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RESUMO

O crescimento de fungos e de bactérias em alimentos representa riscos a saude dos
consumidores e gera perdas econdmicas significativas. Seu controle pode ser alcancado
com o ajuste correto das condicbes de operacdo e de armazenamento de produtos
alimenticios. Neste contexto, a modelagem e a simulacdo de processos, integrando a
cinética de crescimento microbiano ao equacionamento que descreve os fenbmenos de
transferéncia de calor e de massa em alimentos, € uma ferramenta Util para tal analise. No
presente trabalho investigou-se o crescimento do fungo filamentoso Byssochlamys fulva em
polpa de mamao. Foram desenvolvidos modelos matematicos para avaliar o efeito da
natureza do susbstrato e de condi¢c6es dinAmicas de temperatura sobre o aumento de raio

da col6nia desse microrganismo durante o processo de resfriamento do produto.

Os resultados mostraram que a polpa de maméao favorece o desenvolvimento de B.
fulva. Neste substrato, o valor médio encontrado para a taxa de aumento radial da colénia
do microrganismo e para o tempo de duracdo da fase lag, predito pelo modelo Gompertz
modificado a 28°C, foi 15,3 mm/dia e 38 horas, respectivamente. Pequenas oscilacdes de
pH e de teor de glicose do meio de cultura apresentaram efeito pouco significativo sobre o

comportamento desse fungo.

Em condi¢des dindmicas de temperatura, as simulagdes do processo de resfriamento
da polpa indicaram que o abuso na temperatura inicial do produto (28°C), associado a
condi¢Bes que limitam a capacidade do sistema de refrigeracédo (velocidade do ar igual a 0,5
m/s), reduz de 103 horas para 32 horas o tempo necessario para o surgimento de colénias
visiveis do fungo no alimento — tempo de vida util do produto, no contexto deste trabalho.
Nestas mesmas condi¢cbes, 0 aumento na taxa de resfriamento da polpa de maméao, devido
a aplicacdo dos mecanismos simultdneos de transferéncia de calor convectivo e
evaporativo, apresentou efeito expressivo sobre o tempo de vida util da polpa de mamao,
aumentando-o em 70%, comparativamente ao resfriamento pelo mecanismo exclusivamente

convectivo.

Este trabalho demonstrou que, embora o periodo transiente de resfriamento do
alimento seja curto em relacdo ao tempo total de seu armazenamento, sua influéncia sobre

a dinamica de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao é significativa.




ABSTRACT

Spoilage of food by fungi and bacteria is an important subject both because of
economic issues and because of questions of food safety. The correct adjustment of
operational and storage conditions of the products can control the growth of microorganisms.
In this context, integrating kinetic microbial models with heat and mass transfer equations to
simulate the growth behavior of microorganisms in food is a useful tool to analyse and
improve the food processing. In the present work, the growth of Byssochlamys fulva in
papaya pulp was investigated. Mathematical models were developed to evaluate the effect of
the kind of the substrate and the dynamic temperature conditions on the growth behavior of

this mold during the cooling process of the product.

The results showed that papaya pulp is a favorable substrate to the growth of B. fulva.
According to Gompertz model, at 28°C, the mean value for the radial growth rate and for lag
phase time of this microorganism on this substrate was 15.3 mm/day and 38 hours,
respectively. Small fluctuations in pH and in glucose content of the substrate have little effect

on the growth behavior of the mould.

At dynamic temperature, the cooling process simulation of papaya pulp indicated that
excessive initial temperature (28°C), associated with low capacity of refrigeration system (air
stream velocity equal to 0.5 m/s), reduces the product’s shelf-life from 103 hours to 32 hours.
In this scenario, the shelf-life can be increased up to 70%, improving the convective heat
transfer process by the evaporative cooling effect comparing to the mechanism of cooling

purely convective.

Although the transient period of the cooling process of the food is short related to the
total storage time, the transient period influences significantly the dynamic of the growth of

Byssochlamys fulva in papaya pulp.
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Yo, massa especifica (kg.m?)

AH, e entalpia de vaporizacéo da agua (J.gmol™)

7 coordenada do sistema esférico, na dire¢é@o polar

@ coordenada dos sistemas cilindrico e esférico, na diregéo azimutal

¢, raizes positivas da equacédo transcendental identificada como Eq. 2.21
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AF accuracy factor ou fator de exatidao
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APT all purpose tryptone broth

BDA agar batata dextrose

BIAS indice estatistico definido pela equacéo Eq. 3.2

BIC critério da informacéo Bayesiana

CDC Centers of Disease Control and Prevention

FAO Food Administration Organization

MEA agar extrato de malte

PDA potato dextrose agar

RMSE root mean square error ou raiz quadrada do erro quadratico médio

RSS residual sum of squares ou soma dos quadrados dos residuos
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1. INTRODUGCAO 1

Capitulo 1

Introducao

Neste capitulo introdutdrio, contextualiza-se e apresenta-se o0 tema de pesquisa da
tese, justificando-o a partir de referenciais tedricos. O objetivo geral e o0s objetivos
especificos sdo elencados, assim como as limitacdes do estudo. O capitulo encerra-se com

o delineamento da estrutura da tese.

1.1 CONTEXTUALIZACAO, TEMA E JUSTIFICATIVA

O crescimento de microrganismos em alimentos representa riscos a saude dos
consumidores e gera perdas econdmicas significativas. Segundo dados do Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas norteamericano, cerca de 48 milhdes de pessoas sofrem
algum tipo de doenca de origem alimentar naquele pais anualmente (CDC, 2013). Em
termos econdmicos, perde-se aproximadamente 25% da oferta mundial de alimentos pela
acdo microbiana (HUIS IN'T VELD, 1996). Esses numeros demonstram a importancia dos

estudos da relagdo microrganismo-alimento nos seus diversos aspectos.

Alimentos de origem vegetal, particularmente frutas e derivados, apresentam baixos
valores de pH, o que inibe a acdo de bactérias. Logo, a deterioracdo desses produtos &
promovida com frequéncia por fungos. A agdo desses microrganismos pode ser minimizada
pelo ajuste adequado de variaveis operacionais durante o processamento e o0
armazenamento dos produtos alimenticios. Neste aspecto, a microbiologia preditiva surge
como uma ferramenta Gtil, ao estabelecer o equacionamento que permite simular condi¢cdes

de operacéo e avaliar rapidamente seus efeitos sobre o crescimento microbiano.
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2 1. INTRODUGAO
Durante muitos anos, a microbiologia preditiva esteve focada em estudar o

comportamento de bactérias, especialmente as patogénicas. Somente na ultima década, os
trabalhos de microbiologia preditiva aplicada a fungos tornaram-se mais frequentes. Ainda
assim, o foco desses estudos tem sido estabelecer relacbes matematicas entre fatores
ambientais (temperatura, pH, atividade de agua, concentracdo de solutos) e seus efeitos
sobre o crescimento microbiano. A insercdo desses modelos em uma abordagem mais

ampla, como no estudo do desempenho de opera¢fes industriais, € um tema incipiente.

Durante o processamento de um alimento, as condi¢cdes ambientais podem variar ao
longo do tempo e da posicdo no interior do produto. Os modelos que descrevem o0s
fenbmenos de transferéncia de calor e de massa sdo capazes de estimar os valores das
varidveis ambientais no alimento, tais como a sua temperatura e a sua atividade de agua,
por exemplo. Por sua vez, 0o equacionamento utilizado em microbiologia preditiva permite
predizer como ocorreria o crescimento de determinado microrganismo em tais condicdes.
Isto demonstra as potencialidades que surgem com a modelagem e a simulacdo de
processos, integrando os conhecimentos de microbiologia preditiva e de engenharia de
processos para avaliar de forma mais consistente as operagdes industriais em termos
microbiol6gicos. Com tal abordagem é possivel, inclusive, estabelecer as condi¢cdes que
minimizam o crescimento microbiano e, por consequéncia, reduzir as perdas econbmicas
associadas a contaminagdo de alimentos. No entanto, ha poucos estudos na literatura que
contemplam essa temética. A caréncia em tratar os modelos cinéticos de crescimento
microbiano, integrados com modelos de engenharia de processos, foi apontada nos
trabalhos de Mafart (2005), Lebert e Lebert (2006) e Gougouli e Koutsoumanis (2010).

Neste cenario insere-se o tema de pesquisa desta tese: a integracdo entre modelos
de engenharia de processos e de microbiologia preditiva para estabelecer estratégias de
processamento e de armazenamento de alimentos contaminados por esporos de fungos,

visando controlar a sua deterioragao.

Para tornar o estudo factivel, foi necessario selecionar um microrganismo alvo, um
alimento e um processo industrial especifico. O microrganismo escolhido foi Byssochlamys
fulva, um fungo filamentoso produtor de esporos termorresistentes. Esta escolha justifica-se
pelo fato de B. fulva ser um agente deteriorante tipico em produtos a base de frutas, mesmo
guando o numero de esporos contaminantes é muito baixo (SANT'ANA et al., 2010a); pela
capacidade de crescer em ambientes com baixo teor de oxigénio e acidificados (CHAPMAN
et al., 2007; TANIWAKI et al.,, 2010, PANAGOU et al., 2010); por produzir micotoxinas,

\

inclusive em concentragdes superiores aos limites que representam riscos a saude do
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1. INTRODUGCAO 3
consumidor (SANT'ANA et al., 2010b); por apresentar altos valores de taxa de crescimento

radial em suas colbnias (VALiK, PIECKOVA: 2001), além da natural termorresisténcia
acentuada de seus esporos (KOTZEKIDOU, 1997; FERREIRA et al., 2011).

O alimento e o processo selecionados para servir como modelos ao estudo proposto
foram a polpa de mamao e a refrigeracdo. A escolha do maméao deve-se ao fato de o Brasil
ser o segundo maior produtor mundial dessa fruta (FAO, 2013). Além disso, 0 mamao é
muito apreciado pela populacdo devido as suas caracteristicas sensoriais, sendo consumido
in natura ou na forma minimamente processada e refrigerada (ROCHA et al., 2005;
RODOLFO JUNIOR et al., 2007; KRISHNA et al., 2008). A refrigeraco, por sua vez, € uma
operacdo muito utilizada pelo setor alimenticio para manter a qualidade de seus produtos
desde o processamento até o consumo final. Contudo, condi¢cfes improprias de temperatura
e de umidade durante o processo de refrigeracdo podem provocar perdas significativas de
qualidade e comprometer a seguranca dos alimentos. De acordo com o Instituto
Internacional de Refrigeracdo, a perda de producédo de frutas e de hortalicas devido as
deficiéncias nos sistemas de refrigeracdo atinge o valor de 40% nos paises em
desenvolvimento (LAGUERRE et al., 2013).

O tema de pesquisa desta tese foi delimitado a partir do objetivo geral e dos objetivos

especificos estabelecidos para o estudo.

1.2 OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese é contribuir para a compreenséo do efeito da natureza do
substrato e de condi¢des transientes do processo de refrigeracdo sobre o comportamento
de crescimento de fungos filamentosos pertencentes a espécie Byssochlamys fulva, a partir
do equacionamento e da analise dos fenbmenos envolvidos no resfriamento de alimentos

contaminados com seus esporos.

Para alcancar esse objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes obijetivos

especificos:

i. avaliar o crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao e compara-lo com o
comportamento observado em substratos alimenticios semelhantes (polpas de meléo,
tomate, péssego, abacaxi e morango), para verificar o quao suscetivel esse alimento é a

acao dessa espécie de fungos;
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il. equacionar e quantificar o efeito relativo da temperatura, do pH e do teor de glicose do

meio de cultura sobre a taxa de crescimento e o tempo de duracdo da fase lag desse

microrganismo;

iii. comparar o crescimento de B. fulva em polpa de maméo e em meio de cultura artificial,
para verificar se um substrato constituido apenas por dgua destilada, &gar bacterioldgico,
glicose e com ajuste de pH pode reproduzir satisfatoriamente o comportamento

observado para esse fungo na polpa dessa fruta;

iv. estabelecer o equacionamento para avaliar o efeito da temperatura inicial do alimento e
da velocidade do ar do sistema de refrigeragcdo sobre o0 tempo necessério para o
surgimento de coldnias visiveis de B. fulva em polpa de mamdo minimamente

processado, embalado imediatamente apds as etapas de corte e de descascamento;

v. equacionar e avaliar o efeito do resfriamento provocado pela evaporacdo da agua da
superficie da polpa de maméo na dindmica de crescimento do microrganismo alvo, para
identificar em que condi¢des justifica-se 0 emprego desta opcdo de processamento

visando estender o tempo de vida util do alimento; e, por fim,

vi. comparar, por meio de simulacdes, o crescimento desse fungo filamentoso em polpa de
mamao submetido ao processo de resfriamento estritamente convectivo com 0 processo

que conjugue os mecanismos de resfriamento convectivo e evaporativo.

1.3 LIMITACOES DO TRABALHO

Como a maioria dos estudos de microbiologia preditiva, nesta tese foi utilizada uma
Unica cepa de Byssochlamys fulva, o que restringe a generalizacdo dos resultados aqui
obtidos. Entende-se que isto subestima a variabilidade natural existente dentro de uma

espécie de microrganismos.

Neste trabalho ndo foram investigados os efeitos das condi¢Bes prévias a inoculacao
sobre o comportamento do microrganismo no meio de cultura. Foi adotada uma
padronizacdo nos experimentos, mantendo constante o estado fisiologico inicial. A literatura
relata que, dependendo do histérico de estresse a que foram submetidos os esporos antes

da inoculacgéo, as respostas do microrganismo a um mesmo tratamento podem ser distintas.

As conclusdes do estudo referem-se apenas aos substratos utilizados nos

experimentos. Outros resultados podem ser obtidos para polpas de frutas em diferentes
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estagios de maturacdo ou mesmo em meios de cultura artificial com composicéo distinta da

utilizada neste trabalho.

Nos estudos envolvendo a integragdo de modelos de transferéncia de calor e de
cinética microbiana, assume-se um comportamento deterministico para as variaveis
analisadas. Entende-se que, na realidade industrial, ha uma variabilidade natural nas
propriedades termofisicas de um alimento e oscilacbes nas variaveis de processo
(temperatura, umidade relativa do ar, velocidade da corrente de ar). O efeito dessa
variabilidade sobre as respostas dos modelos nao foi tratado nesta tese, uma vez que isso
extrapolaria os objetivos estabelecidos para o trabalho. Ainda com relagdo ao modelo de
transferéncia de calor, ndo foi inserido no equacionamento o termo referente a geracéo de
calor associada aos fendmenos fisioldgicos que ocorrem no alimento no periodo pés-

colheita.

1.4 ESTRUTURA DA TESE

Esta tese estd estruturada em oito capitulos. No primeiro, busca-se caracterizar a
problemética tratada no estudo a partir de sua contextualizacdo e justificativa. Nele,
apresentam-se 0 objetivo geral e os objetivos especificos, assim como as limitacbes da

pesquisa.

No segundo capitulo, faz-se a revisao bibliogréafica e apresentam-se os fundamentos
conceituais necessarios para que o leitor compreenda os trabalhos desenvolvidos no ambito
desta tese. Esse capitulo encerra-se com as consideracdes finais do autor sobre o assunto
pesquisado, indicando as lacunas observadas, a partir das quais foram elaboradas as

questdes de pesquisa tratadas neste trabalho.

O terceiro capitulo contempla a descricdo detalhada dos procedimentos utilizados na
obtencdo dos dados experimentais e em seu tratamento matematico e estatistico. Seguem-
se outros quatro capitulos em que sédo apresentados os resultados obtidos no trabalho, na

forma de artigos cientificos.

No oitavo e ultimo capitulo da tese, os resultados apresentados nos artigos
cientificos sdo confrontados e discutidos de forma articulada. Ainda, as questdes de
pesquisa sdo retomadas e respondidas. O capitulo encerra-se com o delineamento de
conclusdes gerais sobre 0 tema de pesquisa e a proposi¢do de sugestdes de estudos para

dar continuidade a este trabalho.
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Capitulo 2

Revisado Bibliografica e Fundamentos Tedricos

Este capitulo foi estruturado para que o leitor obtenha as informacfes necessarias
para entender os estudos realizados no ambito desta tese. Inicia-se com uma breve
descricdo sobre o substrato alimenticio utilizado neste trabalho — o mamdo - e o
microrganismo alvo — Byssochlamys fulva. Apds, abordam-se os fundamentos da
microbiologia preditiva e dos fendmenos de transferéncia de calor e de massa. Na
sequéncia, apresenta-se a revisdo sobre os estudos que contemplaram a integracéo entre
0s modelos cinéticos e de engenharia de processos para tratar a dindmica de crescimento
microbiano em alimentos. O capitulo é finalizado com as consideragbes do autor sobre o
tema e a proposicdo de questbes de pesquisa elaboradas a partir das lacunas evidenciadas

na revisao bibliogréfica.

2.1 MaAMAO

O mamédo é o fruto do mamoeiro (Carica papaya L.), pertencente a familia
Caricaceae. Originario da América Central, ele € uma das frutas mais cultivadas no mundo,
principalmente em é&reas de clima tropical e subtropical. Segundo dados da FAO (2013),
india e Brasil sdo os principais produtores mundiais de mamdo. Em 2011, a producg&o
nacional de maméo foi de 1.854.340 toneladas, conferindo ao Brasil a segunda posi¢cédo
mundial na producédo dessa fruta. O mamao € consumido in natura sendo apreciado pelo
seu sabor adocicado e pela polpa levemente perfumada, com coloracdo que varia de
amarelo a vermelho, como mostra a Figura 2.1 (SANTANA et al., 2003, ROCHA et al., 2005;
ARAUJO et al., 2006; RODOLFO JUNIOR et al., 2007; KRISHNA et al., 2008).
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Figura 2.1 — Morfologia externa e interna do maméo
(Fonte: www.brazilianfruit.org)

O mamao apresenta caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e nutricionais que o
destacam em relacdo a outras frutas. Dentre elas, citam-se o seu baixo valor cal6rico (32
kcal/100 g), elevados teores de vitaminas A e C, riboflavina, célcio, tiamina, ferro, potassio e
fibras. A presenca de carotenos neste alimento contribui para prevenir os danos causados

por radicais livres ao organismo.

O consumo regular de mamao garante o suprimento adequado de vitaminas A e C,
essenciais para a salde humana. A presenca de papaina, uma enzima natural que favorece
a digestibilidade de proteinas, confere a essa fruta a caracteristica de auxiliar o processo
digestivo (KRISHNA et al., 2008). O Quadro 2.1 apresenta a composi¢ao nutricional tipica

do mamao maduro.

Quadro 2.1 - Composic¢ao nutricional tipica de 100 g do mamao maduro

Constituinte Valor
Proteinas 0,69
Gorduras 0,19
Minerais 0,59

Fibras 0,8¢g
Carboidratos 7,29
Teor energético 32 kcal
Carotenos totais 2.740 pg
Betacarotenos 888 g

Fonte: adaptado de Krishna et al., 2008

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor
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O pH do mamao situa-se na faixa de 4,50 a 6,00 devido ao seu baixo teor de acidos

organicos. Durante o amadurecimento da fruta, nota-se significativo aumento no seu teor de
acucares (SANTANA et al., 2003). De acordo com Lima et al. (2009), a baixa acidez do
mamao, quando comparada a outras frutas tropicais, € uma vantagem nutricional, pois
permite 0 seu consumo por pessoas sensiveis a frutos acidos. Contudo, isso representa um
problema para os processadores desse fruto, uma vez que a baixa acidez favorece a

atividade enzimatica e o crescimento microbiano.

A ocorréncia de fungos em alimentos de origem vegetal é uma questdo que merece
atencdo. Além de causar perdas econbmicas consideraveis, a presenca desses
microrganismos representa riscos a saude dos consumidores devido a sua potencial
capacidade de produzir micotoxinas. Tais aspectos sdo discutidos na secdo seguinte,
focando-se na espécie Byssochlamys fulva, tomada como microrganismo deteriorante e

objeto de estudo deste trabalho.

2.2 FUNGOS, DETERIORAGCAO DE ALIMENTOS E Byssochlamys fulva

O desenvolvimento de bactérias e de fungos em produtos alimenticios esta
condicionado as caracteristicas inerentes ao alimento (atividade de agua, acidez,
disponibilidade de nutrientes) e as condi¢cdes de armazenamento (temperatura, umidade
relativa e composicdo da atmosfera). Neste aspecto, os fungos destacam-se por serem
organismos tolerantes a presenca de conservantes e a baixos valores de pH, de atividade
de agua e de temperatura. Adicionalmente, sdo seres vivos capazes de obter energia a
partir de diferentes substratos (carboidratos, acidos orgéanicos, proteinas, lipideos) e podem
sintetizar micotoxinas, metabolitos secundarios toxicos aos animais vertebrados, mesmo em
baixas concentracGes (HUIS IN'T VELD, 1996; FILTENBORG et al., 1996).

A deterioracdo de alimentos por fungos filamentosos é especialmente importante em
frutas e produtos correlatos, pois seus baixos valores de pH inibem apenas o crescimento
de bactérias (JAY, 2005). Dentre os diversos grupos de fungos existentes, os produtores de
esporos termorresistentes sdo particularmente relevantes a industria alimenticia, por terem a
habilidade de resistir ao tratamento térmico tipicamente utilizado no processamento de
produtos a base de frutas. Individuos das espécies Byssochlamys fulva, Byssochlamys
nivea, Neosartorya fischeri e Talaromyces flavus sdo exemplos de microrganismos com
essa caracteristica (KOTZEKIDOU, 1997).
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O trabalho desenvolvido por Kotzekidou (1997) revelou que, dentre as trés espécies

investigadas no estudo (B. fulva, B. nivea, N. fischeri), a cepa mais termorresistente
pertencia a primeira espécie. Nesse estudo, 0s esporos de B. fulva foram capazes de tolerar
o tratamento térmico de 90°C por 20 minutos em suco de tomate. Recentemente, o trabalho
de Ferreira et al. (2011) mostrou que o tratamento térmico aplicado pela indlstria a néctares
de maracuja e de abacaxi ndo permitiria inativar os esporos de B. fulva e B. nivea das cepas
selecionadas. De acordo com o estudo, esporos de B. fulva sobreviveram ao tratamento
térmico de 103°C por 15 minutos em néctar de maracuja, enquanto esporos de B. nivea

resistiram, em polpa de abacaxi, ao tratamento de 103°C por 7 minutos.

Além da termorresisténcia, o trabalho de Sant’Ana et al. (2010b) mostrou que B. fulva
produziu patulina em suco de maca em concentracdes superiores ao limite maximo toleravel
estabelecido pelo Codex Alimentarius e FDA (Food and Drug Administration). Sant’Ana et al.
(2010a) também demonstraram que 5 esporos de B. fulva em 100 mL de suco de maca
clarificado, armazenado por 100 horas a 30°C, eram suficientes para degradar mais de 90%

das amostras de produtos contaminados.

Dois outros aspectos ratificam a relevancia de considerar fungos da espécie B. fulva
em estudos sobre o processamento de alimentos: a capacidade de crescer sob condicdes
de anaerobiose facultativa (TANIWAKI et al., 2009) ou em atmosfera modificada (TANIWAKI
et al., 2010); e a elevada taxa de crescimento de suas coldnias, atingindo 20,2 mm.dia?, em
agar sabouraud com pH igual a 6 e 0,994 de atividade de agua, a 25°C (VALIK, PIECKOVA;
2001).

Além das caracteristicas relatadas acima, Panagou et al. (2010) citaram que fungos
do género Byssochlamys podem produzir enzimas pectinoliticas, alterando a textura de
frutas sobre as quais eles se desenvolvem. Por fim, esporos de Byssochlamys sao
frequentemente encontrados em frutas frescas, principalmente aquelas que se desenvolvem
em contato com ou préximo ao solo, como 0 morango, 0 abacaxi, a ameixa € 0 maracuja
(VALIK, PIECKOVA, 2001; CHAPMAN et al., 2007). A Figura 2.2 mostra a forma dos
esporos de B. fulva e o aspecto da colbnia desse microrganismo crescendo sobre polpa de

mamao.

O estudo do comportamento microbiano, sob a 6tica da modelagem matematica,
permite identificar as condigcbes que favorecem e que inibem o crescimento de fungos e de

bactérias. Tal abordagem é o foco da microbiologia preditiva, cujos fundamentos séo

apresentados e discutidos a seguir.
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(A) (B)

Figura 2.2 - Fotografia de esporos de B. fulva em camara de neubauer obtida em
microscopio 6tico com aumento de 400 vezes (A) e da colbnia desse fungo crescendo sobre
polpa de mamao a 20°C (B).

2.3 MICROBIOLOGIA PREDITIVA: FUNDAMENTOS

A microbiologia preditiva é a ciéncia que estuda o comportamento de microrganismos
com o objetivo de desenvolver modelos capazes de descrever a resposta de bactérias e de
fungos (crescimento/inativacao) frente a mudancas em condi¢des intrinsecas e extrinsecas
de produtos alimenticios. A utilizacdo de modelos matematicos para entender e descrever o
comportamento microbiano ndo é algo recente. De acordo com McMeekin et al. (2002), o
conceito de microbiologia preditiva foi utilizado pela primeira vez por Scott em 1937,

segundo o qual:

“O conhecimento das taxas de crescimento de certos microrganismos em
diferentes temperaturas é essencial para estudar a deterioracdo de carnes
bovinas refrigeradas. Desta forma, é possivel predizer as mudancas que
populag@es de varios organismos podem sofrer durante a refrigeracao inicial
deste produto.”

Entretanto, o interesse da comunidade cientifica pela microbiologia preditiva tornou-
se maior somente a partir dos anos 80. Nessa época, 0 aumento na incidéncia de surtos
alimentares e a conscientizacdo de que os métodos microbiolégicos classicos eram pouco
preditivos, aliado a facilidade de acesso a computadores, impulsionaram o desenvolvimento

deste campo do conhecimento.
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A microbiologia preditiva apresenta diversas areas de aplicacdo. Segundo

Nakashima et al. (2000), o desenvolvimento de produtos, o planejamento laboratorial, o
controle de qualidade, a avaliagdo de riscos e a educagcdo sdo areas que podem se
beneficiar com a utilizacdo de modelos preditivos. McMeekin et al. (2007) fizeram uma breve
avaliacdo sobre os temas abordados em trabalhos de microbiologia preditiva, agrupando-os
em categorias, como mostra a Figura 2.3.

Limiar cresce/ndo
cresce
10%

Avaliagao
quantitativade
riscos
19%

N

Projetode ___

processo e

otimizagao
10%

Desenvolvimento
de base de dados
3%

Cinéticade
inativacdo Micologia
10% 3%

Figura 2.3 - Categorias de assuntos relacionados com microbiologia preditiva tratados nos
artigos publicados no nimero especial do periédico International Journal of Food
Microbiology, v. 100, 2005
(Fonte: Adaptado de McMeeking et al., 2007)

A andlise da Figura 2.3 evidencia que, na época, poucos trabalhos investigavam a
aplicacao da microbiologia preditiva a fungos. Nesse mesmo periodo, Dantigny et al. (2005)
afirmaram que, por mais de 20 anos, esse campo do conhecimento esteve focado no estudo
do comportamento de bactérias patogénicas de importancia em alimentos. O trabalho de
Garcia et al. (2009), por sua vez, mostrou que, a partir de 2005, o niumero de publicacbes

sobre esse tema apresentou aumento significativo.

Como todo segmento de estudo, a microbiologia preditiva também apresenta
limitacbes que necessitam ser superadas. Ross e McMeekin (1994) apresentaram uma
discusséo a esse respeito. Dentre as limitagdes elencadas pelos autores, destaca-se o fato
de que em um alimento as condi¢cdes ambientais sdo dindmicas, principalmente no que se

refere a temperatura do meio, embora muitos modelos preditivos tenham sido desenvolvidos
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para condi¢des estéticas. Assim, esses modelos podem nao ser aplicaveis em situacdes de

processamento e armazenamento reais. Para suprir essa lacuna, recentemente tem-se
observado a integracdo entre modelos preditivos e modelos que descrevem a variacao
espacial e temporal das propriedades de um alimento. Esse assunto sera retomado com

mais detalhes na Secao 2.6 desta tese.

2.4 MICROBIOLOGIA PREDITIVA: MODELOS CINETICOS

Os modelos cinéticos sdo expressdes matematicas que descrevem o comportamento
de determinada varidvel ao longo do tempo. Eles permitem avaliar a taxa ou o tempo
necessario para que a resposta particular de um processo seja atingida (ROSS,
MCMEEKIN, 1994; GIL et al., 2006). Quando se trata de microrganismos, os modelos
cinéticos séo utilizados para predizer a sua taxa de crescimento e de destruicdo. Segundo
Gibson e Hocking (1997), além de modelos cinéticos, o comportamento microbiano pode ser
estudado também a partir de modelos probabilisticos, ou seja, equacfes que permitem
prever a possibilidade de que um determinado evento ocorra, sem informar o tempo
necessario para que isso seja atingido. Como exemplo, cita-se a forma¢éo de uma toxina.
Neste trabalho serdo discutidos somente os modelos cinéticos, enfatizando-se a sua

aplicacédo no estudo do crescimento de fungos.

Os modelos cinéticos de crescimento microbiano descrevem o aumento da
populacédo de microrganismos ao longo do tempo. Tradicionalmente, a curva de crescimento
apresenta o formato sigmoidal, sendo constituida por quatro regides distintas: fase lag, fase
log ou exponencial, fase estacionaria e fase de declinio, como mostra a Figura 2.4(l). A fase
lag € um periodo de adaptacao do microrganismo ao meio de cultura, sendo caracterizada
pelo seu tempo de duracéo (A). Durante esse periodo, ndo se observa aumento no niimero
de individuos. A fase log ou exponencial, por sua vez, é caracterizada por um aumento
significativo do nimero de individuos no meio, pois o suprimento de nutrientes € superior as

necessidades dos microrganismos. Essa fase é a mais importante no crescimento

microbiano, sendo caracterizada pela taxa especifica de crescimento (). J&4 na fase

estaciondrio, observa-se uma estabilizagdo no niumero de individuos, devido ao acimulo de
metabdlitos toxicos, esgotamento de nutrientes ou de O,. Essa etapa € sucedida pela fase
de declinio, em que h& uma continua reducdo no nimero de individuos no meio de cultura
(BORZANI et al., 2001).
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A I

Fase estacionaria

(@) (c)

Fase linear

Diametro da col6nia (ou raio)

Fase lag

Tempo

Figura 2.4 - Curvas tipicas de crescimento para bactérias (I) e para fungos (Il). Em ll-a, ndo
h& fase lag; em II-b existe fase lag, mas ndo ha fase estacionaria, e a curva ll-c assemelha-
se aguela tipicamente encontrada em bactérias.

(Fonte: Borzani et al. (2001) e adaptacédo de Garcia et al. (2009))

Para fungos, a curva de crescimento pode apresentar algumas peculiaridades, como
a inexisténcia da fase lag (Figura 2.4-11, caso a) ou da fase estacionaria (Figura 2.4-Il, casos
a e b). Dantigny et al. (2005) atribuiram esse comportamento ao fato de que, enquanto as
bactérias multiplicam-se por sucessivas divisbes binarias, o desenvolvimento de fungos
envolve um mecanismo distinto, constituido pela germinacao de esporos e pelo crescimento
longitudinal de suas hifas. Por isso, inclusive, o crescimento de fungos ndo € avaliado pelo
aumento no numero de individuos e sim por métodos alternativos, como o aumento do raio
da col6énia (DANTIGNY et al., 2006; GARCIA et al., 2009).

No ambito da microbiologia preditiva, € comum dividir os modelos cinéticos em duas
categorias, conforme a proposta de Whiting e Buchanan (1993): modelos primarios e
modelos secundarios. Os modelos primarios descrevem como 0 nimero de microrganismos
varia ao longo do tempo, em condi¢des ambientais fixas. S8o caracterizados basicamente

por dois pardmetros cinéticos: a taxa de crescimento do microrganismo (/) e o tempo de

duracdo da fase lag (A). Os modelos secundarios, por sua vez, sdo equacbes que
descrevem como esses parametros dos modelos primarios respondem a variagbes nas

condicbes ambientais (temperatura, pH, atividade de agua).

2.4.1 Modelos Primarios

Na literatura ha uma vasta gama de modelos preditivos priméarios. Contudo, neste
trabalho serdo abordados os principais modelos: linear, logistico, Gompertz modificado e

Baranyi simplificado.
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2.4.1.1 Modelo Linear

O modelo linear estabelece uma relacdo retilinea entre o tamanho da colbnia de

fungos e o tempo, apos a finalizacdo da fase lag. Desta maneira, a taxa instantdnea de
crescimento radial (d}/dt) é constante durante o desenvolvimento do microrganismo. Trata-

se de um modelo simples, cujos valores de seus parametros (4 e A) podem ser estimados

a partir de regressao linear em um grafico relacionando as medidas de raio da colbnia
versus tempo. Por esse motivo, ele tem sido empregado em muitos trabalhos cientificos, tais
como os estudos conduzidos por Cuppers et al. (1997), Parra e Magan (2004); Baert et al.
(2007), Lahlali et al. (2007), Lee e Magan (2010), Gougouli et al. (2011) e Huchet et al.

(2013). Matematicamente, o modelo linear é expresso pela Equacao (2.1).
y=yo+ult-2) (Eq. 2.1)

onde y € o raio da colbnia no instante t, y, € o raio inicial da colénia, 1 é a taxa de

crescimento radial da coldéniae A é o tempo de duracéo da fase lag.

Tipicamente, a taxa especifica de crescimento microbiano € expressa em unidades
de tempo™. A andlise dimensional da Equacdo (2.1), contudo, evidencia que a taxa de
crescimento radial apresenta dimensfes de comprimento/tempo. Tal fato é uma
particularidade dos trabalhos que envolvem o estudo de crescimento de fungos, pois ao
invés de se medir nimero de individuos, como ocorre com bactérias, mede-se o diametro da

col6nia, durante o seu desenvolvimento.

s

Para Garcia et al. (2009), esse modelo cinético é util quando se deseja efetuar
comparagOes entre diversos tratamentos de crescimento de fungos. Dantigny et al. (2005)
destacaram a preciséo alcancada pelo modelo, que frequentemente apresenta coeficiente
de determinacao (r®) superior a 0,99. Contudo, Marin et al. (2008) advertiram para o fato de
gue, em estudos envolvendo o crescimento de fungos em condi¢des subétimas, a avaliacao
pode tornar-se subjetiva devido a necessidade de efetuar a selecdo manual da parte linear

da curva.

2.4.1.2 Modelo Logistico
No modelo logistico, também considerado um modelo primario, assume-se que a
taxa instantanea de crescimento radial (d%) € proporcional ao raio da col6nia (y ) naquele

instante. Devido a limitacdo nas fontes de nutrientes disponiveis e a presenca de
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metabdlitos inibidores produzidos pelos proprios microrganismos, a colénia de fungos néo

cresce indefinidamente. Portanto, seu raio tende a um valor maximo a ser alcancado apés
determinado intervalo de tempo (CORRADINI, PELEG; 2007). Matematicamente, o modelo

logistico é expresso pela Equacao (2.2).

+
1+ epr%AXJ (1-1)+ 2} (Eq. 2.2)

onde y € o raio da col6nia no instante t, y, € o raio inicial da col6énia, y,,, € raio maximo

alcangado pela colonia, 4,,, € a maxima taxa especifica de crescimento radial da colonia e

A é o tempo de duragédo da fase lag.

Como exemplos de trabalhos em que o modelo logistico ou variagcdes desse modelo
cinético foram utilizados, citam-se os estudos conduzidos por Fujikawa et al. (2003), Liu et
al. (2003), Fujikawa et al. (2004), Hamidi-Esfahani et al. (2004), van de Lagemaat e Pyle
(2005), Sant’Ana et al. (2010a), Fujikawa (2011) e Zimmermann et al. (2011).

2.4.1.3 Modelo Gompertz modificado

O modelo primario de Gompertz modificado baseia-se na hipétese de que a taxa

instantdnea de crescimento do microrganismo (d%t) € uma funcgdao logaritmica do tamanho

da populacdo (N) naquele instante de tempo. Na forma integrada, origina uma funcao
exponencial dupla que descreve o formato de uma curva sigmoidal assimétrica, muito
utilizada no estudo de cinética microbiana (BARANYI, ROBERTS, 1995; NAKASHIMA et al.,
2000; LEBERT, LEBERT, 2006). O modelo original de Gompertz, empregado em outras
areas do conhecimento, foi reparametrizado por Zwietering et al. (1990) visando adapta-lo
para o estudo de microrganismos. Para isso, eles incluiram na equacao alguns parametros

com significado microbiolégico, tais como o tempo de duragéo da fase lag (A), a maxima

taxa especifica de crescimento (4,,y), 0 tamanho inicial da populacdo (N,) e o tamanho

méaximo da populacéo (N, ).

O modelo Gompertz modificado foi adaptado para o estudo da cinética de

crescimento de fungos, assumindo a forma dada pela Equacéo (2.3). Neste caso, houve a

substituicdo dos parametros N,e N,,, da equacéo original pelos valores de raio inicial da

colonia (y,) e raio maximo da colonia ( .y )-
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Y=Yot Y eXp{_ eXp[M(/] _t)+1:|} (Eq. 2.3)

Y uax

Os trabalhos realizados por Pardo et al. (2004), Marin et al. (2008), Cheng et al.
(2010), Galati et al. (2011) e Gougouli e Koutsoumanis (2012) sdo exemplos de estudos
recentemente publicados na literatura em que esse modelo foi utilizado para descrever a

cinética de crescimento de fungos filamentosos.

Embora bastante empregado e capaz de descrever satisfatoriamente as diversas
fases de crescimento de um microrganismo, 0 modelo Gompertz modificado recebe criticas
na literatura. A inexisténcia de bases biol6gicas para o seu desenvolvimento, o que por
vezes dificulta a interpretacao fisica de seus parametros, € uma das principais limitacdes
destacadas pelos pesquisadores (MCDONALD, SUN, 1999). Tal fato impulsionou o
desenvolvimento de modelos fundamentados em aspectos microbiol6gicos, como o modelo

Baranyi.

2.4.1.4 Modelo Baranyi

O modelo Baranyi foi desenvolvido a partir de uma nova abordagem que procura

descrever o crescimento microbiano com base em principios biolégicos. Neste modelo

primario, considera-se que a taxa instantanea de crescimento da populagéo (d%t) é

proporcional ao tamanho da populacdo (N) naquele instante de tempo e depende
significativamente do estado fisiolégico inicial das células no momento da inoculagdo. Por
sua vez, o estado fisiolégico € funcdo de uma substancia critica existente na célula (enzima,
RNA ou DNA especifico), cuja cinética de formacao segue o modelo de Michaelis-Menten. A
concentracdo dessa substancia na célula é considerada um gargalo para o inicio do
crescimento (BARANYI, ROBERTS, 1995; BARANYI et al., 1995; BELLARA et al., 2000,
VAN IMPE et al.,, 2005). O modelo Baranyi, originalmente desenvolvido para descrever o
comportamento de bactérias, foi adaptado para ser utilizado em estudos com fungos,

assumindo a forma final expressa pela Equacéo (2.4).

+ [eXp(/JMAx A) - 1]
! eXp(YMAx _YO) }

Y=Yo +tuMAXA_|n{

(Eq. 2.4)

onde A=t + ( J ln[eXp(_ :uMAXt) + exp(— tuMAX/‘) - exp(— tuMAXt - :uMAx/1 )]

MAX
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Na Equacéo (2.4), y é o raio da colbnia no instante t, y, é o raio inicial da col6nia,

Yux € raio maximo alcancado pela colbnia, 4, € a maxima taxa especifica de

crescimento radial da colénia e A é o tempo de duracéo da fase lag.

Os trabalhos de Valik et al. (1999), Marin et al. (2008), Panagou et al. (2010) e
Mousa et al. (2011) sdo exemplos de estudos em que o modelo Baranyi foi empregado para

descrever o crescimento de fungos.

Garcia et al. (2009) propuseram uma simplificagdo nesse modelo ao utiliza-lo para
descrever o comportamento de fungos filamentosos. Segundo os pesquisadores, 0 micélio
estd em constante crescimento na regido periférica da colénia, onde o meio de cultura pode
ser caracterizado como novo. Ndo hda, portanto, limitacdo ao desenvolvimento do fungo.
Desta forma, o termo logaritmico da primeira parte da Equacao (2.4) pode ser omitido e o

modelo torna-se bifasico, descrevendo apenas as fases lag e logaritmica (Figura 2.4.11.b).

Os modelos preditivos primarios descritos nesta secéo utilizam diferentes nimeros
de parametros para ajustarem-se aos dados experimentais. Enquanto o modelo linear e o

modelo Baranyi simplificado necessitam de apenas dois parametros de ajuste (e A), o
modelo Gompertz modificado e o modelo logistico fazem uso de trés parametros (u, A e

Yuax )- ESte aspecto € revelante quando se deseja comparar o desempenho de diferentes

modelos priméarios ao ajustarem-se aos dados experimentais. Geralmente, modelos com

mais parametros apresentam melhor desempenho do que modelos mais simples.

Além dos modelos preditivos primarios, o0 equacionamento da cinética de
crescimento de microrganismo utiliza modelos secundarios, para relacionar o aumento da
populacdo de bactérias e de fungos com as condicbes ambientais (temperatura, pH,
atividade de agua) do meio em que se encontram. A secdo a seguir apresenta a discussao

sobre os diferentes modelos secundarios encontrados na literatura.

