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RESUMO - O género Salmonella engloba bactérias patogénicas, as quais estdo comumente envolvidas em surtos de
intoxicacdo alimentar devidos ao consumo de carne de frango. Muitos estudos tém sido empregados para modelar a
inativacdo bacteriana em funcdo da temperatura. Devido a grande heterogeneidade dos resultados, uma descricdo
unificada da inativacdo de Salmonella em carne de frango é dificil de estabelecer. No presente estudo, através da
avaliacdo da raiz do erro quadratico médio, desvio absoluto médio e dos critérios de informacdo de Akaike e Bayesiano,
0 modelo duplo de Weibull foi considerado como sendo 0 modelo primario mais adequado para ajustar 61 conjuntos de
dados de inativacdo de Salmonella em carne de frango. Os resultados podem ser interpretados assumindo-se que a
populacdo bacteriana estd recebida em duas subpopula¢fes consistindo de uma mais resistente (cerca de 2,3% da
populacéo total) e outra menos resistente (cerca de 97,7% da populacéo total) ao estresse térmico. Os resultados obtidos
podem ser Uteis para a avaliacdo do risco de contaminacdo com Salmonella em diferentes cortes da carne de frango.
Palavras-chave: Salmonella, carne de frango, inativacdo térmica, modelagem matematica.

1 INTRODUCAO

Salmonella é uma bactéria gram-negativa envolvida em muitos casos de gastroenterite causada por
intoxicacdo alimentar no mundo todo. Os custos econémicos associados com doencas provocadas por Salmonella
variam entre 2 e 11 bilhdes de ddlares por ano (AO et al., 2015; HOFFMANN et al., 2012; SCHARFF, 2012). De
acordo com estimativas, a ingestdo de alimentos contaminados com diferentes sorovares de Salmonella foi a causa
principal de 80,3 milhdes de casos de infec¢des entéricas por ano, resultando em aproximadamente 155 mil mortes
(MAJOWICZ et al., 2010). Carne de frango estd entre as fontes criticas de transmissdo de Salmonella spp. Nesse
contexto, o consume de carne de frango provocou aproximadamente 200 mil casos de infec¢cBes com Salmonella por
ano (HSl et al., 2015).

Como esta bactéria se encontra naturalmente presente to trato intestinal de muitos animais de sangue quente,
sua ocorréncia em carcacgas de aves é bem conhecida (CHEN et al., 2018; DUARTE et al., 2009; YANG et al., 2011). A
prevaléncia de Salmonella em carcacas de aves no varejo variou entre 5 e 54% (CHEN et al., 2018). Além disso, sua
incidéncia em carne de frango moida ¢ maior do que no produto inteiro (MCENTIRE et al., 2014). Embora a maior
parte das aves contaminadas contenha menos que dez células bacterianas por carcaga, Salmonella pode se reproduzir
para niveis altos em produtos submetidos a abusos de temperatura (OSCAR, 2009). Quando a temperatura variou de 9
para 12 °C, o aumento logaritmico da populacdo bacteriana variou de 0,7 para 2, 9 em carne de frango ap6s 10 dias de
armazenamento (OSCAR, 2011). Logo, um controle rigido da temperatura da carne de frango durante o processamento
e armazenamento é uma questdo de grande importancia para a industria de alimentos.

O processamento da carne de frango compreende diferentes etapas desde o transporte das aves até o
processamento e consumidor final. Durante estas etapas, temperaturas de armazenamento inadequadas ou contaminagéo
cruzada afetam o produto (CARRASCO et al., 2012). Monitorar e controlar o crescimento potencial e a inativagdo de
Salmonella durante cada etapa de processamento é uma tarefa dificil, cujo resultado poderia fornecer uma estimativa
realista do risco de contaminagdo de determinado corte de frango. Dessa forma, é necessario estimar as flutuacfes de
temperatura e contaminacdo cruzada pelo menos durante as etapas criticas de processamento, as quais sdo
escaldamento, depenamento, evisceracao e resfriamento das carcacas (NDE et al., 2007).

Existem na literatura muitos modelos matematicos que descrevem o crescimento de Salmonella em carne de
frango (DOMINGUEZ, SCHAFFNER, 2008; JUNEJA et al., 2007; LI et al., 2017; MILKIEVICZ et al., 2020; OSCAR,
2002, 2005a, 2011). Entretanto, o nimero de modelos descrevendo a inativacdo térmica de Salmonella em carne de
frango é limitada (SMADI et al., 2012). Além disso, a maioria dos modelos consiste no célculo dos valores dos
pardmetros D e z em uma faixa especifica de temperaturas (JUNEJA et al., 2001b; KARUPPASAMY et al., 2015;
MAZZOTTA, 2000; MURPHY et al., 2002, 2004). O parametro D corresponde ao tempo necessario para inativar 90%
da populacdo bacteriana. Entretanto, este conceito ndo considera a curvatura dos diagramas de inativacdo, o que leva a
resultados imprecisos (KOYAMA et al., 2019).

