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RESUMO - A microbiologia preditiva consiste em estimar o potencial de crescimento de microrganismos especificos
em diferentes condigdes, esta juntamente com a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) tem grande
potencial como ferramenta de tomada de decisdo em uma industria alimenticia, de modo a garantir a qualidade e a
seguranga dos alimentos. A temperatura € considerada um dos fatores que influenciam favoravelmente no
desenvolvimento bacteriano. Mediante as alteracBes previstas na Portaria n°® 210/98 pela Portaria n° 74/19 do Ministério
da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a variacdo aceitavel de temperatura dos produtos no ambiente de corte
e manipulacdo poderia ser estabelecida e validada como base em microbiologia preditiva. Em raz&o disso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a cinética de crescimento de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
e Salmonella sp., in vitro, nas temperaturas de 7, 12, 15 e 20°C, em pH 7 e aw de 0,99. Os resultados experimentais foram
aplicados e comparados com o software ComBase Preditor® (modelo terciario) de modo a validar os dados obtidos na
temperatura de 12°C em relagdo as condic¢Bes industriais. Como esperado, observou-se uma reducdo na fase log com o
aumento da temperatura de incubagdo, resultado também predito pelo software. Salmonella sp. apresentou 0s menores
tempos de fase lag em todas as temperaturas avaliadas ou preditas pelo software. A partir das anélises realizadas foi
possivel que nas diferentes condi¢fes avaliadas in vitro, a fase lag dos microrganismos foi maior que as preditas pelo
software.

Palavras-chave: Bactérias, Microbiologia preditiva, ComBase Predictor.

1 INTRODUCAO

Obter alimentos seguros é a finalidade de toda inddstria alimenticia, e para garantir a seguranga microbioldgica
tem-se estimulado a aplicacdo da microbiologia preditiva (MEZAROBA, 2014; COSTA, 2016). A microbiologia
preditiva consiste em estimar o potencial de crescimento de microrganismos especificos em diferentes condicdes, existem
algumas classificagdes que podem ser classificadas em trés niveis, descritos como primario, secundario e terciario, e
aplicados no intuito de melhorar a qualidade e seguranca alimentar (NAKASHIMA et al., 2000; FAKRUDDIN et al.,
2011; MATQOS, 2014).

A carne de frango é muito vulnerdvel a deterioracdo microbioldgica, pois é rica em nutrientes, possui alta
atividade de agua e seu pH é préximo a neutralidade (PACHECO, 2013). Os microrganismos podem proliferar, dividindo-
se e aumentando em ndmero; sofrer inativagdo ou morte, diminuindo em nimero, ou ainda, manter-se num estado em que
sobrevivem, porém sem proliferacdo, permanecendo em nimero constante (OLIVEIRA, 2009; MATOS, 2014).

Estudar o comportamento de um microrganismo nas diversas condi¢cBes ambientais permite ampliar o
conhecimento em relacdo as suas caracteristicas, implicando diretamente em todas as etapas da cadeia de produgdo de um
alimento (OLIVEIRA et al., 2013; COSTA, 2016). A temperatura, por exemplo, é um fator de extrema importancia, caso
o produto fique exposto a condi¢des ndo adequadas de temperatura, maiores serdo as chances de deterioracdo por
microrganismos (ANJOS, 2013).

Em um abatedouro de aves ha vérias etapas do processo relacionadas a temperatura. Antes da etapa de
processamento de cortes, onde ocorre a separa¢ao de cada corte especifico, esta o sistema de pré-resfriamento de carcagas,
o0 qual consiste em um sistema por imersdo, com a finalidade de realizar o resfriamento das carcagas de modo a atender a
legislacdo vigente com saida deste sistema com temperatura igual ou inferior a 7°C, e que a variacdo aceitavel de
temperatura dos produtos no ambiente de corte e manipulacdo deve ser estabelecida e validada como base em
microbiologia preditiva, de forma garantir a manutencdo do binbmio tempo e temperatura que garanta a auséncia de
multiplicacdo de patgenos e a producado de toxinas, respeitando o resfriamento dos cortes a 4°C em até 4 horas (BRASIL,
1998; BRASIL, 2019).

Os softwares sdo modelos terciérios, oriundos da transformagdo de modelos primérios e secundérios, que podem
calcular respostas microbianas variando condi¢cdes ambientais, comparando efeitos de diferentes condicdes e
determinando o comportamento de diversos microrganismos (ANJOS, 2013; PAULSEN; SMULDERS, 2014).

Ao realizar simulagdes em uma situagdo ou condicdo pré-estabelecida a partir do modelo terciario, é possivel
avaliar a probabilidade de uma taxa de crescimento em uma condigdo pré-determinada de pH e temperatura, associada a
probabilidade do valor desta mesma taxa quando em diferentes condi¢des dessas variaveis. Isto é fundamental para a
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gestdo de risco em industrias de alimentos, pois é possivel verificar, caso ocorra algum desvio no processo, a probabi "
de seu produto atingir determinada popula¢do microbiana (SCOLFORO, 2018).

As ferramentas preditivas possuem limites que condicionam a sua utilizagdo, em alguns programas néo é posswe :
efetuar previs@es, pois ndo ha possibilidade de extrapolar fora dos intervalos nos quais foram baseados. Considerando a
importancia da realizacio da avaliacdo de pH, temperatura e aw, na literatura o software ComBase Predictor® foi o que
melhor se adapta aos parametros utilizados para obtencdo dos valores preditivos. O software ComBase Predictor® é uma
ferramenta com um amplo banco de dados, chegando a mais de 50.000 registros, 0s quais incluem valores para parametros
de inativacgdo e crescimento de microrganismos em diferentes meios de cultura ou em diversos alimentos. Neste software
é possivel simular o crescimento e inativagdo para mais de 15 microrganismos nos intervalos de previsao da base de dados
(GARRE et al., 2017).