2.4.2 Modelos Secundéarios

O numero de modelos preditivos secundarios encontrados na literatura também é
bastante amplo. Neste trabalho serdo apresentados apenas os modelos mais frequentes, a
saber: modelo do tipo raiz quadrada, modelo Arrhenius e Arrhenius-Davey, modelo Gibson,

modelos polinomiais e modelo hiperbdlico.
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2.4.2.1 Modelo Belehradek ou modelo do tipo raiz quadrada

O modelo Belehradek descreve a influéncia da temperatura sobre a taxa de
crescimento microbiano, conforme mostra a Equacéo (2.5). Ele foi desenvolvido a partir das
observacdes experimentais feitas por Ohta e Hirahara (1977) segundo as quais a raiz
guadrada da taxa de degradacdo de nucleotideos de carne de peixe era proporcional a
temperatura. Contudo, foram Ratkwosky e colaboradores que o introduziram em estudos
microbioldgicos (ROSS, MCMEEKIN; 1994).

Ju=bT-1,) (Eq. 2.5)

onde (1 é ataxa de crescimento microbiano, T é a temperatura, b e T .. s&do parametros

do modelo.

O modelo do tipo raiz quadrada é particularmente util para estudar o comportamento
de bactérias em produtos refrigerados (LEBERT, LEBERT; 2006) e para descrever o
crescimento bacteriano em condi¢Bes subdtimas de temperatura (GRIJSPEERDT, DE REU,;
2005). Segundo Ross e McMeekin (1994), sdo encontradas versdes estendidas desse
modelo, visando utiliza-lo para descrever o comportamento microbiano em condi¢bes

superdétimas de temperatura. Neste caso, ele assume a forma expressa pela Equagéo (2.6).
Ju=b (T =Ty, {1 -exple (T - T, )]} (Fq.2.6)

onde ¢ e T, séo parametros do modelo do tipo raiz quadrada estendido.

2.4.2.2 Modelo Arrhenius

Tradicionalmente, o modelo Arrhenius é empregado para descrever a influéncia da
temperatura sobre a constante da expressao da taxa de reac¢des quimicas, em cinética
quimica. Na area de cinética microbiana, o modelo Arrhenius é utilizado na forma

linearizada, descrita pela Equacéo (2.7).
In()=1In(A,) - =4 (Eq. 2.7)

onde ué a taxa de crescimento microbiano, T é a temperatura absoluta, A, é um

parametro de ajuste do modelo, R é a constante universal dos gases e E, pode ser

interpretado como a energia de ativagdo da reacdo que limita o crescimento microbiano
(ROSS, MCMEEKIN; 1994).
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2.4.2.3 Modelo Arrhenius-Davey

O modelo secundéario Arrhenius-Davey é uma extensdo da equacado de Arrhenius
linearizada e foi proposto por Davey (1989) para avaliar o efeito da temperatura de
incubacdo sobre a taxa de crescimento de bactérias (SAMAPUNDO et al., 2005). O modelo
Arrhenius-Davey assume a forma expressa pela Equacao (2.8).

C, C,

In(u)=C, + Tl + = (Eq. 2.8)

onde C,, C, e C, séo parametros de ajuste do modelo matematico.

Versbes estendidas do modelo Arrhenius-Davey sédo encontradas na literatura,
buscando descrever o efeito do pH e da atividade de agua sobre a taxa de crescimento,

como ocorreu no trabalho de Panagou et al. (2003).

2.4.2.4 Modelo Gibson

Gibson et al. (1994) estudaram o efeito da atividade de 4gua sobre a taxa de
crescimento de quatro espécies de fungos do género Aspergillus: A. flavus, A. nomius, A.
oryzae e A. parasiticus. A partir do estudo, eles estabeleceram o modelo secundario descrito
pela Equacéo (2.9) que, na opinido de Garcia et al. (2009), merece especial atencéo por ter
sido o primeiro equacionamento desenvolvido especificamente para avaliar o crescimento

de fungos.
In(u)=C, +C,\/-A,)+C,[1-A,) (Eq. 2.9)

onde A,é a atividade de agua do meio de crescimento do fungo; C,, C, e C, sdo

pardmetros de ajuste do modelo matematico.

Os trabalhos conduzidos por Valik et al. (1999) e Patriarca et al. (2001) sédo
exemplos de estudos em que 0 modelo Gibson foi utilizado para descrever o comportamento

de fungos em funcao da atividade de agua do meio de cultura.

2.4.2.5 Modelos Polinomiais

Os modelos polinomiais sdo equacfes puramente empiricas, construidas a partir de
analise de regresséo linear multipla, em que se busca descrever a influéncia de cada fator

ambiental (T, pH, Aw) e suas interacdes sobre as variaveis de resposta (¢ e A). A Equagéo
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(2.10) mostra a expressdo geral para os modelos polinomiais (ROSS, MCMEEKIN, 1994
GARCIA et al., 2009).

z=a,+ Zn:a,X, + anzm:a,yj XX, (Eq. 2.10)
i=1

=1 j=1

onde z € a variavel de resposta do modelo (¢ ou A), X; e X, sdo os fatores ambientais

modelados (T, pH, Aw), a,, a; e a; sao os parametros de ajuste do modelo.

Embora existam criticas a este modelo, principalmente pela falta de fundamentos
biolégicos em seu desenvolvimento, a revisdo sobre o tema feita por Garcia et al. (2009)
mostrou que modelos polinomiais foram adotados em 62% das referéncias bibliograficas

pesquisadas.

Os modelos matematicos descritos nas Sec¢fes 2.4.2.1 a 2.4.2.5 enfatizaram o efeito

de variaveis ambientais sobre a taxa de crescimento microbiano (). Eles também podem

ser empregados para ajustar o comportamento do tempo de duragdo da fase lag (A) em
funcdo de fatores ambientais. Dentre 0os equacionamentos especificamente desenvolvidos

para o parametro A, cita-se o modelo hiperbdlico.

2.4.2.6 Modelo Hiperbdlico

O modelo hiperbdlico foi desenvolvido por Zwietering e colaboradores para descrever
o efeito da temperatura (T) sobre o tempo de duracdo da fase lag — A (VAN IMPE et al.,

1992). Ele é expresso pela Equagéo (2.11).

__ b
In(A)-—T i (Eq. 2.11)

onde p e q sao parametros de ajuste do modelo matematico.

Como j& foi mencionado, além dos modelos primarios e secundérios apresentados
acima, existem outras equac¢fes propostas na literatura. Para informacdes complementares
sobre esses e outros modelos, assim como sua aplica¢do ao estudo de bactérias, sugere-se
ao leitor a consulta aos trabalhos de Ross e McMeekin (1994), Rosso et al. (1995), Van
Impe et al. (2005) e Lebert e Lebert (2006).
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2.5 FUNDAMENTOS DE TRANSFERENCIA DE CALOR

Nesta secdo sdo abordados os aspectos relevantes relacionados com os fenébmenos
de transferéncia de calor, enfatizando sua aplicacdo a meios alimenticios. Para a elaboracdo
deste texto, foram utilizados como referéncias os trabalhos de Incropera e De Witt (1998) e
Cengel (1998), os quais foram complementados com estudos recentemente publicados na

literatura que abordaram essa temética.

Os fendbmenos de transferéncia de calor estdo presentes em diversas operacdes da
industria de alimentos, como a secagem, a evaporacao, a pasteurizacdo, a refrigeracéo e o
congelamento. O aquecimento do alimento é realizado com o objetivo de reduzir a sua
populacdo de microrganismos, inativar enzimas, reduzir a umidade do produto e modificar a
funcionalidade de certos componentes. JA o seu resfriamento visa reduzir ou evitar a
ocorréncia de reagBes quimicas e enzimaticas, além de inibir o crescimento microbiano

(WELTI-CHANES et al., 2005).

A transferéncia de calor resulta da existéncia de gradientes de temperatura no
interior do alimento ou entre ele e a sua vizinhanga. H& trés mecanismos fisicos para
descrever esses fendmenos (condugéo, convecgdo e radiagdo), os quais sdo representados
esquematicamente na Figura 2.5.

CONDUGAO / ~
CONVECGAO ;

s

RADIAGAO -
RADIAGAO

Figura 2.5 - Representacdo esquematica dos mecanismos de transferéncia de calor.
(Fonte: adaptado de
www.physics.louisville.edu/cldavis/phys298/notes/heat_transfer mech.html)
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As secOes seguintes tratardo com mais detalhes os mecanismos de transferéncia de
calor, enfatizando a conducédo e a convecc¢ao, frequentemente empregadas em trabalhos

gue integram modelos de transferéncia de calor e de cinética microbiana.

2.5.1 Conducdao de calor

A conducgdo é o mecanismo de transferéncia de calor em nivel microscopico presente
em solidos e fluidos estagnados devido a diferenca no estado energético de seus atomos e
moléculas. Quando a superficie de um corpo solido é aquecida, as particulas dessa regido
do material passam a apresentar maior nivel de energia vibracional que é transmitida para
as particulas vizinhas, promovendo a transferéncia de calor. Em metais, além da acdo das
ondas vibracionais, essa transferéncia de energia é devida, também, a translacdo dos

elétrons livres que intensificam o processo de conducao de calor.

A equacéo fenomenolégica que relaciona o gradiente de temperatura aplicado (CIT)
com o fluxo de calor produzido por condug&o (Ggp ) € conhecida como lei de Fourier,

expressa pela Equacéo (2.12).
Geonp, = —k.OT (Eq. 2.12)
onde k é a condutividade térmica do material.

Um dos principais objetivos da analise de conducao de calor em um alimento durante
0 seu processamento térmico € determinar a evolu¢do temporal do campo de temperatura
(distribuicdo de temperatura nesse meio), resultante da imposicéo de condi¢cdes de contorno
em suas fronteiras. Isto é possivel a partir da resolucdo da equacdo da difusdo do calor,
expressa pela Equacao (2.13).
oT

ﬁ.(kﬁT)+ G, = pC, = (Eq. 2.13)

onde G, € a taxa volumétrica de geragéo de energia; o e C, sdo a massa especifica e o

calor especifico do material, respectivamente; e t é o tempo.

Desconsiderando o termo de geragdo de energia e assumido que o material é

isotrépico, a Equacéao (2.13) resume-se a:

% =q.0°T (Eq. 2.14)

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA E FUNDAMENTOS TEORICOS 23

onde 0O°T é o Laplaciano da temperatura e a é a difusividade térmica do material,
expressa pela Equacdo (2.15). A difusividade térmica representa a razao entre a capacidade

de um material conduzir calor e sua capacidade de armazenar energia.

(Eq. 2.15)

O Quadro 2.2 apresenta a Equacao (2.14) expressa para o sistema de coordenadas
cartesianas, cilindricas e esféricas. A adog&o de um desses sistemas de coordenadas para

um caso particular depende da geometria do problema em questéo.

Quadro 2.2 - Equacédo da difusdo de calor em coordenadas cartesianas, cilindricas e
esféricas para material isotrépico e sem geracgdo volumeétrica de energia.

Sistema de ~ . Ndmero da
Equacéo da difuséo de calor ~
coordenadas equacao
Retangulares ﬂ =a o°T + 0°7 + 0°7 (Eq. 2.16)
g ot lax? oy oz’ 4=
Cilindricas T _, 12[,%}&1 Cll +i(ﬂj (Eq. 2.17)
ot |rorlor) r2oglag) ozl oz 4=
L oT 1a(zarj 1 0 (0T 1 6( OTJ
Esféricas —=q.| —|rr— |t —| senf— (Eg. 2.18)
ot r2or\' ar) r?sen’00¢\d¢) risenfdé 00

A solucdo da equacdo de difusdo de calor depende da condicdo inicial e das
condicbes de contorno do problema. Para situacdes particulares, como a parede plana

mostrada na Figura 2.6, ha solug&o analitica.

LT
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I
[eilee

Figura 2.6 - Parede plana de espessura 2L, com temperatura inicial uniforme, subitamente
submetida a condigédo de contorno convectiva.
(Fonte: adaptado de Incropera e De Witt, 1998)
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A evolucdo temporal do campo de temperatura na parede plana de espessura 2L,

com temperatura inicial uniforme (T,), subitamente imersa em um fluido a
temperaturaT, #T,, € expressa pela Equacao (2.19). Essa equagéo é valida se a espessura

da parede for pequena, comparada a sua altura e largura.

72 __C‘i; =3¢, expl- & Fo) cosle, x') (Eq. 2.19)

n=1

Na Equacdo (2.19), x” é a posicdo adimensional no interior do material onde se

deseja determinar a evolucdo temporal de temperatura. Os valores dos coeficientes C,, por

sua vez, sdo calculados pela Equacéo (2.20).

_ 4send,
" 2& +sen(2£)

(Eqg. 2.20)

e os valores discretos de ¢, sdo as raizes positivas da seguinte equacéo transcendental

&,t9(&,)=Bi (Eq. 2.21)

Nas Equacdes (2.19) e (2.21), os parametros Fo e Bi séo, respectivamente, os

nameros adimensionais de Fourier e de Biot, expressos pelas Equacgdes (2.22) e (2.23).

_at
Fo = (Eq. 2.22)
C
Bi s% (Eq. 2.23)

Nas Equacbes (2.22) e (2.23), L. é o comprimento caracteristico que, para o

problema em questéo, corresponde a metade da espessura da parede. Cabe destacar que a
solucdo analitica apresentada anteriormente também se aplica a parede plana de espessura
L isolada termicamente em uma das faces e submetida a condi¢cdo de contorno convectiva
na outra face. Isto é possivel, pois o problema original é simétrico em relacdo ao plano

central, no qual o fluxo de calor é nulo.

A solucdo exata apresentada acima foi empregada no estudo conduzido por Ben
Yaghlene et al. (2009) para avaliar o efeito da espessura do produto, do coeficiente de

transferéncia de calor convectivo e da temperatura da corrente convectiva sobre a
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distribuicdo de temperatura observada na superficie e na posi¢cao central de um produto em

formato de placa plana.

As solucbes analiticas para problemas de transferéncia de calor em estado
transiente sd@o restritas a geometrias e a condi¢cdes de contorno especificas. Quando tais
condicdes ndo se aplicam, € necessario resolver o problema por meio de métodos
numeéricos, como elementos finitos, volumes finitos e diferengas finitas. Segundo Wang e
Sun (2003), este ultimo método é facilmente aplicavel para resolver numericamente as
equacbes de transporte bi e tridimensionais, principalmente para geometrias simples como
placas, cilindros e esferas. Esses autores listaram diversos exemplos de trabalhos em que o
método de diferencas finitas foi empregado para resolver modelos de transferéncia de calor
e de massa em processos térmicos da industria alimenticia, tais como cocc¢ao e fritura,
secagem e refrigeracdo. No ambito da microbiologia preditiva e a sua integragdo com
fendbmenos de transferéncia de calor, os métodos numéricos foram utilizados nos trabalhos
conduzidos por Silva e Silva (1997), Bellara et al. (1999), Bellara et al. (2000), Plazl et al.
(2006) e Gil et al. (2006).

2.5.2 Conveccéo de calor

A conveccdo é o mecanismo de transferéncia de calor que ocorre entre uma

superficie solida (ou fluido estagnado), a temperatura T., e um fluido adjacente em

movimento, na temperatura T_, desde que T_ # Tg. Compreende o efeito combinado de

conducdo e de adveccdo. A conducdo esta presente como mecanismo de troca térmica
exclusivamente estabelecido entre a superficie sélida e a camada de fluido imediatamente
adjacente. A adveccdo é resultante do movimento do fluido que promove o deslocamento
coletivo de um grande nimero de moléculas, possibilitando o contato entre fraces de fluido

quente e de fluido frio de forma aleatéria e, por consequéncia, intensificando a troca térmica.

De acordo com a natureza da forca motriz para o deslocamento do fluido, tem-se a
conveccao forcada e a conveccao livre ou natural. No primeiro caso, o escoamento do fluido
€ promovido por forgas externas, como uma bomba ou um ventilador. Na segunda situacao,
o movimento do fluido € induzido por forcas de empuxo, causadas pela diferenca de

densidade que resulta de variacdes de temperatura no fluido.

A equacdo que permite calcular o fluxo de calor em funcdo da diferenca de
temperatura entre o fluido e a superficie é conhecida como lei de resfriamento de Newton,

expressa pela Equacgao (2.24).
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Geow. = h (Ts = T.) (Eq. 2.24)

onde g, € o fluxo de calor convectivo, T, € a temperatura da superficie sélida, T, € a

temperatura do fluido em movimento e h é o coeficiente de transferéncia de calor por
conveccdo. O valor do parametro h é fortemente influenciado pela geometria da superficie,
pela natureza do escoamento, pela velocidade do fluido e pelas propriedades
termodinémicas e de transporte do fluido (condutividade térmica, viscosidade cinematica e

calor especifico).

O coeficiente de transferéncia de calor por conveccdo pode ser estimado
experimentalmente ou a partir da utilizacdo de correlagbes matematicas desenvolvidas
analitica ou empiricamente. Tais correlacbes apresentam a forma geral expressa pela

Equacéo (2.25), quando se trata de conveccao forcada.

hL
Nu :k—C =CRe] Pr’ (Eq. 2.25)
f
onde Nu é o nimero adimensional de Nusselt, L, € o comprimento caracteristico da

geometria em estudo (comprimento da placa ou didmetro de uma particula esférica, por

exemplo), k; & a condutividade térmica do fluido, Re é o nimero adimensional de Reynolds,

Pr é o nimero adimensional de Prandtl, C, m e n sdo parametros da equacao.

Os numeros adimensionais de Reynolds e de Prandtl, por sua vez, sdo expressos

pelas Equacbes (2.26) e (2.27), respectivamente.

Re= Yo Lo (Eg. 2.26)
Vv
Pr s% (Eq. 2.27)

onde U, é a velocidade de escoamento livre do fluido, ¥ e a sao a difusividade de

guantidade de movimento e a difusividade térmica do fluido, respectivamente.

O Quadro 2.3 apresenta as correlacdes classicas para o calculo do coeficiente de
transferéncia de calor convectivo médio para placa plana, em regime de convecc¢ao for¢cada.
A aplicacdo de cada uma dessas correlacdes pressupde que sejam satisfeitas algumas

restricbes que também sdo mostradas nesse quadro.
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Quadro 2.3 - Correlagdes para o calculo do valor do coeficiente de transferéncia de calor
convectivo médio em escoamento externo forgado sobre placa plana.

Numero da

Correlacéo Restricbes ~
equacéo

Regime exclusivamente laminar

Nu, = h.Le = 0,664 ReL% pr% Escoamento paralelo (Eq. 2.28)
i Re, £1.10° Pr=06
_ Regime inteiramente turbulento
hi,

Nu, = =0,037 Re:%’ pr% Escoamento paralelo (Eq. 2.29)
5.10° <Re, <10° 0,6<Pr<60

Regime de escoamento misto
Escoamento paralelo

5.10° < Re, <10°
0,6<Pr<60

Nu, = (0,037 Re:% - 871) pr/s (Eq. 2.30)

Retransiga'o =5. 105

2.5.3 Resfriamento evaporativo

O termo resfriamento evaporativo, na area de Refrigeracdo, apresenta uma
conotacao diferente da utilizada neste trabalho. Nesta tese, denomina-se como resfriamento
evaporativo, ou simplesmente efeito evaporativo, o fendbmeno que envolve a transferéncia
simultanea de calor e de massa. Ocorre quando um gas escoa sobre a superficie de um
liquido e ha um fluxo de um componente da fase liquida (geralmente vapor d’agua) para a
fase gasosa (frequentemente ar) devido a diferenca de potencial quimico dessa espécie

quimica entre as duas fases, como mostra esquematicamente a Figura 2.7.

Interface
géas-liquido

|

Figura 2.7 - Transferéncia de calor na interface gas-liquido durante o processo de
resfriamento pelo efeito evaporativo.
(Fonte: adaptado de Incropera e De Witt, 1998)
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A energia necessaria para evaporar a agua nestas circunstancias é fornecida pela

propria fase liquida e, eventualmente, pela fase gasosa. Como resultado, ambas as fases
sdo resfriadas durante esse processo. O principio da conservagdo de energia, aplicado ao
sistema mostrado na Figura 2.7, estabelece que, em uma unidade de area superficial e no

estado estacionario,

9 cow =9 evap (Eq. 2.31)

onde "oy € 0 fluxo de calor transferido da vizinhanga para o sistema por convecgéo e
q"rvap € 0 fluxo de energia transferido do sistema para a vizinhanga devido a evaporacéo do

liquido A. O valor do fluxo de energia associado ao efeito evaporativo, por sua vez, pode ser

obtido a partir da Equacéo (2.32).

Q" =N, AHyp 4 (Eq. 2.32)

onde I\7"A é o fluxo de massa do componente A estabelecido entre a interface liquido-gas e
a fase gasosa e AH,,,, € a entalpia de vaporizagdo da substancia A, avaliada na

temperatura da interface liquido-gas.

O resfriamento evaporativo é particularmente importante no processo de refrigeracao
de alimentos, uma vez que a evaporacdo da agua a partir da superficie do produto acelera a
sua taxa de reducado de temperatura. Segundo Chuntranuluck et al. (1998a), a perda de 1%
de umidade do produto é responsavel por 25% da energia que deve ser removida do
alimento para reduzir a sua temperatura da ordem de 30°C. O efeito do resfriamento
evaporativo no processo de reducdo de temperatura de alimentos foi considerado nos
trabalhos de Chuntranuluck et al. (1998a,b,c), Simpson et al. (2004), Ferrua e Singh (2009)
e Moraga et al. (2012). Contudo, nesses estudos, tal abordagem esteve focada apenas no
comportamento térmico de alimentos, sem investigar seus efeitos sobre eventual
crescimento microbiano. Esse aspecto, por sua vez, foi tratado nos estudos conduzidos por
Ameézquita et al. (2005) e Cepeda et al. (2013). Em ambos os casos, 0 modelo térmico,
contemplando o efeito do resfriamento evaporativo, foi integrado a modelos cinéticos para

avaliar o crescimento de bactérias em produtos alimenticios.

A integracdo entre modelos fenomenolégicos de transferéncia de calor e de massa
com modelos cinéticos de crescimento microbiano para analisar estratégias de

processamento de alimentos € um tema relativamente recente na literatura, como sera

discutido na préxima sec¢do desta tese.
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2.6 INTEGRACAO ENTRE MODELOS

Durante o processamento de um alimento, ha variagbes espaciais e temporais em
suas propriedades fisico-quimicas. Na pasteurizacdo ou resfriamento, ha mudancas na
temperatura do produto; ao longo de um processo fermentativo, ocorre diminuicdo do pH do
meio; na secagem, a atividade de agua do alimento diminui. Como consequéncia, é
inevitavel o surgimento de perfis de temperatura, de pH e de atividade de 4gua no produto.
Neste cenario, apenas 0s modelos cinéticos de crescimento microbiano ndo sdo suficientes

para avaliar o efeito dessas variaveis sobre a dindmica de crescimento populacional.

A integracdo dos conhecimentos de microbiologia preditiva e de engenharia de
processos para obter um melhor conhecimento dos fen6menos envolvidos nas operactes
da industria alimenticia € um tema relativamente recente. Tal abordagem foi tratada nos
trabalhos de Bellara et al. (2000), Amézquita et al. (2005), Mafart (2005), Gil et al. (2006),
Lebert e Lebert (2006), Mackey et al. (2006), Valdramidis et al. (2006) e Ben Yaghlene et al.
(2009).

Nota-se, contudo, que os trabalhos que tratam dessa abordagem interdisciplinar
estdo focados no estudo do comportamento de bactérias, frequentemente, durante o
processo de inativagcdo. De fato, Mafart (2005) afirmou que a microbiologia preditiva aplicada
ao estudo do crescimento de microrganismos é mais recente e estd desconectada da
perspectiva de processos. Além disso, existem limitagdes que necessitam ser superadas ao
integrar modelos matematicos desses dois campos do conhecimento. Segundo Mafart

(2005) essas restricdes estdo associadas:

. a idealizacdo das condi¢cdes para as quais os modelos de engenharia de processos
foram desenvolvidos, como, por exemplo, a validade da solucdo exata das equacdes
gue descrevem os fenbmenos de transferéncia de calor apenas para sistemas com

geometrias simples (placa infinita, cilindro infinito, esfera);

. ao desconhecimento ou dificuldades em avaliar os valores de parametros de modelos

fenomenoldgicos, como o coeficiente de transferéncia de calor por convec¢ao;

. a hipotese de uniformidade das condicGes de processamento, quando se sabe, por
exemplo, que os valores do coeficiente de transferéncia de calor por conveccao
podem variar desde 16 até 74 W.m2.K* em um tunel de resfriamento de carcacas de

animais abatidos;

. a complexidade dos mecanismos envolvidos no crescimento de microrganismos, além

da natural variabilidade entre individuos dentro de uma mesma espécie. Isto torna
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pouco provavel que existam modelos cinéticos simples e precisos, capazes de

contemplar todos esses aspectos.

Para superar essas dificuldades, Mafart (2005) prop6s como alternativa a adocao de
uma abordagem simplificadora em que é preferivel empregar modelos simples, com poucos
pardmetros e possiveis de serem mensurados, em detrimento de modelos mais sofisticados,
gue procuram detalhar a descricdo dos fendmenos fisicos. Exemplificou que, sob essa Gtica,
0 modelo linear é mais conveniente de ser integrado em um modelo global do que o modelo

Baranyi.

A seguir sdo descritos os estudos mais representativos publicados recentemente na
literatura, em que a integracdo entre modelos preditivos microbianos e de engenharia de

processos foi tema de pesquisa.

2.6.1 Integracdo de modelos no processo de refrigeracédo

Bellara et al. (2000) propuseram um modelo matemético para estudar o crescimento
de bactérias durante o processo de refrigeracdo. Eles combinaram modelos preditivos e de
transferéncia de calor puramente difusivo para descrever o crescimento de Escherichia coli
em funcdo da temperatura no interior de uma embalagem cilindrica, preenchida com agar
APT.

O aumento da populacdo em funcdo do tempo, medido de forma indireta por
densidade dtica (optical density — OD), foi ajustado pelo modelo primario de Baranyi. J4 o
efeito da temperatura na taxa de crescimento do microrganismo foi avaliado pelo modelo da
raiz quadrada de Ratkowsky. O perfil de temperatura no interior da embalagem, durante o
processo de refrigeracéo, foi obtido a partir da resolucdo da equacéo de difusédo do calor em

coordenadas cilindricas pelo método numérico de diferencas finitas.

Para validar o modelo, foram empregados trés cenarios de refrigeracdo distintos:
12°C/12h, 5°C/12h e 16°C/3h seguido de 5°C/9h. Ao final de cada tratamento, comparou-se
o crescimento de E. coli predito pelo modelo com o valor obtido experimentalmente em
diversas posi¢des radiais na embalagem (r/R), todas situadas a meia altura. Os resultados
mostraram boa aproximacdo entre os valores experimentais e os preditos a partir da

modelagem matematica, como ilustram os gréficos da Figura 2.8.

Estudos similares a esse foram conduzidos por Ben Yaghlene et al. (2009) e
Fujikawa (2011). Em particular no primeiro trabalho citado, os autores consideraram uma

condi¢éo de contorno convectiva na fronteira do sistema modelado. Com isso, investigaram
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o efeito do coeficiente de transferéncia de calor convectivo, além da espessura do produto e

da temperatura do ar de refrigeracéo, sobre a dinamica de crescimento de E. coli.
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Figura 2.8 — Curvas de crescimento de E. coli, medido por densidade 6tica (OD), em
diferentes posicdes radiais da embalagem (r/R), durante o processo de refrigeracao a
12°C/12h (A), 5°C/12h (B) e 16°C/3h seguido de 5°C/9h (C).

(Fonte: adaptado de Bellara et al., 2000)

2.6.2 Integracdo de modelos no processo de secagem

Lebert et al. (2005) propuseram a integracdo entre modelos preditivos
microbiologicos e de transferéncia de massa para predizer o crescimento Listeria innocua na
superficie de um meio solido (gelatina gel) submetido ao processo de secagem. O
crescimento microbiano ao longo do tempo foi predito a partir de dados da literatura. Usando
0 modelo secundario cardinal proposto por Augustin (1999), foram obtidos os valores da
taxa de crescimento e do tempo de duracéo da fase lag para o microrganismo em questao,
em determinadas condicbes de estudo. A partir desses valores, empregando o modelo
primario logistico de Rosso, Lebert et al. (2005) obtiveram a curva de crescimento de L.

innocua.

Ja4 o modelo de transferéncia de massa (agua) desenvolvido pelos pesquisadores
baseou-se na proposta de Baucour (2000), o qual é capaz de predizer o teor de 4gua na
superficie de um produto sujeito ao processo de secagem. Segundo o modelo, a

transferéncia de agua no interior do produto foi descrita pela 22 Lei de Fick para a difusdo de
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massa com uma condi¢gdo de contorno convectiva na interface produto/ar de secagem.

Posteriormente, conhecendo o teor de agua na superficie do produto, os autores utilizaram

um modelo termodinamico (UNIFAC) para relacionar essa variavel com a atividade de agua.

O modelo matemético obtido a partir da integracdo desses modelos parciais foi
resolvido numericamente pelo método de diferengas finitas. Ele foi validado em diferentes

cenarios de secagem, como mostra a Figura 2.9.
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Figura 2.9 — Curvas de crescimento de L. innocua preditas pelo modelo matematico (linhas)
e observado experimentalmente (pontos) em diferentes condigdes de umidade relativa (RH)
e de velocidade do ar (V) durante o processo de secagem.

(Fonte: adaptado de Lebert et al., 2005)

2.6.3 Integracdo de modelos para avaliar falhas no processo de refrigeracao

Amézquita et al. (2005) conduziram um estudo para modelar o crescimento de
Clostridium perfringens durante a refrigeracéo de presunto cozido, em condi¢cBes de estado
transiente. Para isso, foi desenvolvido um modelo de transferéncia de calor para o produto
com formato elipsoidal, submetido a temperatura inicial ndo homogénea e a condicdo de
contorno que combinava diferentes mecanismos de transferéncia de calor (troca convectiva,
por radiacdo e evaporativa). Nesse modelo, considerou-se que as propriedades termofisicas

do produto eram funcéo da temperatura.

No estudo, foi empregado o modelo preditivo primario de Baranyi e o modelo
secundario do tipo raiz quadrada de Ratkowsky para descrever o crescimento do
microrganismo em condi¢des dindmicas de temperatura. O modelo matematico integrado foi
validado a partir de experimentos realizados em trés cenérios de operacao do sistema de

refrigeragdo, como mostra a Figura 2.10. No cenario 1, utilizou-se o procedimento de
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refrigeracéo padréo, estabelecido pelo servigo de inspecéo e seguranca alimentar local. Nos

demais cenarios, foram simuladas as condi¢des de falhas no sistema de refrigeracdo por 1
hora (cenéario 2) e 6 horas (cenario 3).
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Figura 2.10 — Curvas de crescimento de C. perfringens simuladas em trés cenarios de
operacédo do processo de refrigeracdo. Em (A), mostram-se os trés perfis temporais de
temperatura testados para o produto no modelo. Em (B), (C) e (D), apresentam-se 0s
resultados das simulagBes para os cenarios (1), (2) e (3), respectivamente.
(Fonte: adaptado de Amézquita et al., 2005)

Os pesquisadores concluiram que o modelo desenvolvido conseguiu descrever
satisfatoriamente o comportamento de C. perfringens em presunto cozido submetido a cada
um dos cenarios de operagdo avaliados. Contudo, enquanto nos cenarios (1) e (2), o modelo
superestimou o crescimento do microrganismo (falha segura), no cenario (3), o resultado foi

subestimado, gerando uma condicao de falha insegura.

Cepeda et al. (2013) realizaram um estudo semelhante ao de Amézquita et al.
(2005). Contudo, nesse caso, o alimento foi analisado tridimensionalmente e apresentava

formato irregular. O modelo de Cepeda et al. (2013) foi validado em condicbes reais de
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processamento e o trabalho apresentou uma breve discusséo sobre os fatores que afetam o

processo de resfriamento pelo efeito evaporativo.

2.6.4 Integracdo de modelos para avaliar o crescimento de fungos

Gougouli e Koutsoumanis (2010) realizaram um estudo para avaliar o efeito de
oscilagbes na temperatura sobre o tempo de vida util de iogurte durante o seu transporte,
distribuicdo e armazenamento. Argumentaram que fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium sdo os contaminantes encontrados com maior frequéncia nesse alimento e, por
isso, 0 estudo foi conduzido com cepas de A. niger e P. expansum. O meio de cultura
utilizado no trabalho foi agar extrato de malte (MEA), com pH ajustado para 4,2, procurando

reproduzir o pH do produto real.

O modelo linear foi utilizado para predizer o crescimento do didmetro da colénia de
fungos ao longo do tempo. Para avaliar o efeito da temperatura sobre os parametros desse

modelo preditivo primario, foi empregado o modelo cardinal de Rosso.

A validacdo do modelo matematico desenvolvido por Gougouli e Koutsoumanis
(2010) foi realizada a partir da conducdo de experimentos independentes em que o
crescimento dos microrganismos selecionados foi investigado para varios perfis de
temperatura. Nestas avaliacdes, mudancas de temperatura foram efetuadas antes e apés a

finalizacdo da fase lag. A Figura 2.11 mostra os resultados de alguns dos testes de

validacao.
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Figura 2.11 — Curvas de crescimento de P. expansum submetido a condicédo de 25°C/97h
seguido de 5°C/191h (A) e a condicéo de oscilagdo ciclica de temperatura, constituida por
15°C/24h, 30°C/24h e 10°C/24h (B).

(Fonte: adaptado de Gougouli e Koutsoumanis, 2010)
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Os autores concluiram que mudancas de temperatura préxima ou fora da zona de

crescimento produziram predices menos exatas. Contudo, salientaram que as falhas nas

predicBes encontravam-se na condicdo segura.

Estudos similares a esse foram conduzidos para avaliar o efeito de condicbes
dindmicas de temperatura sobre o percentual de germinacéo de esporos de P. expansum e
A. niger (GOUGOULI, KOUTSOUMANIS, 2012) e para determinar o tempo de vida util do
iogurte sob influéncia da temperatura e do tamanho do in6culo, considerando doze espécies
de fungos (GOUGOULLI et al., 2011).

2.7 CONSIDERACOES FINAIS DO CAPITULO

Neste capitulo, evidenciou-se a existéncia de modelos mateméticos bem
estabelecidos na literatura para estudar o crescimento de microrganismos (Secgédo 2.4).
Também foram abordados aspectos classicos de transferéncia de calor, enfatizando-se o
uso de equacdes que permitem determinar o perfil de temperatura em um produto em
diversas condi¢cOes de operacdo (Secdo 2.5). Contudo, demonstrou-se que a integracao
entre modelos desses dois ramos do conhecimento é um tema pouco explorado na literatura
e muito incipiente quando se trata do estudo de crescimento de fungos. Em contrapartida, tal
abordagem permitiria avaliar de forma mais realista os fenbmenos que ocorrem em um
alimento durante o seu processamento e armazenamento. Com tal tratamento, seria
possivel investigar varios cenarios de operacdo e identificar aqueles que minimizam o
desenvolvimento de fungos. Em termos praticos, tal abordagem apresenta aplicacao direta

na avaliacdo do tempo de vida Gtil de produtos alimenticios.

Mostrou-se, ainda, que as frutas sdo substratos sensiveis a deterioracdo causada
por fungos, devido as propriedades intrinsecas desse grupo de alimentos, como o seu baixo
pH. Dentre as diversas espécies de fungos filamentosos de interesse na area de
processamento de alimentos, destacaram-se os individuos da espécie Byssochlamys fulva,
pelos motivos discutidos na Secdo 2.2. Apontou-se, também, que o mamao apresenta
caracteristicas sensoriais e nutricionais que tornam essa fruta bastante apreciavel pelos
consumidores. Quando se encontra em estado adequado de maturagdo, essa fruta ndo
apresenta valores de pH muito baixos, comparativamente a alimentos similares. Na forma
minimamente processada, sua polpa é exposta diretamente ao ambiente. Todos esses
fatores, aliados as questdes de mercado apresentadas na Secdo 2.1, motivaram a selecdo
desse alimento para ser o substrato para o estudo do crescimento de B. fulva em uma

abordagem que integre modelos preditivos microbianos e modelos de transferéncia de calor.
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Adicionalmente, a refrigeracdo é uma operacdo muito utilizada para conservar
produtos alimenticios, principalmente frutas. Desta forma, é natural que a modelagem
matematica seja utilizada para investigar a relacao existente entre as variaveis de processo
e o tempo de vida util da polpa de mamado minimamente processado e refrigerado,
contaminada com esporos de B. fulva. Com isso, é possivel explorar diferentes estratégias
de processamento e verificar qual € a forma mais conveniente para reduzir a perecibilidade

desse alimento.

Paralelamente, mostrou-se que muitos estudos foram conduzidos com 0 uso meios
de cultura artificiais. E necessario que o comportamento de crescimento de fungos e, em
particular, de Byssochlamys fulva, seja analisado em meios alimenticios reais ou que, ao
menos, comprove-se que o meio de cultura artificial reproduz satisfatoriamente o

comportamento observado para o microrganismo no alimento real.

Em vista de todos esses aspectos, o Quadro 2.4 apresenta as questdes de pesquisa
que foram elaboradas a partir das lacunas identificadas neste capitulo e que serdo
respondidas nesta tese. Ainda, nesse quadro referenciam-se o0s artigos produzidos no

presente trabalho em que cada uma dessas questdes de pesquisa foi objeto de estudo.

Quadro 2.4 - Questdes de pesquisa estudadas neste trabalho e respectivos artigos
cientificos que foram desenvolvidos para tratar cada uma dessas questoes.

Questéo de pesquisa Artigo
1. A taxa de crescimento de B. fulva em polpa de mamao é _
maior do que em polpas de meldo, tomate, péssego, Artigo 1

abacaxi e morango, devido a sua constituicdo quimica e,

particularmente, ao seu pH moderado? EVALUATING THE GROWTH KINETICS

MODEL FOR BYSSOCHLAMYS FULVA IN

2. Que modelo preditivo melhor descreve o comportamento FRUIT PULPS
de crescimento de B. fulva em diferentes polpas de frutas?

3. O pH do substrato tem efeito significativo no crescimento _
de Byssochlamys fulva em condicdes de temperatura Artigo 2

6tima (36°C) ou subdtima (28°C)?
MODELO PREDITIVO PARA AVALIAR O

. Que modelos preditivos primarios e secundarios melhor
descrevem o comportamento de crescimento de B. fulva
em meio de cultura artificial em fun¢éo do seu pH e do seu
teor de aculcar (em termos de glicose) em diferentes

EFEITO DA TEMPERATURA, DO PH E DO
TEOR DE GLICOSE SOBRE A CINETICA
DE CRESCIMENTO DE BYSSOCHLAMYS

FULVA
temperatura de armazenamento?
. O abuso na temperatura inicial de armazenamento de Artigo 3

polpa de mam&o contaminada com esporos de B. fulva
pode ser compensado pelas condi¢cBes de refrigeracdo a
gue é submetido o produto, sem comprometer seu tempo
de vida util?

INTEGRATING A KINETIC MICROBIAL
MODEL WITH A HEAT TRANSFER
MODEL TO PREDICT BYSSOCHLAMYS
FULVA GROWTH IN REFRIGERATED
PAPAYA PULP.

(continua)
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Quadro 2.4 - Questdes de pesquisa estudadas neste trabalho e respectivos artigos
cientificos que foram desenvolvidos para tratar cada uma dessas questfes (continuagéo)

Questéo de pesquisa Artigo

6. Qual é o efeito da temperatura inicial do produto e da Artigo 3
velocidade do ar da corrente de refrigeracéo sobre o tempo

de vida Gtil da polpa de mamao refrigerada e contaminada | INTEGRATING A KINETIC MICROBIAL
com esporos de B. fulva? MODEL WITH A HEAT TRANSFER

MODEL TO PREDICT BYSSOCHLAMYS
FULVA GROWTH IN REFRIGERATED
PAPAYA PULP.

7. Se houver abuso na temperatura inicial de armazenamento
da polpa de mamdo contaminada com esporos de
Byssochlamys fulva e o sistema de refrigeracéo for limitado

guanto a transferéncia de calor por conveccao, o tempo de Artigo 4
vida util do produto podera ndo ser comprometido, se B
forem propiciadas condicdes para ocorrer o efeito do MODELAGEM E SIMULAGAO DO

CRESCIMENTO DE BYSSOCHLAMYS
FULVA EM POLPA DE MAMAO
SUBMETIDO AO PROCESSO DE
RESFRIAMENTO COM EFEITO

8. Comparando o processo de resfriamento do alimento EVAPORATIVO
exclusivamente por conveccdo com O processo que
conjugue os efeitos convectivo e evaporativo, qual é o
ganho no tempo de vida util do alimento?

resfriamento provocado pela evaporacdo da A&gua
superficial em complementacdo ao resfriamento
estritamente convectivo na superficie do alimento?

No préximo capitulo desta tese, serdo descritos 0os procedimentos utilizados para a
obtencdo dos dados experimentais que permitiram responder as questdes de pesquisa

elaboradas neste estudo.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

O procedimento experimental utilizado para responder as questbes de pesquisa
tratadas nesta tese é esquematicamente representado na Figura 3.1. Vale ressalar que,
para a conducdo de alguns estudos, foi necessaria a execucao parcial desse procedimento,

COMO ocorreu Nos ensaios realizados para a elaboragéo dos artigos 1 e 2.

