inativacdo de
bactérias laticas da espécie W. viridescens, quando submetidas ao tratamento de radiacéo por luz
UV-C. As bactérias laticas sdo deteriorantes e resistentes ao tratamento térmico, além de serem
anaerobias facultativas, por isso € comum estarem presentes em produtos carneos embalados a
vacuo. O tratamento ndo térmico de radiacdo de luz ultravioleta, faz 0 uso de luz UV-C que se
encontra no espectro eletromagnético na faixa de 200nm e 280nm, e possui efeito germicida,
atuando diretamente no DNA dos microrganismos levando-os a morte.

O modelo priméario que melhor descreveu a inativacdo de W.viridescens ao longo do tempo
foi 0 modelo de Weibull, onde o parametro de forma (o) foi fixado em 1,28 e o pardmetro de escala
(B) foi calculado para as intensidade de radiagdo 0,579W/m?2, 1,006 W/m?, 1,342W/m?, 1,627W/m?,
1,927W/m2. Para descrever a variagdo do parametro de escala com a variagdo da intensidade de
radiacdo, o modelo secundario exponencial foi o que melhor se ajustou aos dados. Ambos
apresentam fator Bias e Exatiddo proximos de um, provando que tanto o modelo primario quanto
0 secundario possuem alta capacidade preditiva.

A cinética de inativacdo, para as condicdes de 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas, mostrou que quanto
maior € a intensidade de radiacdo, menor é o tempo de inativacdo. Em todas as condicGes, foram
alcancados mais do que cinco reducdes logaritmicas sendo que, nas intensidades de 1,342W/mz2,
1,627W/mz2, 1,979W/m2, foram alcancadas mais de seis redugdes logaritmicas, ou seja, foram
inoculadas 102 UFC/mL de W.viridescens e apds o tratamento de luz UV- C sobraram apenas 10°
UFC/mL. Segundo Battistella (2008), salsichas embaladas a vacuo apresentam 102 UFC/ mL de
BAL no inicio do periodo de estocagem, entdo, se submetidas & radiagdo, na pior condigdo
apresentada (2 lampadas) seria possivel inativar comercialmente todas as bactérias laticas desta
espeécie presentes. Uma grande vantagem deste tratamento é que isto seria alcangcado em segundos,
tornando-o viével para a utilizagdo em industrias.

A radiagdo UV-C depende de ldmpadas de mercdrio, e nem sempre é possivel evitar a
queima ou a diminuicdo da intensidade de radiacdo emanadas destas. Visando obter um modelo

ainda mais representativo, que simule as condi¢es reais do dia a dia de uma industria, obteve-se
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o modelo dindmico, que descreveu a cinética de inativagdo com a variagdo da intensidade de
radiagdo em funcdo do tempo, a partir do modelo de Peleg (2006). O modelo dindmico descreveu
bem os dados, apresentando uma boa capacidade preditiva com valores de fator de bias e fator de
exatidao iguais a 1,007 e 1,183, respectivamente.
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