Com base nisso, avaliou-se a cinética de crescimento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Salmonella sp. in vitro, com pH 7,0, atividade de agua 0,99 e temperatura de crescimento (7°C, 12°C,
15°C e 20°C) e comparou-se os dados obtidos com o software ComBase Predictor® de modo a validar a temperatura de
12°C.

2 MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo do comportamento de crescimento de E. coli, S. aureus, L. monocytogenes e Salmonella sp., as
cepas foram previamente inoculadas em caldo Luria Bertani — LB (10g/L triptona, 5g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl)
e incubadas por 24 horas a 37°C, foi realizada a diluigéo a partir da inoculagéo 108 até 10%, entdo foram construidas curvas
cinéticas com leituras a cada hora a partir da inoculagéo 10° em caldo LB em microplacas de fundo chato (5 pL em 250
pL de meio) e realizado leitura da absorbancia em 490 nm em leitor de microplacas Elisa. O caldo LB foi mantido em pH
7,0 e atividade de agua 0,99, simulando um produto carneo. Estes meios foram armazenados em 4 diferentes temperaturas,
7,12, 15 e 20°C. O crescimento microbiano foi estimado pelo aumento da absorbancia medido a cada hora em relagdo a
absorbancia inicial.

Os valores de temperatura foram escolhidos a partir de faixas utilizadas na industria alimenticia, sendo 7°C o
valor estabelecido pela legislagdo na saida do sistema de pré resfriamento, 12°C o valor a ser validado, e 15 e 20°C por
extrapolacdo da margem de seguranca.

Para conversdo dos valores de absorbancia em Log UFC, foi construida uma curva padrdo relacionando-se
diferentes contagens de cada bactéria em Log, com a respectiva absorbancia, e a conversao obtida pela equagéo da reta
desta curva padréo e diferentes dilui¢Bes das culturas microbianas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os tempos de crescimento de E. coli, S. aureus, L. monocytogenes e Salmonella sp., para a
avaliacdo in vitro e empregando o software ComBase Predictor® nas mesmas condices.

Tabela 1. Tempos de fase lag dos microrganismos na avaliagdo in vitro e no software em diferentes temperaturas, nas
mesmas condic¢des de pH e aw.

Microrganismo Temperatura Tempo fase lag Tempo fase lag
avaliagéo in vitro (h) predito pelo Software (h)

12°C 58 34
Escherichia coli 15°C 29 18
20°C 14 7
12°C 72 27
Listeria monocytogenes 15°C 40 17
20°C 21 7
12°C 60 53
Staphylococcus aureus 15°C 29 26
20°C 14 9
12°C 52 31
Salmonella sp. 15°C 24 14
20°C 12 6

Ao comparar-se os dados resultantes da analise do software e o resultado obtido in vitro (Tabela 1) observa-se
que o aumento da temperatura provoca uma reducgdo no tempo de fase lag para todos os microrganismos avaliados in vitro
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com mesmo comportamento predito pelo software ComBase Predictor®. Na temperatura de 7°C observou-se uma
fase lag, com menor tempo de crescimento de 300h (dados ndo mostrados) os quais ndo foram coparados pois o softv
n&o possui esta condigio para E. coli. Para os demais microrganismos, a avaliagio realizada no programa, indica presen¢
de crescimento bacteriano em pH neutro (fase log em 56 h ou superior).

Os menores tempos de fase lag de crescimento in vitro foram observados com Salmonella sp., resultado também
predito pelo software. J4, S. aureus apresentou os maiores tempos de fase lag em comparacao com 0S outros
microrganismos avaliados, independentemente da temperatura de incubacéo in vitro ou simulacéo no software.

Em todas as condicdes de temperatura, o tempo de duracéo da fase lag predito pelo software é menor em relacdo
aos tempos de fase lag obtidos com o crescimento dos microrganismos in vitro, indicando que o software foi programado
com cinéticas de crescimento elevadas, superiores as observadas experimentalmente.

Matos (2014) aplicou microbiologia preditiva através de dois softwares, ComBase Predictor e Pathogen
Modeling Program, para analise de amostras de carne bovina e suina armazenadas a 5°C e 10°C, comparando os resultados
obtidos através da analise microbiolégica classica para E. coli, S. aureus, L. monocytogenes e Salmonella sp. O estudo
indicou que a ferramenta preditiva ComBase conseguiu efetuar melhores previsbes para o crescimento destes
microrganismos, adequando-se de igual forma para ambas as amostras, aproximando estes resultados aos obtidos em
laboratdrio.

4 CONCLUSAO

Com a avaliago da cinética de crescimento de E. coli, S. aureus, L. monocytogenes e Salmonella sp. in vitro, foi
possivel determinar que os tempos de crescimento obtidos foram satisfatorios, sendo possivel garantir que até em 20°C o
tempo de duracéo da fase lag ocorreu em no minimo 12 h.

O tempo e a temperatura propostos através do estudo garantem a segurancga e a qualidade dos produtos no
ambiente de corte, visto que a fase log, ou de crescimento exponencial, caracterizada pelo momento de maior atividade
metabolica ndo foi atingida mesmo ap6s a elevacdo da temperatura para todos 0s microrganismos de interesse, com 0
menor tempo de duracgéo de fase lag obtido em 12°C de 52 h, atendendo o que prevé a portaria n°® 74/19 do MAPA.
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