A seguir, descrevem-se detalhadamente as etapas utilizadas nos experimentos. Elas
serdo sucintamente retomadas nos artigos cientificos propostos nos Capitulos 4, 5, 6 e 7
deste trabalho. Caso o leitor julgue conveniente, pode seguir diretamente para essas
secdes. Havendo davidas nos artigos sobre 0s ensaios experimentais, sugere-se que ele

retorne a esta parte do texto para esclarecé-las.

3.1 PREPARACAO DA COLONIA MATRIZ

Esporos liofilizados de Byssochlamys fulva Olliver et Smith teleomorfico (ATCC®
10099™), cepa NRRL 1125 (ver anexo A), isolados a partir de frutas, foram adquiridos da
Colecgéo de Culturas Tropicais da Fundagcdo André Tosello (Campinas, SP). No laboratdrio,
a ampola contendo esse material foi desinfetada com gaze embebida em solucdo
hidroalcodlica a 70% (v/v). Apos, a ampola foi aberta em camara de fluxo laminar e proximo
a chama do bico de Bunsen. Com o auxilio de uma pinca, removeu-se o tampao de algodao
gue havia em seu interior para proteger os esporos. Com 0 uso de uma pipeta automatica,
0,2 mL de &gua estéril foi adicionado a ampola, visando promover a reidratacdo e a

suspensao dos esporos. O sistema foi mantido em repouso por 30 minutos.
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ETaPAl ETAPA2 ARTIGO 4
PREPARARINOCULO PREPARAR SUBSTRATO 1\NZ\0
J/ PRODUTO
RESFRIADO Sg
ETAPA3 DENTRO DA
EMBALAGEM?
INOCULAR SUBSTRATO

Erapad ETAPA 12

MONITORAR CRESCIMENTO INTEGRAR MODELO DE TRANSFERENCIA

RADIAL DE CALOR E CINETICOMICROBIANO

ETAPAS ETAPA 11
AJUSTAR MODELCS PREDITIVOS CONSTRUIR MODELO DE TRANSFERENCIA
PRIMARIOS DECALOR
V /s
ETAPAG
SELECIONAR MODELOPRIMARIO INTEGRAR COM Nio
MODELO -
Q/ TERMICO?
ETAPAT
AVALIAR EFEITO DE FATORES ﬁ\
AMBIENTAIS
ETAPA 10
\L VALIDAR MODELO CINETICO GLOBAL
MODELAR s
EFEITODOS IM ETAPAS ETAPA9
FATORES i ; - .
AJUSTAR MODELOS SECUNDARIOS SELECIONAR MODELOSECUNDARIO
AMBIENTAIS?
\LNAO
ARTIGO1

ARTIGO3

ARTIGO 2

Figura 3.1 - Fluxograma das etapas que constituem o procedimento experimental global

utilizado na tese.

Posteriormente, a suspenséo obtida foi vertida sobre placa de Petri contendo meio

agar batata dextrose (BDA), sendo em seguida levada para estufa bacteriolégica Biopar,

ajustada para a temperatura de 28°C, onde permaneceu por 12 dias.

Apbs esse periodo, observou-se que a superficie do meio de cultura havia sido

totalmente coberta pela coldnia de B. fulva, como mostra a Figura 3.2. Essa placa constituiu

a geracdo F1 do microrganismo (coldnia matriz), tendo sido reservada e armazenada sob

refrigeracdo, a 10°C, durante toda a fase experimental. A cada novo ensaio, fragmentos da

colénia matriz eram retirados dessa placa e inoculados novamente, dando origem a geragéo

F2, utilizada nos diversos experimentos promovidos neste trabalho.
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Figura 3.2 - Fotografia de uma colénia de B. fulva crescida sobre meio de cultura BDA

3.2 PREPARACAO DO INOCULO

Nos estudos conduzidos nesta tese, dois substratos foram utilizados como meios de
cultura para o crescimento do inéculo: agar batata dextrose (BDA) e &gar extrato de malte
(MEA). O BDA foi empregado no experimento em que houve a inoculagdo do microrganismo
na fase micelial (artigo 1). J& o MEA foi utilizado nos ensaios em que a inoculagdo foi
realizada a partir de esporos de B. fulva (artigos 2, 3 e 4). Isto ocorreu porque se verificou
gque em BDA esse microrganismo apresentava pouca formacdo de esporos. Além disso,
MEA foi o meio de cultura utilizado nos estudos tomados como referéncia, tais como
Kotzekidou (1997) e Panagou et al. (2010).

Ambos os substratos foram preparados com &gua destilada e esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 minutos. O BDA foi vertido em placa de Petri, devido a aplicacédo
gque seria dada a ele, enquanto o MEA foi preparado em tubo de ensaio inclinado. Os meios
de cultura sempre foram preparados entre um e dois dias antes de sua utilizacdo nos
experimentos, evitando-se assim 0 seu ressecamento, eventuais contaminac¢des ou, ainda,

a sua degradacéo.

3.2.1 Preparacao do in6culo em meio BDA

A placa contendo a colonia matriz foi aberta em capela de fluxo laminar e seus
fragmentos foram transferidos para o centro da placa contendo BDA. Essa placa foi, entéo,
armazenada em estufa bacteriolégica, a 28°C, por 28 dias, para a obtencdo de coldnia bem
desenvolvida. Apds, com 0 uso de um tubo metalico com 8 mm de diametro interno,

previamente esterilizado na chama do bico de Bunsen, foram preparados varios discos de

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor



3. MATERIAIS E METODOS 41
BDA contendo a colénia de B. fulva. Esses discos foram inoculados nos substratos

alimenticios imediatamente ap0s a sua preparacgao.

3.2.2 Preparacao do in6culo em meio MEA

Em capela de fluxo laminar e préximo a chama do bico de Bunsen, a placa contendo
a colbnia matriz foi aberta e seus fragmentos foram transferidos para tubo de ensaio
contendo MEA inclinado. Com auxilio de alca de platina, previamente flambada, esses
fragmentos foram espalhados sobre a superficie do meio de cultura, para propiciar o
crescimento uniforme da colbnia. O tubo de ensaio foi fechado com chumaco de algodéao e
levado para estufa bacteriol6gica, a 28°C, onde permaneceu pelo periodo de 21 dias para a

obtencédo de colbnia esporulada.

Nos trabalhos de referéncia utilizados nesta etapa do procedimento experimental —
Kotzekidou (1997) e Panagou et al. (2010), os valores citados para o tempo de crescimento
da col6nia foram 30 dias e 10 dias, respectivamente. Contudo, durante os experimentos
conduzidos no presente estudo, verificou-se que em 10 dias de cultivo havia pouca
producdo de esporos na col6nia e eles encontravam-se firmemente aderidos as hifas, como

mostra a fotografia apresentada na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Fotografia do processo de formacao de esporos, durante microcultivo, obtida na
ocular do microscépio 6tico com aumento de 10x na ocular e de 40x na objetiva No detalhe
em vermelho, observam-se os esporos sendo formados e aderidos a estrutura micelial.

Com 21 dias de cultivo, verificou-se que havia mais esporos e eles estavam livres.
Por esse motivo e por questido de otimizacdo do tempo de cada ensaio, foi adotado 21 dias
como o padrao de tempo de cultivo do in6culo neste trabalho.
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Finalizado o tempo de cultivo, o tubo de ensaio foi aberto na camara de fluxo laminar,

proximo a chama do bico de Bunsen. A superficie da col6nia foi lavada com duas aliquotas
de solugcdo aquosa de Tween-20 a 5% (v/v), previamente preparada, esterilizada e
armazenada sob refrigeracdo até o momento de uso. Fez-se leve movimento manual com o
tubo de ensaio para que toda a superficie tivesse contato com a solu¢do aquosa de Tween-

20, armazenando-se posteriormente essas aliquotas em um tubo falcon.

Diferentemente dos trabalhos de referéncia, neste estudo ndo foi efetuada a
raspagem da superficie da colénia com bastéo de vidro estéril. Por consequéncia, nao foi
observada a necessidade de filtrar em gaze estéril a suspensdo preparada, pois a analise
microscopica da suspenséo de esporos ndo mostrou a presenca de micélio. A exclusdo da
etapa de raspagem da superficie da colbnia visou reproduzir no procedimento experimental
0 que de fato ocorre na natureza. O autor entende que 0s esporos responsaveis pela
contaminacdo do alimento sdo aqueles que estdo livres e ndo aqueles firmemente aderidos

a coldnia.

Apb6s a preparacdo da suspensdo de esporos, fez-se a sua contagem e
padronizacdo, com o auxilio de cAmara de Neubauer espelhada, analisada em microscopio
otico (Nikon Alphaphot-2 YS2, Japéo). A visualizagdo dos esporos na camara de Neubauer

foi mostrada na Figura 2.2(a).

Assim como nos trabalhos de Panagou et al. (2010) e Gougouli e Koutsoumanis
(2010), a suspensdo de esporos obtida foi inoculada imediatamente apds a preparacao.
Neste estudo, como nos referidos trabalhos, ndo foi efetuado qualquer tratamento de
ativagéo dos esporos. Isto visa tornar o procedimento experimental o mais proximo possivel
do que se observaria em uma situacdo real de contaminacdo de alimento que ndo sofre

tratamento térmico prévio, objeto dos estudos de aplicacdo desta tese.

3.3 PREPARACAO DOS SUBSTRATOS

Nesta tese, foram utilizados dois tipos de meio de cultura para estudar o crescimento
de B. fulva: um substrato alimenticio constituido de polpa de frutas e um substrato artificial, &
base de caldo de batata dextrose. A seguir, descreve-se o0 procedimento adotado na

preparacdo de cada substrato.
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3.3.1 Substrato alimenticio

Os substratos alimenticios utilizados neste trabalho sao polpas de seis variedades de
frutas tipicamente consumidas pela populacdo regional: meldo espanhol, maméao papaia,
tomate longa vida, morango, péssego e abacaxi pérola. Aléem do aspecto mercadoldgico,
utilizou-se como critério para a selecdo dessas frutas a sua proximidade com o solo durante
0 seu desenvolvimento. B. fulva € um fungo de solo e, portanto, quanto mais proximo desse

meio estiver o alimento, mais susceptivel ele serd a contamina¢ao por esse microrganismo.

O procedimento de preparacao das polpas consistiu na aquisicdo de exemplares em
estdgio de maturacdo proprio para consumo imediato; sua limpeza e descascamento,
quando necessario; trituracdo com auxilio de Ultra mixer (BritAnia, Brasil) até a total
desintegracdo da polpa; dosagem de agar bacteriolégico na proporcdo de 0,5% (m/v), para
a obtencdo de meio de cultivo com consisténcia semissolida; e esterilizagdo em autoclave, a
121°C por 15 minutos. Devido a acidez das polpas de abacaxi e de morango, a dosagem de
agar teve que ser aumentada para 1,5% (m/v). Segundo Huang et al. (2010), o aumento na
dosagem de agar de 2,5 a 12,5% (m/m) ndo é suficiente para alterar o tempo necessério
para a germinacdo de esporos de fungos. Por esse motivo, conclui-se que esse pequeno
aumento na dosagem de agar nas polpas de abacaxi e de morango ndo interferiria nos

resultados obtidos.

Apbs a esterilizacdo, as polpas foram vertidas em placas de petri descartaveis com
90 mm de didmetro, em capela de fluxo laminar. A borda das placas foi recoberta com filme
de PVC transparente para minimizar a perda de agua e evitar contamina¢cfes durante seu
armazenamento. Inicialmente, as placas foram mantidas por 24 horas em estufa

bacterioldgica e, apds, armazenadas sob refrigeracdo até o momento da inoculagéo.

Para auxiliar o monitoramento do aumento do raio da col6nia de fungos, previamente
a inoculacao, cada placa foi marcada com linhas perpendiculares em sua base, utilizando-se

um gabarito, como € ilustrado na Figura 3.4.

,..‘

Figura 3.4 - Placas contendo meio de cultura alimenticio (a esquerda); gabarito utilizado na
marcacao das placas (centro) e placa com marcacdo em sua base (a direita).
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3.3.2 Substrato artificial

Para estudar o efeito da temperatura, do pH e do teor de glicose sobre o crescimento
de B. fulva (artigo 2), foi preparado um meio de cultura artificial dissolvendo-se 2% (m/v) de
caldo de batata dextrose em agua destilada. A esse meio basal, foram adicionadas
diferentes massas de glicose anidra para ajustar o teor de glicose. Gotas de solugdo aquosa
de &cido cloridrico 1 M e de hidroxido de sddio 1 M foram adicionadas para ajustar o pH do
meio, conforme previsto no planejamento experimental especifico. O monitoramento do pH
foi efetuado em pHmetro digital de bancada da marca ION Ph B500. A soluc&o obtida, foram
adicionadas, ainda, massas de agar bacterioldgico em teores distintos, conforme o pH do
meio de cultura. A composicdo dos substratos artificiais € mostrada no Quadro 3.1.
Novamente, a solucdo preparada foi esterilizada a 121°C por 15 minutos. Apds a

esterilizacdo, o meio de cultura foi vertido em placas de petri com 90 mm de didmetro.

Quadro 3.1 - Composicao dos meios de cultura artificiais utilizados no estudo da influéncia
da temperatura, do pH e do teor de glicose sobre o crescimento de B. fulva.

Teor de pH
glicose 4 5 6
60 mL de agua destilada 60 mL de agua destilada
0% 129 dedcaldo de batata 1,2 g de caldo de batata dextrose
extrose ) o
1,08 g de agar bacterioldgico 0,84 g de agar bacteriologico
60 mL de agua destilada 60 mL de 4gua destilada
1,2 g de caldo de batata 1,2 g de caldo de batata dextrose
5 % dextrose _ _
3 g de glicose anidra 39 de,gllcose anl'dr:i\ _
1,08 g de agar bacteriol6gico 0,84 g de agar bacteriologico
60 mL de agua destilada 60 mL de agua destilada
1,2 g de caldo de batata 1,2 g de caldo de batata dextrose
10% dextrose ) i
6 g de glicose anidra 69 de,gllcose anl-drz'a _
1,08 g de agar bacteriolégico 0,84 g de agar bacteriologico

Da mesma forma que as placas contendo o substrato alimenticio, as placas com o
meio de cultura artificial tiveram a sua lateral recoberta com filme de PVC transparente,
foram mantidas em estufa bacteriolégica a 28°C durante 24 horas e depois, armazenadas
sob refrigeracdo até o momento da inoculagdo. Elas também tiveram a sua base marcada
com o gabarito mostrado na Figura 3.4 para permitir o melhor monitoramento do

crescimento da colbnia.
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3.4 INOCULACAO DOS SUBSTRATOS

Todo o procedimento de inoculagdo das placas foi realizado em capela de fluxo
laminar. O in6culo constituido por discos contendo a colénia de B. fulva, preparados
conforme descrito na Sec¢do 3.2.1, foi colocado no ponto centro das placas de Petri em
posicédo invertida, para que a colbnia estivesse em contato direto com o meio de cultura. As
placas foram fechadas, seladas com filme de PVC e armazenadas em estufa bacterioldgica,

na condicao de temperatura estabelecida no planejamento experimental especifico.

Para o in6culo constituido por esporos de B. fulva, o ponto central de cada placa
recebeu uma aliquota da suspensdo de esporos (Secdo 3.2.2), visando atingir a
concentracéo entre 10° e 10" esporos/placa. De acordo com Sant'Ana et al. (2010a), esta
concentracdo de esporos € tipicamente recomendada para testes microbiol6gicos. Além
deste aspecto, o trabalho de Shinagawa (2009) apontou a presenca de 6.10° UFC/g para
esporos de fungos filamentosos em polpa de maméo. A transferéncia dessa aliquota foi
realizada com auxilio de pipeta automatica. As placas foram seladas com filme de PVC e
armazenadas em estufa bacteriolégica, nas condicbes previstas no planejamento

experimental especifico.

3.5 MONITORAMENTO DO CRESCIMENTO DA COLONIA

O monitoramento do crescimento da colénia de B. fulva durante os experimentos
consistiu em medir periodicamente o diametro alcancado pela colénia em cada uma das
linhas perpendiculares tracadas na base das placas. Na Figura 3.5, ilustra-se o resultado da

aplicacdo deste procedimento para um dos ensaios realizados.

Quando toda a superficie do meio de cultura estava coberta pela colénia do fungo
filamentoso, os experimentos eram finalizados e realizava-se a leitura das marcagdes de
didmetro da colbénia com régua. Na construcdo dos modelos matematicos foram
empregados os valores de raio da colbnia versus tempo. Para isso, primeiro foram
calculados os valores médios dos diametros lidos em um mesmo instante e, em um segundo
momento, determinou-se o raio associado a essa medida. Os dados desse monitoramento
de crescimento da col6nia de B. fulva nos diversos ensaios experimentais efetuados neste

trabalho sdo apresentados nos apéndices A, B e C.
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Figura 3.5 - Monitoramento do crescimento de B. fulva em polpa de abacaxi

3.6 AJUSTE DOS MODELOS PRIMARIOS

Inicialmente, os dados experimentais de raio da col6nia versus tempo foram
analisados em gréficos, visando verificar o formato da curva obtida. Esses gréaficos foram

tracados com o auxilio da planilha eletrénica Excel do pacote Microsoft Office 2010°.

Apos, os modelos cinéticos de crescimento descritos na Sec¢ao 2.4.1 foram ajustados

aos dados experimentais, visando determinar os valores da taxa de crescimento radial (1) e

do tempo de duracdo da fase lag (A) para cada curva. Para a construcdo do modelo linear
foi utilizada a planilha eletrénica Excel. Neste caso, os dados de raio da colbnia versus
tempo passaram por analise de regressao linear simples, cujo coeficiente angular forneceu a

estimativa para o parametro 4. Por sua vez, a partir do coeficiente linear, obteve-se a

estimativa para o parametro A. No caso especifico da avaliacdo de crescimento de B. fulva
utilizando como in6culo discos de micélio do fungo, a fase lag foi calculada a partir da
intersecdo entre a reta de ajuste dos pontos experimentais e a posicdo y = 4 mm,

correspondente ao raio inicial da colénia (y,). Nos experimentos em que o inéculo foi

constituido por suspensado de esporos, a fase lag era determinada pela interse¢éo entre a
parte linear da curva e o eixo das abscissas. Durante a analise de regressao linear,
procurou-se ndo descartar nenhum ponto da curva. Quando se evidenciava que um ponto
apresentava um distanciamento notavel do comportamento linear, esse ponto ndo era

considerado no ajuste do modelo mateméatico aos dados experimentais.
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a7

Os demais modelos cinéticos de crescimento sdo equag6es ndo-lineares e, por isso,

seu ajuste foi realizado aplicando-se um algoritmo desenvolvido no software Matlab 5.3 da

Mathworks®. Tal rotina baseia-se na funcéo interna do aplicativo denominada de Isgnonlin.

3.7 SELECAO DO MODELO PRIMARIO

Em todos os estudos, foi utilizada mais de uma equacdo para descrever o

comportamento do microrganismo observado experimentalmente. Desta forma, tornou-se

necessario comparar estatisticamente o desempenho desses modelos preditivos. Para isso,

foram utilizados os indices estatisticos propostos nos trabalhos de Giffel e Zwietering (1999),

Lopez et al. (2004) e van Boekel e Zwietering (2007), os quais estdo compilados no Quadro

3.2.

Quadro 3.2 - Relacao dos indices estatisticos utilizados no processo de comparacao e
validacao de modelos matematicos

Indice estatistico

Definicédo

Interpretacéo

Equacéo

Soma dos
quadrados dos
residuos

(Residual sum of
squares — RSS)

RSS = il(uobs,i - Upred,i )2

Medida da discrepancia entre
o valor experimental e o valor
predito pelo modelo
matematico. Quanto menor o
valor de RSS, melhor o
modelo ajusta-se aos dados
experimentais.

(Eq. 3.1)

Fator BIAS

n
" toalupred, i) - toaluos, i)
i=1

BIAS =10 n

Indicador do desvio médio
relativo existente entre os
valores preditos pelo modelo
matemético e os valores
observados
experimentalmente. Informa
se os valores preditos pelo
modelo matematico estédo sub
ou superestimados. Se o
ajuste fosse perfeito, BIAS
seria igual a 1.

(Eq. 3.2)

Fator de exatidao

(Accuracy Factor —
AF)

n
3" |106(upreq, i) - togluos )
i=1

AF =10 "

Medida de discrepancia entre
valores experimentais e
valores preditos por modelos
matematicos. Ele indica como
os valores experimentais
espalham-se em torno dos
valores preditos. Assume
valor maior ou igual a 1.
Quanto maior o valor de AF,
menos exato € o modelo
matemético ao descrever o
comportamento dos dados
experimentais.

(Eq. 3.3)

(continua)
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Quadro 3.2 - Relacéo dos indices estatisticos utilizados no processo de comparagéo e
validacao de modelos mateméticos (continuacéo)

indice estatistico

Definicéo

Interpretacéo

Equacéo

Critério de
informacao
Bayesiana — BIC

BIC :n.ln($j +p.In(n)

indice utilizado para
comparar o desempenho de
diferentes modelos
matematicos empregados
para descrever o
comportamento de valores
experimentais. Este indice
introduz uma penalidade aos
modelos que apresentam
maior nimero de parametros
de ajuste. Quanto menor o
valor de BIC, melhor é o
desempenho do modelo ao
descrever o comportamento
dos dados experimentais.

(Eq. 3.4)

Raiz quadrada do
erro quadratico
médio (Root mean
square error —
RMSE)

RMSE =

2
Z (upred,i - uobs,/’ )

i=1

indice que avalia o desvio
médio existente entre dados
experimentais e valores
preditos por modelos
mateméticos, também
penalizando aqueles que
utilizam maior quantidade de
parédmetros para efetuar o
ajuste aos dados
experimentais. Quanto menor
o valor de RMSE, melhor é o
desempenho do modelo ao
descrever o comportamento
dos dados experimentais.

(Eq. 3.5)

Nas Equacoes (3.1) a (3.5), Uy, € U, S80 0s valores observados experimentalmente

e preditos pelo modelo mateméatico analisado, respectivamente; n € o ndimero total de

observacdes feitas no experimento e p é o nimero de pardmetros do modelo matematico

em questao.

Entende-se que modelos com mais parametros de ajuste tém desempenho

substancialmente melhor em relacdo a equacdes com menos parametros. Neste aspecto, 0s

dois ultimos indices estatisticos apresentados no Quadro 3.2 diferenciam-se dos demais,

pois eles penalizam os modelos matematicos constituidos por mais parametros.

Em cada estudo conduzido nesta tese, o modelo que apresentou o melhor

desempenho para a maioria dos indices estatisticos foi selecionado para a utilizacdo nas

etapas seguintes.
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3.8 AVALIACAO DO EFEITO DE FATORES AMBIENTAIS

Para avaliar o efeito dos fatores ambientais (temperatura, pH, teor de glicose, teor de
umidade do substrato, teor de solidos sollveis) sobre cada parametro de ajuste dos
modelos priméarios (4, A e ¥, ) foi empregada a técnica estatistica conhecida como
analise de variancia (Analysis of Variance — ANOVA). Em complementacdo a ANOVA, e
quando necessario, foi utilizado o teste de Tukey para estabelecer 0s grupos
estatisticamente diferentes. Em todas as analises estatisticas, foi adotado o nivel de

significancia (a) igual a 0,05.

Por meio da avaliacdo proposta nesta etapa, foi possivel identificar quais parametros
dos modelos primarios eram efetivamente dependentes das condi¢cbes ambientais testadas.

Isto permitiu direcionar a construcédo dos modelos preditivos secundarios.

3.9 AJUSTE DOS MODELOS SECUNDARIOS

Esta etapa foi realizada nos estudos que contemplavam o desenvolvimento de
expressdes matematicas capazes de descrever o efeito dos fatores ambientais sobre os
parametros dos modelos preditivos primarios. Para isso, foram utilizados os modelos

matematicos apresentados na Secao 2.4.2.

Na construcdo desses modelos, foram utilizados os valores médios para 0s

parametros dos modelos primarios (& e A), obtidos nas mesmas condi¢cdes experimentais.

Novamente, nesta etapa foi utilizado o algoritmo desenvolvido em Matlab, citado

anteriormente.

3.10 SELECAO DO MODELO SECUNDARIO

Os indices estatisticos listados no Quadro 3.2 foram utilizados nesta etapa para
comparar o desempenho dos modelos secundarios e selecionar aguele que melhor ajustou-

se ao comportamento observado para o microrganismo a partir dos dados experimentais.

3.11 VALIDACAO DO MODELO CINETICO GLOBAL

Apéds a construcdo e a selecao dos modelos preditivos (primario e secundario) que
melhor descreveram o comportamento de crescimento de B. fulva nos diferentes

experimentos realizados neste estudo, procedeu-se a etapa de validacdo. Para validar o
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equacionamento desenvolvido, ensaios independentes foram conduzidos em condicbes

distintas daquelas utilizadas na constru¢do dos modelos mateméaticos. O crescimento do
microrganismo observado nesses experimentos foi comparado com aquele predito pelos
modelos cinéticos. A Unica informacado fornecida aos modelos cinéticos eram as condi¢cbes
ambientais em que o experimento havia sido realizado e, automaticamente, a curva de

crescimento de B. fulva era tracada.

A comparacdo entre os valores preditos e 0s experimentais foi realizada
graficamente e por meio de indices estatisticos (RSS, BIAS e AF). Para as situacdes em
gue se dispunha de muitas curvas cinéticas de crescimento para a mesma condicao
experimental, escolheu-se aleatoriamente algumas curvas para serem utlizadas na
construcdo dos modelos matematicos e as demais foram reservadas para a etapa de

validacao.

Para a validacdo dos modelos cinéticos em condicBes dindmicas de temperatura,
alguns experimentos foram conduzidos de forma a modificar a temperatura do substrato
durante o crescimento de B. fulva. Os perfis temporais de temperatura estabelecidos tiveram
por objetivo avaliar a capacidade do modelo matematico em predizer o crescimento
microbiano em condicdes de mudanca suave, brusca e ciclica de temperatura. O
desempenho dos modelos cinéticos foi monitorado graficamente e por meio dos referidos
indices estatisticos. A utilizacdo dos modelos preditivos primarios nos testes de validagéo
em condicbes dindmicas de temperatura exigiu que eles fossem rescritos em sua forma

dindmica, como é apresentado no Apéndice C.4.

3.12 CONSTRUGCAO DO MODELO DE TRANSFERENCIA DE CALOR

Nesta tese, o perfil temporal de temperatura aplicado ao alimento para avaliar o
crescimento microbiano foi obtido a partir da resolu¢cdo do equacionamento que descreve 0s
fenbmenos de transferéncia de calor no produto de interesse. Investigou-se o crescimento
de B. fulva em fatias de mamao, que foram aproximadas pela geometria de placa plana.
Portanto, para a construcdo desse modelo foi utilizada a Equacdo 2.16, apresentada na
Sec¢do 2.5.1.

No estudo conduzido para avaliar o efeito da temperatura inicial do produto e da
velocidade do ar do sistema de refrigeracéo sobre o tempo de vida util do alimento (artigo 3),
as condicdes de contorno estabelecidas permitiram utilizar a solucéo exata para o problema

de transferéncia de calor, conforme discutido na Secéo 2.5.1. Como uma das condi¢des de
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contorno envolvia o mecanismo de transferéncia de calor por conveccdo forcada, foi
necessario estimar o valor médio do coeficiente de troca térmica convectiva. Para isso,

foram empregadas as correla¢cdes matematicas apresentadas no Quadro 2.3.

Para o estudo em que o resfriamento da polpa de mamao foi analisado com o
produto ndo embalado (artigo 4), foi necesséario complementar o equacionamento do
problema de transferéncia de calor, considerando o fenbmeno do resfriamento com efeito
evaporativo. Desta forma, a condi¢do para a aplicacdo da solucdo exata do fenbmeno de
transferéncia de calor para placa plana deixou de ser satisfeita. Por isso, o equacionamento
desenvolvido foi resolvido numericamente pelo método de diferencas finitas explicitas. Neste
caso, o tempo de vida util da polpa de mamao minimamente processado e refrigerado foi
avaliado em funcédo da temperatura inicial do produto e das condi¢cbes da corrente de ar do

sistema de refrigeracao (velocidade e umidade relativa).

3.13 INTEGRACAO DOS MODELOS TERMICO E CINETICO MICROBIANO

A integracdo entre o equacionamento que descreve os fenbmenos de transferéncia
de calor e de massa no alimento com o modelo cinético de crescimento microbiano foi

estabelecida da seguinte forma:

para determinadas condicdes de processamento (temperatura inicial do produto,
velocidade e umidade relativa do ar do sistema de refrigeracdo), avaliou-se a evolugéo

temporal da temperatura na superficie do alimento;

esse perfil de temperatura foi empregado para calcular os valores da taxa de

crescimento radial (&) e do tempo de duracdo da fase lag (A) do microrganismo ao

longo do processo de refrigeracdo, conforme a relacdo estabelecida pelo modelo

secundario selecionado;

os valores de 4 e de A foram utilizados no modelo preditivo priméario para

estabelecer o perfil temporal de aumento do raio da col6nia e determinar o tempo para
gue o0 microrganismo atingisse o raio critico. Este tempo, no contexto desta tese, foi

denominado de tempo de vida Gtil do produto.

E importante salientar que o modelo preditivo primario selecionado previamente,
conforme discutido na Secéo 3.7, teve de ser rescrito na forma diferencial ao ser integrado
com o equacionamento de transferéncia de calor, pela natureza dindmica do problema

fisico. A forma diferencial desses modelos é apresentada no Apéndice C.4.
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Os resultados obtidos a partir da aplicagdo do procedimento descrito acima séo

apresentados nos proximos quatro capitulos desta tese na forma de artigos cientificos.
Antes, porém, faz-se uma breve introdugcdo a esses capitulos, em que sdo descritos 0s
objetivos e o0s principais resultados alcancados em cada estudo. Ainda, busca-se
demonstrar ao leitor a relagdo existente entre os trabalhos e a forma como evoluiu a

pesquisa ao longo da realizacdo da tese.
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Introducéo aos Capitulos 4,5, 6 e 7

Nesta tese, o tradicional capitulo de resultados e discussdo sera apresentado na
forma de artigos cientificos, desmembrando-o em quatro capitulos parciais. Tal estrutura foi
adotada porque o autor entende que desta forma organizam-se melhor os resultados obtidos

em cada etapa do estudo, facilitando a compreensao do leitor.

O Capitulo 4 compreende as etapas do estudo que compuseram o artigo 1 —

Evaluating the growth kinetics model for Byssochlamys fulva in fruit pulps. O objetivo desse

trabalho foi investigar a suscetibilidade da polpa de mamao a deterioracéo causada por esse
fungo filamentoso, comparativamente a outras polpas de frutas (melédo, tomate, péssego,
abacaxi, morango). Os resultados indicaram que a polpa de maméao € um substrato que
favorece o desenvolvimento deste fungo, embora ndo tenha sido o alimento em que seu
crescimento foi mais rapido. O estudo mostrou, ainda, uma correlacdo moderada entre a
taxa de crescimento radial da colénia e o pH do meio de cultura, o que motivou o

desenvolvimento do estudo apresentado no artigo seguinte.

No artigo 2 — Modelo preditivo para avaliar o efeito da temperatura, do pH e do teor
de glicose sobre o crescimento de Byssochlamys fulva — apresentado no Capitulo 5,
investigou-se como fatores intrinsecos (pH e teor de aglcar, em termos de glicose) e
extrinsecos (temperatura) interferem na cinética de crescimento desse fungo filamentoso.
Como obijetivo secundéario, identificaram-se 0s modelos preditivos primarios e secundarios
que melhor descrevem o comportamento desse microrganismo em termos dos fatores
ambientais estudados. Os resultados mostraram que o pH, o teor de glicose e a temperatura
influenciam o comportamento de crescimento de B. fulva. A forte influéncia da temperatura
sobre o crescimento desse fungo filamentoso justificou a necessidade de estudar o

comportamento desse microrganismo em condi¢cdes dinamicas de temperatura.
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O Capitulo 6 contempla as etapas do estudo que constituiram o artigo 3 — Integrating

a kinetic microbial model with a heat transfer model to predict Byssochlamys fulva growth in
refrigerated papaya pulp. Neste trabalho, investigou-se o efeito do abuso de temperatura
inicial do produto e da velocidade do ar do sistema de refrigeracdo sobre o tempo
necessario para que as colénias desse fungo filamentoso atingissem o raio critico (visivel a
olho nu). O estudo mostrou que, se a temperatura inicial da polpa de maméao for elevada e
se houver limitagbes na capacidade do sistema de refrigeracdo (baixos valores de
velocidade de ar), a reducdo no tempo de vida Gtil do alimento pode ser superior a 76%,
comparativamente ao produto mantido isotermicamente a baixas temperaturas. Nesta
analise, considerou-se que o resfriamento do alimento ocorre dentro da embalagem. Assim,
0 modelo de transferéncia de calor para a fronteira do sistema foi constituido apenas pelo
mecanismo convectivo. No entanto, o produto poderia ser resfriado fora da embalagem e,
nesta situacdo, o efeito do resfriamento provocado pela evaporacdo da umidade superficial
do produto tornar-se-ia importante para a analise. Isto motivou o desenvolvimento do

proximo trabalho.

No artigo 4 — Modelagem e simulacdo do crescimento de Byssochlamys fulva em
polpa de mamédo submetido ao processo de resfriamento com efeito evaporativo —
apresentado no Capitulo 7, avaliou-se o ganho no tempo de vida util da polpa de mamao,
guando o produto é submetido ao resfriamento com efeito evaporativo, relativamente aos
valores obtidos no resfriamento exclusivamente convectivo. O estudo mostrou que essa
estratégia de producdo gera resultados apreciaveis apenas em condicbes de abuso de

temperatura inicial do produto (T, > 24°C) e em sistemas que propiciam baixa capacidade
de transferéncia de calor por convecc¢éo (U, < 1 m/s). Nestas circunstancias, o tempo de

vida atil do alimento aumentou 70% em relacdo ao produto resfriado apenas pelo

mecanismo convectivo.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao: artigo 1

No primeiro artigo desta tese, foram tratadas as seguintes questdes de pesquisa:

i. a taxa de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao é maior do que
em polpas de meldo, tomate, péssego, abacaxi e morango, devido a sua constituicao

guimica, particularmente ao seu pH moderado?

ii. que modelo preditivo primario melhor descreve o comportamento de crescimento de

B. fulva em diferentes polpas de frutas?

No apéndice A, apresentam-se 0s dados experimentais utilizados neste estudo.
Nesse apéndice, mostram-se também as curvas de ajuste dos modelos primarios aos dados

experimentais e os valores de seus parametros de ajuste.

Este artigo serd submetido para publicagdo em periddico internacional — qualis A na
area de Engenharias Il.
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EVALUATING THE GROWTH KINETICS MODEL FOR BYSSOCHLAMYS FULVA IN FRUIT PuLPS

Paulo Ricardo Santos da Silva'*, Michele Bertoni Mann?, Sueli Teresinha Van Der Sand?
Isabel Cristina Tessaro?, Ligia Damasceno Ferreira Marczak®
! Laboratoério de Tecnologia e Processamento de Alimentos — Departamento de Engenharia
Quimica — UFRGS - Brasil
Z Laboratério de Micologia Ambiental — Departamento de Microbiologia, Imunologia e

Parasitologia — Instituto de Ciéncias Basicas da Saude — UFRGS — Brasil

KAbstract \

Using predictive modeling techniques and statistical analysis, the growth kinetics for

Byssochlamys fulva in different fruit pulps was studied in this work. Four primary models
(linear, logistic, modified Gompertz, Baranyi) was fitted to the measured colony radius. A
statistical comparison was performed to identify the model that best describes the mold
growth in melon, papaya, tomato, pineapple, strawberry, and peach pulps at 28C. The
influence of the substrate on the radial growth rate and the lag phase time predicted by this
model was investigated and correlated with the physical chemistry properties of the fruit
pulps. As a result, it was verified that the modified Gompertz model best described the
growth behavior of B. fulva. The radial growth rate and the lag phase time were both
influenced by the substrate. The fastest radial growth rate of 22.3 mm.day™ was observed in
melon pulp. In terms of the lag phase time, the largest value was detected in peach pulp;
microorganisms required 48.7 hours to start to grow. The growth behavior of the mold in
different fruit pulps was associated with the pH of the pulp, and the Pearson correlation was
0.84.

Keywords: growth kinetics model — fruit pulp — fungi — comparison

4.1 INTRODUCTION

Mold spoilage is an issue of great concern for the food industry because it means
significant economic losses. Molds can change the sensory characteristics and modify the
appearance of product, producing off-odors and disintegrating the food structure, which lead
to consumer rejection (GIBSON, HOOCKING, 1997; DANTIGNY et al., 2002; DANTIGNY et
al., 2005; PANAGOU et al., 2007; SANT'ANA et al., 2010a). In addition, they are able to
produce mycotoxins, metabolites that when ingested, inhaled, or absorbed through the skin

can cause illness or death in human and animals. Some mycotoxins commonly produced by
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these microorganisms are aflatoxins, ochratoxins, and patulin. Patulin affects hepatic and

renal functions (PANAGOU et al., 2007; WELKE et al., 2009; GARCIA et al., 2009).

Among the several fungi groups relevant in food technology, the heat-resistant
species belonging to Byssochlamys, Neosartorya, and Talaromyces genera deserve special
attention (CHAPMAN et al., 2007; SANT'ANA et al., 2010a). They are widely distributed in
the environment, especially in the soil, and are able to produce ascospores that can resist
the heat treatments normally applied to hot-packed canned products in the food industry
(TOURNAS, 1994; KOTZEKIDOU, 1997; PANAGOU et al., 2010). In the study developed by
Kotzekidou (1997), spores of B. fulva germinated in double-concentrated tomato paste,
causing spoilage of the product, even after intense heat treatment (90C/20 minutes). This
ability is an intrinsic feature of this fungi species. In addition, Chapman et al. (2007) and
Taniwaki et al. (2010) pointed out that species of the Byssochlamys genus have a particular
ability to grow under low oxygen levels (e.g., with a slow leakage of air through TetraPak™
seals). Moreover, they are capable of producing high concentrations of mycotoxins in food
products (SANT'ANA et al.,, 2010b). Therefore, food technologists should pay special
attention to this type of microorganism, especially in fruit processing, because these molds
often spoil those types of products (CHAPMAN et al., 2007; SANT'ANA et al.,, 2010a;
PANAGOU et al., 2010).

According to Garcia et al. (2009), the most effective way to prevent mycotoxins in
food is avoiding mold growth throughout the entire production chain. Therefore, it is important
to study the environmental variables that can affect microorganism growth in foods. The
development of growth kinetics models is a convenient way to better understand the growth
behavior of microorganisms and their responses to environmental changes, which is the aim
of predictive microbiology (ROSS, MCMEEKIN, 1994).

According to Whitting and Buchanan (1993), primary predictive models are related to
the increase/decrease of microorganisms over time. Many primary models have been
applied to fit mold growth: namely, linear (CUPPERS et al., 1997; PARRA, MAGAN, 2004;
BAERT et al., 2007; LAHLALI et al., 2007; LEE, MAGAN, 2010; GOUGOULI et al., 2011),
logistic (LIU et al., 2003; HAMIDI-ESFAHANI et al.,, 2004; VAN DE LAGEMAAT, PYLE,
2005; SANT'ANA et al., 2010a; FENG et al., 2010; ZIMMERMANN et al., 2011), modified
Gompertz (PARDO et al.,, 2004; CHENG et al., 2010; GALATI et al., 2011; GOUGOULI,
KOUTSOUMANIS, 2012), and Baranyi models (VALIK, PIECKOVA, 2001; PATRIARCA et
al., 2001; SAMAPUNDO et al., 2005; PANAGOU et al., 2010; SILVA et al., 2010; MOUSA et

al., 2011). Usually, a kinetics model is chosen without performing a comparison to identify
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which of the models best fits the experimental data. Only few studies have employed this

approach (LC)PEZ et al., 2004; MARIN et al., 2008, LONGHlI et al., 2013).

Although the composition of the substrate can have effects on the kinetics of mold
growth and on mycotoxin production (DANTIGNY, NANGUY; 2009), to the best of our
knowledge, no study has investigated this issue, especially for B. fulva in different foodstuffs.
A single study was found in which the researchers studied the effect of the substrate on the
growth of Penicillium brevicompactum using five artificial culture media (MEMBRE,
KUBACZKA; 2000).

Therefore, the goal of this study is to address the issues mentioned above by (i)
identifying the primary predictive model (linear, logistic, modified Gompertz, or Baranyi) that
best describes the growth kinetics of B. fulva in different fruit pulps (melon, papaya, tomato,
pineapple, strawberry, and peach), (i) comparing the growth rate and lag phase time
predicted by the model to identify the substrates that are more susceptible to spoilage by this
microorganism, and (iii) correlating the growth behavior with the physical chemistry

properties of the substrate (pH, soluble solid content, moisture content).

4.2 MATERIAL AND METHODS

4.2.1 Inoculum preparation

Lyophilized spores of B. fulva were acquired from the Andre Tosello Tropical Culture
Collection (Campinas, SP, Brazil), which were identified as the NRRL 1125 strain. The
spores were rehydrated in sterile water by following a specific protocol provided by the
supplier. Next, they were poured into Petri dishes containing PDA culture media (Himedia,
Curitiba, Parand, Brazil) and incubated in a bacteriological chamber (Biopar, Londrina,
Parang, Brazil), at 28C for 12 days. At the end of this period, a mold fragment was
transferred to another Petri dish containing PDA. The same growth conditions were used for
an additional 28 days, and then, this material was used in the experiments. From this dish,
disks of colonies of B. fulva 8 mm in diameter were removed using a special device. These

disks were used as the inoculum in the experiment.