O presente estudo visa desenvolver um modelo geral capaz de descrever a cinética de inativacdo de
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Salmonella spp. em carne de frango submetida a perfis isotérmicos e ndo isotérmicos de temperatura. O modelo
preditivo resultante pode ser usado como uma ferramenta Util para avaliar a inativacdo de Salmonella spp. em carne de
frango nas diferentes etapas de processamento e para se efetuar avaliacdo do risco de contaminagdo com esta bactéria.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CONJUNTOS DE DADOS

Para modelar a cinética de inativacdo bacteriana, um total de 61 curvas de inativacdo térmica (57 isotérmicas
e 4 ndo-isotérmicas) de diferentes sorovares de Salmonella em carne de frango foram selecionadas da literatura. Os
critérios de busca incluiram os termos “Salmonella”, “thermal inactivation” e “chicken” nas bases de dados PubMed,
Web of Science e Scopus. Nos estudos que incluiram fatores adicionais levando a inativagdo bacteriana, tais como a
adicdo de outra substancia inibitoria, somente o tratamento controle foi considerado. A Tabela 1 apresenta os estudos
adotados bem como a faixa de temperaturas empregada e o teor de gordura da carne utilizada. Resultados graficos
foram extraidos e convertidos para valores numéricos com o software GetData Graph Digitizer v. 2.23. O objetivo de
usar conjuntos de dados de diferentes fontes consiste em obter um modelo mais robusto que pode descrever a inativacdo
bacteriana sob diferentes condicdes.

Tabela 1. Descricdo dos dados experimentais utilizados neste estudo.

Fonte Numero de curvas Temperatura (°C) Teor de gordura (%)
Thayer et al., (1991) 1 60 17,7
Murphy et al., (1999)" 4 67,5-70 0,12
Murphy et al., (2000) 7 55-70 0,12
Juneja et al., (2001a) 16 58-65 2-12

Yang et al., (2001) 3 50-60 Nao especificado
Murphy et al., (2004) 2 62,5-70 10,3
Chambliss et al., (2006) 2 55 2,5
Juneja (2007) 2 55 Nao especificado
Juneja et al., (2012) 8 55-71 Nao especificado
Juneja et al., (2013) 3 60-71,1 Nao especificado
Osaili et al., (2013) 4 54-60 7,6
Karuppasamy et al., (2015) 3 60-68 Nao especificado
Yadav et al., (2016) 3 56-64 Nao especificado
Karyotis et al., (2017) 3 55-60 Naio especificado

“Conjuntos de dados nao-isotérmicos.
2.2 MODELOS PRIMARIOS DE INATIVACAO

Seis modelos diferentes de inativacdo térmica foram usados no presente estudo. Foram empregadas as
equagdes correspondentes aos seguintes modelos: modelo de inativacdo bifasico (Equacdes. 1a e 1b, Humpheson et al.,
1998), modelo de Weibull (Equagéo 2, Peleg; Cole, 1998), modelo logistico (Equacao 3, Bermudez-Aguirre; Corradini,
2012), um modelo linear sem uma fase de adaptacdo (Equacfes 4a e 4b, Whiting, 1993), modelo duplo de Weibull
(Equacdo 5, Coroller et al., 2006) e um modelo linear sem uma fase de adaptacdo (Equacdo 6). A maioria destes
modelos foi selecionada porque eles sdéo muito usados em estudos de cinética de inativacdo bacteriana (Equacgdes 1 a 5)
e 0 modelo linear (Equacé&o 6) foi usado devido a sua simplicidade.