4.2.2 Preparation of fruit pulps

Six varieties of fruits (melon, papaya, tomato, pineapple, strawberry, peach)
frequently consumed by southern Brazilian people were selected. They were purchased in a

local market in Porto Alegre, Brazil, and were washed, peeled, and ground. Next, agar-agar
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(0.5% wl/v) was added to the ground pulp to jelly the culture medium. In the pineapple and

strawberry pulps, a higher agar-agar proportion (1.5% w/v) was used because of their low
pH. Then, the fruit pulps were sterilized in a batch autoclave Phoenix Model AV50 (Phoenix,
Araraquara, S&o Paulo, Brazil) at 121 for 15 min, poured into Petri dishes, and refrigerated

until the moment of inoculation. For each fruit pulp, three Petri dishes were prepared.

4.2.3 Physical chemistry properties of fruit pulps

Before sterilization, the pH and soluble solid content of each fruit pulp were measured
using a Tecnal Tc-3MP digital pH meter (Tecnal, Piracicaba, Sao Paulo, Brazil) and a
refractometer (Carl Zeiss, Jena, Germany), respectively. Moreover, the pulp moisture was

analyzed according to a specific drying method (Brasil, 1981).

4.2.4 Inoculation and growth monitoring

The underside of the dishes was marked with perpendicular lines to enable consistent
measuring of the colony diameter. A small mold disk 8 mm in diameter was placed in the
center of each Petri dish. These disks were obtained from the inoculum preparation, as
described previously. The dishes were kept in a bacteriological chamber at 28C for a
maximum of seven days. The colony diameter was measured in four distinct directions daily,
using the perpendicular lines as a reference. For modeling purposes, the mean value of the

four daily measurements was used.

4.2.5 Mathematical model and statistical analysis

For each Petri dish, the colony radius (y, in mm) was plotted against time ({, in

hours). Four growth kinetics models were fitted to the experimental data, namely: linear (Eq.
4.1), logistic (Eq. 4.2), modified Gompertz (Eq. 4.3), and Baranyi (Eq. 4.4).

y=yo+ult-4) (Eq. 4.1)
y=Yot 4y -
{1+ exp(’u (A-1)+ Zﬂ (Eq. 4.2)
Y=Yo+ Ym exp{— eprMj(ﬁ ~t)+ 1}} (Eq. 4.3)
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, Lexp(uA)-1]
! epry;:x-yo)}

Y=Yo +ﬂA-In{
(Eq. 4.4)
where A=t + (lj In[exp(- ut) + exp(- pA) - exp(- pt - )]
U

In equations (4.1) to (4.4), y, is the initial colony radius, y ., refers to the maximum
colony radius, u is the radial growth rate, and A refers to the lag phase time. In all models,

the initial colony radius (y,) was 0.4 mm once the inoculum disk was 0.8 mm in diameter.

The linear model was adjusted using Microsoft Excel 2010. The remaining models
were fitted using an algorithm developed in Matlab version 5.3 by MathWorks using its
internal Isgnonlin function, which is based on the Levenberg-Marquardt method. In the linear
model, the radial growth rate was obtained from the slope of the straight line. The lag phase
time was estimated from the intersection between the straight line and the line parallel to the

t axis indicating the initial colony radius.

To identify the growth kinetics model that best described the behavior of the
experimental data, some statistical indices were used. namely, the root mean square error —
RMSE (Eq. 4.5), the bias factor (Eg. 4.6), and the accuracy factor — AF (Eq. 4.7).

n

Z (ypred,i - yobs,i)2

D) (Eq. 4.5)
n-p
BIAS =10~ ! =40
n ‘Iog(ypredy,)-'09(}’0:;5,:‘)‘
1'09V prea i )~ 109V abs,i )| (Eq. 4.7)

AF=107 7

According to Giffel and Zwietering (1999), the bias factor (BIAS) indicates the
structural deviations of a model, and it makes it possible to verify the fail-safe or fail-
dangerous status of a model prediction. Similar to the AF index, the larger the value, the less
accurate the average estimate. An accuracy factor of 2 indicates that the prediction is either

half as large or twice as large as the observed value.

After choosing the mathematical model, the obtained values of x4 and A were

analyzed statistically, to verify any significant differences and the influence of the substrate.

Analysis of variance (ANOVA) was applied to perform this evaluation. In addition, Tukey’s
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test was selected to identify groups of substrates in which microorganisms behaved

differently (CALLEGARI-JACQUES, 2003; MONTGOMERY et al., 2004). Statistical analyses

were carried out using the software BioEstat 5.0 with a significance level (a ) equal to 0.05.

To explain the mold behavior in terms of the substrate properties, the growth
parameters were correlated to pH, soluble solid content, and pulp moisture using the
Pearson correlation test.

4.3 RESULTS AND DiscuUssION

4.3.1 Physical chemistry properties of fruit pulps

Table 4.1 shows the mean value of the pH, soluble solid content and moisture content
of fruit pulps. The fruit pulps can be clustered into three groups according to their pH values.
Pineapple and strawberry pulps have the lowest pH; tomato and peach pulps have
intermediate pH values; and melon and papaya pulps have the highest pH. This is a relevant

feature because mold growth can be influenced by the pH of the substrate.

Table 4.1 - Mean value of the pH, soluble solid content and moisture content of each sample

of fruit pulp

Fruit pulps pH Soluble solid content (%) Moisture content (%)
Melon 6.0 9 93.61
Papaya 51 11 90.56
Tomato 4.3 12 96.05
Peach 4.3 12 88.81
Pineapple 3.8 14.5 88.51
Strawberry 3.5 6.5 94.51

Regarding the soluble solids content, a physical assay has shown that papaya,
tomato, and peach have similar pulps, whereas strawberry and pineapple pulps have the

lowest and the highest soluble solids content, respectively.

In the same way, by considering the moisture content, fruit pulps can be classified
into two groups. Peach, pineapple, and papaya are pulps with the lowest moisture, while
melon, strawberry, and tomato have the highest values. In food, moisture content and its
availability for the metabolism of the microorganism is an important factor that can control
fungi growth.
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4.3.2 Growth curves

Figure 4.1 shows the increase of colony radius over time for B. fulva growing on
various substrates. Solid lines were used to join the experimental data in order to better
understand their behavior on this figure. The growth curves are typical for filamentous fungi,
and they consist of a lag phase and a linear phase without an upper limiting condition. In the
present work, 18 curves were obtained, and all of them are quite similar to Figure 4.1. This
figure illustrates that the growth pattern of B. fulva in peach pulp is noticeably different from
the growth in melon pulp because in the former, the lag phase time is longer and the growth
rate is slower than the values observed in the latter. In contrast, the growth behavior of B.

fulva in strawberry and pineapple pulps is almost the same.

4.5

Colony radius (mm)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Time (h)

Figure 4.1 - Growth curves of B. fulva in (¢) melon, (m) papaya, (A) tomato, (o) peach, (e)
strawberry and (x) pineapple pulps

From each curve, growth parameters (x4 and A) were found according to the

procedure described in section 4.2.5. Table 4.2 presents the mean value and the standard

deviation for these parameters as predicted by the kinetics models for each substrate.

The growth rate predictions obtained in this work are comparable with literature data.
For another strain of B. fulva growing in malt extract agar at 30C, Panagou et al. (2010)

achieved values ranging from 1.44 to 23.15 mm.day™, using Baranyi model. Valik and
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Pieckova (2001) reported an optimum growth rate value of 20.23 mm.day™ also using

Baranyi model.

Table 4.2 - Mean value and standard deviation for the growth rate (&) and lag phase time
(A) of B. fulva on each fruit pulp as predicted by the kinetics models, at 28°C.

LIN LOG GOM BAR

Substrate M (mm/dia)

Melon 9.79 + 1.21 22.15 = 0.70 22.27 £ 0.92 29.22 = 0.95

Papaya 13.33 £ 0.18 17.01 £ 0.14 15.31 £ 0.57 15.98 + 0.55
Tomato 12.25 + 0.43 18.85 + 0.14 17.58 + 0.26 23.79 + 0.92

Peach 8.97 £ 0.18 11.73 £ 0.83 10.75 £ 0.77 10.73 * 0.60
Pineapple 7.62 * 0.11 10.78 £ 0.20 10.00 * 0.22 10.13 + 0.13
Strawberry 8.05 + 0.46 12.20 £ 0.70 11.26 + 0.91 13.94 + 5.68

A (h)

Melon 8.84 + 5.63 34.15 £ 0.86 33.45 + 0.94 38.96 = 0.67

Papaya 32.00 = 1.96 41.41 £ 2.72 37.97 £ 431 42.45 £ 2.70
Tomato 24.40 + 4.72 36.92 £+ 2.80 33.93 + 2.62 41.84 £ 3.06

Peach 41.69 £ 1.84 53.86 + 5.79 48.67 £ 4.40 56.27 £ 2.50
Pineapple 17.27 £ 0.76 32.17 £ 0.28 28.56 + 0.24 37.51 + 0.85
Strawberry 20.50 + 4.74 35.19 + 0.87 31.92 + 0.25 4152 + 1.85

LIN = linear model, LOG = logistic model, GOM = modified Gompertz model, BAR = Baranyi model

According to the results shown in Table 4.2, the variability in the lag phase time
prediction was larger than in the growth rate prediction for all substrates. This is in
agreement with the literature. Gougouli and Koutsoumanis (2010) studied the growth
behavior of Penicillium expansum and Aspergillus niger and achieved coefficients of variation
from 7% to 24%. In the present study, the coefficients of variation are in the range of 0.78%
(on strawberry by Gompertz model) to 63.69% (on melon by linear model) for the lag phase

parameter.

Another remarkable aspect of this analysis is related to the high growth rate of B.
fulva in melon and tomato pulp predicted by the models compared with other molds. In this
study, the growth rate predicted is larger than the values cited in the literature by other molds
growing in similar substrates. Baert et al. (2007), studying the growth of Penicillium
expansum in apple puree, achieved 17 mm.day™. Pose et al. (2009), working with Alternaria
alternata growing in tomato paste, achieve 8.3 mm.day™. These results indicate that fruit
products contaminated with B. fulva will rapidly spoil and be rejected by the consumer when

compared with the outcomes of contamination by other molds.
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4.3.3 Kinetics model comparison

Table 4.3 presents a comparison of the model performances in fitting the
experimental data, considering the indices bias, accuracy factor (AF), and root mean square
error (RMSE). According to the bias factor (BIAS), the growth behavior of B. fulva on all
substrates was best described by a modified Gompertz equation, except in peach pulp, for
which the linear model was superior. The bias factor was also greater than 1, which means
the predicted colony radius is larger than the observed one. Therefore, the prediction of this
model can be considered a safe failure. Taking into account the suggestion made by
Mellefont et al. (2003), a model adjustment is good if the bias factor is in the range of 0.90 to
1.05. This rule reinforces the superiority of the modified Gompertz equation in fitting the
growth of B. fulva in fruit pulps because it was the only model whose global bias was in that

range.

Table 4.3 - Bias factor, accuracy factor (AF), and root mean square error (RMSE) evaluated
for the growth kinetics models in each substrate and globally

BIAS AF RMSE

Substrate LIN LOG GOM BAR LIN LOG GOM BAR LIN LOG GOM BAR
Melon 121 1.07 1.01 1.06 1.27 1.09 1.01 1.08 0.47 0.14 0.02 0.14
Papaya 1.22 1.09 1.05 1.08 1.26 1.15 1.09 111 0.51 0.19 0.13 0.18
Tomato 1.04 1.08 1.03 1.04 1.07 111 1.03 1.08 0.19 0.16 0.06 0.18
Peach 1.02 1.05 1.03 1.07 1.06 1.12 1.08 1.14 0.16 0.23 0.19 0.29
Pineapple 1.09 1.10 1.06 1.10 1.11 1.18 111 1.16 0.15 0.26 0.19 0.26
Strawberry 1.05 1.08 1.03 1.10 1.07 1.12 1.05 1.13 0.12 0.16 0.09 0.25
per%?n?ZLce 1.096 1.077 1034 1073 | 1.132 1.127 1063 1.117 | 0.301 0.199 0.137 0.231

The same pattern of fitting performance was observed for the accuracy factor. In this
case, the results indicated that the modified Gompertz model can describe the growth of B.

fulva with accuracy in the range of 89% (pineapple) to 99% (melon).

Root mean square error (RMSE) is another index adopted in this work because it
imposes a disadvantage for models that use many parameters to fit experimental data.
Considering the RMSE index, again, the modified Gompertz model yielded the best results

for almost all substrates individually and also globally.

A similar study has pointed out the superiority of the modified Gompertz equation in
describing the growth behavior of fungi. Zimmerman et al. (2011) chose this model over the
logistic model to predict the growth of Neosartorya fischeri in pineapple juice. In contrast,
Marin et al. (2008) have compared the linear, Gompertz, and Baranyi models in fitting the

growth data for fourteen food spoilage fungal species on malt extract agar. They concluded
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that the Gompertz equation led to overestimated parameters, and Baranyi's model was

chosen because it gave better estimations for growth parameters.

The reasonable goodness-of-fit of the modified Gompertz model in describing the
growth behavior of B. fulva in different substrates led to it selection for the next steps of the

study. The global comparison performed among the models contributed to this decision.

4.3.4 Effect of the substrate on growth parameters

The study of the effect of the substrate on the radial growth rate and the lag phase

time was carried out using a box plot graph, as shown in Figure 4.2.

1o ]

Growth rate (mm/day)

| | | | | |
0 T T T T T 1
Melon Papaya Tomato Peach Pineapple  Strawberry

Fruit pulps

os)

-
o Q - b

30— a a

Lag phase time (h)

| | | | | |
0 T T ] T T 1

KMelon Papaya Tomato Peach Pineapple  Strawberry
Fruit pulps

Figure 4.2 - Box plot of the growth rate (A) and the lag phase time (B) predicted by the
modified Gompertz model for each fruit pulp.
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In the Figure 4.2, box plot with the same letters in the same picture means that they

are not statistically differents from Tukey'’s test (p-value < 0.05). By examining the box plot
for the radial growth rate (Figure 4.2 A), the substrates can be classified into three groups:
melon pulp promotes fast growth for B. fulva; papaya and tomato pulp allowed intermediate
growth rates; and peach, pineapple, and strawberry are disfavored substrates for the
development of this microorganism. In terms of the lag phase time (Figure 4.2 B), the fungi
behavior is noticeable different from the others substrates only in peach pulp. These
comments were statistically confirmed using the ANOVA test for the radial growth rate (p-
value = 2.10) and the lag phase time (p-value = 1.10°), which was complemented by

Tukey's test.

4.3.5 Correlation between physical chemistry properties and growth parameters

To identify any relationships between the mold growth behavior and the physical
chemistry properties of the substrates, a statistical correlation analysis was conducted. The
average growth rate for each pulp predicted by the modified Gompertz equation was plotted
against pH, soluble solid content, and moisture content. The Pearson correlation test was
applied to each case. As a result, a moderate correlation was observed between the growth
rate and pH, whereas for the others physical chemistry properties, a weak correlation was
achieved, as demonstrated in Table 4.4. For the lag phase time, all tested correlations were
very weak. It should be noted that for the lag phase time, the behavior of the microorganism

was statistically different only in peach pulp, comparing to the other fruit pulps.

Table 4.4 - Pearson correlation among the growth parameters (4 and A ) and physical
chemistry properties of the fruit pulps

Growth parameter pH Soluble solid content Moisture content
H 0.84 0.24 0.59
A 0.01 0.14 -0.54

These findings suggest that pH is responsible for the difference in growth rate in
those substrates. According to Dantigny and Nanguy (2009), pH, water activity, and
temperature are environmental variables whose effects on fungi growth are frequently
studied. In this context, the work of Panagou et al. (2007) has demonstrated that, among
these variables, pH has a significant effect on the growth rate of Monascus ruber, a heat-
resistant fungus, only in optimum or suboptimum conditions for temperature and water

activity.
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Complementarily, Massaguer (2006) has proposed that for heat-resistant molds, such

as B. fulva, the optimum temperature range for growth is 30 — 37<C. The temperature used in
the present study (28C) can be considered sub-optimum, therefore supporting the
hypothesis that the pH values of the substrates explain the mold growth behavior observed in
this work. A more detailed study evaluating the effect of pH on the growth rate of B. fulva

needs to be carried out to test this hypothesis.

4.4 CONCLUSIONS

The development of growth kinetics models is a convenient way to better understand
the behavior of microorganisms in food. In this study, the growth of B. fulva in different fruit
pulps was investigated and modeled mathematically. All models tested satisfactorily
described the growth pattern of the mold, particularly the modified Gompertz equation, for

which a high accuracy factor was achieved.

The statistical analysis demonstrated the influence of the substrate on the growth
parameters of this model. A moderate correlation was found between the growth rate and
pH, suggesting the hypothesis that this physical chemistry property explains the growth

pattern observed experimentally.

The results showed that substrates with a high pH are more susceptible to mold
formation, and so melon, papaya, and tomato fruit pulps require special attention for

industrial food processing.
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Capitulo 5

Resultados e Discussao: artigo 2

No artigo 2 da tese, foram abordadas as seguintes questdes de pesquisa:

0 pH do substrato tem efeito significativo no crescimento de Byssochlamys fulva em

condicGes de temperatura étima (36°C) ou subdtima (28°C)?

gue modelo preditivo primario e secundario melhor descreve o comportamento de
crescimento de B. fulva em meio de cultura artificial em fungédo do seu pH e do seu
teor de acucar (em termos de glicose) em diferentes temperaturas de

armazenamento?

No apéndice B, apresentam-se os dados experimentais utilizados neste estudo, as

curvas de ajuste dos modelos primarios aos dados experimentais e os valores dos

parametros de ajuste de cada um desses modelos.

Este artigo serd submetido para publicacdo em periddico internacional — qualis A na

area de Engenharias Il.
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MODELO PREDITIVO PARA AVALIAR O EFEITO DA TEMPERATURA, DO PH E DO TEOR DE

GLICOSE NA CINETICA DE CRESCIMENTO DE BYSSOCHLAMYS FULVA

Paulo Ricardo Santos da Silva, Isabel Cristina Tessaro, Ligia Damasceno Ferreira Marczak
Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos — Departamento de Engenharia
Quimica — UFRGS - Brasil

/Resumo \

Neste trabalho fez-se a modelagem matematica para quantificar o efeito da temperatura (20, 28 e
36°C), do pH (4, 5 e 6) e do teor de glicose (0%, 5% e 10% m/v) sobre a cinética de crescimento de
Byssochlamys fulva em meio de cultura batata dextrose modificado. Foram testados diferentes
modelos preditivos primarios (linear, logistico, Gompertz modificado e Baranyi simplificado) e
secundarios (polinomial e Gibson) para identificar qual deles melhor descreve o efeito dos fatores
ambientais sobre o comportamento de crescimento desse microrganismo. Como resultado, obteve-se
gque o equacionamento constituido pelos modelos Gompertz modificado, polinomial e Gibson
apresentou melhor desempenho, em termos dos indices bias, fator de exatiddo, RMSE e BIC.
Verificou-se que a temperatura, o pH e o teor de glicose influenciam o comportamento de crescimento
do fungo filamentoso, na faixa de valores testados, com predominancia da temperatura. O modelo foi
utilizado para estimar o tempo de vida Util da polpa de maméo. Os resultados encontrados mostraram
que, ao aumentar a temperatura do substrato de 20°C para 30°C, ha reducdo no tempo de vida util

estimado do alimento de 29 horas para 11 horas.

KF’alavras-chave: microbiologia preditiva — crescimento — fungo — tempo de vida til /

5.1 INTRODUCAO

Durante a colheita, o processamento e 0 armazenamento, os alimentos podem ser
contaminados por uma ampla variedade de bactérias e fungos. O tipo de microrganismo que
colonizara esse meio e a extensao de seu crescimento dependem das caracteristicas do
produto e de fatores ambientais (HUIS IN'T VELD, 1996).

Fungos s&o microrganismos capazes de metabolizar uma maior variedade de
substratos, sendo mais tolerantes a baixos valores de pH, de atividade de agua e de
temperatura. Ao crescerem sobre um alimento, eles promovem mudancas sensoriais, tais
como o surgimento de pigmentos em sua superficie, a formacao de limosidade, a producdo
de metabdlitos secundarios (acidos, gases ou alcodis) que geram odores e sabores
desagradaveis e, consequentemente, o descarte do produto. Desta forma, o crescimento de
fungos em alimentos causa sérias perdas econdémicas (HUIS IN'T VELD, 1996; DANTIGNY

et al.,, 2005). Adicionalmente, os fungos sdo capazes de sintetizar toxinas prejudiciais a
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saude humana, tais como aflatoxinas, ocratoxinas e &cido bissoclamico (PANAGOU et al.,

2007; WELKE et al., 2009; GARCIA et al., 2009). Portanto, o controle do crescimento

desses microrganismos em alimentos, além de evitar perdas econémicas, também se insere

como uma questao de saude publica.

Dentre as diversas espécies de fungos filamentosos de interesse no processamento
de alimentos, Byssochlamys fulva merece especial atencdo pelos seguintes aspectos:
produzem esporos termorresistentes (KOTZEKIDOU, 1997); crescem em ambientes com
baixa concentracdo de oxigénio ou em atmosferas modificadas (CHAPMAN et al., 2007,
TANIWAKI et al., 2010); sé@o capazes de produzir micotoxinas em concentracdes superiores
aos limites que representam riscos a saude do consumidor (SANT'ANA et al.,, 2010) e
apresentam elevada taxa de crescimento da col6nia, podendo atingir até 20 mm.dia™
(VALIK, PIECKOVA, 2001).

Neste contexto, a microbiologia preditiva representa uma alternativa para estabelecer
estratégias para o controle do crescimento de microrganismos. Nesse campo do
conhecimento, € comum estruturar os modelos matematicos em dois niveis principais:
modelos primérios, que descrevem varia¢cdes do tamanho da populacdo de microrganismos
ao longo do tempo; e modelos secundarios, 0os quais avaliam como os parametros dos
modelos primarios (taxa de crescimento, tempo de duracdo da fase lag) sédo influenciados
por fatores ambientais, tais como temperatura, pH, atividade de &gua e presenca de

inibidores (WHITING, BUCHANAN; 1993).

A modelagem matematica do efeito de fatores ambientais sobre a cinética de
crescimento de fungos tem sido tema de trabalhos publicados na literatura. Cuppers et al.
(1997) estudaram o efeito da temperatura e da concentracdo de cloreto de sédio sobre o
crescimento de Penicillium roqueforti, Trichoderma harzianum, Paecelomyces variotti,
Aspergillus niger e Emericella nidulans. Parra e Magan (2004) avaliaram o efeito da
temperatura e da atividade de agua sobre o crescimento de Aspergillus niger. Mousa et al.
(2011) também modelaram o efeito desses fatores ambientais, porém sobre o crescimento
de Aspergillus flavus. Silva et al. (2010) estudaram o efeito do pH e da temperatura sobre 0
crescimento de Aspergillus section Nigri IOC 4573. O efeito da temperatura e do tamanho do
in6culo sobre a taxa de crescimento radial de um conjunto de fungos isolados em ambiente
de producéo de iogurte foi avaliado por Gougouli et al. (2011). Especificamente em relacdo
ao B. fulva, Panagou et al. (2010) analisaram a influéncia da temperatura e da atividade de

agua sobre o desenvolvimento desse microrganismo e de B. nivea.
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Nota-se que o pH e o teor de glicose séo fatores pouco explorados no estudo do

crescimento de fungos filamentosos, em particular para B. fulva. A glicose é um
monossacarideo presente em frutas e pode ser utilizada como fonte energética pelos
microrganismos. Por outro lado, o0 aumento no teor de glicose de um alimento diminui a sua
atividade de agua, o que desfavorece o crescimento de fungos. Portanto, justifica-se o
estudo do efeito desses fatores sobre a cinética de crescimento do microrganismo em

questao.

Verifica-se, ainda, que os trabalhos tém-se focado no estudo do efeito de fatores
ambientais apenas sobre a taxa de crescimento radial, desprezando a sua influéncia sobre o
tempo de duracdo da fase lag. Além disso, normalmente, adotam-se modelos primarios e
secundarios previamente selecionados sem que seja efetuada uma ampla comparacao para
identificar que modelo matematico de fato melhor descreve o comportamento do

microrganismo.

Considerando essas limitacdes, o0s objetivos deste estudo foram: i) avaliar o efeito do
pH e do teor de glicose do substrato sobre a cinética de crescimento de B. fulva em
condi¢cbes de temperatura 6tima e subotima; ii) identificar o modelo preditivo primario e
secundario que melhor descreve o comportamento desse microrganismo em termos desses
fatores ambientais; iii) validar os modelos selecionados em condi¢cdes distintas daquelas
utilizadas em sua elaboracao; e iv) aplicar o modelo desenvolvido para estimar o tempo de

vida util da polpa de diferentes variedades de maméao.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Preparacao do in6culo

Esporos liofilizados de B. fulva, isolados a partir de frutas, foram adquiridos da
Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello (Campinas, SP), identificados
como cepa NRRL 1125. No laboratorio, foram reidratados em &gua estéril, seguindo
protocolo especifico encaminhado pelo fornecedor. Apés, foram vertidos em placa contendo
meio de cultura agar batata dextrose (BDA), previamente esterilizado, e incubados em
estufa bacteriolégica (Biopar, Brasil), a 28°C por 12 dias para a formacédo de coldnia,
seguido de armazenamento sob refrigeracdo até a sua utilizacdo no experimento em
guestdo. Fragmentos dessa colbnia foram repicados em tubos de ensaio contendo meio de
cultura agar extrato de malte (MEA), mantendo-0s novamente em estufa bacterioldgica a

28°C, pelo periodo de 21 dias.
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Em capela de fluxo laminar, a superficie da coldnia de B. fulva que cresceu sobre o

meio MEA foi lavada com duas aliquotas de 1 mL de solugdo aquosa de Tween-20 a 5%
(v/v) previamente esterilizada, armazenando-a em um tubo falcon. A suspenséo de esporos
obtida foi homogeneizada e padronizada para a concentracdo de 3.10° esporos/mL. Essa
suspensédo foi utilizada imediatamente apds o seu preparo para inocular as placas e, por
isso, ndo foi submetida ao tratamento térmico para ativacdo dos esporos, seguindo-se

procedimento similar ao descrito por Panagou et al. (2010).

5.2.2 Preparacdo dos meios de cultura

O meio de cultura basal utilizado nos experimentos foi preparado dissolvendo-se 2%
(m/v) de caldo de batata dextrose em agua destilada. A seguir, foram adicionadas massas
de glicose anidra, conforme o planejamento experimental. Fez-se 0 ajuste de pH para a
faixa desejada, adicionando-se gotas de acido cloridrico 1 M ou hidréxido de sédio 1 M. O
pH da solucédo foi medido em pHmetro digital (lon Ph B500, Brasil). Por fim, adicionou-se
agar bacteriol6gico para a obtencdo de um meio sélido. A dosagem de agar variou de 1,4%
a 1,8% (m/v), em virtude de o pH do meio interferir na capacidade de gelificagdo desse

agente.

A solucdo obtida foi esterilizada em autoclave (Phoenix modelo AV 50, Brasil), a
121°C por 15 minutos, e vertida em placa de Petri de 90 mm de diametro, em cabine de
fluxo laminar. As placas foram mantidas em estufa a 28°C por 24 horas, visando detectar
eventual contaminacdo. Apos, o material foi armazenado em refrigeracdo até o seu uso no

experimento.

5.2.3 Inoculagéo e monitoramento do crescimento radial

Com o auxilio de uma pipeta automatica, cada placa foi inoculada no ponto central
com 2 pL da suspenséo de esporos. O conjunto de placas foi dividido em trés porcdes,
armazenando-as em estufas nas condi¢cbes previstas no planejamento experimental. As
placas tiveram sua borda fechada com filme de PVC transparente para ndo haver perda de

agua do meio de cultura e para evitar contaminacdes durante o experimento.

Foi efetuado o monitoramento diario das placas, marcando-se o didmetro alcancado
pela coldénia em quatro dire¢des distintas até que toda a superficie do meio de cultura
estivesse coberta pela coldnia. Ao final do experimento, foram realizadas as leituras das
medicdes dos diametros das coldénias com o auxilio de uma régua, obtendo-se os dados de

raio versus tempo, utilizados na modelagem matemética. Para os calculos, foi considerado o
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raio médio obtido a partir das quatro medidas de diametros feitas em um determinado

momento.

5.2.4 Planejamento experimental

O delineamento experimental utilizado neste estudo foi o projeto fatorial completo
para trés fatores (temperatura, pH e teor de glicose), com triplicata em cada tratamento. O

Quadro 5.1 apresenta os niveis avaliados para cada um dos fatores.

Quadro 5.1 - Niveis de temperatura, de pH e de teor de glicose utilizados nos experimentos

Fatores Niveis
Temperatura (°C) 20-28-36
pH 4-5-6
Teor de glicose (% m/v) 0-5-10

5.2.5 Ajuste dos modelos preditivos primarios

Com o auxilio da planilha eletrdnica Excel da Microsoft Office 2010, fez-se a
regressao linear dos dados experimentais de raio da colbnia versus tempo para obter os
parametros do modelo linear (Eqg. 5.1). A inclinagcdo da reta encontrada corresponde ao valor

da taxa de crescimento radial (4 ), enquanto a sua intersecdo com o eixo das abscissas

fornece a estimativa de tempo de duracdo da fase lag (A). Para a estimacdo dos
parametros de ajuste dos demais modelos primarios — Logistico (Eg. 5.2), Gompertz
modificado (Egq. 5.3) e Baranyi simplificado (Eq. 5.4) — foi utilizado um algoritmo
desenvolvido no software Matlab (versdo 5.3) da MathWorks, baseado na funcéo interna

Isgnonlin. Em todos os modelos, considerou-se y, igual a zero.

y=yo+ult-2) (Eq. 5.1)
y=Yo+ 4y .
{1+ exp(’u (A-t)+ Zﬂ (Ea.52)
Y e
Y =Vo + Vim exp{— exp{[&p(lq()l —t)+ 1} (Eq. 5.3)
1
y=yo+ u{t + ;ln[exp(- pt)+exp(= pA) - exp(- ut - /M)]} (Eq. 5.4)
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5.2.6 Comparacao entre os modelos preditivos primarios

Para identificar qual modelo preditivo primario melhor ajustou-se aos dados
experimentais, foram empregados neste estudo os indices estatisticos de desempenho
propostos por Giffel e Zwietering (1999), Lépez et al. (2004) e van Boekel e Zwietering
(2007), a saber: fator bias (BIAS), fator de exatidao (AF), raiz quadrada do erro quadratico
médio (RMSE) e critério de informacdo Bayesiana (BIC). A definicdo de cada um desses
indices estatisticos é apresentada nas equacdes (5.5) a (5.8). Na equacdo (5.8), RSS

representa a soma dos quadrados dos residuos.

i |09(.Vpred,i)‘ |09(.Vobs,i)

BIAS =10 (Fa-59)
Z”:"%(Ypred,i)_ |09(Yobs,i)‘ Ed. 5.6
AF =101 ” =50

. 2

Z (ypred,i - yobs,i)
N (Eq. 5.7)

n-=p

BIC = nln[gj + pin(n) (Eq. 5.8)

Os dois ultimos indices (RMSE e BIC) merecem especial atencao. Eles penalizam os
modelos matematicos que utilizam parametros em excesso para realizar o ajuste da curva

aos dados experimentais.

5.2.7 Influéncia dos fatores ambientais sobre os pardmetros do modelo primario

Previamente ao desenvolvimento dos modelos preditivos secundarios, fez-se a
andlise de variancia (ANOVA) para verificar que fatores ambientais apresentavam efeito
significativo sobre os parametros do modelo primario. As avaliagcdes foram conduzidas no
software BioEstati 5.0, adotando-se o nivel de significancia (a) igual a 0,05. A ANOVA foi
estratificada por niveis de temperatura, pois um dos objetivos do estudo era avaliar o efeito
do pH e do teor de glicose sobre o crescimento do fungo em condicbes de temperatura

6tima e subd6tima.

5.2.8 Ajuste dos modelos preditivos secundarios

Os valores médios dos parametros do modelo preditivo primério, em cada

tratamento, foram ajustados por meio de modelos preditivos secundarios capazes de
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relaciona-los com a temperatura (T), o pH e o teor de glicose (glic). Os modelos testados

neste trabalho foram:

. modelo polinomial de 22 ordem

z=a,+a, T +a,T? +a,pH +a, pH? +a.glic +a,glic> +a,.pH.glic Eq. (5.9)

. modelo Gibson, baseado em Cuppers et al. (1997) e Tassou et al. (2007)
In(z) =a, +a,T +a,T? +a,./glic +a,glic +a./pH +a,.pH +a,pHglic  EA (5.10)

Nas Equagoes (5.9) e (5.10), z refere-se a taxa de crescimento radial (), ao inverso
do tempo de duracéo da fase lag (A ) e ao raio maximo da colonia de fungos (¥, ), quando

cada um desses parametros dos modelos priméarios foi equacionado com os fatores

ambientais individualmente.

A determinacdo do valor dos coeficientes de ajuste dos modelos preditivos
secundarios foi efetuada utilizando-se a planilha eletrbnica Excel. Novamente, para
comparar o desempenho dos dois modelos, foram utilizados os indices estatisticos descritos

pelas equacdes (5.5) a (5.8).

5.2.9 Validacdo dos modelos matematicos

A validacdo do modelo cinético global, constituido pelo modelo preditivo primario e
secundario selecionados nas etapas anteriores, consistiu em comparar as curvas de
crescimento de B. fulva, preditas pelo equacionamento matematico, com dados obtidos em
experimentos independentes. O Quadro 5.2 apresenta os valores dos fatores ambientais
utilizados nos experimentos de validacdo. Para quantificar o desempenho do modelo

cinético, foram utilizados os indices BIAS e AF.

Quadro 5.2 - Valores dos fatores ambientais utilizados nos ensaios de validacdo do modelo
cinético global

Numero de curvas
Ensaio de validag&o T (°C) pH Teor de glicose (% m/v) utilizadas
(1 24 4,5 8 5
(1 24 55 8 5
(1 20 6 0 3
(V) 28 4 0 2
V) 28 6 10 2
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5.2.10 Aplicagdo do modelo cinético desenvolvido

O modelo cinético desenvolvido neste trabalho foi utilizado para estimar o tempo
decorrido entre a contaminacédo do alimento com esporos de B. fulva e o surgimento dos
primeiros sinais de deterioracdo. De acordo com Gibson et al. (1994), quando o raio da
colénia atinge 1,5 mm, ela torna-se visivel a olho nu. Por consequéncia, o consumidor rejeita
o alimento. Neste trabalho, esse intervalo de tempo foi denominado de tempo de vida atil do

produto.

Para efetuar a avaliacdo, buscou-se na literatura dados tipicos de pH e de teor de
glicose de variedades de mamao. Tais informacgBes foram utilizadas para gerar a curva de
crescimento do fungo, em diferentes temperaturas. Com base nessa curva, determinou-se o

tempo para gue o raio da coldnia atingisse o valor proposto por Gibson et al. (1994).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 5.1 mostra as curvas de crescimento de B. fulva em substrato artificial com
pH igual a 6,0 e com 10% de glicose, para as temperaturas de 20°C (pontos azuis), 28°C
(pontos vermelhos) e 36°C (pontos pretos). Observa-se que temperaturas mais altas
promoveram o aumento na taxa de crescimento do microrganismo, dentro da faixa avaliada

neste estudo.

4.5
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Figura 5.1 - Curvas de crescimento de B. fulva em BDA com pH = 6,0 e com 10% de
glicose, mostrando dados experimentais (0) e o ajuste do modelo Gompertz modificado (--),
nas temperaturas de 20°C (azul), 28°C (vermelho) e 36°C (preto).
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Durante os procedimentos experimentais, foram obtidas 78 curvas de cinética de

crescimento deste fungo em diferentes condi¢des de temperatura de incubacéo, de pH e de

teor de glicose do meio de cultura, semelhantes aquelas mostradas na Figura 5.1. Nenhuma

das curvas experimentais apresentou tendéncia a formacao de assintota superior.

Na Tabela 5.1, sdo apresentados os valores médios e os desvios-padrdo dos

par@metros de ajuste das curvas de crescimento do fungo descritas por cada modelo

preditivo primario testado. A analise dos resultados obtidos mostra maior variabilidade para

o parametro A do que para o parametro W, dentro de cada tratamento e para todos os

modelos testados.

Tabela 5.1 - Valores médios e desvios-padréo para a taxa de crescimento radial (4, em

mm.dia™) e para a estimativa de tempo de duracdo da fase lag (A, em h) obtidos para B.
fulva nos diversos tratamentos empregados no estudo, segundo os modelos preditivos
primarios utilizados.

[ MODELO MODELO
;G - § MODELO LINEAR LOGISTICO GOMPERTZ MODELO BARANY!I
F = ®
> H A H A H A H A
0 7,26 £0,23 28,39 £4,30 9,61+0,35 43,53 +4,53 8,24 £ 0,26 36,27 + 4,66 8,49 £ 0,56 43,95 +6,61
4 5 7,55 +0,35 28,72+2,61 | 10,31+£0,80 43,84+2,46 9,26 £1,22 38,31 +£4,75 8,47 £0,10 40,90 = 2,58
10 7,41+0,33 31,22+6,80 | 10,42+0,58 47,09+6,72 9,04 +£0,49 40,51 +7,19 8,72+0,79 46,93+10,1
0 7,32+0,07 29,59 £ 0,61 9,13+0,11 43,20+0,20 8,12+0,10 38,38 +£0,41 8,56 £ 0,07 45,12 +0,46
20 5 5 8,29 £ 0,47 34,04+2,62 | 10,97 +0,95 47,98+5,75 9,72 £0,55 43,20+2,93 | 10,76 £1,28 52,54 +1,63
10 7,41 +0,06 29,51+2,70 | 10,07+0,50 44,72+3,81 8,55+0,43 37,21 +£4,03 8,61+0,30 44,56 + 4,68
7,17 £ 0,08 31,66 +0,45 8,84 +£0,12 47,28 +0,57 7,93 +0,07 39,81 +£0,56 8,14 £ 0,05 45,97 +0,79
6 8,27 £0,37 32,27+0,12 | 11,12+0,50 47,38+0,03 9,44 £0,44 40,07 £0,03 9,65 +0,35 46,95+1,01
10 7,40+0,11 32,32+1,98 9,57 +0,07 47,34 +2,34 8,33+0,04 41,17 +2,71 8,95+ 0,09 50,29 £3,71
13,56 £0,28 13,75+0,32 | 19,57+0,88 22,73+0,45 | 16,20+0,56 19,10+0,63 | 17,36+0,25 25,36+1,41
4 13,81 £0,57 7,10 £2,90 20,85+1,33 1543+282 | 18,39+0,82 12,16+2,62 | 14,67+1,18 10,85+4,85
10 13,16 £0,48 1455+2,08 | 28,31+526 2166+1,37 | 16,67+0,84 1863+1,68 | 18,07+0,92 29,84+2,10
14,57+0,92 12,35+0,94 | 20,30+2,04 20,86+1,07 | 17,04+1,41 17,23+0,96 | 17,72+1,06 20,49+3,14
28 5 13,23+0,82 21,88+0,79 | 17,36+1,11 34,28+1,82 | 1590+1,34 31,19+2,75 | 16,40+1,16 34,10+0,93
10 13,51+£0,24 12,36+1,32 | 19,64+0,77 2091+154 | 16,23+0,52 1695+155 | 1650+059 22,32+241
14,09+1,28 13,84+049 | 2055+3,34 21,09+1,97 | 18,01+1,58 17,59+157 | 13,77+543 1428+8,11
6 5 14,16 £+0,25 11,34+0,95 | 18,26+0,27 17,94+1,08 | 16,07+0,23 1465+1,12 | 16,30+0,61 18,62 +1,67
10 14,52 +0,11 1430+0,31 | 22,10+0,48 23,40+0,35 | 17,84+0,31 19,37+0,32 | 18,20+0,14 24,90 +0,29
0 17,24 £1,61 8,12+3,0 20,55+1,20 12,00+2,92 | 1889+129 10,14+295 | 19,90+2,87 13,55+4,35
4 19,47 +0,51 11,39+1,12 | 2395+161 1510+1,22 | 22,17+1,61 13,40+0,97 | 23,41+0,55 17,78+2,23
10 16,00 £0,27 10,85+0,47 | 18,79+0,40 14,64+0/552 | 17,39+0,38 12,81+0,45 | 20,14+0,06 19,10+0,97
18,64 0,97 9,96 + 1,30 2191+1,37 1395+1,07 | 20,26+1,19 12,16+1,02 § 22,15+1,29 16,18+1,78
36 5 19,42+0,16 11,97+0,68 | 23,23+0,48 15,78+0,64 | 21,43+0,45 13,93+0,63 | 23,85+0,53 18,88+0,95
10 16,15#1,67 11,37+2,77 | 20,19+1,01 17,15+2,78 | 18,56+1,11 14,86+3,12 | 20,19+4,55 18,68 +5,96
19,33+1,26 10,67+1,65 | 22,83+154 1484+200 | 21,11+153 13,07+2,12 | 23,19+1,98 17,00+2,13
6 5 19,21 +£0,64 10,22+0,22 | 22,87+1,14 13,72+0,26 | 21,11+£1,03 11,94+0,28 | 22,53+0,60 16,03 0,37
10 16,61 +£0,67 9,62+1,21 19,71+£0,87 13,06+1,25 | 18,21+0,83 11,29+1,24 | 19,89+1,24 16,40+1,66
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Trabalhos similares a este foram conduzidos por Valik e Pieckova (2001) e Panagou

et al. (2010). Os primeiros pesquisadores citados estudaram o crescimento de B. fulva em
agar Sabouraud; no trabalho foi adotado o modelo de Baranyi para avaliar os parametros de

crescimento. Valik e Pieckova (2001) reportaram valores para o parametro 4 da ordem de

20 mm.dia™, em pH igual a 6,0 e temperatura de 25°C. Os valores encontrados para esse
parametro neste trabalho, pelo modelo Baranyi, em temperatura de 28°C e pH igual a 6,0,
oscilou entre 13,8 e 18,2 mm.dia™. Acredita-se que esse valor, moderadamente inferior ao
reportado na literatura, deve-se a diferencas nas cepas e nos meios de cultura utilizados em
cada estudo, assim como nos procedimentos de obtencdo dos parametros da curva de

crescimento.

Panagou et al. (2010), por sua vez, estudaram o crescimento desse fungo em meio
agar extrato de malte. Na temperatura de 35°C, obtiveram taxa de crescimento proximo a
26 mm.diat e, a 20°C, 10 mm.dia?, utilizando o modelo de Baranyi. No presente estudo,
pelo mesmo modelo primario, a maioria dos valores de taxa de crescimento, a 36°C, esteve
entre 19,9 e 23,9 mm.dia?, enquanto a 20°C os valores oscilaram entre 8,5 e 10,8 mm.dia™.
Portanto, constata-se que os valores obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos citados na
literatura. Com relacdo ao tempo de duracdo da fase lag, os valores encontrados por
Panagou et al. (2010), a 20°C (35 a 42 h), sdo um pouco inferiores aos observados neste
trabalho (41 a 53 h), na mesma temperatura. A 35°C, os valores encontrados por esses
pesquisadores (15 a 24 h) sdo semelhantes aos obtidos neste estudo, em que A oscilou

entre 14 e 19 horas.

5.3.1 Comparacao entre modelos preditivos primarios

Os quatro modelos preditivos priméarios adotados neste estudo (Eq. 5.1 a 5.4) foram
ajustados a cada uma das curvas de crescimento, obtidas experimentalmente. A qualidade
do ajuste de cada modelo aos dados experimentais foi avaliada pelos indices estatisticos
apresentados na Secédo 5.2.6. Tal comparacdo contemplou 317 pares de dados (modelo x

experimental). A Tabela 5.2 mostra os resultados dessa analise.

Para o indice bias, quanto mais proximo de 1 for seu valor, melhor € o desempenho
do modelo ao ajustar-se aos dados experimentais. De acordo com Ross (1999) apud
Mellefont et al. (2003), se o fator BIAS estiver entre 0,90 e 1,05, o modelo matematico pode
ser considerado bom. Assim, conclui-se que todos os modelos mostraram desempenho
satisfatério, destacando-se o modelo logistico para o qual se obteve o valor de BIAS mais

préximo de 1.
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Tabela 5.2 - Valores dos indices estatisticos obtidos para cada modelo preditivo primario,
utilizados para comparar e selecionar o modelo que melhor ajustou-se aos dados
experimentais

Modelos Primarios

indice Linear Logistico Gompertz Baranyi
BIAS 0,977 0,994 0,975 1,033
AF 1,083 1,057 1,065 1,115

RMSE 0,154 0,094 0,065 0,117
BIC -836 -1348 -1651 -1012

O indice de desempenho AF, por sua vez, informa o percentual de erro do modelo ao
predizer o comportamento dos dados experimentais. Neste caso, os modelos linear,
logistico e Gompertz modificado mostraram valores similares, oscilando entre 5,7 e 8,3%.
Contudo, ainda é necessario considerar nessa comparacdo o0 numero de paradmetros
utilizados em cada modelo primario. O modelo linear e de Baranyi simplificado utilizam

apenas dois parametros (Le A), enquanto o modelo logistico e Gompertz modificado
necessitam de um terceiro parametro, relacionado ao tamanho maximo que a colbénia de

fungos podera atingir, em determinadas condi¢des experimentais (y,., ). Para considerar

esse aspecto na avaliacdo, foram utilizados os indices RMSE e BIC. Quanto menores forem
0s seus valores, melhor € o desempenho do modelo ao ajustar os dados experimentais. De
acordo com esses critérios, observa-se a superioridade do modelo Gompertz modificado em
relacbes aos demais. Esse resultado, associado aos dos indices bias e AF permitiram
concluir que o modelo Gompertz modificado foi o que melhor descreveu o comportamento
de crescimento de B. fulva nos meios de cultura estudados. Por isso, ele foi selecionado

para dar continuidade as etapas seguintes do trabalho.

5.3.2 Estudo dos efeitos dos fatores ambientais sobre os pardmetros do modelo Gompertz

Para a obtencdo de modelos preditivos secundarios, inicialmente, realizou-se o teste
de analise de variancia (ANOVA) a fim de verificar que fatores ambientais (T, pH e teor de

glicose) apresentavam efeito significativo sobre os parémetros do modelo Gompertz

modificado (4, A, ¥, )- Antes, porém, foi necessario estudar a variabilidade observada

nos dados experimentais e procurar minimizar seu efeito. E comum encontrar tal
variabilidade em estudos sobre o crescimento de microrganismos, principalmente em
relacdo ao parametro A, o que pode comprometer a exatiddo dos modelos secundarios
derivados desses dados. No trabalho realizado por Baty e Delignette-Muller (2004),

verificou-se que o coeficiente de variacdo (CV) para o parametro A, estimado pelo modelo
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Baranyi, oscilou entre 4 e 60%, enquanto que, no modelo Gompertz, foram observados

valores de CV entre 13 e 112%. Alguns autores sugerem que seja efetuada a transformacéo
dos dados originais para reduzir a sua variabilidade e, por consequéncia, melhorar sua
homocedasticidade. Nos trabalhos de Valik et al. (1999) e de Gougouli e Koutsoumanis
(2010) tal procedimento foi adotado. No presente estudo, optou-se por analisar
criteriosamente o conjunto de dados experimentais e excluir as curvas que geraram

predicdes para os parametros 4 e A muito distintas dos demais valores observados dentro

de um mesmo tratamento.

Com os dados filtrados, avaliou-se o efeito do pH e do teor de glicose sobre os
pardmetros da curva de crescimento em cada uma das temperaturas estudadas. Assim, foi
possivel averiguar como o pH e o teor de glicose influenciam o crescimento do fungo em
condicBes de temperatura 6tima e subdtima. Os resultados obtidos, em termos de valor-p,
sdo mostrados na Tabela 5.3. Nessa tabela, nota-se que, em todas as temperaturas
consideradas no estudo, o teor de glicose e a interacdo pH x glicose apresentaram efeito
significativo sobre a taxa de crescimento radial. Em relacdo ao pH individualmente, seu

efeito sobre esse parametro foi significativo somente na temperatura de 28°C.

Tabela 5.3 - Efeito do pH, do teor de glicose e da interacao pH x glicose sobre os
parametros da curva de crescimento de B. fulva, preditos pelo modelo Gompertz modificado,
em termos de valor-p.

T=20°C T=28C T=36°C
Fatores
intrinsecos H A Y max M A Y max H A Y e
pH 0,09 0,03 10* 0002 10° 10° 011 043 0,24
glicose 10° 0,39 0,001 10* 0,073 10° 10° 0,13 0,006

pH x glicose 0,012 0,82 0,016 10° 107 10° 0,011 001 0,30

Em relacdo ao tempo de duracdo da fase lag, observou-se o efeito significativo do pH
nas temperaturas de 20 e 28°C. O teor de glicose néo influenciou o tempo de duracdo da
fase lag de B. fulva, dentro da faixa de valores estudados. A interacdo pH x glicose mostrou
efeito significativo sobre o comportamento do parametro A apenas a 28°C e a 36°C,
principalmente, quando o efeito do pH também era significativo. Por esses motivos, optou-se
por excluir o teor de glicose e a interacdo pH x glicose do equacionamento para o tempo de

duragéo da fase lag.

Para o raio maximo alcancado pela coldnia, nota-se que o pH, o teor de glicose e a

interacdo pH x glicose apresentaram efeito significativo a 20 e a 28°C. A 36°C, somente 0

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor



86 5. RESULTADOS E DISCUSSAO: ARTIGO 2
teor de glicose interferiu significativamente no comportamento desse parametro. Portanto,

todas as parcelas das Equacgbes (5.9) e (5.10) foram consideradas na modelagem
matematica desse pardmetro do modelo Gompertz modificado. Salienta-se que, embora o
equacionamento para o parametro raio maximo da colbnia seja questionavel quanto ao real
valor de seu significado fisico, ainda assim modelou-se o comportamento desse parametro
neste estudo, pois o autor entende que ele é importante para descrever corretamente o

formato da curva de crescimento do microrganismo.

5.3.3 Comparacgdo entre os modelos preditivos secundarios

Os coeficientes de ajuste das Equacdes (5.9) e (5.10), que descrevem o efeito dos

fatores ambientais sobre os parametros 1, A e Y max » S0 mostrados na Tabela 5.4. Nessa

tabela, também sdo apresentados os valores dos indices estatisticos adotados para
comparar os modelos preditivos secundarios. Constata-se que a influéncia dos fatores
ambientais sobre a taxa de crescimento radial do microrganismo foi melhor descrita pelo
modelo Gibson. Todos os indices apontaram melhor desempenho desse modelo em relagéo

ao modelo polinomial.

Tabela 5.4 - Valores dos parametros de ajuste e dos indices de desempenho dos modelos
preditivos secundarios

Modelo Polinomial Modelo Gibson

Valores dos . Valores dos .

S - Bias AF RMSE BIC I — Bias AF RMSE BIC
_ ao -36,37 ao -2,021
o
S | a 30351 aa 0,278
g ax -0,0418 ar -0,004
()
£ as -0,1739 as 0,108
2 1,001 1,048 1,073 20,7 1,000 1,016 0,06 -132
o as 0,0661 as -0,017
o
3 as 0,7011 as 0,066
©
& as -0,0418 as 0,013
|_

az -0,0635 ar -0,004
= ao 0,0742 ao 4,6846
§ ai 0,0075 ai 0,2502
“é a -7,3.10° a;  -0,003
S | as  -0,068 as -
g 1,012 1,140 0,012 -221 1,002 1,043 0,198 -71
5 as 0,0066 as R
©
% as - as -10,76
o
g | a - 3  2,3844
2 as - arz -

(continua)

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor



5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ: ARTIGO 2 87

Tabela 5.4 - Valores dos parametros de ajuste e dos indices de desempenho dos modelos
preditivos secundarios (continuacao)

Modelo Polinomial Modelo Gibson
Valoresdos g0 A gmse pic | valoresdos oo AF RMSE  BIC
coeficientes coeficientes
ao -9,5913 do -10,25
2 | a -0,2375 as  -0,069
9
38 ar 0,0032 a;  0,0010
(1
o as 7,5781 as  0,0835
2 1,010 1,103 0,97 15 1,003 1,057 0,17 -80
= as -0,7416 as -0,074
\©
§ as  -0,0646 a 11,651
8 | a -0,0132 as 2,506
ar 0,0220 ar 0,006

Para o ajuste do tempo de duracdo fase lag do microrganismo em funcdo da
temperatura e do pH, os resultados da Tabela 5.4 permitem concluir que o modelo Gibson
apresentou melhor desempenho para os indices bias e AF. Ja o modelo polinomial mostrou
melhor desempenho para os indices RMSE e BIC. Como os valores de bias e AF
encontrados para o modelo polinomial também foram razoaveis, optou-se por privilegiar o
resultado dos indices RMSE e BIC e, portanto, o0 modelo polinomial foi selecionado para

descrever o comportamento do parametro A.

No que diz respeito a dependéncia entre o raio maximo da colénia e os fatores
ambientais, o modelo Gibson foi, novamente, a equacdo que melhor expressou essa

relacdo, conforme todos os indices estatisticos utilizados na analise.

5.3.4 Validacdo do modelo cinético global

O modelo preditivo primario e secundario desenvolvido nas etapas anteriores foi
empregado para gerar curvas de crescimento de Byssochlamys fulva para cada um dos
ensaios utilizados na validagdo, apresentados no Quadro 5.2. Essas curvas foram
comparadas com dados de experimentos independentes. Os gréficos obtidos na etapa de

validag&o s&o mostrados na Figura 5.2.

Percebe-se pelos graficos da Figura 5.2 que o modelo cinético global, constituido
pelo modelo de Gompertz modificado e pelos modelos polinomial e Gibson, foi capaz de
descrever satisfatoriamente o crescimento do microrganismo nos ensaios |, Il e lll. Para os
ensaios IV e V, o desempenho do equacionamento matematico foi razoavel, pois € notavel o

desvio existente entre os valores preditos pelo modelo e os dados experimentais.
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Figura 5.2 - Curvas de crescimento de B. fulva obtidas para cada um dos ensaios utilizados
na validacdo do modelo cinético global desenvolvido (linha vermelha) comparado com dados
experimentais (pontos azuis).

Para melhor avaliar o desempenho do modelo em cada ensaio de validacdo, foram
calculados os valores dos indices bias e fator de exatiddo (AF) para cada curva utilizada

nesta etapa. Os valores desses indices sdo mostrados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 — Faixa de valores do indice bias e do fator de exatiddo (AF) obtidos para cada
ensaio utilizado para a validacdo do modelo cinético global de crescimento microbiano.

Ensaio de validacdo

indices 0) () (D) (V) V)
BIAS 1,155-1,269 0,821-1,001 0,89-0,923 1,414-1,447 1,007 — 1,066
AF 1,158 -1,269 1,059-1,219 1,198-1,204 1,414-1,447 1,091 —1,195
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Os resultados apresentados na Tabela 5.5 indicam que a exatiddo do modelo

desenvolvido oscilou de 55% (ensaio 1V) a 94% (ensaio Il), com valor tipico proximo a 80%.
Para o indice bias, observa-se que nos ensaios |, IV e V, o modelo mostrou falha segura
(BIAS > 1), enquanto nos ensaios Il e lll, seu desvio concentrou-se na regido de falha
insegura (BIAS < 1). Confrontando esses resultados com as condi¢des testadas em cada
ensaio utilizado para a validacdo do modelo, infere-se que o equacionamento desenvolvido
apresenta predi¢ces insatisfatérias apenas quando o microrganismo cresce em substrato

com baixo teor de glicose e de pH (ensaio V).

5.3.5 Estimativa do tempo de vida util de alimento

O modelo cinético global, constituido pelo modelo Gompertz modificado e pelos
modelos Gibson e polinomial, foi utilizado para estimar o tempo de vida util de polpas de
mamao, a partir dos valores tipicos de pH e de teor de glicose desse alimento encontrados
na literatura (SHINAGAWA, 2009) e em diferentes condicbes de temperatura de
armazenamento. Os resultados das simulacdes sdo mostrados na Tabela 5.6. Os valores
encontrados fornecem apenas uma estimativa do tempo necessario para o aparecimento de
colénias de B. fulva nesse alimento. Dependendo da presenca de outros componentes
guimicos que constituem a polpa de mamao, o crescimento do fungo pode ser inibido ou

favorecido, alterando o tempo de vida util do produto.

Tabela 5.6 - Tempo de vida util para a polpa de mamao, estimado pela aplicagdo do modelo
cinético global desenvolvido neste estudo

Teor de Temperatura  Tempo de

Alimento pH glicose (%) (°C) vida util (h) Referéncia
. 20 28,7
Polpa de maméao formosa 5,10 3,78
30 11,0
x 20 28,4 Shinagawa
Polpa de mamé&o golden 5,42 4,58
P I 30 11,01 (2009)
. . 20 28,3
Polpa de mamé&o sunrise 5,35 3,55
30 10,9

A partir das simulacdes efetuadas, nota-se que pequenas oscilacbes na constituicéo
do alimento, em termos de pH e de teor de glicose, ndo alteram significativamente o seu
tempo de vida util. Contudo, a temperatura de armazenamento do produto mostrou intenso
efeito sobre essa variavel. Tais resultados permitem concluir que o abuso de temperatura
durante o armazenamento do alimento contaminado com esporos de B. fulva pode
comprometer significativamente seu tempo de vida Gtil, pois propicia o rapido surgimento de

colénias visiveis no produto. Desta forma, o ajuste apropriado de temperatura durante o
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armazenamento de polpas de frutas mostra-se como a uma estratégia para estender o

tempo de vida util desse género alimenticio, justificando estudo mais detalhados sobre o

tema.

5.4 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a temperatura, o pH e o teor de glicose apresentam
efeito significativo sobre a cinética de crescimento de Byssochlamys fulva. De maneira geral,
todos os modelos preditivos primarios e secundérios testados conseguiram descrever
adequadamente o comportamento do microrganismo. Contudo, o modelo priméario de
Gompertz modificado, associado aos modelos secundario de Gibson e polinomial,
apresentou melhor desempenho, de acordo com os indices estatisticos aplicados neste

trabalho.

As analises estatisticas mostraram também que o pH, na faixa de valores analisados,
tem efeito significativo sobre a taxa de crescimento de B. fulva apenas na condicdo de
temperatura subdtima (28°C). O teor de glicose, por sua vez, ndo mostrou efeito sobre o

tempo de duracédo da fase lag, considerando a faixa de valores explorados no estudo.

A validacdo do modelo em diferentes cenarios permitiu identificar as condi¢cdes em
gue suas predicdes sdo confiaveis e as regides em que seu desempenho ndo é satisfatorio.
Neste aspecto, verificou-se que o modelo deve ser utilizado com cautela em regides de

baixo pH e baixo teor de glicose.

As potencialidades de aplicacdo do modelo matematico para prever o crescimento de
B. fulva em alimentos reais foram exploradas. Com o modelo desenvolvido, estimou-se o
tempo de vida util de polpa de mamao contaminada com esporos desse fungo, em fungéo
de seu pH, de seu teor de glicose e da temperatura de armazenamento. As simulagdes
indicaram que a temperatura tem maior efeito sobre essa variavel do que o pH e o teor de

glicose.
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CAPITULO 6

Resultados e Discusséo: artigo 3

No terceiro artigo desta tese, foram tratadas as seguintes questdes de pesquisa:

i. 0 abuso na temperatura inicial de armazenamento da polpa de maméao contaminada
com esporos de Byssochlamys fulva pode ser compensado pelas condi¢cdes de

refrigeracdo a que é submetido o produto, sem comprometer seu tempo de vida Util?

ii. qual é o efeito da temperatura inicial do produto e da velocidade do ar da corrente de
refrigeragdo sobre o tempo de vida (til da polpa de mamé&o refrigerada e

contaminada com esporos de B. fulva?

No apéndice C, apresentam-se os dados experimentais utilizados neste estudo, as
curvas de ajuste dos modelos preditivos primarios aos dados experimentais e os valores de
seus respectivos parametros de ajuste. Outras informagbes complementares sobre este

estudo também sao descritas nesse apéndice.

Este artigo foi publicado no periédico Journal of Food Engineering, v. 118, p. 279-
288, 2013.
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INTEGRATING A KINETIC MICROBIAL MODEL WITH A HEAT TRANSFER MODEL TO PREDICT

BYSSOCHLAMYS FULVA GROWTH IN REFRIGERATED PAPAYA PULP

Paulo Ricardo Santos da Silva*; Isabel Cristina Tessaro; Ligia Damasceno Ferreira Marczak
Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos — Departamento de Engenharia
Quimica — UFRGS - Brasil

/Abstract \

Integrating mathematical modeling of process engineering with kinetic microbial models is a promising
option for improving the food safety. In this study the effects of refrigeration air stream velocity and initial
product temperature on the time taken for stored papaya pulp to be spoiled by Byssochlamys fulva were
evaluated. A predictive model to describe the influence of temperature on the growth of this mould was
developed. This model was then integrated with equations describing heat transfer in an infinite slab
with a convective boundary condition. Several different refrigeration process scenarios were simulated.
The results showed that the modified Gompertz model combined with the extended square root model
and hyperbolic model offered the best description of the fungus’s behavior in papaya pulp. The
simulations showed that product’s shelf-life can be reduced up to 76% in storage conditions of high

temperature and low air velocity.

Keywords: heat transfer — predictive microbiology- refrigeration — fungus — fruit pulp.

- /

6.1 INTRODUCTION

Spoilage of food by fungi is an important subject both because of economic issues
and because of questions of food safety. The low pH of most fruit means that they are
predominantly spoiled by fungi. Particular attention should be given to minimally processed
fruit because the technological processes involved in production (peeling, slicing and
intensive handling) provoke release of nutrients and intracellular enzymes. So, these
products are more susceptible to microbial activity than the raw materials from which they are
produced (BRUNO et al., 2005; SOUZA et al., 2005).

Many different species of fungi are significant in food science, but Byssochalmys fulva
is of particular concern because it produces heat-resistant spores (KOTZEKIDOU, 1997); it
grows in low-oxygen environments and even in modified atmospheres (CHAPMAN et al.,
2007; TANIWAKI et al., 2010); it is capable of producing mycotoxins at concentrations
greater than the upper limits defined as free from health risks to consumers (SANT’ANA et
al., 2010a); and because its colonies have a rapid radial growth rates, which can be as fast
as 20 mm.day™, at 25°C (VALIK, PIECKOVA, 2001).
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Nomenclature

a; Coefficients of second-order polynomial model Tmax Maximum temperature for fungal growth (K)

b Coefficient of extended square-root model Tin Minimum temperature for fungal growth (K)

Bi Biot number Ts Temperature on upper surface of product (K)
c Coefficient of extended square-root model X Spatial position inside product (m)

C Coefficients of Arrhenius-Davey model W Length of plate (m)

Fo Fourier number y Radius of fungus colony (m)

k Thermal conductivity of product (W.m™.K™) Yo Initial radius of fungus colony (m)

k¢ Thermal conductivity of air (W.m™.K™) Ymax Maximum radius of fungus colony (m)

L Thickness of food (m) Yo Radius of colony observed experimentally (m)
Lc Characteristic length (m) Ve Radius of fungus colony predicted by model (m)
Nu Nusselt number Yerit Critical colony radius for product rejection (m)
p Number of parameters of a model z Parameter of primary predictive model

01 Parameter of hyperbolic model a Thermal diffusivity of food (mz.s'l)

[P} Parameter of hyperbolic model A Duration of lag phase time (s)

Pr Prandtl number u Radial growth rate (m.s™)

Re Reynolds number Mmax Maximum radial growth rate (m.s™)

T Temperature (K) v Kinematic viscosity (m?.s™)

t Time (s) Uine Refrigeration air stream velocity (m.s™)

Tine Temperature of refrigeration air stream (K)

Silva et al. (2011) conducted a comparative study designed to identify fruits that were
more susceptible to spoilage by B. fulva. They found that substrates made with pulp from

melons, tomatoes or papayas supported the fastest B. fulva growth rates.

In order to achieve a given food’s optimum shelf-life it is necessary to study the effect
of different storage conditions on the growth of microorganisms in that product. Mathematical
modeling and simulation of the phenomena involved in these processes is a useful technique
for conducting such analyses. Mafart (2005) proposed the idea that in order to simulate these
processes, for the purposes of risk assessment and process optimization, it is hecessary to
combine models from food process engineering with techniques from predictive
microbiology. This suggestion has been taken up and has become a subject of research over

recent years.

Bellara et al. (2000) combined predictive models with purely diffusive heat transfer
equations in order to describe the growth of E. coli in an artificial culture medium, as a
function of temperature during refrigeration. Fujikawa (2011) and Ben Yaghlene et al. (2009)
have also conducted similar studies. One such study undertaken by Ben Yaghlene et al.

(2009) involved simulating the growth of E. coli in agar in the format of infinite slab subjected
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to convective boundary condition. They then evaluated the effects of product thickness,

refrigeration temperature and convective heat transfer coefficient on the microorganism’s

growth profile over a range of different refrigeration cycles.

Lebert et al. (2005) integrated models of mass transfer, thermodynamics and the
kinetics of microbial growth in order to predict Listeria innocua growth on the surface of an
artificial medium during a drying process. They simulated three distinct drying scenarios with

varying relative humidity and drying air velocity.

Amézquita et al. (2005) developed a model integrating equations describing the
kinetics of microbial growth and heat transfer in unsteady state, combining three different
mechanisms of heat transfer (convection, radiation and evaporation) in an attempt to
determine the effects of failures during the refrigeration process on growth of Clostridium
perfringens in cooked ham. They simulated three refrigeration scenarios, varying the

refrigeration system down time.

In the literature there are fewer studies of fungal growth in foods than studies of
bacteria, concerning this integration approach. Among those, the work of Gougouli and
Koutsoumanis (2010) described the investigations of the effect of temperature fluctuations
during transport, distribution and storage on the shelf-life of yogurt contaminated with spores
of Aspergillus niger and Penicillium expansum strains. The same investigators have recently
published further studies on the subject (GOUGOULI et al., 2011; GOUGOULI,
KOUTSOUMANIS, 2012). However, the thermal model used in these studies was limited to
the adoption of a preestablished temperature profile, whereas the true temperature profile is
the result of phenomena involving heat transfer. There is therefore a lack of studies
investigating integration of mathematical models to describe the growth of fungi in real food
substrates with the same level of detail as has been explored in studies investigating

bacteria.

The objectives of this study were therefore to: i) identify primary and secondary
predictive models capable of describing the influence of temperature on kinetic growth of B.
fulva in papaya pulp; i) to integrate this model with heat transfer equations in order to predict
the temperature profile and growth curve of the fungus on the surface of the food over time;
and iii) to investigate the effect of variations in refrigeration air velocity and initial product

temperature on the time taken for the microorganism to spoil the food.
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6.2 MATERIALS AND METHODS

6.2.1 Inoculum preparation

Lyophilized spores of B. fulva (NRRL 1125 strain) isolated from fruit juice were
obtained from the Fundacédo André Tosello’s tropical cultures collection (Campinas, SP). The
spores were rehydrated in sterile water in the laboratory, following a specific protocol
provided by the supplier. They were then transferred to a Petri dish containing a potato-
dextrose-agar culture medium (PDA) and incubated in a bacteriological chamber (Biopar,
Brazil) at 28°C for 12 days to allow the colony matrix to form, followed by refrigerated storage
until their use in the experiments. Fragments of the colony were transferred into test tubes
containing malt-extract-agar culture medium (MEA) and returned to the bacteriological
chamber at 28°C for 21 days.

In a horizontal laminar flow chamber, the surface of the fungus colony grown in MEA
was washed in two 1 mL aliquots of an aqueous solution of Tween-20 at 5% (v/v). The
resulting spore suspension was then stored in a falcon tube. The suspension was then mixed
and standardized to a concentration of approximately 3 x 10° spores/mL. This suspension
was used immediately after preparation and no thermal spore activation treatment was used,

following a similar procedure to that described by Panagou et al. (2010).

6.2.2 Preparation of the substrate

Papaya (Carica papaya L) fruit were obtained from a local market and washed,
peeled and blended in the laboratory using an Ultra Mixer (Britania, Brazil). Next, 0.5% (w/v)
of agar was added to the fruit pulp to obtain a semi-solid culture medium, making it possible
to monitor the growth of the colony. The pulp was then sterilized by heat treatment (121°C/15
minutes) in an autoclave (Phoenix AV 50, Brazil). The material was then transferred to Petri

dishes and refrigerated until inoculation.

6.2.3 Inoculation and growth monitoring

An automatic pipette was used to inoculate the center of each plate with 2 pL of the
spore suspension, immediately after preparation. Plates were then placed in growth
chambers (Tecnal, Brazil) at temperatures of 12, 15, 20, 24, 28, 36 and 40°C. The growth
chambers used in the experiments are bacteriological chamber with the control of the
temperature at the range of -10°C to 60°C (accuracy of +/- 0.4°C). Inside the chamber a

forced air circulation is kept by a ventilator, inducing high convective heat transfer. The
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edges of the plates were sealed with plastic film to prevent water loss from the culture

medium and to avoid contamination during the experiment.

The sizes of the fungal colonies were monitored, periodically marking the diameter
reached in four different directions. Monitoring was stopped when the entire surface of the
culture medium was covered and diameters were measured with a ruler and recorded,
thereby providing the data on radius versus time to be used in the mathematical modeling
stage. Calculations were based on mean radii calculated from all four diameter

measurements taken at any given point.

6.2.4 Kinetic microbial model

Kinetic models to describe microbial growth are usually subdivided into two
categories: primary predictive models, which describe how the microorganism population
varies over time; and secondary predictive models, which describe how the primary models’

parameters (4, A) respond to environmental variations (T, pH, water activity).

Four primary models were fitted to the experimental data of colony radius versus time:
linear (Eg. 6.1), logistic (Eq. 6.2), modified Gompertz (Eq. 6.3) and simplified Baranyi (Eq.
6.4), as shown in Table 6.1. The logistic and modified Gompertz models used in this study
were proposed by Zwietering et al. (1990). The linear model was adjusted using Microsoft
Excel 2010. The remaining models were fitted using an algorithm developed in Matlab
version 5.3 by MathWorks, using its internal Isgnonlin function, based on the Levenberg-

Marquardt method.

Table 6.1 - Primary predictive models used to fit the experimental data

Models Equations References
Linear Y=y, + ,u(t - /1) (Eq. 6.1)
N Y=Yo* 4y - o
Logistic {1_'_ exp[’u (/1 B t)+ zﬂ (Eg. 6.2)
Modified —y v expl—exp | 4P (A-t)+1 Ea 6.3
Gompertz Y=Yo Y max &XP P (Eq. 6.3)
Simplified Baranyi Yy =Y, + ﬂ{t + % In[exp(- ut)+exp(= 2A) - exp(- pt - .U/‘)]} (Eq. 6.4)

In order to identify the primary predictive model that best described the behavior of

the experimental data, some statistical indices were used, namely bias factor (Eq. 6.5),
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accuracy factor — AF (Eq. 6.6), root mean square error — RMSE (Eq. 6.7) and Bayesian

information criterion — BIC (Eq. 6.8). RMSE and BIC indices take the number of parameters

of the model into account and introduce a penalty when a model has more parameters.

BAS =10= (5465
AF =10 n (Eq 66)
Z (yP,i Yo, )2
T (Eq. 6.7)
n-p
RSS
BIC:n.In[T]w.In(n) (Eq. 6.8)

In the equation (6.8), RSS is the sum of squares of residuals. The indices bias, AF,
RMSE and BIC were calculated for each growth curve and for each model. The model with

the best performance in the four indices was chosen.

According to Giffel and Zwietering (1999), bias factor gives the structural deviations of
the model. If there is no structural deviation, bias = 1. Accuracy factor is a measure of how
close, on average, predictions are to observations. The greater the AF factor, the less exact
the model is at describing the experimental data. A perfect model would have AF = 1. For
RMSE and BIC indices, the model that has the lowest values performs the best, from a

statistical point of view.

Once the primary model had been chosen, the next step was to select equations to
describe the influence of temperature on its parameters. Before adjustment, analysis of
variance (ANOVA) was conducted using an Excel spreadsheet, in order to determine which

parameters were significantly affected by temperature (p-value < 0.05).

The secondary models tested were as follows: Arrhenius-Davey (Eq. 6.9), second-
order polynomial (Eg. 6.10), extended square root (Eg. 6.11) and hyperbolic model (Eq.
6.12), as illustrated in Table 6.2. The Arrhenius-Davey model was introduced by Davey
(1989) to describe the effect of the temperature and the water activity on the specific growth
rate of microorganisms. This model was successfully used in the work of Panagou et al.
(2003) to model the effect of environmental variables on the growth of Monascus ruber, a
heat-resistant fungus. The extended square root model was introduced by Ratkowsky et al.

(1983) to include temperature superoptimal for microbial growth on the original Belehradek
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model. The hyperbolic model was presented in the study of van Impe et al. (1992) and

originally was developed by Zwietering et al. (1991).

Table 6.2 - Secondary predictive models used to describe the effect of temperature on
growth parameters

Models Equations References
c, C
Arrhenius-Davey In (Z) =C, + Tl + T—g (Eq. 6.9)
Second-order _ 2
polynomial z=a,+a,.l +a,.T (Eq. 6.10)
Extended Square Jz ( ) C'[T _Tmax ]
Root z -b.T—TImin 1-e (Eq. 6.11)
Hyperbolic model In (z) = % (Eq. 6.12)
2

For this table, z=p or z = % , except in hyperbolic model in which z=A.

The curves for the secondary models were also adjusted using the multivariate
regression function in Excel or the dedicated algorithm developed in Matlab. Once more,
comparisons between the performances of different mathematical models were based on
their bias, AF, RMSE and BIC indices.

6.2.5 Validation of the kinetic model

The validation of the kinetic model was carried out at isothermal and non-isothermal
conditions. During the modeling step some growth curves were not used, so that they would
be available for use in the validation stage on isothermal conditions. The models chosen in
the earlier steps were now used to generate growth curves for the microorganism at
temperatures of 12, 15, 20, 24, 28 and 36°C. They were then compared with the curves for
the experimental data that had not been used during construction of the mathematical
models. The predictive capacity of the models was then tested for each temperature using

bias and accuracy factors.

The developed kinetic models were further validated at fluctuating temperature
conditions. In this case, the kinetic model was rewritten in the implicit form, as proposed by
van Impe et al. (1992). The dynamic model was solved numerically using the 4™ Runge-Kutta

method.
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For obtaining experimental data at dynamic condition to validate the model, the

temperature of the bacteriological chamber was changed in order to produce the profiles
shown in Table 6.3. This table also shows the number of growth curve used in each
validation test. For comparing to the model, the average colony radii calculated from the

experimental growth curve was used.

Table 6.3 - Dynamic temperature used in the validation stage

Non-
SIS Temperature evolution over time NI ZEH EIFING e
validation P curves used in validation
test
Q) 35°C /42 h +30°C/58h 4
(2) 35°C/37h+30°C/26h+15°C /104 h 4
3) 30°C /48 h+15°C /48 h+30°C /48 h+15°C /48 h 7

The heat transfer effects on the substrate in this step can be neglected because it has
a very thin thickness (about 5 mm) with a high superficial area. In addition, the chamber
worked at high forced air circulation, maximizing the heat transfer. So it was possible assume

that the substrate temperature instantaneously reaches the fluctuating temperature.

The prediction of growth at such conditions was based on the assumption that after a
temperature shift, the growth rate is adopted instantaneously to the new temperature
environment. Again, predictive capacity of the models was tested for each validation test

using bias and accuracy factors.

6.2.6 Heat transfer model

Figure 6.1 illustrates the physical system that was modeled mathematically and
simulated in this study. The system consists of a slice of papaya on a polystyrene tray with a

convective boundary condition along its upper surface.

h. Tine

—_—
—
=—

N

Figure 6.1 - lllustration of the physical system simulated in this study

The temperature profile inside the product is obtained by solving the heat diffusion

equation. Assuming that no heat is generated inside the product and assuming that the
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product has constant thermophysical properties, the heat transfer model for rectangular

coordinates is as follows:

aT—aazT (Eq. 6.13)
ot ox? a5
The initial condition and the boundary conditions applicable to the system are as
follows:
att=0, T =T,

_n 0T/ —
atx=0, Ax_o

atx=L, h.(Ty ~T.)=~k.OT/

In turn, the convective heat transfer coefficient (h), is a function of the geometry of the
problem, the flow conditions, the air stream velocity and the thermal properties of the fluid.

The value of h was determined from the mathematical correlation that gives the Nusselt

number:
_h.W
Nu = K, (Eq. 6.14)
For laminar flow regime (Re < 5 x 10°)
Nu =0.664.Re’2 . Pr’s (Eq. 6.15)

For combined laminar and turbulent flow regime (5 x 10° < Re < 10°)

4,
Nu = (0.037. Re’s —871).Pr% (Eq. 6.16)
where
U, W
Re= y (Eq. 6.17)

Incropera and De Witt (1998) have presented exact solutions for these problems, as

follows:
T-T. _ > C, .cosl¢, x*).exp(- &2 .Fo) (Eqg. 6.18)
7-O - Too n=1

The coefficient C, in Equation (6.18) is given by:
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_ 4.sen(&,)
" 2.8 +sen(2.&,)

C (Eq. 6.19)

and the discrete values of &, are the positive roots of the transcendental Equation (6.20).

¢, .tg(&,)=Bi (Eg. 6.20)

Fo and Bi in Equations (6.18) and (6.20) are the dimensionless Fourier and Biot

numbers, defined as:
Fo=—- (Eq. 6.21)
. L
Bi =T (Eq. 6.22)

The heat transfer model obtained from the equations above was resolved using an

algorithm implemented in Matlab version 5.3.

6.2.7 Simulation of refrigeration scenarios

The kinetic growth model was integrated with the heat transfer model and resolved
numerically. Since the problem is transient, the equations that make up the kinetic model
were rewritten as differential equations as described before. The heat transfer model
provides the temperature profile at the product surface under given operating conditions at
each point in time. These temperatures are used to calculate the parameters for the growth

curves (u, A), using the secondary models; and, finally, the primary model is used to

provide a colony radius at that point in time. The time unit used in both mathematical models
was one minute. Table 6.4 lists the values of the parameters for the models used in the

simulations.

In order to investigate the effect of changing refrigeration air stream velocity and initial
product temperature on the rate at which B. fulva spoils the papaya pulp, 35 simulations
were run combining different values for the variables, within the ranges given in Table 6.4. In
all simulations, the temperature of the air stream was 14°C and initial colony radius was set
at 0.

For the purposes of these simulations, the product was defined as spoiled when the
colony radius reached 1.5 mm. According to Gibson et al. (1994) fungal colonies of this size

are visible to the naked eye and therefore lead consumers to reject the product.
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Table 6.4 - Values of the parameters for the mathematical models used in the simulations

Parameter Value Source
K papava 0.60 W/(m.K) Kurozawa et al. (2005)
L 0.04m Model assumption
T, 14°C Spoto and Gutierrez (2006)
a papava 1.11x 107 m/s Kurozawa et al. (2005)
W 0.15 Model assumption
K ar 0.026 W/(m.K)*
QR 2.25 x 10° m?/s* ASHARE (1981) apud Incropera and
VaR 1.59 x 10° m*/s* Dewitt (1998)
Pr 0.707*
Yerm 0.0015m Gibson et al. (1994)
T, 16 to 28°C Model assumption
U, 0.2to 5mi/s Kondjoyan (2006)

*Thermal properties of air evaluated at 300 K

6.3 RESULTS AND DISCUSSION

6.3.1 Selection of the primary predictive model

The experiments yielded 36 different B. fulva growth curves at the temperatures
adopted for the study. Twelve of these curves were reserved for the validation procedure.
The remaining data were used in the modeling stage. The curves showed that higher

temperatures increased the radial growth rate and decreased the lag phase time.

Each of the primary predictive models (Table 6.1) used in the mathematical modeling
stage was adjusted to the experimental data. After, the colony radii predicted by the models
were compared with the radii observed experimentally, using the statistical indices (Eq. 6.5 to
6.8). The results of this procedure are shown in Table 6.5. The maximum, minimum and
average values of bias, AF, RMSE and BIC indices for each model are given in this table.
The percentage of the growth curves that were better adjusted by each primary model

according to each statistical index is also shown in Table 6.5.

Observing the results in Table 6.5, it will be noted that all of the primary predictive
models considered in this study were capable of describing the behavior of B. fulva growth
since the average values of bias and AF factors are close to 1. According to bias factor,

62.5% of the experimental curves were better fitted by the modified Gompertz model.
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Considering the accuracy factor index, 70.8% of the growth curves were also better

described by modified Gompertz equation. The same percentage was obtained for RMSE
and BIC indices for this model. So, according to the statistical analysis performed in this

study, the modified Gompertz model was the best equation to fit the experimental data.

Table 6.5 - Summary of the comparison of the primary predictive models using the statistical
indices bias, AF, RMSE and BIC

Primary models

. Linear Logistic Modified Simplifigd

Indices Gompertz Baranyi
Maximum 1.058 1.034 1.022 1.090
Bias Minimum 0.830 0.901 0.868 0.853
Average 0.999 0.993 0.993 1.020

Percentage 25% 12.5% 62.5% -

Maximum 1.312 1.148 1.212 1.227
AF Minimum 1.004 1.015 1.001 1.001
Average 1.079 1.049 1.037 1.081
Percentage 16.7% 4.2% 70.8% 8.3%
Maximum 0.532 0.488 0.364 0.395
RMSE Minimum 0.012 0.041 0.003 0.005
Average 0.157 0.135 0.083 0.144
Percentage 8.3% 4.2% 70.8% 16.7%
Maximum -9.2 -9.9 -15.2 -11.6
BIC Minimum -67.1 -64.3 -80.7 -70.8
Average -30.2 -29.7 -38.4 -30.5
Percentage 8.3% 4.2% 70.8% 16.7%

6.3.2 Selection of the secondary predictive model

The microbial growth curve described by the modified Gompertz model has three
adjustable parameters: maximum growth rate (u), lag phase duration (A) and maximum
colony radius (y..)- Analysis of variance (ANOVA) was used to identify whether any of
these parameters were significantly influenced by temperature. It was found that the
parameters 4 (p = 3 x 10 and A (p = 1 x 10°) were temperature-dependent, whereas
Ymax NOt (p = 0.06). Therefore, the next step was to select a secondary predictive model

capable of satisfactorily describing this dependency, as shown in Figure 6.2. The graphs in
Figure 6.2 show that increasing the temperature reduced the lag phase duration and

increased the colony growth rate, peaking close to 35°C.
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Figure 6.2 - Behavior of maximum radial growth rate (A) and lag phase duration (B) as
functions of temperature from experimental data (0) and from mathematical model (---).