Nas Equacdes de 1 a 6, S(t) é a fracdo de sobreviventes no instante t definida por S(t) & % sendo N, e
0

N(t) a populagdo bacteriana inicial e no instante t, respectivamente. Os pardmetros k, k; e k, sdo constantes de
velocidade (min™), b é um pseudo parametro de velocidade (min™), n é um parametro de forma, t;, t. e t
correspondem aos instantes (min) em que a velocidade de inativacdo muda (Equacfes la e 1b), o comprimento do
“ombro” (Equacdo 3) e a duragdo do periodo de adaptagdo (Equacdo 4), respectivamente, D é o tempo de reducéo
decimal e S, representa um fator de correcdo que compensa a ndo linearidade da fracdo de sobreviventes em funcdo do
tempo. Os parametros §; e &, correspondem aos tempos da primeira redugdo decimal (min) relativamente a duas

subpopulacGes bacterianas com diferentes sensibilidades térmicas e alfa € definido como a £ log,, (%_f) onde f é a

fracdo da primeira subpopulacdo bacteriana (mais sensivel ao estresse térmico em relagdo a segunda subpopulacéo, se

e
log,,S(t) = —kit; — K, (t —t;) se t>t (1b)
L&
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10g105(t) = _b tn

log,,S(t) = —log10(1 + 10k(t_tc))

log1oS(t) =0 se 0< t<t (42)

€

log;oS(t) = —(t%L) se t>t (4b)
t\? t\n

log;0S(t) = logy (ﬁ) + logy <10a_(6_1) + 10" ) )

logy,S(t) = S. —g ®)

2.2 MODELOS SECUNDARIOS DE INATIVACAO

Para modelar a dependéncia dos parametros dos modelos primarios de inativacdo com a temperatura foram
utilizados quatro diferentes modelos. A Equacdo 7 € uma expressao logaritmica-logistica empirica que foi previamente
usada para modelar inativagdo térmica sob regimes néo-isotérmicos de temperatura (CORRADINI, PELEG, 2009). A
Equacdo 8 expressa a Equagdo de Arrhenius (BOZKURT et al., 2014), enquanto que a Equacdo 9 consiste na bem
conhecida Equacdo de Bigelow (BIGELOW, 1921). Finalmente, a Equacdo 10 consiste em uma adaptacdo de um
modelo empirico previamente utilizado (VILLA-ROJAS et al., 2013). Nas Equacdes de 7 a 10, k,, (°C™) é uma
constante de velocidade da temperatura, T,, (°C) corresponde a temperatura de inicio da inativacdo, T..f € uma
temperatura arbitréaria de referéncia (K na Equacéo 8 e °C na Equacéo 9), R é a constante universal dos gases (8,314 J
mol™ K™), T is the temperature (K na Equacdo 8, °C nas Equacdes. 7, 9 e 10), Y(T) é o valor do pardmetro do modelo
primario (ou sua transformacdo) a temperatura T, Y(T.f) € 0 parametro do modelo primario em T,..¢, Z representa a
temperatura (°C) necessaria for a curva de inativagdo se mover de um ciclo logaritmico, a, (min®®), a; (min®®°C%) e a,
(min®® °C) s&o parametros empiricos sem significado bioldgico.

Y(T) = In|1 + ekw(T-Tw)] )
Y(T) = Y(T.ep)exp [% (Tief - %)] ®)
Y(T) = Y,y 10" (=) 9)
Y(T) = (ap + a;T +a,T?)? (10)

O parametro de forma n e o parametro empirico a foram assumidos como sendo independentes da
temperatura, uma vez que eles mao exibem um padrdo de comportamento bem definido quando a temperatura varia
(BERMUDEZ-AGUIRRE, CORRADINI, 2012; COROLLER et al., 2006). Portanto, eles foram assumidos como
constantes e iguais aos valores médios obtidos apés a regresséo nao linear.

2.3 MODELOS NAO-ISOTERMICO

O seguinte modelo matematico foi aplicado para avaliar a cinética de inativagdo para quarto perfis ndo-
isotérmicos de temperatura. A Equagdo 11 é uma expressdo geral que pode ser aplicada para todos os modelos
primarios de inativa¢do (EquacBes de 1 a 6). O procedimento para resolver a Equacéo 11 consiste em inserir modelos
secundarios que expressam a dependéncia dos parametros primarios de inativagdo com a temperatura na equagdo
original, derivar a expressdo resultante em relagdo ao tempo e integrar o resultado numericamente usando o método
numérico de Runge-Kutta de quarta ordem (LONGHI et al., 2017).

dl S
logyoS(t) = J; 28 i0 g (11)

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a qualidade de ajuste dos modelos foram usados os seguintes indices estatisticos: erro absoluto
médio (MAE, Equacdo 12), raiz do erro quadratico médio (RMSE, Equacdo 13), critério de informacdo de Akaike
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(AIC, Equacdo 14), critério de informacdo Bayesiano (BIC, Equacao 15) e o erro relativo percentual médio (MRPE,
Equacdo 16). Nas EquacGes de 12 a 16, num corresponde ao nimero de observaces, Yo representa o i-ésimo valor
observado, Yyeqi representa o i-ésimo valor predito pelo modelo, p corresponde ao nimero de parametros do modelo e
RSS ¢ a soma residual dos quadrados ap6s o ajuste do modelo aos dados. Toda a analise estatistica e os procedimentos
de regressao nao linear foram realizados com o software R v. 3.6.1 (R CORE TEAM, 2016).