Table 6.6 lists the results of the adjusted values for each function’s parameters of u

and A as functions of temperature expressed by Equations (6.9), (6.10), (6.11) and (6.12)

and the statistical indices used to compare the models.

The behavior of the parameter u as function of temperature was best described by

extended square root model, taking the four statistical indices adopted in this work into
account. This model also provides estimates for the minimum and maximum temperatures
necessary for the fungus to grow. Panagou et al. (2010) reported estimated values of
282.25 K and 319.65 K for the minimum and maximum temperatures necessary for the DSM
1808 strain of B. fulva to grow in artificial culture medium (MEA). Those values are close to
the results found here for a different strain of this microorganism growing in a real food

medium.

The behavior of the parameter A as function of temperature was best fitted by
Arrhenius-Davey model, extended square root model and hyperbolic model, considering the
bias factor. However, taking the accuracy factor into account just extended square root
model and hyperbolic model show values close to 1. The accuracy of these models was
about 80%. While extended square root model has four adjustable parameters, hyperbolic
equation has just two parameters. So, RMSE and BIC indices indicate better values for the
hyperbolic model. Therefore, this model was the equation that best described the relation

between the lag phase duration and the temperature.

Since the parameter y., was independent of the temperature, the average value

predicted by modified Gompertz equation (y .. = 5.02 cm) was used for modeling purposes.
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Table 6.6 - Statistical indices and adjusted coefficient values for each secondary predictive
model used to fit the behavior of maximum growth rate and lag phase duration as functions
of the temperature.

Maximum radial growth rate (/)

Models Coefficient Adjusted value Bias AF RMSE BIC
_ Co 2.03 x 10
Arrhenius- Ci -5.42 x 10° 1.000 1.283 3.93 21.10
Davey
Cx -1.10 x 10*
ao -1.24 x 10°
Second-or_der a 7.975 1.516 1.516 4.57 23.21
Polynomial
a -1.26 x 10
b 1.43 x 10™
c 1.45 x 10™
Extended 1.000 1.039 0.43 -10.06
square root Tmin 274.78 K
Tmax 319.82 K
Lag phase duration (/)
Models Coefficient  Adjusted value Bias AF RMSE BIC
Co 3.04 x 10
Arrhenius-Davey Ci -1.00 x 10* 1.001 1.303 26.02 47.55
Cx -2.08 x 10*
ao 5.70
Second-order a -4.19 x 10° 0.596 1.704 80.84 63.41
Polynomial
ar 7.71x10°
b 1.05 x 107
c 8.09 x 10
Extended square 0.998 1.208 33.28 50.92
root T min 279.21 K
Trmax 316.86 K
_ a0 105.05
Hyperbolic 1.006 1.215 15.69 40.08
o 265.80

6.3.3 Validation of the kinetic microbial model

The global kinetic model was constituted by modified Gompertz model, extended
square root model and hyperbolic model. Before the global kinetic model was integrated with
the heat transfer equations, a validation of the predictive growth models was conducted at
isothermal and non-isothermal conditions. Figure 6.3 illustrates the comparison between the
predicted growth curves and the actual growth observed experimentally, at six different

temperatures.

The experimental data depicted in Figure 6.3 were not used in the modeling stage.
Table 6.7 shows the bias factor and accuracy factor obtained for each validation curve at

isothermal condition.
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Figure 6.3 - Comparison between growth curves predicted by the kinetic model (red line)
and experimental observations (blue points) at temperatures from 12°C to 36°C.

Table 6.7 - Bias and accuracy factors for each validation curve at isothermal condition

Temperature  12°C 15°C 20°C 24°C 28°C 36°C A\‘/’;ﬁ‘ge
Bias 0.62 1.21 1.17 1.45 0.98 0.97 1.06
AF 1.62 1.21 1.17 1.45 1.04 1.14 1.27

The validation showed that the kinetic model developed was capable of satisfactorily

describing the behavior of B. fulva at different temperatures evaluated. As demonstrated in
Table 6.7, the bias factor of the overall model ranged from 0.62 (12°C) to 1.45 (24°C). The
best values for this index were observed at 28°C (0.98) and 36°C (0.97). Furthermore, for

temperatures between 15°C and 24°C, the model is fail-safe (bias > 1), i.e. predicted growth

is greater than observed growth. Considering the accuracy factor, the values ranged from

1.04 (28°C) to 1.62 (12°C). The average accuracy of the kinetic model during the isothermal

validation stage was 73%.

Giffel and Zwietering (1999) discussed the use of statistical indices to validate

mathematical models in the field of predictive microbiology. They explained that accuracy
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factor varied from 1.7 to 3.5 when studying Listeria monocytogenes growth in a variety of

food substrates and suggested that the accuracy is reduced when the growth medium is a
real food rather than an artificial culture medium. Similar conclusion was reported in the
research conducted by Baert et al. (2007). They validated a growth kinetic model for
Penicillium expansum on an artificial substrate and a real food. The validation analysis
showed better values for bias and accuracy factors on artificial medium than for real food in
which bias factor ranged from 0.36 to 0.81 and accuracy factor from 1.26 to 3.00. Baert et al.
(2007) attributed the unsatisfactory performance of the model to the estimation for lag phase
time. These findings are in agreement with the present work since the AF values obtained to
the growth rate model were better than those achieved to the lag phase time model (Table

6.6).

In order to evaluate the performance of the model in predicting the growth behavior of
B. fulva in non-isothermal conditions, three non-isothermal validation tests were investigated,

as shown in the Table 6.3. The results are depicted in Figure 6.4.
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Figure 6.4 - Growth curves of B. fulva predicted by the global kinetic model (red line)

compared with experimental data (blue points) under non-isothermal validation test 1 (graph

A), 2 (graph B) and 3 (graph C). The green lines are the evolution of the temperature over

time in each validation test.
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The values of bias and accuracy factors obtained for each non-isothermal validation

test are presented in Table 6.8.

Table 6.8 - Bias and accuracy factors (AF) for each non-isothermal validation test using the
global kinetic model developed

Validation test Q) 2) 3)
Bias 1.08 1.01 1.49
AF 111 1.07 1.49

At scenario (1), the capacity of the model to predict the growth behavior of the fungi in
a little shift of temperature was tested (Figure 6.4.a). In this case, the model performance
was satisfactory since the values achieved for bias and accuracy factors were 1.08 and 1.11
respectively. At scenario (2), the response of the model to a large change of temperature
with an intermediate step was evaluated (Figure 6.4.b). Again, predicted and observed data
are in good agreement once the accuracy of the model was 93%. At scenario (3) a cyclic
temperature fluctuation was simulated (Figure 6.4.c). In this case, the model over predicted
the growth of B. fulva. The accuracy of the model was 51%. However, the predictions were in

the fail-safe side and the growth tendency was described by the model satisfactorily.

Similar conclusions were reported in the study of Gougouli and Koutsoumanis (2010)
with Penicillium expansum and Aspergillus niger. Their model also overestimated the growth
of these fungi at cyclic fluctuation of the temperature. Gougouli and Koutsoumanis (2010)
reported that this condition and especially cold-shock conditions may induce a stress during

fungal growth and so interfering in the growth behavior.

From the discussion above, it is possible to conclude that the kinetic growth equations
developed in this study were able to describe accurately the behavior of the fungus when a
smooth shift in the temperature is applied. That is the situation observed during the

refrigeration of the food.

6.3.4 The influence of storage conditions on the growth of B. fulva

The mathematical model integrating the equations of heat transfer and growth
kinetics of B. fulva was used to simulate different papaya pulp storage conditions, varying
initial product temperature and refrigeration air stream velocity within the ranges listed in the
last two rows of Table 6.4. Considering the findings in the isothermal validation stage, the
initial temperatures of the product used at the simulation are in the range in which the model
is fail-safe. A total of 35 simulations were run. The growth behavior at 14°C was taken as a

reference to express the reduction in the product’s shelf-life.
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The response variable monitored during the simulations was the time taken for the

colony radius to reach 1.5 mm, which, for the purposes of this study, is defined as the time
taken before the product exhibits the first signs of spoilage. Figure 6.5 illustrates the results

of simulations in the form of a response surface plot.

Tirne to rejection (hour)

Figure 6.5 - Reduction in the time taken to reject products contaminated with B. fulva spores
as a function of the refrigeration air stream velocity (U) and of the initial temperature of the
product (T).

It can be observed that the response variable was sensitive to changes in initial
product temperature and refrigeration air stream velocity, mainly in high temperatures and
low air velocity. Simulations also showed that detection time of B. fulva growing in papaya
pulp varied from 24 to 87 hours. This result is in agreement with literature. Sant'/Ana et al.
(2010b) studied the growth of B. fulva in apple juice and verified that early signals of spoilage
appeared one to four days after processing depending on storage conditions and initial level
of ascospores. Similar results were shown in the study performed by Valik and Pieckova
(2001). In a comparative assay using three different heat resistant moulds, according to their
study B. fulva was the one which reached the detection level in the shortest time, in the

range of one to four days.

Table 6.9 shows the effect of initial temperature and refrigeration air stream velocity

on the percentage of reduction of product’s shelf-life. Evaluation was done comparing the
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detection time at a given temperature and at the reference temperature (14°C), in which the

time to rejection was 101 hours.

Table 6.9 - Percentage of reduction in product’s shelf-life as a function of initial product
temperature (T,) and refrigeration air stream velocity (U, ), taken the initial product

temperature of 14°C as a reference.

Ty (°C)

U,, (ms™) 28 26 24 22 20 18 16
0.2 76.4 70.4 63.4 54.9 45.1 33.4 18.9
05 68.2 62.1 55.6 483 40.0 29.9 17.2

1 61.9 56.5 50.8 44.5 37.1 28.0 16.2
3 54.4 50.1 455 40.2 338 256 14.9
5 51.8 47.9 43.6 38.6 325 24.7 14.3

It can be observed that reduction in shelf-life reaches 76%, if initial product
temperature increases and air velocity decreases. Low air velocity corresponds to the weak
convective heat transfer. Therefore, the time to decrease product temperature will be longer
than at high air velocity and spores will germinate rapidly. Intensifying the convective heat
transfer by increasing refrigeration air velocity to 5 m.s™, the initial product temperature has
effect on the response variable yet. However in this case percentage of reduction of shelf-life

was below 52%.

These results indicate that high enough temperature at the start of the refrigeration
process, combined with deficient heat transfer, compromises microbiological product safety.
In a strong convective heat transfer, an abuse of temperature has a minor effect on time
taken to reject the product. Along these lines, Gougouli and Koutsoumanis (2012)
demonstrated that the optimum temperature for spores of the fungi Penicillium expansum
and Aspergillus niger to germinate is in the range of 25 to 33°C. Under these conditions it
takes very little time for spores to germinate, oscillating between 6 and 8 hours. As a result,
these spores germinate rapidly at high temperatures and colonies of the fungi soon appear
on the product. A similar process can be considered to take place with B. fulva, which was

investigated here, explaining the results observed.

In terms of their significance for production strategies and for defining operational
variables, the results of this study allow for the conclusion that refrigerating papaya before

processing is a more effective strategy for extending the product’s shelf-life.

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor



114 6. RESULTADOS E DISCUSSAO: ARTIGO 3
6.4 CONCLUSIONS

This study showed that the modified Gompertz primary model was capable of
satisfactorily describing the increase in Byssochlamys fulva colony radius growing on papaya
pulp at isothermal and non-isothermal conditions. The influence of temperature on the growth
curve parameters was predicted with greater accuracy once the extended square root and

the hyperbolic secondary models were also employed.

Integrating the kinetic growth model for this microorganism with equations that
describe the product’'s behavior during cooling revealed that the most efficient operating
strategy for increasing its shelf-life is to refrigerate the fruit before it is processed (peeled and

pulped), which is the point at which contamination typically occurs.

Summing up, B. fulva spores can significantly reduce the shelf-life of papaya pulp if

storage temperatures are not controlled and refrigeration system is deficient.
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CAPITULO 7

Resultados e Discusséao: artigo 4

No quarto e Ultimo artigo desta tese, abordaram-se as seguintes questfes de

pesquisa:

i. se houver abuso na temperatura inicial de armazenamento da polpa de maméo
contaminada com esporos de Byssochlamys fulva e o sistema de refrigeragéo for
limitado quanto a transferéncia de calor por convecgdo, o tempo de vida util do
produto podera ndo ser comprometido, se forem propiciadas condi¢des para ocorrer
o efeito do resfriamento provocado pela evaporacdo da &agua superficial em

complementacdo ao resfriamento estritamente convectivo na superficie do alimento?

ii. comparando o processo de resfriamento do alimento exclusivamente por convecgdo
com 0 processo que conjugue os efeitos convectivo e evaporativo, qual é o ganho no

tempo de vida atil do alimento?

Este artigo serd submetido para publicacdo em periddico internacional — qualis A na

area de Engenharias Il.
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MODELAGEM E SIMULACAO DO CRESCIMENTO DE BYSSOCHLAMYS FULVA EM POLPA DE

MAMAO SUBMETIDO AO PROCESSO DE RESFRIAMENTO COM EFEITO EVAPORATIVO

Paulo Ricardo Santos da Silva*; Isabel Cristina Tessaro; Ligia Damasceno Ferreira Marczak
Laboratério de Tecnologia e Processamento de Alimentos — Departamento de Engenharia
Quimica UFRGS - Brasil

ﬂ{esumo \

A refrigeragdo é uma tecnologia de conservagdo de alimentos muito utilizada pelo setor industrial.

Contudo, condigbes impréprias de temperatura e de umidade do ar durante a sua aplicagdo podem
comprometer a qualidade do produto. Neste trabalho, estudou-se o efeito da temperatura inicial do
produto, da velocidade e da umidade relativa do ar do sistema de refrigeracdo sobre o tempo de vida
util de polpa de maméo contaminada com esporos de Byssochlamys fulva, considerando o efeito
evaporativo no fendmeno de resfriamento do alimento. Foi desenvolvido um modelo mateméatico
integrando a cinética de crescimento microbiano com equacgfes que descrevem os fenébmenos de
transferéncia de calor e de massa na superficie do alimento. Tal modelo foi implementado no software
Matlab e resolvido numericamente pelo método das diferencas finitas explicitas. Verificou-se que,
nesse processo, o tempo de vida Util do alimento € influenciado principalmente pela temperatura inicial
do produto. Concluiu-se que o resfriamento com efeito evaporativo oferece resultados significativos,
em termos de vida util, se houve abuso na temperatura inicial do produto, associado a baixa
velocidade do ar do sistema de refrigeracdo. Nestas condi¢bes, as simula¢gdes demonstraram haver
um aumento de até 70% no tempo de vida Util da polpa de maméo, comparativamente ao

processamento sem o efeito evaporativo.

KPalavras-chave: transferéncia de calor — efeito evaporativo — crescimento — fungo — alimento /

7.1 INTRODUCAO

A refrigeracdo é uma operacdo muito empregada pelo setor alimenticio para manter
a qualidade de seus produtos desde a producao até o consumo final. Por meio da reducéo
de temperatura € possivel realizar o controle microbiolégico, fisiol6gico, bioquimico e de
alteracdes fisicas no produto. Condigbes improprias de temperatura e de umidade durante o
processo de refrigeracdo podem provocar perdas de qualidade e comprometer a seguranca
dos alimentos. Segundo dados do Instituto Internacional de Refrigeracéo (2009), a perda de
alimentos pereciveis devido as deficiéncias no sistema de refrigeracdo chega a 20% da
producdo mundial. Especificamente para frutas e hortalicas, esse indice alcanca o valor de
35% (LAGUERRE et al., 2013).
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Nomenclatura Sc nimero de Schmidt

Ay  atividade de 4gua na superficie do produto t tempo (h)

b parametro do modelo da raiz quadrada estendida T temperatura (K)

C parametro do modelo da raiz quadrada estendida To temperatura inicial do produto (K)

CA » concentragdo de 4gua na corrente livre (gmol.m™) Ts temperatura na superficie do produto (K)

C, s concentracdo de agua na superficie do produto (gmol.m™) Teo temperatura do ar na corrente livre (K)

C calor especifico do fluido (kJ.kg™.K?) Tmin.  temperatura minima de crescimento (K)

P . .
. . . 24 Tmax. temperatura méxima de crescimento (K)

h coeficiente de transferéncia de calor convectivo (W.m™“.K™)

K condutividade térmica do produto (W.m™.K™?) U velocidade do ar na corrente livre (m.s™)

ki  condutividade térmica do fluido (W.m™.K™) w comprimento da camada de produto (m)
y raio da col6nia no instante t (cm)

ke  coeficiente de transferéncia de massa convectivo (m.s™) o )
Yo raio inicial da coldnia (cm)

L espessura do produto (m) _ o )
YMAx raio maximo da coldnia (cm)

NA fluxo de &gua na superficie do produto (gmol.m?.s™) L o
z posicao no interior do produto (m)

Nu  ntimero de Nusselt a difusividade térmica do alimento (m*.s™)

p parametro do modelo hiperbdlico U taxa de crescimento radial da col6nia (mm.dia™)

PX’S pressao de vapor da agua na superficie do produto (Pa) 4 viscosidade cinematica (m’.s™)

0 P massa especifica do ar (kg.m®)

PA’OO pressao de vapor da agua na corrente livre (Pa)
A tempo de duracéo da fase lag (h)

Pr ndmero de Prandtl ) . . 1

] ) AH pypp  entalpia de vaporizagédo da agua (J.gmol™)
q parametro do modelo hiperbélico '
. 1 midade relativa do ar
R constante universal dos gases (J.mol*.K™) ¢ um W
Re_  ndmero de Reynolds

Os fendmenos de transferéncia de calor e de massa associados a refrigeracdo sao
complexos devido a interdependéncia entre os fatores que influenciam no processo.
Limitacbes no conhecimento desses fenbmenos em equipamentos de refrigeracdo resultam
em elevado consumo de energia, perda excessiva de umidade, reducdo do tempo de vida
atil e perda de qualidade de produtos alimenticios (LAGUERRE et al., 2013). Neste aspecto,
a modelagem e a simulacdo de processos surgem como ferramentas Uteis para a analise
dos fenbmenos envolvidos na refrigeracdo de alimentos. Por meio desta abordagem,
diferentes condicdes de operacdo podem ser virtualmente investigadas, de forma rapida e
econbmica (WANG, SUN, 2003).

O resfriamento com efeito evaporativo é um caso particular de aplicacdo dos
fenbmenos de transferéncia de calor e de massa no processamento de alimentos. Ele
intensifica a taxa de reducéo de temperatura dos produtos devido ao efeito provocado pela
evaporagdo da umidade da superficie do alimento. Chuntranuluck et al. (1998a) afirmaram
qgue, em um processo de resfriamento tipico aplicado a carnes, peixes, frutas e hortalicas, a

s

perda de 1% da umidade superficial do alimento é responsavel por 25% da energia
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removida do produto durante a refrigeragdo. Isto evidencia a importancia em considerar

esse fendbmeno na andlise dos processos de resfriamento de alimentos.

Na literatura encontram-se diversas propostas de modelos mateméticos para
descrever os processos de refrigeracdo, inclusive contemplando o fenémeno evaporativo
(CHUNTRANULUCK et al.,, 1998a,b,c; TANNER et al., 2002; SIMPSON et al.,, 2004;
FERRUA, SINGH, 2009; MORAGA et al., 2012; CEPEDA et al.,, 2013). No entanto, é
limitado o nimero de estudos que abordaram a integracdo entre os modelos que descrevem
0 comportamento térmico do alimento e as equacfGes que quantificam seu efeito sobre
reacdes bioquimicas (desnaturacdo enzimatica), inativacdo e crescimento microbiano e
alteracBes mecanicas no produto (estresse térmico). A propdsito, este fato ja havia sido
apontado no trabalho de Wang e Sun (2003). Tais pesquisadores, assim como Mafart
(2005), Lebert e Lebert (2006) e Ben Yaghlene et al. (2009), defenderam a ideia de que a
integracdo entre modelos de transferéncia de calor e de massa com modelos microbianos
permite melhor avaliar a seguranca e a qualidade de alimentos durante os processos de

aquecimento e de resfriamento.

A integracdo entre modelos de transferéncia de calor e de massa, contemplando o
efeito do resfriamento provocado pela evaporacdo da umidade superficial do produto, e a
cinética de crescimento microbiano € um tema pouco abordado nos trabalhos encontrados
na literatura. Foram identificados apenas dois estudos que trataram dessa temaética,
conduzidos por Amézquita et al. (2005) e Cepeda et al. (2013). Mesmo assim, o foco desses
estudos foi a analise do comportamento de crescimento de bactérias. Para fungos, nao

foram encontrados registros de estudos em que tal temética foi considerada.

Recentemente, Silva et al. (2013) propuseram um equacionamento para avaliar o
efeito da temperatura inicial do produto e da velocidade do ar da corrente de refrigeracdo
sobre o crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao refrigerado. Os
pesquisadores concluiram que o0 abuso na temperatura inicial do produto reduz
significativamente o seu tempo de vida Gtil, mesmo intensificando a transferéncia de calor
por conveccao. No referido trabalho, o efeito evaporativo ndo foi considerado, uma vez que

a reducdo de temperatura do alimento foi avaliada com o produto ja embalado.

Desta forma, os objetivos deste estudo foram:. (i) desenvolver um modelo de
transferéncia de calor e de massa contemplando o fenébmeno de resfriamento com efeito
evaporativo; (ii) integra-lo ao modelo cinético que descreve o crescimento de B. fulva em
polpa de mamao; (iii) investigar e quantificar o efeito das condicbes de processamento

(temperatura inicial do produto, velocidade do ar da corrente de refrigeracédo e sua umidade
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relativa) sobre o crescimento do microrganismo; e, finalmente, (iv) comparar os resultados
obtidos com os dois modelos de transferéncia de calor (com e sem o efeito evaporativo) em

relacéo ao tempo de vida util do produto.

7.2 MATERIAIS E METODOS

7.2.1 Modelo do crescimento microbiano

O modelo cinético para descrever o crescimento de B. fulva utilizado neste estudo foi
desenvolvido e validado por Silva et al. (2013) em condi¢des dindmicas de temperatura. De
acordo com esse trabalho, 0 aumento do raio da colénia do microrganismo foi melhor

descrito pelo modelo Gompertz modificado (Eq. 7.1).

Y uax

. 1
Y=Yo+ Y .exp{— exp{&p() (A-t)+ 1}} (Eq. 7.1)

O efeito da temperatura sobre a taxa de crescimento radial () e sobre o tempo de

duracdo da fase lag (A) foi equacionado por meio do modelo da raiz quadrada estendida

(Eqg. 7.2) e pelo modelo hiperbdlico (Eq. 7.3), respectivamente.
Ju=b.(-7, ){1-explc.(T -7, )]} (Eq. 7.2)
p
In(A)=——
( ) T-q (Eqg. 7.3)
Silva et al. (2013) ndo observaram a existéncia de dependéncia entre o raio maximo

alcancado pela colonia (yya.x) € @ temperatura. Por este motivo, no modelo Gompertz

modificado foi utilizado, para esse parametro, o valor médio de raio maximo da col6nia
obtido nos diversos experimentos realizados para construir o0 modelo matematico, ou seja,
5,02 cm.

7.2.2 Modelo de transferéncia de calor

A Figura 7.1 representa o sistema fisico que foi modelado matematicamente neste
estudo. Consiste em uma fatia de mamao, cujo formato foi aproximado por uma placa plana,
disposta sobre uma bandeja de poliestireno. Em sua superficie superior hd uma condi¢édo de
contorno convectiva e evaporativa. Diferentemente do estudo realizado por Silva et al.
(2013), em que o alimento estava coberto por um filme de polietileno, neste trabalho avaliou-
se 0 comportamento térmico do mamao fatiado e ndo embalado. Desta forma, justifica-se a

necessidade de considerar o efeito evaporativo no equacionamento do fendmeno fisico.
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Figura 7.1 - Representacdo esquematica do sistema fisico modelado matematicamente

7

A evolucdo temporal do campo de temperaturas no produto é obtida a partir da
resolucdo da equacdo de difusdo do calor. Assumindo que a transferéncia de calor é
unidimensional (apenas na direcao z), que néo ha geracdo de calor no interior do produto e
que ele é isotrdpico, a equacao de difusdo de calor em coordenadas retangulares reduz-se

a:

oT _ 07T
~—=aq.
ot 0z°

(Eq. 7.4)

A condicao inicial e as condicGes de contorno aplicaveis ao problema térmico séo:
« Emt=0, T=T,
. =0 0T/ =
Emz=0, 57 0

« Emz=L, —k.‘;—T =h.(Ts = T,,) + N,.AH ,up
. :

Assumindo comportamento ideal para o vapor d’'agua, seu fluxo a partir da superficie

do produto (N, ) é expresso por:

N,

k (A P  @P°
[ w-las _ P 7a ] (Eq. 7.5)

=%
Rl T, T

00

Segundo Chuntranuluck et al. (1998a), uma simplificacdo frequentemente adotada na

Equacdo (7.5) consiste em considerar que a atividade de agua (A, ) na superficie do

produto € igual a 1. Esses pesquisadores argumentaram que tal simplificacdo é valida para
alimentos cuja superficie possui protecdo natural a perda de agua e quando seus tecidos
nao foram expostos ao ar na natureza. Desta forma, como a polpa de maméao satisfaz esses
critérios, entendeu-se pertinente aplicar tal hipotese neste trabalho. Além disso, se durante o
processo de resfriamento for borrifado agua sobre o alimento, garante-se que sua a

atividade de agua superficial seja mantida igual & unidade.
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Para avaliar a presséo de vapor da agua (em mmHg) na superficie do produto (P,SS)
e ha corrente livre (P/gw) em uma dada temperatura (°C) foi empregada a equacdo de
Antoine (Eqg. 7.6).

1668,21

log(P?)=7,96681 - p—

(Eq. 7.6)

A entalpia de vaporizacdo da agua na temperatura da superficie do alimento pode
ser estimada por meio da Equacéo (7.7) apresentada no trabalho de Chuntranuluck et al.
(1998a). Nesta equacéo, a entalpia de vaporizagédo é obtida em J/gmol e a temperatura da

superficie do alimento deve ser expressa na escala absoluta.
AH, e =25.10° - 25.10° T (Eq. 7.7)

O valor do coeficiente de transferéncia de calor convectivo (h), por sua vez, depende
da geometria do problema, do regime de escoamento, da velocidade e das propriedades
termofisicas do fluido. Incropera e De Witt (1998) apresentaram as seguintes correlacbes

gue permitem estimar o valor do parametro h:

. Regime de escoamento laminar (Re, <5.10°)
N, =W = 0664.Re? Pr s (Eq. 7.8)
f
. Regime de escoamento misto — laminar e turbulento (5.10° < Re, <1.10°)
Nu, = hk—W - (0,037. Re/s - 871). pr/s (Eq. 7.9)
f

O numero de Reynolds na placa plana (Re, ), que aparece nas Equagfes (7.8) e

(7.9), é expresso por

Re, == (Eq. 7.10)

O valor do coeficiente de transferéncia de massa convectivo (kc) também depende
da geometria do problema, do regime de escoamento, da velocidade e das propriedades
termofisicas do fluido. Ele pode ser estimado a partir do coeficiente de transferéncia de
calor, desde que seja valida a analogia de Chilton-Colburn, expressa pela Equacéo (7.11).

Para aplicar essa equacéo, deve-se certificar que 0,6 < Sc < 2500 e 0,6 < Pr < 100.
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%
ko = h .(ﬂj i (Eq. 7.11)
p.C, \Sc

onde o nimero de Prandtl (Pr) é a razdo entre a difusividade de quantidade de movimento
(v) e a difusividade térmica (a); o numero de Schmidt (Sc) é a razéo entre a difusividade

de quantidade de movimento (v ) e a difusividade massica (D, z).

7.2.3 Integracdo entre os modelos cinético e térmico

O modelo cinético microbiano foi integrado ao equacionamento que descreve 0Ss
fendmenos de transferéncia de calor e de massa no alimento. Com isso, foi possivel simular

o efeito da velocidade do ar da corrente livre (U, ), da umidade relativa do ar (¢) e da
temperatura inicial do produto (T,) sobre o comportamento de crescimento do

microrganismo.

A partir de determinadas condicdes de processo (U, ,¢ e T,), encontrou-se a

evolucdo de temperatura na superficie do alimento ao longo do tempo. Essa evolucdo
temporal da temperatura superficial foi utilizada para avaliar o crescimento do microrganismo
sob tais condi¢Bes. Por fim, obteve-se a estimativa do tempo necessario para que a colbénia
de fungos atingisse o tamanho critico. Segundo Gibson et al. (1994), colénias com 1,5 mm
de raio tornam-se visiveis ao consumidor, o que provoca a rejeicdo do produto. Portanto,
essa medida de raio da colbnia foi considerada nos célculos como o raio critico. O tempo
correspondente para que 0 microrganismo atingisse o raio critico foi denominado neste

trabalho de tempo de vida util do alimento.

Como o crescimento do microrganismo ocorre em condicfes dinamicas de
temperatura, foi necessario utilizar a forma diferencial do modelo de Gompertz modificado,

conforme proposto por van Impe et al. (1992).

: 1
@ _ p#expl) eXp().y.|n£—yMAXj (Eqg. 7.12)
dt Y max y
A condicao inicial associada a Equacéo (7.12) é expressa por
.expll
Yo =Y .exp{— exp{'u—p()./l +1} (Eq. 7.13)
Y max

O conjunto de equacdes obtido foi implementado em um algoritmo desenvolvido no
software Matlab versdo 5.3 da MathWorks®, cuja estrutura é mostrada na Figura 7.2. As

equacoOes diferenciais foram resolvidas numericamente. Para o0 modelo de transferéncia de
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calor foi empregado o método de diferencas finitas centrais (variavel espacial) e diferencas

finitas ascendentes (variavel temporal). Para a resolu¢do do modelo cinético microbiano na

forma diferencial, foi utilizado o método de Runge-Kutta de 42 ordem.

LerL,Dag, V. 2, Co, Tines &, K, U, Toe @

A\ 4

Calcular Py ne°

A4

Calcular Nug

A4

Estimar he k¢

\ 4

Calcular Py s°€ AHyap o

A

A4

Estimar Na s

A4

Calcular T(z,t)

Alimentar novo T =T(L,t)

lSim

Obter evolucaotemporalde T(L, t)

A4

Estimar pe A

A4

Calculary(t)

A4

Encontrartparay =Ycritco

Figura 7.2 - Estrutura do algoritmo implementado no Matlab para efetuar as simulacfes e
avaliar o efeito da temperatura inicial do produto, da velocidade e da umidade do ar sobre o
tempo de vida util do alimento.
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7.2.4 Validacdo do modelo térmico

H& solugéo exata para o modelo de transferéncia de calor, apresentado na Secéo
7.2.2, quando o efeito do resfriamento provocado pela evaporagdo da umidade superficial
nao é significativo. Tal fato foi utilizado para avaliar a exatiddo da solugdo numérica para o
modelo neste caso particular. Para tanto, o perfil temporal de temperatura obtido por solugcéo
numérica foi comparado ao perfil temporal de temperatura encontrado a partir da solugéo
analitica do modelo matematico simplificado. Esse procedimento permitiu, inclusive,
determinar o numero de pontos na malha de discretizacdo da temperatura capaz de

minimizar o esforco computacional, sem comprometer a exatiddo do modelo.

A validacao parcial do modelo térmico foi efetuada para quatro cenarios de operacao
distintos, como mostra o Quadro 7.1. Em todos os casos, foi atribuido o valor nulo para o
fluxo de evaporacdo de agua da superficie do produto (N,). A temperatura do ar da
corrente livre (T,) foi ajustada para 14°C e a evolucdo temporal de temperatura na
superficie do produto foi avaliada no intervalo de 8.000 segundos.

Quadro 7.1 - Cenérios de operacado do processo utilizados na validacdo do modelo
numérico para a descricdo do fendmeno de transferéncia de calor simplificado

Cenario de operacéo U, (m/s) To(°C)
(|) 5 28
(”) 5 18
(D] 0,5 28
(|V) 0,5 18

Como critério para avaliar o desempenho do modelo numérico, foram comparados os

valores de temperatura avaliados em cada instante de tempo (t) pelo modelo numérico
(T™™) e pela solugdo exata (T,”*°). Para operacionalizar a comparagdo, foi utilizado o

indice RSS — soma do quadrado dos residuos, ponderada pelo nimero de pontos avaliados,
conforme a Equacgdo 7.14. Foi admitido desempenho satisfatério para o modelo quando o
RSS fosse inferior a 0,01. Isto representa a diferenca de 0,1°C entre as duas predi¢cdes de

temperatura.

C Tnum _Texato 2
RSS = ,le( ! { ) (Eq. 7.14)

n
7.2.5 Simulacdes de condi¢des de processo

O modelo matematico integrando o equacionamento de transferéncia de calor e a

cinética de crescimento microbiano foi simulado para diferentes combinacdes de
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temperatura inicial do produto (na faixa de 16 a 28°C), velocidade do ar da corrente livre (de

0,5 a 5 m/s) e umidade relativa do ar (de 50 a 90%). Foram executadas 48 simula¢des. Em
todos os cenérios simulados, a variavel de resposta monitorada foi o tempo necessario para
gue a colbnia atingisse o raio critico. A simulacdo do modelo térmico era finalizada quando a
superficie do produto alcancava 14°C, mantendo-se esse valor constante até a finalizacédo
da simulacdo do modelo cinético. De acordo com Spoto e Gutierrez (2006), temperaturas

inferiores a 14°C provocam injarias pelo frio no mamao.

Os valores dos parametros utilizados no modelo matematico integrado sao

apresentados no Quadro 7.2.

Quadro 7.2 - Valores dos parametros utilizados nas simulagfes efetuadas com o modelo
matematico desenvolvido neste estudo

Paréametro Valor Fonte

Tar 14°C Spoto e Gutierrez (2006)

Kar 0,026 W/(m.K)*
. aar 2,25 x 10”° m%/s*
7 5 2k
© VAR 1,59 x 10™° m*/s .
£ s ASHARE (1981) apud Incropera e DeWitt (1998)
K Par 1,1614 kg/m* *
(&
5 Co ar 1,007 kJ/(kg.K)*
5]
8 Pr 0,707*
= U ar 0,5-5mis
(8]
@ ¢AR 50 — 90 % Assumido pelo modelo
Q
“% To 16 —28°C
& Kuawio 0,60 W/(m.K)
©° Kurozawa et al. (2005)
§ Q\ywio 1,11x 107 m?/s
g L 0,04 m
= Assumido pelo modelo

w 0,15m

R 8,314 J/(gmol.K)

DAGUA—AR 2 44 X 10° m?s Marrero e Mason (1972) apud Simpson et al.
(2004)
b 0,143
g c 0,145
2 Tuin 274,8K
g Thnx 198K Silva et al. (2013)
ilva et al.
8 P 105,05
2 q 265,80
o
e} Yo 0
Q
E Yax 5,02 cm
YeRITICO 1,5 mm Gibson et al. (1994)

* Propriedades térmicas do ar avaliadas a 300 K
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Validagéo do modelo térmico simplificado

O modelo simplificado que descreve o fenbmeno de transferéncia de calor (sem o
efeito evaporativo) foi resolvido numericamente para diferentes tamanhos de malhas de
discretizacdo para o campo de temperatura. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
7.1.

Tabela 7.1 - Valor da soma dos quadrados dos residuos (RSS) para malhas de
discretizacdo com diferentes niumeros de pontos (N) para o campo de temperatura, nos
diversos cenarios de operacao estudados

Cenarios de operacao

N 0) ) () (V)

10 0,6127 0,2232 1,1307 0,4462
20 0,1331 0,0482 0,2423 0,0956
40 0,0325 0,0113 0,0562 0,0221
60 0,0153 0,0050 0,0245 0,0096
80 0,0094 0,0029 0,0137 0,0053

A partir da Tabela 7.1, constata-se que o aumento no nimero de pontos da malha de
discretizacdo do campo de temperatura tornou mais exato o0s resultados do modelo
numérico. Tal comportamento jA era esperado. As simulagcdes mostraram inclusive que
apenas a malha com 80 pontos conseguiu satisfazer o critério de desempenho desejado
(RSS < 0,01) para a maioria dos cenarios testados. Esclarece-se que malhas com mais de
80 pontos geram instabilidades numéricas. Por esta razdo, a investigacdo sobre o nimero
de pontos na malha limitou-se a esse valor. Portanto, para as demais simulacdes realizadas
neste trabalho, foi empregada essa malha para a discretizacdo do campo de temperaturas.
Para a discretizacdo no tempo, adotou-se o intervalo de 1 segundo entre avaliagdes

sucessivas de temperatura em um mesmo ponto da malha.

A Figura 7.3 apresenta a comparacao entre o perfil temporal de temperatura predito
pelo modelo numérico e pela solugcdo exata para cada cenario testado, na superficie do
produto. Os gréficos da Figura 7.3 revelam que a solugdo numérica do modelo de
transferéncia de calor simplificado descreveu satisfatoriamente o perfil de temperatura na
superficie do produto, quando comparada com a solu¢do exata para o problema fisico. Isto
demonstra a validade do modelo numérico ao equacionar o fendmeno de transferéncia de

calor. Considerando que o efeito evaporativo aparece apenas como uma parcela aditiva na
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condicdo de contorno do problema fisico, entende-se que isto ndo altera a estrutura

essencial do modelo numérico e, portanto, nem a sua validagéo.

28 T T T T T T T 18
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Figura 7.3 - Comparacao entre a evolugéo temporal da temperatura superficial determinada
pela solugdo numérica (linha vermelha) e pela solucdo exata (pontos azuis) da equacéo de
difusdo de calor nos diferentes cendrios de operacao simulados.

7.3.2 Avaliacdo do efeito evaporativo na evolucédo de temperatura superficial do produto

Para cada um dos cenérios de operag¢do propostos no Quadro 7.1, comparou-se a
evolucdo temporal de temperatura na superficie do alimento obtida no fenbmeno com o
efeito evaporativo e sem considera-lo no equacionamento matematico. A Figura 7.4 ilustra
os resultados dessa comparacdo. Em todos os casos, adotou-se o valor de 70% para a

umidade relativa do ar na corrente livre de refrigeracéo.

Os gréficos da Figura 7.4 evidenciam o efeito significativo da evaporacao da umidade
superficial do produto sobre a sua taxa de resfriamento. Similar concluséo foi obtida por
Cepeda et al. (2013) ao estudar o efeito evaporativo durante o resfriamento de carnes.
Esses pesquisadores observaram que o0s valores de taxa de resfriamento eram

subestimados, quando a evaporacao ndo era considerada na analise.
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Figura 7.4 - Comparacao entre a evolugédo temporal da temperatura na superficie do
alimento com o efeito evaporativo (linha vermelha) e sem esse efeito (linha azul), para
diferentes cenarios de operacdo, mantendo ¢ = 70%.

Na Figura 7.4, nota-se, inclusive, que a superficie do produto atinge temperaturas

inferiores & temperatura da corrente do ar de refrigeracédo, o que € esperado para esse tipo

de fendmeno, devido ao efeito da temperatura de bulbo Umido. A propdésito, o valor de

temperatura de bulbo Umido predito pelo modelo numérico foi comparado ao obtido em

cartas psicrométricas e observou-se coeréncia entre os resultados. Isto demonstra a

validade do modelo para a condi¢éo limite de estado estacionario.

Avaliou-se, também, o efeito da umidade relativa do ar sobre a evolucao temporal da

temperatura na superficie do produto. A Tabela 7.2 mostra o tempo necessario para que a

superficie do alimento atinja 14°C, em diferentes condicdes de operagao.
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Tabela 7.2 - Tempo para a superficie do produto atingir 14°C para diferentes condi¢Ges de
umidade relativa (¢ ), de temperatura inicial do produto (T,) e de velocidade da corrente do

ar de refrigeracéo (U_).

T,CC)  U,(mis) ¢)  T€MPO T ecy Uy (mis)  g(w)  TemPo

(min) (min)

50 59 50 251

18 0,5 70 125 28 0,5 70 356
a0 331 a0 613

50 6 50 54

18 5 70 16 28 5 70 109
90 92 a0 250

A partir dos resultados mostrados na Tabela 7.2, observa-se que o alimento com
maior temperatura inicial e submetido a troca convectiva deficiente (baixo valor de U,)

necessitou de maior tempo para atingir a temperatura de 14°C. Também, nota-se a
existéncia de uma relacéo direta e expressiva entre a umidade relativa do ar e a variavel de
resposta. Ao aumentar a umidade relativa do ar, reduz-se a diferenca de concentracdo de
agua entre a superficie do produto e a corrente de ar de refrigeracdo. Consequentemente,
ha diminuicdo do fluxo de evaporacdo, comprometendo o efeito evaporativo, conforme

descrito pela Equacéo 7.5.