1

MAE = —— S|y redi — Yobsil (12)
RMSE — \/z;ﬁ;;"(yp;eud;—yobs,i)z (13)
AIC = num In (%) + 2p (14)
BIC = num In (%) + p In(num) (15)
MRPE = — ynum % (16)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AJUSTE DOS MODELOS PRIMARIOS DE INATIVAGAO

A Tabela 2 apresenta os resultados dos indices de qualidade dos ajustes obtidos apds o ajuste dos modelos
primarios de inativacdo para 0s 57 conjuntos de dados isotérmicos considerados neste estudo. A partir da Tabela 2, é
possivel observar que, na média, o0 modelo duplo de Weibull forneceu os melhores resultados para todos os indices
seguido, respectivamente, por modelo bifasico, modelo de Weibull, modelo logistico, modelo linear com fase de
adaptacdo e modelo linear sem fase de adaptacdo. O desempenho do modelo duplo de Weibull foi ligeiramente menos
eficiente ao se considerar os indices AIC e BIC porque estes levam em conta o nimero de parametros do modelo. Como
o0 modelo duplo de Weibull contém 4 parametros ajustaveis e os demais incluem menos parametros (2 ou 3) em suas
expressdes matematicas, este comportamento pode ser facilmente compreendido.

Tabela 2. Numero de melhores ajustes obtidos de acordo com cada indice estatistico.

BP WB LO LL DW LI

MAE 13 (22,81%) 2 (3,51%) 0 (0,00%) 1(1,75%) 41 (71,93%)  0(0,00%)
RMSE  11(19,30%) 3 (5.26%) 0 (0,00%) 1(1,75%) 41 (71,93%)  1(1,75%)
AIC 13 (22,81%) 5 (8,77%) 1 (1,75%) 3 (5,26%) 34(59,65%)  1(1,75%)
BIC 13 (22,81%)  5(8,77%) 1 (1,75%) 3 (5,26%) 34(59,65%)  1(1,75%)
MRPE  15(26,32%) 0 (0,00%) 6(10,53%)  4(7,02%) 32(56,14%) 0 (0,00%)

Como os dois modelos que melhor se ajustaram aos dados experimentais assumem duas diferentes fases das
curvas de inativacéo, a hipotese que a populagdo bacteriana total é constituida por duas subpopulagdes com diferentes
sensibilidades ao estresse térmico foi reforcada (HUMPHESON et al., 1998; PELEG, COLE, 1998). Este fendbmeno
pode ser atribuido a uma maior concentragdo de proteinas do choque térmico nas células mais resistentes (DOYLE,
MAZZOTTA, 2000). Os valores obtidos para o parametro f, que corresponde a fragdo da subpopulagdo bacteriana mais
sensivel ao estresse térmico e que esta relacionado com o pardmetro a na Equacdo 5, foram independentes da
temperatura. A maior parte dos valores (72%) variou entre 0,98 e 1, sugerindo que somente uma fracdo pequena da
populacdo bacteriana € mais resistente a inativacdo térmica, confirmando resultados obtidos em outro estudo
(HUMPHESON et al., 1998).

No que diz respeito aos outros modelos, de acordo com os resultados, na média eles ndo reproduziram os
dados experimentais de forma tdo precisa quanto o modelo duplo de Weibull e bifasico. Embora o modelo de Weibull
seja capaz de reproduzir diferentes formatos da curva dependendo do pardmetro de forma n (PELEG, COLE, 1998;
VAN BOEKEL, 2002), o modelo duplo de Weibull pode prever uma mudanga da concavidade dentro da mesma curva.
O modelo linear com adaptacdo gerou bons ajustes somente quando havia uma fase de adaptagdo bem definida. De
outra forma, ele consistiu em uma linha reta pela origem. De forma analoga, 0 modelo linear sem adaptagdo néo foi
capaz de descrever os diferentes conjuntos de dados Este comportamento confirma a hipétese que o desprezo da
curvatura do diagrama de inativagao para estimar o valor D pode levar a resultados ndo realistas. Além disso, 0 modelo
logistico forneceu bons ajustes somente para um conjunto de dados pequenos. Este modelo deveria ser aplicado
somente se a curva experimental exibir um “ombro” bem definido seguido de uma linha reta (BERMUDEZ-AGUIRRE,
CORRADINI, 2012). Portanto, a partir dos resultados obtidos 0 modelo primério de inativacdo duplo de Weibull foi
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selecionado como tendo obtido o melhor desempenho.