A andlise mais detalhada da Tabela 7.2 revela que o efeito da umidade relativa sobre
o tempo para o resfriamento do alimento € mais significativo quando a sua temperatura
inicial € menor. Reportando-se novamente a Equacao 7.5, verifica-se que nesta condicdo a
pressdo de vapor da dgua na superficie do produto e na corrente livre assume valores mais

proximos, o que potencializa o efeito da umidade relativa.

7.3.3 Avaliacdo do efeito evaporativo no crescimento microbiano

As simulacdes anteriores indicaram que o efeito evaporativo acelera a taxa de
resfriamento do alimento. Por sua vez, esta rapida diminuicdo de temperatura tem como
efeito a reducéo da taxa de crescimento de microrganismos e a extensdo do tempo de vida
atil do produto. Para quantificar a magnitude desse efeito sobre o crescimento de B. fulva, o
modelo cinético, integrado ao equacionamento que descreve o fendmeno de transferéncia
de calor, foi utilizado para simular diferentes condicGes de operacdo. A Figura 7.5 mostra 0s

resultados das simulagdes para duas condi¢cbes extremas de operacao.
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Figura 7.5 - Curvas de crescimento de B. fulva em duas diferentes temperaturas iniciais do
produto e em distintas condi¢des de refrigeracao.

A Figura 7.5 revela que o formato da curva de crescimento do microrganismo €
influenciado pelas condicbes do processo de resfriamento do produto. O aumento da
temperatura inicial do produto e a reducdo da velocidade da corrente de ar do sistema de
refrigeracdo favorecem o crescimento do fungo. Isto ocorre porque 0s esporos do
microrganismo ficam expostos a uma condicdo que permite sua germinacdo de forma mais

rapida. Por consequéncia, tal condi¢cdo também interfere no tempo de vida Gtil do alimento.

O modelo integrado permitiu investigar o efeito da temperatura inicial do produto, da
velocidade e da umidade relativa do ar da corrente de refrigeracdo sobre o tempo
necessario para que a colénia de microrganismos atingisse o raio critico. Os resultados

destas simulagBes sdo mostrados no grafico da Figura 7.6.

A Figura 7.6 indica o efeito preponderante da temperatura inicial do produto sobre o
tempo de vida util do alimento. Enquanto a 16°C a col6nia de fungos tornar-se-ia visivel,
aproximadamente, 90 horas apds a contaminagdo, a 28°C, esse intervalo de tempo reduz-se
significativamente, ficando inferior a 60 horas. Também, evidencia-se o razoavel efeito direto
gque a velocidade da corrente do ar de refrigeracdo apresenta sobre o tempo de vida util do
alimento. Maiores velocidades de ar de refrigeracdo promovem aumento do coeficiente de
transferéncia de calor e de massa por conveccdo. Consequentemente, a temperatura na
superficie do produto reduz-se rapidamente e, nestas condi¢des, o crescimento do fungo

torna-se mais lento.
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Figura 7.6 - Efeito da temperatura inicial do produto, da velocidade e da umidade relativa do
ar (¢) da corrente de refrigeracéo sobre o tempo para a col6nia de fungos atingir o raio

critico.

Com relacdo a umidade relativa do ar, os resultados das simula¢cdes mostraram que
seu efeito € pouco expressivo sobre o tempo de vida util do alimento, para as mesmas
condicbes de temperatura inicial e velocidade do ar de refrigeracdo. Contudo, pode-se
perceber na Figura 7.6 que a reducéo do tempo de vida util do alimento com o aumento da
umidade relativa do ar € mais importante para valores maiores de velocidade do ar de
refrigeracdo e menor temperatura inicial do produto. Como mencionado anteriormente,
quando a temperatura do produto aproxima-se da temperatura da corrente livre, a umidade
relativa do ar passa a ter efeito significativo sobre o fluxo de evaporacdo de agua. Nesta
condicdo, ao aumentar a umidade relativa do ar, reduz-se a diferenca de concentracdo de
agua entre a superficie do produto e o ar e, entdo, diminui-se o fluxo de evaporacao. Desta
forma, o resfriamento da superficie do produto torna-se mais lento. Assim, os esporos do
fungo ficam expostos ao abuso de temperatura por um intervalo maior de tempo,
germinando rapidamente. Logo, as colénias do fungo tornam-se visiveis a olho nu em um
menor intervalo de tempo. Quando a temperatura inicial do produto é maior, o efeito da
umidade relativa do ar € pouco expressivo, pois o proprio abuso de temperatura é suficiente

para promover a germinagdo antecipada dos esporos.
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7.3.4 Comparacao entre as duas estratégias de processamento do alimento

O gréfico da Figura 7.4 mostrou que o perfil temporal de temperatura na superficie do
produto é fortemente influenciado pelo efeito evaporativo. Portanto, € conveniente comparar
a magnitude deste efeito sobre o tempo necessario para que a coldnia de fungos alcance o
raio critico. Os resultados dessa avaliacdo sdo mostrados na Figura 7.7. No grafico dessa
figura, avaliou-se como o efeito evaporativo pode contribuir para aumentar o tempo de vida
atil do alimento comparativamente aos resultados obtidos por Silva et al. (2013), em cujo
estudo tal efeito foi desconsiderado. Além da temperatura inicial do produto e da velocidade
do ar da corrente de refrigeracédo, analisou-se o efeito da umidade relativa do ar. Contudo,
os gréficos de superficie de resposta obtidos para os diferentes valores de umidade relativa

eram praticamente idénticos. Portanto, optou-se por apresentar apenas o grafico para ¢

igual a 50%.

Aumento no tempo de vida Otil (%)

Figura 7.7 - Aumento percentual no tempo de vida Gtil do produto em funcgéo de sua
temperatura inicial (T) e da velocidade do ar de refrigeracdo (U), para ¢ = 50%, em

comparagado com o resfriamento do alimento sem considerar o efeito evaporativo.

A partir da Figura 7.7, conclui-se que o efeito evaporativo aumenta significativamente
0 tempo de vida util do alimento para a condicdo de alta temperatura inicial do produto e
baixa velocidade do ar do sistema de refrigeracdo. Em tais condi¢cdes, h4 um aumento
aproximado de 70% no tempo necessario para que a coldnia de fungos torne-se visivel. A
medida que a temperatura inicial do produto é reduzida e a velocidade do ar de refrigeracéo

aumenta, nota-se que o ganho no tempo de vida Gtil do alimento reduz-se para 10%.
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Desta forma, conclui-se que o resfriamento da polpa de mamédo descascado e

fatiado, fora da embalagem, € uma estratégia de processamento util quando h& abuso na
temperatura inicial do produto associado a um sistema de refrigeracdo pouco eficiente. Para
situacbes em que a velocidade do ar do sistema de refrigeracdo € superior a 3 m/s ou
guando a temperatura inicial do produto é inferior a 20°C, o emprego desta estratégia de
producdo ndo é interessante. Em tais condi¢des, o ganho no tempo de vida util do alimento,
comparado ao resfriamento com o produto embalado, ndo é expressivo. Além disso, o
resfriamento da polpa fora da embalagem representa um risco de ocorrer sua contaminacao
por outros microrganismos, inclusive patogénicos, e pode provocar alteracdes nas

propriedades sensoriais do alimento, devido a evaporacdo da umidade superficial.

7.4 CONCLUSOES

A reducédo da temperatura € uma forma de conservacgéo de alimentos muito utilizada
pela industria para estender o tempo de vida util de produtos alimenticios, inclusive em
relacdo a questdo microbiologica. Diversos fatores afetam o desempenho das operacdes de
refrigeragdo no controle do crescimento de bactérias e de fungos nesse meio. Neste
trabalho, investigou-se o efeito da temperatura inicial do produto, da velocidade e da
umidade relativa da corrente de ar do sistema de refrigeracdo sobre o tempo necessério
para que esporos de Byssochlamys fulva formem colénias visiveis sobre a polpa de mamao

submetida ao processo de resfriamento considerando o efeito evaporativo.

O estudo demonstrou que o efeito evaporativo acelera significativamente a taxa de
resfriamento do alimento. Contudo, em termos de controle microbiolégico, verificou-se que

apenas em condicdes de abuso de temperatura do produto (T, > 24°C) e em sistemas que
propiciam baixa capacidade de transferéncia de calor por conveccéo (U, < 1 m/s), o efeito

evaporativo apresenta aumento expressivo no tempo de vida Gtil do alimento.

Constatou-se, ainda, que o tempo para o surgimento de colbnias visiveis desse
fungo no alimento é influenciado principalmente pela temperatura inicial do produto. A
velocidade e a umidade relativa do ar da corrente de refrigeracdo apresentaram efeito

secundario sobre essa variavel.

Considerando os riscos de contaminacdo do produto e de possiveis alteracdes
sensoriais, por manté-lo fora da embalagem para que o efeito evaporativo possa se
estabelecer, concluiu-se que 0 uso desta estratégia de processamento do alimento é viavel

apenas em condi¢cdes restritas, como aquelas mencionadas anteriormente.
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CAPITULO 8

Considerac0Oes Finais

Neste capitulo, os resultados apresentados separadamente nas secfes anteriores
serdo analisados transversalmente e confrontados. Tal abordagem permitirA obter
conclusdes mais abrangentes sobre a tematica de estudo desta tese. Apds, serdo
respondidas as questdes de pesquisa que foram apresentadas no Quadro 2.4. O capitulo
encerra-se com a retomada das principais conclusfes da tese, inseridas na perspectiva de
sua contribuico para o estado da arte, e com sugestdes de trabalhos que poderdo

complementar ou explorar aspectos superficialmente tratados neste estudo.

8.1 DISCUSSAO GERAL DOS RESULTADOS

Ao longo deste trabalho, o crescimento de Byssochlamys fulva foi avaliado em
diferentes subtratos (artificiais e alimenticios), utilizando técnicas de inoculacao distintas
(discos com micélio e suspensdo de esporos). Foram ajustados quatro modelos preditivos
primarios aos dados experimentais (linear, logistico, Gompertz modificado, Baranyi
simplificado), a fim de verificar qual melhor descrevia o comportamento desse fungo
filamentoso. Em praticamente todos os casos, o modelo Gompertz modificado foi o que
apresentou melhor desempenho, segundo os indices estatisticos utilizados. Apenas em
polpa de péssego o crescimento desse microorganismo foi melhor descrito pelo modelo

linear.

Ainda que o modelo Gompertz modificado receba criticas na literatura por ndo ter
sido desenvolvido a partir de bases biologicas, estes resultados demonstram suas

potencialidades ao ser empregado para descrever a dindmica de aumento de raio da colbnia
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de fungos. Portanto, conclui-se que é conveniente considera-lo na modelagem matematica

do crescimento microbiano, principalmente para outras cepas de B. fulva.

8.1.1 Natureza do substrato e parametros de crescimento

Utilizando o modelo Gompertz modificado, foram estimados os parametros de
crescimento desse fungo filamentoso, em polpa de mamao, a partir de trés perspectivas
distintas: (i) com a polpa inoculada com discos de micélio e mantida em condi¢cdes de
temperatura constante — artigo 1; (i) com a utilizacdo de suspensédo de esporos do fungo
como inéculo em um meio de cultura artificial que procura reproduzir a constituicdo do
mamao, também em condicdes de temperatura constante — artigo 2; e (iii) com a utilizacéo
de supensdo de esporos para inocular polpa de mamao e estudar o crescimento do fungo

em condicBes dindmicas de temperatura — artigo 3.

Na Figura 8.1, compara-se 0 crescimento microbiano predito pelos modelos

matematicos apresentados nos artigos 1, 2 e 3, em condicdes isotérmicas.
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Figura 8.1 - Curvas de crescimento de B. fulva, a 20°C, 28°C e 36°C, em polpa de maméao
inoculada com discos de micélio (linha preta), em polpa de mamao inoculada com esporos
(linha vermelha) e em meio de cultura artificial inoculado com esporos do fungo (linha azul).
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Tal comparacéo revela que o crescimento de B. fulva em meio de cultura artificial,

com pH e teor de glicose ajustados para valores tipicos da polpa de mamao (linha azul,
Figura 8.1), é acentuadamente mais rapido do que o observado no substrato alimenticio
real, independentemente de a inoculacao ter sido feita com discos de micélio (linha preta,
Figura 8.1) ou suspensédo de esporos (linha vermelha, Figura 8.1). Isto € um reflexo dos
valores estimados para os paréametros da curva de crescimento, a partir dos modelos

apresentados nos artigos 1, 2 e 3.

No primeiro artigo, em que se utilizaram discos de micélio como inéculo, encontrou-
se para a taxa de crescimento radial e para o tempo de duracéo da fase lag os valores 15,3
mm/dia e 38 h, respectivamente, a 28°C. Nessa mesma temperatura, em meio de cultura
artificial (artigo 2), os valores preditos para os parametros do modelo Gompertz em polpa de

mamao, utilizando o equacionamento desenvolvido, foram x igual a 18 mm/dia e A igual a

18 h. No artigo 3, por sua vez, o0 modelo desenvolvido permitiu estimar os valores de 12,4
mm/dia e 20 h, para a taxa de crescimento radial e o tempo de duracdo da fase lag,
respectivamente, também a 28°C. Confrontando esses resultados, conclui-se que o modelo
desenvolvido para meio de cultura artificial superestimou o valor da taxa de crescimento
radial desse microrganismo. Em relacdo ao tempo de duracdo da fase lag, nota-se
similaridade entre os valores obtidos em polpa de mamédo e em meio de cultura artificial,

guando ambos os substratos foram inoculados com suspenséo de esporos.

Ainda na Figura 8.1, observa-se que, a 36°C, as duas curvas de crescimento
aproximam-se. Por outro lado, a 20°C, o desvio no comportamento do fungo torna-se mais
acentuado. Conclui-se, portanto, que em temperaturas mais elevadas e préximas da
condicdo 6tima de crescimento desse fungo, modificagcdes no meio de cultura apresentam
pouca interferéncia sobre sua dindmica de crescimento. Contudo, em condicBes de
temperatura que ndo favorecem o0 seu crescimento, o efeito da natureza do substrato é

expressivo.

Estes resultados indicam gque, se o modelo desenvolvido em meio de cultura artificial
fosse utilizado para predizer o crescimento do fungo em polpa de mamaéo, ele apresentaria
falha segura, pois o valor predito para o raio da colbnia por esse equacionamento seria
maior do que o observado na polpa de fruta real. Embora o resultado seja conservativo, o
modelo desenvolvido no artigo 2 para predizer o compartamento de B. fulva em polpas de

frutas deve ser utilizado com muita cautela.

Como consequéncia do que foi descrito acima, entende-se que os valores de tempo

de vida util das polpas de mamao apresentados na Tabela 5.6 s&o inferiores aos registrados
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em polpas reais. Novamente, isto demonstra o carater de falha segura do modelo

desenvolvido no artigo 2.

Esse comportamento de crescimento distinto de fungos em meio de cultura artificial e
em substratos alimenticios reais também foi observado por Baert et al. (2007) em seu
trabalho com Penicillium expansum em macas. Tais pesquisadores observaram extensao no
tempo de duracdo da fase lag e reducdo na taxa de crescimento, quando compararam o
desenvolvimento do fungo em macas com os valores preditos pelo modelo matematico,

desenvolvido para meio de cultura artificial.

A partir desses resultados, conclui-se que, para avaliar corretamente o
comportamento do microrganismo em um alimento, os experimentos devem ser efetuados
utilizando o proprio alimento como meio de cultura. Conclusdo similar foi apresentada por
Baert et al. (2007) em seu trabalho. Como foi constatado neste estudo, inferir 0 crescimento
de um fungo em um alimento a partir do que se observa em um meio de cultura artificial,
ainda que ele procure reproduzir as caracteristicas do alimento, pode gerar resultados nao
confiaveis. Entretanto, essa € uma pratica relativamente comum em microbiologia preditiva,
haja vista a composicdo do meio de cultura utilizado na maioria dos trabalhos de integragéo
entre modelos descritos na Secdo 2.6. Neste aspecto, este estudo representa um avanco
em relacdo aos trabalhos citados, uma vez que os modelos utilizados no equacionamento

integrado foram desenvolvidos para o substrato alimenticio real.

8.1.2 Efeito de condi¢Bes dindmicas de temperatura

E comum em estudos de microbiologia preditiva assumir que a superficie do alimento
atinge instantaneamente a temperatura do meio em que ele se encontra. Esta hipotese foi
assumida explicitamente como verdadeira nos trabalhos de Bellara et al. (2000) e de
Mackey et al. (2006). No estudo conduzido por Gougouli e Koutsoumanis (2010), tal
hipétese aparece de forma implicita no equacionamento matematico. De fato, quando as
condicBes fisicas propiciam altos valores para o coeficiente de transferéncia de calor
convectivo, os fendmenos de transferéncia de calor entre a superficie do produto e os
fluidos de aquecimento/resfriamento podem ser negligenciados. Contudo, os estudos
apresentados nos artigos 3 e 4 mostraram que tal hipétese precisa ser avaliada

criteriosamente.

Embora seja pequeno o intervalo de tempo necessario para que a superficie do

alimento atinja a temperatura do meio de resfriamento, em comparacdo com o tempo total
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de armazenamento do produto, é notavel a sua influéncia no perfil de crescimento de

fungos, como mostra a comparacéao proposta na Figura 8.2.

45t =]
al &/?/7
s

35| NP4 f
~ 3 \/
s S
£ . ’
v |
: AV

1.5+ / i

/S

' o ]

I e ]

0.5 S

T
O0 160 260 360 460 560 600
Tempo (h)

Figura 8.2 - Curvas de crescimento de B. fulva em condicéo isotérmica (A) e dinAmica de
temperatura, sem considerar o efeito do resfriamento provocado pela evaporacéo da
umidade superfial do produto (B) e inserindo-o na modelagem matemaética (C).

Na Figura 8.2, mostra-se o crescimento de B. fulva em trés situagfes distintas: (A)
guando a temperatura do alimento é mantida constante (14°C) ao longo de todo o processo;
(B) quando ha abuso na temperatura inicial do produto (28°C) e o resfriamento de sua
superficie ocorre apenas por convecdo forgada, utilizando ar a 14°C e com velocidade de
0,5 m/s; e (C) quando ha abuso na temperatura inicial (28°C) e o resfriamento do alimento é
promovido pelos mecanismos convectivo e evaporativo, empregando ar a 14°C, com
velocidade de 0,5 m/s e com 50% de umidade relativa. Evidencia-se que, dependendo da
situacdo considerada, o perfil de crescimento do microrganismo sofre alteracoes
significativas, principalmente na fase inicial, condicdo que esta diretamente ligada com a

estimativa do tempo de vida util do alimento.

O estudo proposto no artigo 4 mostrou que, ao negligenciar o efeito evaporativo em
situagcdes que propiciam a ocorréncia desse fendbmeno, h& variagBes significativas
principalmente nas predi¢cdes de temperatura da superficie do material. Em termos do efeito

dessa simplificacdo do modelo sobre o crescimento microbiano, esse trabalho revelou que o
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efeito evaporativo torna-se importante quando a temperatura da superficie do produto é

elevada e a velocidade do ar da corrente de refrigeracdo € baixa.

A partir desta andlise e das conclusdes obtidas nos artigos apresentados nos
capitulos anteriores, é possivel responder as questdes de pesquisa formuladas no Quadro
2.4,

8.2 DISCUSSAO DAS QUESTOES DE PESQUISA

A primeira questdo de pesquisa analisada nesta tese foi: “a taxa de crecimento de B.
fulva em polpa de mamao é maior do que em polpas de meldo, tomate, péssego, abacaxi e
morango, devido a sua constituicdo quimica, particulamente ao seu pH moderado?” No
artigo 1, demonstrou-se que, de fato, o crescimento desse fungo filamentoso é favorecido
em polpa de maméao, quando comparado com polpas de péssego, abacaxi e morango.
Contudo, a maior taxa de crescimento foi observada em polpa de meldo. O estudo mostrou
ainda a existéncia de correlacdo moderada entre o pH do meio e a taxa de crescimento do

microrganismo.

No artigo 2, constatou-se que essa correlacao € valida apenas para a temperatura de
28°C. Em temperaturas maiores ou menores do que essa, as andlises estatisticas
demonstraram a inexisténcia de relagdo significativa entre o pH e esse parametro de
crescimento. Desta forma, a terceira questao de pesquisa do estudo (“o pH do substrato tem
efeito significativo no desenvolvimento de Byssochlamys fulva apenas nas condicbes de
temperatura 6tima — 36°C — e subétima — 28°C — de crescimento?”) também pdde ser

respondida.

Outra questdo de pesquisa avaliada neste trabalho foi: “0 abuso na temperatura
inicial de armazenamento de polpa de maméao contaminada com esporos de Byssochlamys
fulva pode ser compensado pelas condicdes de refrigeracdo a que é submetido o produto,
sem comprometer o seu tempo de vida 0til?". O estudo conduzido no artigo 3 mostrou que a
resposta para essa questao é negativa. Como pode ser observado na Tabela 6.9, mesmo
para um pegueno aumento de temperatura inicial do produto (16°C) e submetendo-o a uma
condigdo que promova a transferéncia de calor convectiva mais intensa (5 m/s), a redugéo
no tempo de vida Util da polpa de mamao é de 14,3%. Em situa¢des extremas (maior abuso
de temperatura inicial, menor capacidade de troca térmica convectiva) esse percentual
aumenta para 76%. Portanto, ndo é plausivel afirmar que o abuso de temperatura apresenta

interferéncia minima no tempo de vida util do alimento, em tais circunstancias.
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O modelo cinético desenvolvido no artigo 3 revelou que, se a polpa de mamao fosse

mantida a 14°C durante todo o periodo de armazenamento, a taxa de crescimento
microbiano e o tempo de duracao da fase lag seriam, respectivamente, 3,07 mm/dia e 139 h.
Desta forma, estimou-se que o tempo necessario para o surgimento de colbnias visiveis
neste alimento seria de 103 h. Quando esse valor € comparado aqueles mostrados na
Figura 7.6, verifica-se que a sétima questdo de pesquisa avaliada nesta tese (“se houver
abuso na temperatura inicial de armazenamento da polpa de mamdao contaminada com
esporos de Byssochlamys fulva e o sistema de refrigeracdo for limitado quanto a
transferéncia de calor por conveccdo, o tempo de vida util do produto poderd ndo ser
comprometido, se for considerado o efeito do resfriamento causado pela evaporacdo da
umidade superficial do produto em complementacdo ao resfriamento estritamente
convectivo na superficie do alimento?”) pode ser respondida. Neste caso, se a temperatura
inicial do produto for 16°C, a velocidade da corrente do ar do sistema de refrigeracdo e sua
umidade relativa forem, respectivamente, 5 m/s e 50%, entdo a resposta é positiva.
Contudo, essa foi a Gnica condi¢cdo que gerou um valor de tempo de vida util do alimento
gque mais se aproximou do valor observado caso ndo tivesse havido abuso em sua

temperatura inicial.

Em relacdo as demais questbes de pesquisa formuladas no Quadro 2.4, entende-se
gue elas foram adequadamente respondidas ao longo da discusséo feita acima e na Secao

8.1 deste capitulo.

8.3 CONCLUSOES

O mamao é uma das principais frutas consumidas pela populagéo brasileira sob a
forma in natura ou como produto industrializado (polpas, sucos, geleias), devido ao seu
sabor levemente adocicado e por suas propriedades terapéuticas. O pH moderado dessa
fruta favorece a acdo de microrganismaos, 0 que torna esse alimento bastante perecivel,
principalmente na forma minimamente processada. Neste trabalho, verificou-se que o fungo
filamentoso Byssochlamys fulva é uma espécie de microrganismo que cresce rapidamente
sobre esse substrato, principalmente se o alimento ndo for mantido refrigerado ou se houver

abuso em sua temperatura durante o inicio do armazenamento.

O equacionamento matematico desenvolvido mostrou que o surgimento de colbnias
do microrganismo na polpa de mamé&o ocorre entre 20 e 90 horas apds a sua contaminagéo
com esporos, dependendo da temperatura inicial do produto e das condi¢cdes de

armazenamento.
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Em sintese, a contribuicdo desta tese para o estado da arte situa-se no estudo do

crescimento de um fungo em condi¢bes dindmicas de temperatura, estabelecidas a partir do
equacionamento que descreve os fenbmenos de transferéncia de calor em um alimento
durante o seu resfriamento. Embora tal abordagem ja tenha sido utilizada no estudo do
crescimento de bactérias patogénicas, tal tratamento aplicado ao estudo do comportamento
de fungos, e especificamente para Byssochlamys fulva, é inédito, dentro do escopo da
revisdo bibliogréfica realizada sobre o tema. Sob o ponto de vista de relevancia tecnoldgica,
0s modelos propostos permitiram comparar duas estratégias de producdo de polpa de
mamao minimamente processado e refrigerado (com e sem o efeito evaporativo). Com esse
equacionamento foi possivel verificar em que situacdes o resfriamento do alimento fora da
embalagem (com efeito evaporativo) proporciona ganhos significativos em termos de tempo

de vida til do produto.

Ainda que em uma abordagem preliminar, a comparacdo do crescimento desse
fungo em diferentes polpas de frutas, para identificar os substratos mais suscetiveis a sua
acdo deteriorante, é outra contribuicdo do presente trabalho para a evolugéo dos estudos de
microbiologia dos alimentos. Tal aspecto também tem relevancia para o setor industrial, pelo
fato de ter-se demonstrado que polpas de meldo, tomate e mamao sdo meios propicios ao

crescimento de Byssochlamys fulva.

8.4 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para complementar ou explorar aspectos superficialmente discutidos neste estudo,

sugere-se para trabalhos futuros:

. estudar o crescimento de Byssochlamys fulva na polpa de mam&o em diferentes
estagios de maturacdo, como forma de investigar se isto interfere na dinamica de

aumento de raio da colénia do microrganismo;

. comparar o crescimento de diferentes cepas de Byssochlamys fulva sobre um mesmo
substrato alimenticio, com o objetivo de reproduzir a variabilidade natural existente

dentro de uma espécie de microrganismo;

. avaliar o efeito da espessura do produto e da variabilidade de suas propriedades
termofisicas sobre a dindmica de crescimento desse fungo, uma vez que essas

variaveis tém efeito direto sobre o perfil de temperatura do alimento; e, por fim,

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor



148 8. CONSIDERAGOES FINAIS
. avaliar o crescimento desse fungo filamentoso em condi¢gdes ndo deterministicas,

visando reproduzir a existéncia de oscilagbes na temperatura, na velocidade e na
umidade relativa da corrente de ar do sistema de refrigeracdo, para aproximar ainda

mais 0 modelo mateméatico da realidade constatada em processos industriais.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A

INFORMACOES SOBRE A CEPA DE BYSSOCHLAMYS FULVA UTILIZADA NO ESTUDO

e

ATCC

Byssochlamys fulva Olliver
et Smith, teleomorph
(ATCC®10099™)

Please read this FIRST

e Description

Strain Designation: USDA BPI (as C. Thom 5367 6a) [CBS 146 48, IMI 40021, L5HB BB134, LSHB Pa24,
NRRL 1125]

Product Description:

An ampoule containing viable cells (may inciude spores and mycelia) suspended in cryoprotectant.

)
hf Propagation

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use.

Citation of Strain

If use of this culture resulis in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Byssochlamys fulva Olliver et Smith,
teleomorph (ATCC® 10099™)

American Type Culture Collaction
PO Box 1548
Manassas, VA 20108 USA

wowws.aboc.org

800.638.6587 or 703.365.2700
Faoe: 703385 2750

Email: Techjatcc.arg

Or contact your local distributer

Page 1 of 2

The information recommended in this section is to assist users in obtaining living culture(s) for their studies.
The recommendation dees not imply that the conditions or procedures provided below are optimum.
Experienced researchers may initiate the growth of a culture in their own way

ATCC?® Medium 312- CzapekK's agar

Growth Conditions
Temperature: 24 0°C

EI Notes

Mo special notes.
Additional, updated information on this product may be available on the ATCC web site al w w w.atcc.org.

§ DNA Sequence

Mo DNA seguencing was performed in house on this product.

@' Isolation

Dottled fruit, England

References

References and other information relating to this product are available online at www_atcc.org.

’Q Biosafety Level: 1

Appropriate safety procedures should always be used with this material. Laboratory safety is discussed in
the current publication of ihe Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories from the U.S.
Department of Health and Human Services Centers for Disease Control and Prevention and National Insfitutes
for Health.

ATCC Warranty

The viability of ATCC® products is warranted for 30 days from the date of shipment, and is valid only if the
product is stored and cultured according to the information included on this product information sheet. ATCC
lists the media formulation that has been found fo be effective for this strain. While other, unspecified media
may also produce satisfactory results, a change in media or the absence of an additive from the ATCC
recommended media may affect recovery, growth and/or function of this strain. If an altemafive medium
formulation is used, the ATCC warmranty for viability is no longer valid.

Disclaimers

This product is intended for laboratory research purposes only. It is not intended for use in humans.

While ATCC uses reasonable efforts fo include accurate and up-to-date information on this product
sheet, ATCC makes no warranties or representations as to its accuracy. Citations from scientific literature
and patents are provided for informational purposes only. ATCC does not warmant that such information has
been confirmed to be accurate.

This product is sent with the condition that you are responsible for its safe storage, handling, and use
ATCC is not liable for any damages or injuries arising from receipt and/or use of this product. While
reasonable effort is made to insure authenticity and reliability of strains on deposit, ATCC is not liable for
damages ansing from the misidentification or misrepresentation of cultures.

Estudo da cinética de crescimento de Byssochlamys fulva em polpa de mamao: uma abordagem integrada com
fendmenos de transferéncia de calor



ANEXO E APENDICES 159

Please see the enclosed Material Transfer Agreement (MTA) for further details regarding the use of this
product The MTA is also available on our Web site at www_.atcc.org

ATCC Additional information on this culture is available on the ATCC web site at www.atcc.org

€ ATCC 2013, Al rights reserved. ATCC is a registered trademark of the American Type Culture Collection. [02/03]

Byssochlamys fulva Olliver
et Smith, teleomorph
(ATCC® 10099™)

Please read this FIRST

Intended Use

This product is intended for research use only. It is not
intended for any animal or human therapeutic or
diagnostic use

Citation of Strain

If use of this culture results in a scientific publication, it
should be cited in that manuscript in the following
manner: Byssochlamys fulva Olliver et Smith,
teleomorph (ATCC® 10099™)

American Type Culture Collection
PO Box 1548

Manassas, VA 20108 USA
www_atec.org

&D0.638.6507 or T03.365.2700

Fax: 703.365.2750
Email: Techiliatcc.org

Or contact your local distributor

Page 2 of 2
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ANEXOS E APENDICES

APENDICE A

INFORMAGCOES COMPLEMENTARES AO ARTIGO 1

A.1 Medidas de raio da col6nia de B. fulva em funcdo do tempo, obtidas experimentalmente

durante o crescimento do fungo em polpa de mel&o, curvas de ajuste dos modelos preditivos

primarios aos dados experimentais e valores de seus respectivos parametros de ajuste.

Amostra 1
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
LIN LOG GOM BAR
(cm)
0 0,40 0,40 0,42 0,40 0,40
24 0,40 0,81 0,56 0,42 0,53
48 1,69 1,93 1,63 1,69 1,63
72,5 3,53 3,07 3,58 3,53 3,49
100,5 4,16 4,37 4,13 4,16 4,01
Parametros de ajustes
Modelo Linear 5 ‘
M (mm/dia) 11,18 experimento
4.5 — modelo linear |
A (h) 15,15 modelo logistico
— all — modelo Gompertz modificado _ — i
Modelo Logistico — modelo Baranyi
M (mm/dia) 22,37 € 35- i
O
A (h) 35,13 ;§ al |
Y . (cm 3,77 S
max (€M) , é o5l |
Modelo Gompertz 2
modificado @ 2r |
M (mm/dia) 22,87 15l |
A (h) 34,48 .
Y e (€M) 3,89 05k |
Modelo Baranyi
. 0 1 1 1 L L
H (mm/dia) 28,66 0 20 40 60 80 100 120
A (h) 39,72 Tempo (h)
Y e (€M) 4,04

Para as amostras 2 e 3, ndo sao apresentados os graficos com as curvas de ajuste

dos modelos preditivos primarios, pois eles sdo semelhantes ao obtido para a amostra 1.
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Amostra 2
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
LIN LOG GOM BAR
(cm)
0 0,40 0,40 0,41 0,40 0,40
24 0,40 1,05 0,56 0,43 0,55
48 1,76 1,98 1,70 1,76 1,71
72,5 3,33 2,92 3,41 3,33 3,43
100,5 3,81 4,00 3,75 3,81 3,83
N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 9,25 21,38 21,22 28,68
A (h) 7,06 33,53 32,63 38,64
Y e (€M) - 3,37 3,50 3,85
Amostra 3
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
LIN LOG GOM BAR
(cm)
0 0,40 0,40 0,41 0,40 0,40
24 0,40 1,13 0,54 0,42 0,54
48 1,80 2,03 1,75 1,80 1,76
72,5 3,38 2,94 3,46 3,38 3,49
100,5 3,79 3,99 3,73 3,79 3,82
N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 8,95 22,72 22,73 30,31
A (h) 4,31 33,79 33,23 38,51
Y e (€M) - 3,34 3,45 3,83
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A.2 Medidas de raio da col6nia de B. fulva em funcdo do tempo, obtidas experimentalmente

durante o crescimento do fungo em polpa de maméao, curvas de ajuste dos modelos

preditivos primarios aos dados experimentais e valores de seus respectivos parametros de

ajuste.
Amostra 1
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,46 0,41 0,40
24 0,40 0,40 0,62 0,56 0,57
48 1,31 1,19 1,13 1,17 1,17
72,5 2,33 2,56 2,39 2,41 2,41
100,5 4,25 4,14 4,24 4,23 4,23
Parametros de ajustes
Modelo Linear 5 :
- O experimento
H (mm/dia) 13,50 4.5 —— modelo linear |
modelo logistico
A () 34,04 4l —— modelo Gompertz modificado |
Modelo Logistico —— modelo Baranyi
M (mm/dia) 16,94 ’g ]
A () 44,43 2 .
(=]
°
Y nax €M) 5,16 E |
Modelo Gompertz modificado | S |
- o
M (mmidia) 15,96
A (h) 42,86
Y (€M) 8,84
Modelo Baranyi i
M (mm/dia) 16,56 0 \ | ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120
A (h) 45,34 Tempo (h)
Y i (€M) 15,11

Para as amostras 2 e 3, ndo sdo apresentados os graficos com as curvas de ajuste

dos modelos preditivos primarios, pois eles sdo semelhantes ao obtido para a amostra 1.
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Amostra 2
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,44 0,40 0,40
24 0,40 1,13 0,61 0,52 0,65
48 1,38 2,03 1,25 1,30 1,36
72,5 2,73 2,94 2,79 2,77 2,60
100,5 4,25 3,99 4,24 4,23 4,32
N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 13,14 17,17 15,10 15,48
A (h) 30,14 39,15 34,70 40,00
Y e (€M) - 4,33 5,33 14,10
Amostra 3
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,45 0,40 0,4
24 0,40 1,13 0,61 0,53 0,6
48 1,34 2,03 1,20 1,25 1,3
72,5 2,59 2,94 2,65 2,64 2,5
100,5 4,25 3,99 4,24 4,23 4,3
N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 13,34 16,92 14,88 15,89
A (h) 31,83 40,65 36,35 42,02
Y e (€M) - 451 6,02 12,91
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A.3 Medidas de raio da col6nia de B. fulva em funcdo do tempo, obtidas experimentalmente

durante o crescimento do fungo em polpa de tomate, curvas de ajuste dos modelos

preditivos primarios aos dados experimentais e valores de seus respectivos parametros de

ajuste.
Amostra 1
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,42 0,40 0,40
24 0,40 0,40 0,53 0,42 0,49
48 1,25 1,39 1,19 1,25 1,21
72,5 2,93 2,66 2,95 2,93 2,92
100,5 4,00 4,12 3,99 4,00 3,92
Parametros de ajustes
Modelo Linear 5 :
M (mm/dia) 12,49 O experimento
4.51| — modelo linear ]
A (h) 29,00 modelo logistico
— 4| —— modelo Gompertz modificado i
Modelo Logistico modelo Baranyi
M (mm/dia) 19,00 = 35¢ i
L
A () 39,86 T 3
g L i
Y _ (cm) 3,75 3
mex S 25¢ 1
Modelo Gompertz °©
pe o
modificado § 2 )
M (mmidia) 17,59
1.5 8
A (h) 36,79
l L 4
Y e (€M) 4,05
Modelo Baranyi 0-55 i
M (mm/dia) 24,84 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120
A (h) 45,16 Tempo (h)
Y e (€M) 4,03

Para as amostras 2 e 3, ndo sdo apresentados os graficos com as curvas de ajuste

dos modelos preditivos primarios, pois eles sdo semelhantes ao obtido para a amostra 1.
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Amostra 2
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental

(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,44 0,40 0,4
24 0,40 0,62 0,62 0,49 0,6
48 1,66 1,79 1,53 1,62 1,6
72,5 3,24 2,99 3,32 3,28 3,2
100,5 4,25 4,36 4,22 4,23 4,0

N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 11,75 18,84 17,83 23,42
A (h) 19,56 34,30 31,64 39,13
Y e (€M) - 3,97 4,25 4,13
Amostra 3
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
LIN LOG GOM BAR
(cm)
0 0,40 0,40 0,43 0,40 04
24 0,40 0,40 0,60 0,47 0,6
48 1,50 1,62 1,39 1,47 1,4
72,5 3,11 2,89 3,16 3,14 31
100,5 4,25 4,35 4,23 4,24 4,0
N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 12,50 18,71 17,30 23,11
A (h) 24,64 36,60 33,35 41,24
Y e (€M) - 4,03 4,41 4,15
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A.4 Medidas de raio da col6nia de B. fulva em funcdo do tempo, obtidas experimentalmente

durante o crescimento do fungo em polpa de abacaxi, curvas de ajuste dos modelos

preditivos primarios aos dados experimentais e valores de seus respectivos parametros de

ajuste.
Amostra 1
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental

(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,4 0,40 0,45 0,40 0,40
24,5 0,4 0,61 0,62 0,54 0,71
52,5 1,525 1,49 1,32 1,37 1,36
73,5 2,075 2,14 2,21 2,21 2,04
102,5 3,075 3,05 3,04 3,03 3,13

Parametros de ajustes
Modelo Linear 5 ‘
- O experimento
H (mmidia) 749 4.5} —— modelo linear §
A (h) 17.70 modelo logistico
i 41| —— modelo Gompertz modificado ]
Modelo Logistico —— modelo Baranyi
M (mm/dia) 10,63 e |
e
A (h) 32,4 s |
c
«©
Y nax €M) 2,91 B |
©
Modelo Gompertz °
modificado '&E q
M (mm/dia) 9,84 |
A (h) 28,83
Y i (€M) 3,30 |
Modelo Baranyi
. 0 1 1 1 I I
H (mm/dia) 9,98 0 20 40 60 80 100 120
A (h) 38,17 Tempo (h)
Y e (€M) 14,51

Para as amostras 2 e 3, ndo sdo apresentados os graficos com as curvas de ajuste

dos modelos preditivos primarios, pois eles sdo semelhantes ao obtido para a amostra 1.
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Amostra 2
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
LIN LOG GOM BAR
(cm)

0 0,4 0,40 0,46 0,40 0,4
24,5 0,4 0,62 0,64 0,56 0,7
52,5 1,575 1,52 1,34 1,39 14
73,5 2,0875 2,19 2,24 2,24 2,1
102,5 3,1625 3,12 3,12 3,12 3,2
N Modelos preditivos primarios

Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 7,70 10,71 9,91 10,22
A (h) 17,71 32,25 28,49 37,81
Y e (€M) - 3,05 3,50 16,60
Amostra 3
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental
LIN LOG GOM BAR
(cm)

0 0,4 0,40 0,46 0,40 0,4
24,5 0,4 0,66 0,64 0,55 0,7
52,5 1,6 1,56 1,37 1,43 14
73,5 2,15 2,23 2,30 2,30 2,1
102,5 3,1875 3,16 3,14 3,14 3,2
N Modelos preditivos primarios

Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 7,68 11,01 10,23 10,18

A (h) 16,40 31,86 28,38 36,55

Y e (€M) - 3,02 3,41 13,54
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A.5 Medidas de raio da col6nia de B. fulva em funcdo do tempo, obtidas experimentalmente

durante o crescimento do fungo em polpa de morango, curvas de ajuste dos modelos

preditivos primarios aos dados experimentais e valores de seus respectivos parametros de

ajuste.
Amostra 1
Raio Raio predito pelo modelo primario (cm)
Tempo (h) experimental

(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,43 0,40 0,40
24,5 0,40 0,48 0,57 0,49 0,69
52,5 1,40 1,43 1,27 1,33 1,34
73,5 2,18 2,13 2,26 2,24 2,04
102,5 3,09 3,11 3,06 3,07 3,18

Parametros de ajustes

Modelo Linear 5 ‘
mm/dia O experimento
H( ) 8,07 451 modelo linear 4
A (h 21,99 modelo logistico
4t modelo Gompertz modificado J
Modelo Logistico modelo Baranyi

M (mm/dia) 11,77 £ J
O
A () 35,29 8 1
c
9
Y e (€M) 2,86 3 :
(5]
Modelo Gompertz g
modificado s )
M (mm/dia) 10,75 ,
A (h) 31,75 |
Y e (€M) 3,21

Modelo Baranyi

. 0 1 L L L L
M (mm/dia) 10,44 0 20 40 60 80 100 120
A ") 39,87 Tempo (h)
Y e €M) 23,75

Para as amostras 2 e 3, ndo sdo apresentados os graficos com as curvas de ajuste

dos modelos preditivos primarios, pois eles sdo semelhantes ao obtido para a amostra 1.
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Amostra 2
Raio Raio predito pelo modelo primario
Tempo (h) experimental
(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,44 0,40 0,4
24,5 0,40 0,41 0,58 0,50 0,7
52,5 1,39 1,40 1,26 1,31 1,3
73,5 2,16 2,14 2,24 2,22 2,0
102,5 3,16 3,17 3,14 3,14 3,2
N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 8,51 11,82 10,70 10,90
A (h) 24,31 36,00 32,21 41,18
Y e (€M) - 2,99 3,44 22,52
Amostra 3
Raio Raio predito pelo modelo primario
Tempo (h) experimental
(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,43 0,40 0,4
24,5 0,40 0,69 0,56 0,46 0,6
52,5 1,50 1,58 1,40 1,46 15
73,5 2,38 2,24 2,46 2,42 2,6
102,5 3,10 3,16 3,07 3,08 34
N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 7,58 13,00 12,31 20,50
A (h) 15,19 34,27 31,81 43,52
Y e (€M) - 2,76 2,96 3,54
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A.6 Medidas de raio da col6nia de B. fulva em funcdo do tempo, obtidas experimentalmente

durante o crescimento do fungo em polpa de pésseqgo, curvas de ajuste dos modelos

preditivos primarios aos dados experimentais e valores de seus respectivos parametros de

ajuste.
Amostra 1
Raio Raio predito pelo modelo primario
Tempo (h) experimental

(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,44 0,40 0,40
24 0,40 0,40 0,54 0,43 0,54
48 0,59 0,71 0,83 0,77 0,89
72,5 1,91 1,65 1,57 1,65 1,55
100,5 2,53 2,71 2,80 2,80 2,64
121,5 3,56 3,52 3,44 3,44 3,57

Parametros de ajustes
Modelo Linear 5 ‘ ‘
- O experimento
M (mm/dia) 9,16 4.5 || —— modelo linear 1
modelo logistico
A Q) 39,85 4l| —— modelo Gompertz modificado i
Modelo Logistico —— modelo Baranyi
M (mm/dia) 10,95 £ 35r i
O
A (h) 47,34 g 3f y 4 .
«©©
S
Y max (€M) 3,53 S 25} / |
o Y
Modelo Gompertz modificado et oL |
- (14
M (mmidia) 10,34
1.5¢ B
A () 43,61 )
1 L 4
Y e (€M) 4,04 ——
- 0.5+ — = .
Modelo Baranyi
M (mm/dia) 11,40 0 : : \ \ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
A (h) 55,53 Tempo (h)
Y e (€M) 17,92

Para as amostras 2 e 3, ndo sdo apresentados os graficos com as curvas de ajuste

dos modelos preditivos primarios, pois eles sdo semelhantes ao obtido para a amostra 1.
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Amostra 2
Raio Raio predito pelo modelo primario
Tempo (h) experimental

(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,44 0,40 0,4
24 0,40 0,40 0,52 0,44 0,5
48 0,53 0,56 0,74 0,68 0,8
72,5 1,58 1,46 1,28 1,35 14
100,5 2,26 2,49 2,44 2,50 2,4
1215 3,49 3,26 3,41 3,35 3,2
150,5 4,25 4,32 4,26 4,27 4,4

~ Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 8,80 11,64 10,27 10,54
A () 43,53 58,40 51,48 59,05
Y e (€M) - 4,31 5,24 16,21
Amostra 3
Raio Raio predito pelo modelo primario
Tempo (h) experimental
(cm) LIN LOG GOM BAR
0 0,40 0,40 0,43 0,40 0,4
24 0,40 0,40 0,50 0,41 0,6
48 0,50 0,64 0,73 0,63 0,9
72,5 1,58 1,55 1,38 1,46 1,5
100,5 2,70 2,59 2,74 2,78 2,5
1215 3,58 3,38 3,64 3,57 33
150,5 4,25 4,46 4,20 4,23 4,5

N Modelos preditivos primarios
Parametros de
ajuste do modelo Linear Logistico Gompertz Baranyi
modificado
M (mm/dia) 8,95 12,59 11,64 10,25
A (h) 41,69 55,83 50,93 54,23
Y e (€M) - 4,00 4,40 15,91
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APENDICE B

INFORMAGCOES COMPLEMENTARES AO ARTIGO 2

B.1. Dados de raio da colénia de B. fulva (em cm) em func¢do do tempo (em horas) obtidos

experimentalmente, durante seu crescimento em meio de cultura artificial

T=20°C-pH=4

T=20°C-pH=4

T=20°C-pH=4

Tempo (h) 0% glicose 5% glicose 10% glicose
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16,00 0,24 0,15
40,67 0,45 0,35 0,53 0,54 0,38 0,29 0,15 0,50
69,00 1,08 1,00 1,21 1,19 1,14 1,14 1,03 0,94 1,23
96,00 2,09 1,98 2,20 2,23 2,11 2,31 2,04 1,93 2,30
144,25 3,50 3,53 3,51 3,69 3,46 3,68 3,40 3,46 3,51
T=20°C-pH=5 T=20°C-pH=5 T=20°C—-pH=5
0% glicose 5% glicose 10% glicose
Tempo (h)
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16,00 0,33 0,36 0,35 0,10 0,31 0,13
40,67 0,40 0,51 0,43 0,35 0,24 0,35 0,48 0,41 0,33
69,00 1,11 1,00 1,06 1,03 1,08 1,16 1,14 1,10 0,99
96,00 2,00 2,08 1,99 2,06 2,11 2,24 2,20 2,18 2,06
144,25 3,55 3,56 3,50 3,69 4,00 3,58 3,54 3,48
T=20°C-pH=6 T=20°C-pH=6 T=20°C-pH=6
0% glicose 5% glicose 10% glicose
Tempo (h)
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0
16,00 0,18 0,19 0,20 0,20 0,15
19,75 0,28 0,20 0,25
40,67 0,38 0,35 0,41 0,33 0,30
43,58 0,43 0,40 0,40
67,92 1,05 1,08 1,00
69,00 1,19 1,10 1,13 1,04 0,98
95,17 1,88 1,83 1,88
96,00 2,30 2,16 2,01 1,91 1,80
119,58 2,68 2,53 2,65
140,92 3,30 3,28 3,30
144,00 4,00 3,75 3,6125  3,4875 3,41
166,50 4,08 4,00 4,03
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T=28°C-pH=4

T=28°C-pH=4

T=28°C-pH=4

0% glicose 5% glicose 10% glicose
Tempo (h)
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16,25 0,30 0,24 0,20 0,55 0,56 0,30 0,20 0,20
22,83 0,44 0,39 0,46 0,91 0,88 0,67 0,43 0,49 0,34
40,67 1,43 1,40 1,56 2,20 2,24 2,03
69,00 3,21 3,08 3,19 3,43 3,53 3,43 3,00 2,99 2,98
T=28°C—pH=5 T=28°C—pH=5 T=28°C-pH=5
0% glicose 5% glicose 10% glicose
Tempo (h)
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16,25 0,36 0,26 0,38 0,30 0,23 0,39
22,83 0,56 0,54 0,56 0,48 0,44 0,53
24,50 0,30 0,25 0,28
40,67 1,65 1,75 1,59 1,55 1,55 1,74
47,00 1,28 1,26 1,19
69,00 3,36 3,64 3,41 3,14 3,18 3,26
71,50 2,63 2,66 2,58
94,00 4,25 4,25 3,79
T=28°C—-pH=6 T=28°C—-pH=6 T=28°C-pH=6
0% glicose 5% glicose 10% glicose
Tempo (h)
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0,00 0 0 0 0 0 0 0
16,25 0,24 0,24 0,19
19,75 0,34 0,34 0,48 0,51 0,54
22,83 0,49 0,41 0,41
22,92 0,59 0,54
25,75 0,75 0,69 0,78 0,84 0,85
40,67 1,76 1,59 1,59
43,58 1,81 1,76 1,85 1,98 1,95
67,92 3,21 3,18 3,35 3,33 3,31
69,00 3,76 3,33 3,33
95,17 3,45 3,41
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T=36°C-pH=4

T=36°C-pH=4

T=36°C-pH=4

Tempo (h) 0% glicose 5% glicose 10% glicose
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0
17,5 0,78 0,55 0,45 0,43 0,58 0,49 0,38 0,43
24,17 1,21 1,09 1,01 0,93 1,18 0,94 0,88 0,91
42,17 2,44 2,40 2,45 2,41 2,78 2,11 1,98 2,10
49,5 291 3,04 2,99 2,98 3,20 2,68 2,53 2,58
T=36°C-pH=5 T=36C-pH=5 T=36C-pH=5
0% glicose 5% glicose 10% glicose
Tempo (h)
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17,5 0,51 0,71 0,61 0,41 0,41 0,54 0,39 0,25 0,48
24,17 1,03 1,18 1,01 1,03 0,91 0,99 0,93 0,69 0,95
42,17 2,54 2,54 2,36 2,44 2,45 2,49 2,06 1,90 2,21
49,5 3,10 3,23 2,95 3,03 2,99 3,08 2,58 2,55 2,79
70,50 3,51
T=36C-pH=6 T=36C-pH=6 T=36C-pH=6
0% glicose 5% glicose 10% glicose
Tempo (h)
Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra  Amostra
01 02 03 01 02 03 01 02 03
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17,5 0,50 0,70 0,53 0,58 0,58 0,55 0,45 0,56 0,55
24,17 1,09 1,09 0,98 1,16 1,14 1,10 0,98 1,05 1,08
42,17 2,58 2,50 2,45 2,56 2,68 2,46 2,26 2,26 2,21
49,5 3,24 3,05 3,15 3,15 3,20 3,05 2,78 2,75 2,74
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B.2. Curvas de ajuste dos modelos preditivos primarios aos dados obtidos

experimentalmente

Nesta sec¢do, exemplifica-se a qualidade de ajuste dos modelos preditivos primarios
aos dados obtidos experimentalmente. Optou-se por apresentar os graficos referentes as
amostras 01 de cada tratamento, pois as curvas de ajuste para as demais amostras, no

mesmo tratamento, apresentam comportamento semelhante a esse.

T =20°C, pH = 4, 0% glicose T =20°C, pH = 4, 5% glicose
5 : : : ]
) experimento -
4.5 —— modelo linear | o expenme_nto
modelo logistico 4.5 — modelo Ilne{ar_
41| — modelo Gompertz modificado ] modelo logistico !
—— modelo Baranyi simplificado 4| — modelo Gompertz modificado
—— modelo Baranyi simplificado

Raio da colénia (cm)

Raio da coldnia (cm)
w

15F
N //\,,
0.5
,/_//
0% L L
0 50 100 150
Tempo (h) Tempo (h)
(o] . 0 .
T=20"C, pH =4, 10% glicose T=20C, pH =5, 0% glicose
5 T T 5 -
O experimento o experlme_nto
4.5 —— modelo linear ] 4.5} — modelo I|near>
modelo logistico modelo logistico
41l —— modelo Gompertz modificado ] 41| — modelo Gompertz modificado
—— modelo Baranyi simplificado —— modelo Baranyi simplificado

Raio da col6nia (cm)
N @w
(5] w (5]
T T T

N
T

Raio da coldnia (cm)

L
o
T

[N
T

0.5-

Tempo (h) 0 50 100 150
Tempo (h)
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T =20°C, pH =5, 5% glicose

T =20°C, pH =5, 10% glicose

5 ; T 5 ; .
experimento O experimento
457 — moge:o :me}a; 1 4.5} — modelo linear 4
modelo C(;ngs |<:0rt sitcad modelo logistico
44— modelo Bompe‘ z m0|’ﬁ| CZ o P! 41| —— modelo Gompertz modificado J
—— Mmodelo Baranyi simpliicado —— modelo Baranyi simplificado
= ~ 35 h
& :
£ g 9 ’
8 g 7
< o 25+ 7 B
° ] Z
2 o
& -&% 2+ i
15F 1
1L ]
05} 7 1
/1/
0% L .
0 50 100 150
Tempo (h) Tempo (h)
(o) H o i
T=20"C, pH =6, 0% glicose T=20"C, pH = 6, 5% glicose
5 . T 5 T T
experimento experimento
4.5+ —— modelo linear 4 4.5+ —— modelo linear b
modelo logistico 2 modelo logistico
41| —— modelo Gompertz modificado 1 41| —— modelo Gompertz modificado d
—— modelo Baranyi simplificado —— modelo Baranyi simplificado
~ 35 b = 7
§ &
S 3r h 8 7
s S
S 25l 1 3 1
] ]
(=} o
2 Ll ] <} B
& &
1.5+ 1 7
1+ 4 4
0.5 7 i |
o= . . . . . . I &
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 50 100 150
Tempo (h) Tempo (h)
(o] H 0 i
T=20"C, pH = 6, 10% glicose T =28"C, pH =4, 0% glicose
5 T T 5 T T T T T T
experimgnto experiment
4.5} —— modelo Ilnearv B 4.5 —— modelo linear B
modelo logistico ) modelo logistico
4| — modelo Gompe_rtz_ moqmeado E 4| —— modelo Gompertz modificado
—— modelo Baranyi simplificado —— modelo Baranyi simplificado
. 3.5 1 _
g g
s 3r 1 o
5 S
S 25 E 8
s 8
e 2r 1 )
3 &
15+ 1
1r 4
s
0.5+ — h
0% L .
0 50 100 150
Tempo (h)

Tempo (h)
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T =28°C, pH = 4, 5% glicose

T =28°C, pH = 4, 10% glicose

5 T T 5 T T
experimento experimento
4.5 — modelo linear 4 4.5 — modelo linear 4
modelo logistico modelo logistico
4| —— modelo Gompertz modificado 4| —— modelo Gompertz modificado 1
—— modelo Baranyi simplificado —— modelo Baranyi simplificado
— 35 ] sl
= z 3.5
(2 S
3t 4 = 3t
£ g 3
= «©
S 25f ] S 25
1]
©° ©
o he=l
E 20 h .g 2r
14
15r 1 15
1+ ] 1t
0.5+ 7 0.5+
0; — L L L L L L L &: —T I I L L L L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h) Tempo (h)
0 : o .
T =28"C, pH =5, 0% glicose T =28"C, pH =5, 5% glicose
5 T T T T T T T 5 T T
O experimento experimento
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41| —— modelo Gompertz modificado 4 41| — modelo Gompertz modificado g
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8 3 . g 3k 1
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77 ] - |
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Tempo (h) Tempo (h)
o . ) .
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O experimento experimento
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) L
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b= S
2 L 1 T L 4
g 2 § 2
15+ B 1.5¢ h
1t 1 1r ]
0.5 Z3) 1 0.5F ~ 1
ot — 1 1 1 1 1 1 ot = 1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h) Tempo (h)
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T =28°C, pH = 6, 5% glicose

T =28°C, pH = 6, 10% glicose

5 T T T T T T T 5 T T T T T T
O experimento experimento
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o : _ 0 _ :
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B.3. Parédmetros de ajuste de cada modelo preditivo primario as curvas de crescimento

obtidas experimentalmente.
Nesta sec¢do, sdo apresentados os valores dos parametros de ajuste de cada modelo
preditivo primario (linear, logistico, Gompertz modificado e Baranyi simplificado) obtidos

durante a modelagem matematica realizada neste estudo.

Modelo Linear Modelo Logistico Modelo Gompertz Modificado Modelo Baranyi

T pH | % glicose | amostra mi lambda mi lambda Y max mi lambda Y max mi lambda
1 7,23 28,45 9,44 43,06 3,97 8,03 35,49 5,55 8,42 43,84

0 2 7,50 32,66 10,01 48,27 3,99 8,53 41,27 5,56 9,08 50,62

3 7,05 24,06 9,38 39,25 3,89 8,15 32,04 4,85 7,98 37,39

1 7,46 26,06 9,81 41,34 4,16 8,50 34,20 5,45 8,58 40,35

4 5 2 7,25 28,80 9,88 43,93 3,78 8,61 37,22 4,56 8,38 43,71
3 7,94 31,28 11,23 46,25 3,93 10,67 43,51 4,32 8,45 38,65

1 7,33 32,22 10,30 47,93 3,67 8,94 41,45 4,38 8,68 48,85

10 2 7,77 37,46 11,05 53,36 3,75 9,57 47,18 4,49 9,53 55,90

3 7,12 23,98 9,91 39,99 3,78 8,61 32,90 4,49 7,94 36,04

1 7,38 30,09 9,20 43,42 4,22 8,12 37,96 6,60 8,60 45,37

0 2 7,34 28,90 9,19 43,04 4,30 8,21 38,78 7,31 8,60 44,58

3 7,25 29,77 9,00 43,14 4,20 8,02 38,38 6,86 8,48 45,39

1 7,89 33,29 10,67 49,23 4,15 9,19 42,61 5,45 9,53 50,65

20 5 5 2 8,82 36,95 12,03 53,00 4,50 10,29 46,38 6,00 10,66 53,52
3 8,18 31,87 10,21 41,70 2,99 9,69 40,61 5,24 12,08 53,44

1 7,35 27,16 9,51 40,92 4,03 8,05 32,98 5,61 8,32 40,23

10 2 7,40 28,90 10,22 44,72 3,86 8,80 37,65 4,72 8,59 43,92

3 747 32,46 10,47 48,53 3,79 8,81 41,00 4,77 8,92 49,52

1 7,22 31,33 8,86 46,63 4,69 7,94 39,19 6,37 8,16 45,07

0 2 7,07 31,49 8,71 47,67 4,68 7,85 40,29 6,37 8,09 46,58

3 7,22 32,17 8,95 47,55 4,56 7,99 39,96 6,03 8,18 46,26

1 8,53 32,18 11,48 47,36 4,46 9,75 40,05 5,88 9,90 46,23

6 5 2 8,01 32,35 10,76 47,40 4,18 9,13 40,09 5,55 9,41 47,66

3

1 7,50 30,18 9,63 44,97 4,21 8,38 38,53 6,16 8,87 46,50

10 2 7,41 32,71 9,59 47,39 4,04 8,31 41,04 5,87 8,93 50,46

3 7,29 34,08 9,50 49,65 4,01 8,30 43,94 5,99 9,05 53,92

1 13,61 13,48 18,89 22,60 3,64 15,97 19,44 531 17,63 25,48

0 2 13,26 14,10 19,25 23,23 3,36 15,78 19,48 4,49 17,29 26,44

3 13,81 13,67 20,57 22,36 3,40 16,84 18,37 4,16 17,15 24,17

1 13,27 5,10 19,74 13,49 3,58 17,68 10,39 3,94 13,70 7,48

4 5 2 13,75 5,77 20,46 14,13 3,68 18,19 10,93 4,07 14,34 8,66
3 14,41 10,43 22,33 18,66 3,55 19,29 15,17 3,92 15,98 16,40

1 12,98 13,68 24,20 21,42 3,04 15,73 18,47 3,99 17,97 29,52

10 2 12,80 13,05 26,50 20,43 3,00 17,33 17,04 3,44 17,20 27,92

3 13,71 16,92 34,24 23,13 2,98 16,95 20,39 3,70 19,03 32,09

1 13,96 11,66 19,24 19,99 3,73 16,17 16,23 4,93 16,87 21,12

0 2 15,62 13,42 22,65 22,05 3,93 18,66 18,15 4,98 18,91 22,53

3 14,12 11,95 19,01 20,55 3,91 16,27 17,30 5,61 17,38 22,05

1 13,59 21,96 17,88 35,33 5,65 16,75 33,24 9,22 16,94 34,37

28 5 5 2 13,80 22,62 18,12 35,34 5,42 16,58 32,27 8,17 17,18 34,85
3 12,29 21,05 16,08 32,18 4,45 14,35 28,07 5,86 15,07 33,06

1 13,25 12,45 18,90 20,95 3,41 15,68 17,05 4,34 16,38 22,95

10 2 13,72 13,63 20,44 22,43 3,39 16,70 18,44 4,19 17,14 24,35

3 13,55 11,00 19,56 19,35 3,50 16,31 15,36 4,26 15,99 19,65

1 16,38 14,29 24,41 23,31 4,04 19,83 19,36 5,12 20,04 23,59

0 2 14,18 13,31 18,55 19,52 3,50 17,14 16,36 3,67 10,58 8,78

3 14,14 13,92 18,70 20,46 3,47 17,06 17,04 3,64 10,68 10,47

1 14,42 12,42 18,41 19,17 3,85 16,15 15,91 5,09 16,99 20,54

6 5 2 14,12 11,00 18,43 17,51 3,69 16,25 14,23 4,49 16,06 17,84
3 13,93 10,61 17,95 17,14 3,72 15,82 13,80 4,61 15,84 17,48

1 14,44 14,08 21,76 23,15 3,55 17,62 19,14 4,44 18,11 24,70

10 2 14,59 14,52 22,43 23,65 3,52 18,06 19,60 4,32 18,30 25,11

3
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Modelo Linear Modelo Logistico Modelo Gompertz Modificado Modelo Baranyi
T pH | % glicose | amostra mi lambda mi lambda Y max mi lambda Y max mi lambda
1 16,10 6,00 19,71 9,93 3,23 17,97 8,05 4,03 17,87 10,47
0 2 18,38 10,24 21,40 14,06 3,75 19,80 12,23 5,04 21,93 16,63
3
1 19,06 11,61 22,89 15,15 3,43 21,23 13,39 4,15 23,15 18,34
4 5 2 19,30 12,38 23,15 16,30 3,53 21,27 14,38 4,45 24,05 19,68
3 20,04 10,18 25,80 13,86 3,43 24,03 12,44 3,95 23,04 15,33
1 16,23 10,37 18,94 14,34 3,34 17,53 12,53 4,57 20,16 18,23
10 2 15,70 11,32 18,34 15,24 3,15 16,96 13,32 4,15 20,18 20,15
3 16,05 10,86 19,09 14,34 2,97 17,67 12,56 3,67 20,06 18,92
1 19,59 11,36 23,37 15,07 3,64 21,48 13,22 4,61 23,61 17,81
0 2 18,69 8,78 21,72 12,95 4,11 20,20 11,18 5,80 21,63 14,28
3 17,65 9,75 20,65 13,84 3,69 19,10 12,07 5,19 21,20 16,45
1 19,41 12,00 23,09 15,56 3,52 21,47 13,74 4,27 23,68 18,78
36 5 5 2 19,60 12,63 23,77 16,50 3,47 21,86 14,62 4,27 24,45 19,88
3 19,27 11,27 22,84 15,28 3,75 20,96 13,41 5,04 23,43 17,99
1 14,22 8,84 19,19 16,30 3,75 17,41 13,09 4,22 15,17 12,79
10 2 17,00 14,32 21,21 20,25 3,55 19,63 18,47 5,27 24,05 24,71
3 17,22 10,95 20,19 14,89 3,44 18,63 13,03 4,63 21,36 18,54
1 20,36 11,53 23,97 15,38 3,94 22,10 13,48 5,13 24,40 17,72
0 2 17,92 8,77 21,08 12,62 3,66 19,35 10,77 4,98 20,90 14,60
3 19,69 11,70 23,45 16,52 4,18 21,88 14,95 6,22 24,26 18,68
1 19,15 10,00 22,64 13,43 3,65 20,93 11,66 4,57 22,34 15,66
6 5 2 19,88 10,43 24,10 13,94 3,61 22,22 12,22 4,40 23,20 16,02
3 18,61 10,24 21,86 13,78 3,60 20,18 11,96 4,61 22,04 16,40
1 17,37 11,01 20,67 14,50 3,20 19,13 12,72 3,95 21,31 18,31
10 2 16,35 9,02 19,49 12,48 3,13 17,93 10,70 3,93 19,34 15,54
3 16,11 8,84 18,98 12,22 3,14 17,55 10,46 3,95 19,01 15,35
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APENDICE C

INFORMAGCOES COMPLEMENTARES AO ARTIGO 3

C.1. Dados de raio da col6nia de B. fulva (em cm) em funcdo do tempo (em horas) obtidos
experimentalmente, durante seu crescimento em polpa de mamao nas diversas

temperaturas consideradas no estudo.

T=12°C

Amostra 01 * Amostra 02 Amostra 03 Amostra 04 * Amostra 05
Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio
(h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm)

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
239 1,00 94 0,28 239 0,78 239 1,05 325 1,10
325 1,60 239 0,55 277 0,93 325 1,38 379 1,58
378 2,13 325 1,05 379 1,63 379 1,85 429 2,13
429 2,50 378 1,55 429 2,15 429 2,35 477 2,43
477 2,85 429 2,33 477 2,38 477 2,88 522 2,75

477 2,73 522 2,73

522 3,15

* Placa reservada para a etapa de validacdo do modelo preditivo

T=15°C
Amostra 01 * Amostra 02 Amostra 03 * Amostra 04
Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm)
0 0 0 0 0 0 0 0

100 0,25 100 0,24 119 0,24 119 0,29
119 0,34 119 0,36 143 0,39 143 0,64
143 0,50 143 0,48 167 0,55 167 0,80
167 0,79 167 0,79 191 0,80 191 1,09
191 1,14 191 1,14 215 1,11 215 1,48
215 1,44 215 1,39 239 1,45 239 1,83
239 1,79 239 1,75 263 1,76 263 2,09
263 2,16 263 2,05 287 2,09 287 2,40
287 2,50 287 2,41 312 2,46 312 2,80
312 2,85 312 2,78 334 2,75 334 3,10
334 3,18 334 3,10 359 3,10 359 3,36
359 3,51 359 3,48

* Placa reservada para a etapa de validacdo do modelo preditivo
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T=15°C
Amostra 05 Amostra 06 Amostra 07 * Amostra 08
Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm)
0 0 0 0 0 0 0 0
143 0,63 143 0,40 143 0,39 143 0,29
167 0,91 167 0,65 167 0,65 167 0,58
191 1,19 191 0,95 191 0,91 191 0,76
215 1,46 215 1,25 215 1,19 215 1,16
239 1,58 239 1,63 239 1,51 239 1,50
263 1,93 263 1,94 263 1,86 263 1,63
287 2,25 287 2,31 287 2,08 287 1,81
312 2,59 312 2,68 312 2,41 312 2,36
334 2,96 334 3,01 334 2,76 334 2,66
359 3,05 359 3,36 359 3,04 359 3,03

* Placa reservada para a etapa de valida¢do do modelo preditivo

T=20°C

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03 Amostra 04 Amostra 05 * Amostra 06 *

Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio

(h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm)

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
66 0,53 66 0,94 66 1,03 66 0,43 44 0,30 44 0,25
90 0,93 90 1,63 90 1,70 90 0,89 68 0,50 68 0,40

119 1,55 119 2,34 119 2,40 119 1,59 95 1,05 95 0,98
161 2,45 161 3,24 161 3,24 161 2,49 120 1,65 120 1,55
141 2,25 141 2,15
167 2,85 167 2,78
190 3,35 190 3,28
214 3,93 214 3,88

* Placa reservada para a etapa de validagcdo do modelo preditivo

T =24°C
Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03 Amostra 04 *
Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm)
0 0 0 0 0 0 0 0
69 0,80 76 1,23 69 0,65 69 0,74
76 1,23 97 1,96 76 0,95 76 1,10
97 2,18 121 2,79 97 1,71 97 1,96
121 3,13 170 4,00 121 2,53 121 2,75
170 4,00 170 3,63 170 4,00

* Placa reservada para a etapa de validacdo do modelo preditivo
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T=28°C

Amostra 01 Amostra 02 * Amostra 03 Amostra 04 * Amostra 05
Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio
(h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm)

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0,48 44 1,55 44 1,44 44 1,14 18 0,43
22 0,64 67 2,50 67 2,39 67 2,01 46 1,71
44 1,70 91 3,71 91 3,45 91 3,23 67 2,49
67 2,83 96 3,63 91 2,85

91 4,00

* Placa reservada para a etapa de valida¢do do modelo preditivo

T=36°C

Amostra 01 * Amostra 02 Amostra 03 Amostra 04 * Amostra 05 Amostra 06

Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio Tempo Raio

(h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm) (h) (cm)

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 0,54 24 0,90 24 0,91 24 0,85 24 0,81 24 1,03
24 0,94 43 1,93 43 1,85 43 1,95 43 1,99 a7 2,06

43 2,03 47 2,16 66 3,08 66 2,83 66 3,38 66 3,03
47 2,36 66 2,79 89 3,80 89 3,24 89 4,00 89 3,36
66 2,89 89 3,28

89

* Placa reservada para a etapa de valida¢do do modelo preditivo

T =40°C
Amostra 01 Amostra 02
Tempo (h) Raio (cm) Tempo (h) Raio (cm)
0 0 0 0

42 1,55 42 1,35
61 2,60 61 2,80
70 2,87 70 3,31
85 3,48 85 3,86
94 3,84 94 4,36
109 4,25 109 4,74
118 4,58 164 5,93
133 4,75 210 7,50
164 5,40

210 6,33
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C.2.

experimentalmente

Curvas de ajuste dos

modelos

preditivos primarios aos

dados obtidos

Para demonstrar visualmente a qualidade de ajuste dos modelos preditivos primarios

aos dados obtidos experimentalmente, nesta se¢do sdo apresentados alguns dos gréaficos

gerados durante o procedimento de andlise. Optou-se por apresentar o grafico para uma

das amostras dentro de cada conjunto de temperatura, uma vez que ele representa

satisfatoriamente o comportamento observado para

tratamento.

« Temperatura = 12°C (amostra 02)
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e Temperatura = 20°C (amostra 02)
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e Temperatura = 36°C (amostra 03)
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C.3. Parametros de ajuste de cada modelo preditivo primario as curvas de crescimento

obtidas experimentalmente.
Nesta se¢do, sdo apresentados os valores dos parametros de ajuste de cada modelo
preditivo primario (linear, logistico, Gompertz modificado e Baranyi simplificado) obtidos

durante a modelagem matematica realizada no estudo conduzido no artigo 3.

Modelo Linear Modelo Logistico Modelo Gompertz modificado Mgﬁéﬁif*ﬁgggw
T(C) | Amostra
7 A 7 A Y iex 7 A Y oex 7 A

(mm/dia) (h) (mm/dia) (h) (cm) (mm/dia) (h) (cm) (mm/dia) (h)
02 2,4 198,7 2,74 235,9 4,36 2,81 248,2 9,35 2,93 260,9
12 03 1,68 138,2 1,92 167,4 3,44 1,8 153,4 4,91 2,06 206,9
05 1,92 190,3 2,35 215,4 3,21 2,33 211,9 3,72 2,33 237
02 3,12 98,1 3,86 133,8 4,18 3,58 123,6 5,97 4,01 149,6

04 3,12 100,5 3,74 1258 3,92 3,46 115,2 5,12 3,82 142
15 05 2,88 90,8 3,14 111,2 3,98 2,95 102,6 5,69 3,29 129,8
06 3,36 120,7 3,94 143,9 4,10 3,67 135 5,59 4,15 161,6
08 2,88 124,1 3,53 151,1 4,08 3,36 144,9 6,13 3,89 174,4

01 4,8 42,1 5,76 53,4 3,04 5,28 48,4 4,36 6,24 69,2

02 5,76 23,9 7,25 38 3,57 6,72 32,8 4,22 6,14 33,6

20 03 5,52 18,1 7,2 34,7 3,52 6,67 29,4 4,09 5,78 25,3
04 5,28 47,3 6,38 58,7 2,91 5,81 53,3 3,73 6,77 73,9

01 7,68 34,6 11,90 53,9 4,08 11,95 52,6 4,26 7,92 41,4

24 02 6,96 30,4 9,19 46,34 4,38 8,57 41,78 5,04 7,37 37,2
03 6,96 42,2 9,65 56 3,84 9,17 52,4 4,2 7,78 54,1

01 11,52 8,3 15 19,2 4,53 13,32 14,3 5,73 12,82 15,1

28 03 10,32 11,2 12,91 20,1 3,97 11,74 16,1 4,97 10,99 15,6
05 8,16 -0,3* 13,73 16,2 2,93 12,36 11,8 3,16 7,51 -7,4*
02 8,64 -8,4* 14,74 11,7 3,27 13,97 9,2 3,50 7,44 -21,9*

03 10,8 2,2 15,36 14,2 3,99 14,04 10,4 4,49 10,78 1,8

% 05 12 4,5 18,31 17,1 4,11 16,90 13,9 4,49 11,88 4,3
06 8,88 -7,6* 14,66 11,4 3,50 13,85 8,1 3,75 8,06 -17,3*
01 6,48 -37,6* 10,54 7,9 6,07 10,56 6,0 6,46 6,05 -52,7*

-

0 02 7,92 -25,4 13,08 14,9 7,04 12,62 11,4 7,52 7,51 -33,2*

* Valor estimado pelo modelo matematico sem significado fisico. Neste caso, assume-se que o tempo de duragdo da
fase lag é nulo.

** Para 0s experimentos realizados nesta temperatura, utilizaram-se placas de Petri com 150 mm de didmetro. Tal
escolha teve como objetivo obter maior nimero de medidas de diametro da coldnia, pois o crescimento do fungo nessa

condigdo é muito rapido. O uso de placas com 90 mm de diametro limitaria a obtengdo de dados experimentais.
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C.4. Forma diferencial dos modelos preditivos priméarios para utilizacdo em condicbes

dindmicas de temperatura, conforme Longhi et al., 2013.

Os modelos preditivos primarios, escritos da forma como foram apresentados na
Tabela 6.1 (artigo 3), aplicam-se somente em condi¢fes isotérmicas. Para serem utilizados
em condi¢cdes nado-isotérmicas ou em condicbes dindmicas de temperatura é necessario
rescrevé-los na forma diferencial, haja vista que os valores de seus parametros (taxa de
crescimento radial, tempo de duracao da fase lag) variam ao longo do tempo. As Equacdes
C.4.1 a C.4.4 mostram as formas diferenciais dos modelos preditivos primarios tratados

neste estudo e suas respectivas condic¢des iniciais.

« Modelo Linear

dy _ [0 (t<A)
at  |u (t>A) Eq. C.4.1
y(©0) =y,

* Modelo Logistico

d_y = 4_ﬂ 1—L y
dt Y max Y max
Y mex Eq.C.4.2

1+ exp{[d"u]/l + 2}
Y max

¢ Modelo Gompertz modificado

y(O) =y, +

ay - H-exp(2) .y.|n(yMAXj

dt Y uax y
) Eq. C.4.3
Y(O) =Vo+ Y -eXp{_ ap{ﬂ-ﬁ + 1}}
Y uax

¢ Modelo Baranyi simplificado

YooY ey -
% = Eq. C44
y(0) =y,
Q0) =Q,
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C.5. Estudo sobre a convergéncia da série que constitui a solucdo exata do modelo de

transferéncia de calor em placa plana

Como se pode perceber pela Equacdo (6.18), a solucdo exata para o peffil
adimensional de temperatura para a placa plana, utilizada no artigo 3, € constituida por uma
série infinita. Desta forma, antes de aplicar essa equacdo nas simulacdes realizadas,
estudou-se a convergéncia dessa série, a fim de determinar o0 nuimero de termos
necessarios para obter a solucdo com a exatiddo desejada. Para tal avaliacdo, foram
consideradas as condi¢cGes extremas de velocidade do ar do sistema de refrigeracdo, ou
seja, o menor valor (0,2 m/s) e o maior valor (5 m/s) testados nas simula¢gdes. Lembre-se de
gue os coeficientes dessa série sdo funcdo do numero de Biot (Bi) que, por sua vez,
depende do valor do coeficiente de transferéncia de calor convectivo, o qual é fungcéo da

velocidade do fluido de troca térmica.

A Tabela C.5.1 apresenta os valores de &, e dos coeficientes C, dos oito primeiros

termos da série, para cada situacao estudada.

Tabela C.5.1. Valores de &, e dos coeficientes C, dos oito primeiros termos da série que
constitui a solucdo exata para a placa plana utilizada no estudo conduzido no artigo 3.

Caso 1: U, =0,2 m/s (Bi = 0,297)

gtn 0,5195 3,2332 6,33 9,4561 12,5899 15,7268 18,8653 22,0046

Cn 1,0447 -0,055 0,0147 -0,0066 0,0037 -0,0024 0,0017 -0,0012

Caso 2: U,, =5 m/s (Bi =1,485)

fn 0,9851 3,5389 6,5075 9,5785 12,6829 15,8016 18,9278 22,0583

Cn 1,1528 -0,1986 0,0662 -0,0315 0,0182 -0,0118 0,0082 -0,0061

Na Tabela C.5.2, mostra-se a comparagdo entre 0s valores da temperatura
adimensional (lado esquerdo da Eq. 6.18) calculados para a superficie superior da placa
com o uso de um termo (condi¢do 1), dos quatro primeiros termos (condi¢do 2) e dos oito
primeiros termos (condicdo 3) da série, para o0 caso 1. Nesta tabela, também sé&o
apresentados os valores do erro relativo 1, em que se comparam os resultados das
condicbes 1 e 2, e do erro relativo 2, em que se comparam os resultados das condi¢cdes 2 e
3.
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Tabela C.5.2. Estimativa para a temperatura adimensional na superficie da placa plana
usando a solugdo exata quando a velocidade do ar € 0,2 m/s, empregando-se apenas 0
primeiro termo da série (condi¢&do 1), os quatro primeiros termos da série (condi¢cao 2) e 0s
oito primeiros termos da série (condi¢do 3), com seus respectivos erros relativos — erro 1
(condicao 1 x condicdo 2) e erro 2 (condi¢ao 2 x condicao 3)

Tempo (s) Condicdo1l Condicdo2 Condicdo3 Errol( %) Erro 2 (%)

10 0,9067 0,9815 0,9891 7,63 0,76
20 0,9065 0,9802 0,9865 7,52 0,64
30 0,9063 0,9789 0,9843 7,42 0,54
40 0,9062 0,9777 0,9822 7,31 0,46
50 0,9060 0,9764 0,9803 7,22 0,40
60 0,9058 0,9752 0,9786 7,12 0,34
70 0,9056 0,9741 0,9769 7,03 0,29
80 0,9055 0,9729 0,9754 6,93 0,25
90 0,9053 0,9718 0,9740 6,85 0,22
100 0,9051 0,9708 0,9726 6,76 0,19
200 0,9034 0,9612 0,9617 6,01 0,05
500 0,8984 0,9405 0,9405 4,48 0
1000 0,8900 0,9175 0,9175 2,99 0

A partir dos resultados mostrados na Tabela C.5.2 verifica-se que, em termos de
exatidao da solucdo, o emprego de quatro ou de oito termos na série representa um erro
pouco expressivo, pois é inferior a 0,80%. Segundo essa analise, 0 uso de quatro termos na
série ndo gera resultados muito diferentes daqueles obtidos com o emprego de oito termos.
Desta forma, tal resultado conduz a adog&o de quatro termos para representar a série, sem

comprometer significativamente sua exatidao.

Na Tabela C.5.3, apresenta-se a comparacdo entre os valores da temperatura
adimensional (lado esquerdo da Eq. 6.18) calculados na superficie superior da placa com o
uso de um termo (condicdo 1), dos quatro primeiros termos (condigdo 2) e dos oito primeiros
termos (condicdo 3) da série, para o caso 2. Nesta tabela, também s&@o apresentados 0s
valores do erro relativo 1, em que se comparam os resultados das condi¢cfes 1 e 2, e do erro

relativo 2, em que se comparam os resultados das condi¢cbes 2 e 3.
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Tabela C.5.3. Estimativa para a temperatura adimensional na superficie da placa plana
usando a solugéo exata quando a velocidade do ar é 5 m/s, empregando-se apenas 0
primeiro termo da série (condi¢&o 1), os quatro primeiros termos da série (condi¢cdo 2) e 0s
oito primeiros termos da série (condicdo 3), com seus respectivos erros relativos — erro 1
(condicéo 1 x condicdo 2) e erro 2 (condi¢do 2 x condicdo 3)

Tempo (s) Condicgdol Condicdo2 Condicdo3 Errol( %) Erro2 (%)

10 0,6368 0,9102 0,9469 30,04 3,88
20 0,6364 0,9046 0,9354 29,65 3,29
30 0,6360 0,8992 0,9251 29,27 2,81
40 0,6355 0,8939 0,9159 28,90 2,40
50 0,6351 0,8888 0,9075 28,54 2,07
60 0,6347 0,8839 0,8999 28,19 1,78
70 0,6342 0,8790 0,8928 27,85 1,54
80 0,6338 0,8744 0,8862 27,51 1,33
90 0,6334 0,8698 0,8801 27,18 1,16
100 0,6330 0,8654 0,8743 26,86 1,01
200 0,6287 0,8272 0,8296 24,00 0,29
500 0,6162 0,7509 0,7510 17,93 0,01
1000 0,5958 0,6761 0,6761 11,88 0

A partir dos resultados mostrados na Tabela C.5.3, nota-se novamente que, a
aproximacao da série apenas pelo seu primeiro termo gera um erro elevado (erro 1 = 30%),
guando se compara esse resultado com a aproximacdo da série pelos quatro primeiros
termos. Por outro lado, o0 emprego dos oito primeiros termos ndo produz resultados muito
diferentes daqueles obtidos com o uso dos quatro primeiros termos. Nesta situacdo, o erro
maximo obtido (erro 2) foi inferior a 4%. Além disso, o0 erro reduz-se a menos de 1% apds
cerca de 100 segundos. Isto demonstra mais uma vez a viabilidade de se aproximar a série
infinita pelos seus quatro primeiros termos, o que foi adotado no estudo conduzido no artigo
3.
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