3.2 AJUSTE DOS MODELOS SECUNDARIOS DE INATIVAGAO

Como mencionado previamente, o parametro a (f) ndo exibe uma dependéncia com a temperatura. O valor
assumido para f foi sua média, 0,977, uma vez que os valores estimados ndo variaram significativamente com a
temperatura (desvio-padrdo igual a 0,041). Portanto, pode-se concluir que, na média, de cada 1000 células bacterianas
apenas 23 exibem alta resisténcia térmica. O parametro de forma n foi também assumido como constant e com valor
igual a sua média, 1.840 (desvio-padrao de 1,120). A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos apds o ajuste das
Equacdes de 7 a 10 para os valores do tempo para a primeira reducdo decimal da subpopulacéo 1 (§;). Como pode ser
observado, 0 modelo de Bigelow gerou resultados mais precisos Resultados similares foram obtidos para &, (resultados
ndo apresentados).

Tabela 3. Sumério dos resultados obtidos apds o ajuste das Equac8es de 7 a 10 para valores estimados de ;.
Resultados estdo expressos como média (erro-padrao).

Equacdo 7 Equacdo 8 Equacdo 9 Equacéo 10
k,, (°Ch 0,271 (0,039)
T,, (°C) 61,89 (0,93)

D, (Min) 6,90 (0,52) 16,01 (1,19)
E, (9) 2,12 x 10° (2,86 x 10)
z (°C) 9,91 (1,35)

a, (min®) -72,69 (21,98)
a; (min®° °C?) 2,07 (0,73)
a, (min®® °C?) -0,015 (0,006)

MAE 2,412 2,343 2,334 2,334
RMSE 3,523 3,515 3,515 3,508
AIC 263,1 262,9 262,9 264,7
BIC 268,7 268,5 268,5 272,2
MRPE 143,6 100,6 96,0 122,7

3.3 AJUSTE DO MODELO NAO-ISOTERMICO

A partir dos resultados obtidos com os modelos primarios e secundarios, o seguinte modelo nao-isotérmico
foi gerado:

¢ )1.840

log;0S(t) = logy, (;) + logy, (101.631—(m

( ¢ )1.840
1+101.631 + 10 ‘oz ) a7)

Ap6s emprego do procedimento descrito na Secdo 2.3, a Figura 1 apresenta as previsdes obtidas para os
quatro perfis ndo-isotérmicos. Os quatro perfis de temperatura ndo-isotérmicos usados para validar o modelo
correspondem a temperaturas que aumentam a partir de valores baixos (entre 0 e 4 °C) até 6,.5 °C. Como pode ser
observado a partir da Figura 1, a temperatura aumentou a diferentes taxas para cada perfil. De um modo geral, 0s erros
obtidos para os dois primeiros perfis foram aproximadamente iguais as incertezas experimentais médias obtidas em
estudos experimentais (MAE igual a 0,4). Além disso, a inativacdo predita foi ligeiramente inferior aos resultados reais
0 que corresponde a erros seguros do ponto de vista do consumidor. Os erros obtidos foram superiores para os perfis
apresentados nas Figuras 1c e 1d, o que sugere que o modelo é muito sensivel a aumentos abruptos da temperatura. E
possivel concluir que as previsdes mais precisas foram obtidas quando a velocidade de aumento da temperatura foi
inferior a 20 °C/min em relacdo a velocidades de aumento superiores a 30 °C/min.
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4 CONCLUSAO

A inativagdo de Salmonella spp. em carne de frango é melhor descrita por modelos matematicos que
consideram o comportamento bifasico das curvas experimentais. Tanto o modelo duplo de Weibull quanto o bifésico
sdo capazes de descrever de forma precisa 0s resultados experimentais, mas a qualidade de ajuste do modelo duplo de
Weibull é ligeiramente superior. Além disso, sua derivada é continua por toda a regido de inativacdo o que torna sua
utilizacdo mais facil para modelar inativacdo ndo isotérmica. O desenvolvimento de um modelo geral que é capaz de
fornecer resultados precisos em diferentes situagdes, ndo é facil devido a variagGes nos sorovares bacterianos ou no tipo
de corte da carne de frango. O modelo desenvolvido neste estudo forneceu resultados relativamente precisos quando a
temperatura ndo varia muito rapidamente (menos que 20 °C por minuto). Nestas situacées, ele pode ser empregado com
seguranga para modelar a inativacdo de Salmonella spp. em carne de frango.
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