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Resumo

O tratamento térmico do leite cru é uma operacao que tem por objetivo a reducéo
da sua microbiota natural, promovendo a diminui¢cdo do risco de veiculacdo de
patégenos. A aplicacdo de um bindmio de tempo-temperatura assertivo pode
contribuir para a obtencdo de beneficios tecnolégicos aos derivados do leite
tratado termicamente. O objetivo do presente trabalho foi quantificar e modelar
a inativacdo da microbiota natural do leite cru em diferentes condi¢cdes nao-
isotérmicas. Quatro amostras de leite cru foram submetidas a diferentes taxas
médias de aquecimento (0,23 °C/min seguida de 0,73 °C/min, 0,80 °C/min,
1,31 °C/min, e 1,74 °C/min) até atingir 90 °C. A enumeracdo das bactérias
viaveis no leite foi realizada com Agar Padr&o para Contagem (PCA) em funcgéo
do tempo dos tratamentos. Um modelo cinético de primeira ordem e dois
modelos secundarios (adaptado de Rosso e colaboradores e empirico proposto
neste estudo) foram ajustados aos dados experimentais de sobrevivéncia. Os
modelos ajustados aos dados resultaram em indices estatisticos satisfatorios e
semelhantes entre si. Os modelos foram validados com dados da literatura, com
valores dos percentuais de tendéncia e discrepancia dependentes das taxas de
aguecimento dos perfis de temperatura analisados. Portanto, os modelos
sugeridos podem ser Uteis na analise de processos de inativacdo térmica da
microbiota natural do leite cru.
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1. Introducéo

Leite é o produto da secre¢cdo mamaria das fémeas de mamiferos, obtida
através da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite obtido dos demais animais
devem ser designados conforme sua procedéncia (BRASIL, 2017). O gado de
leite € o principal animal explorado no setor leiteiro, a qual corresponde a cerca
de 81,6% da producéo global; o restante das parcelas se divide entre os leites
de bufala (14,5%), de cabra (2,3%), de ovelha (1,3%) e de camela (0,3%), estes
por sua vez mais utilizados para o processamento de derivados lacteos (FAO,
2013; CRUZ et al., 2016; EMBRAPA, 2019).

Devido a seu elevado valor biolégico, o leite € tido como o alimento in natura
mais completo, fonte de proteinas, gorduras, carboidratos e demais
componentes essenciais, sobretudo o calcio, sendo uma das fontes mais
adequadas deste nutriente (TRONCO, 2013). Suas caracteristicas particulares,
atreladas a versatilidade de aplica¢des tecnoldgicas, culminam na importancia
deste alimento na dieta humana, em especial nos primeiros estagios da vida
(FAO, 2013; TRONCO, 2013; CRUZ et al., 2016).

A elevada quantidade e qualidade de nutrientes presentes, além da alta
atividade de agua e pH préximo ao neutro, fazem do leite cru um excelente meio
de cultura para uma grande variedade de géneros de micro-organismos. Além
disso, mas condicBes de higiene, desde a ordenha até o transporte a industria,
além de desrespeito aos bindmios de temperatura e tempo de resfriamento e
armazenamento definidos por legislacao (resfriamento apds a ordenha até 4 °C
em até 3 horas, com armazenamento até 4 °C por até 48 horas — BRASIL, 2018),
propiciam multiplas fontes de contaminac¢do ao leite, seja por microrganismos

deteriorantes como patogénicos (TATINI et al., 1991).

Tanto o leite destinado ao consumo quanto o leite usado para a fabricagao
de produtos lacteos devem ser de boa qualidade e passar por pré-tratamentos
pertinentes, como a filtracdo, a padronizagcédo e a homogeneizacao (FAO, 2013,
BRASIL; 2017; CRUZ et al.,, 2017). A qualidade microbiolégica do leite
recepcionado é um aspecto fundamental a ser observado pelos laticinios,
considerando que quanto menores as concentracdes microbianas iniciais

menores também sdo as perdas relacionadas a degradacdo da matéria-prima,
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além de abrir a possibilidade de reducao da intensidade do tratamento térmico

utilizado, sujeitando o leite a tratamentos mais brandos.

O tratamento térmico € uma etapa que normalmente tem por objetivo a
eliminacdo ou reducdo dos micro-organismos presentes no leite cru. Esse
tratamento diminui o risco em potencial de veiculacdo de doencas transmitidas
por alimentos e aumenta a vida util do leite, ja que é proibido pela legislacao
brasileira 0 uso de conservantes quimicos no leite (TRONCO, 2013; BRASIL,
2017). A diminuicdo da microbiota presente € essencial para a fabricacdo de
leites fermentados, como no caso do iogurte, ja que diminui os riscos de micro-
organismos presentes no meio competirem com as culturas iniciadoras,
responsaveis pela fermentacdo. A aplicacdo do tratamento térmico diminui
também a susceptibilidade a sinérese dos géis lacteos, o que é desejavel na
producdo de iogurte, visto que € considerada como um defeito e afeta na
percepc¢ao da aparéncia do produto pelos consumidores (SAVELLO, DARGAN,
1997; DAVANCO et al., 2009). N&o obstante, o tratamento térmico favorece o
inicio do crescimento da cultura lactica devido a reducédo da concentracdo de
oxigénio no leite e da desnaturacao proteica, o que influencia no aumento da
viscosidade do iogurte e na obtencdo de uma textura adequada ao produto
(DAVANCO et al., 2009; TRONCO, 2013).

Os principais tratamentos térmicos aplicados ao leite cru e seus respectivos
binbmios de temperatura e tempo sédo a pasteurizacédo lenta (processo low
temperature long time — LTLT), que ocorre entre 63 °C e 65 °C por 30 min; a
pasteurizacdo rapida (processo high temperature short time — HTST), que ocorre
entre 72 °C e 75 °C por 15 a 20 segundos; e 0 processo de ultra alta temperatura
(ultra high temperature — UHT), que ocorre entre 130 °C e 150°C por 2 a 4
segundos (BRASIL, 2017).

As temperaturas e tempos de pasteurizacdo, rapida ou lenta, séo
suficientes para inativar os micro-organismos patogénicos, bem como reduzir o
namero de leveduras, fungos, bactérias gram-negativas e algumas gram-
positivas. De acordo com o artigo n° 255 do RIISPOA, a pasteurizacdo é
designada como o tratamento térmico aplicado ao leite com objetivo de evitar

perigos a saude publica decorrentes de micro-organismos patogénicos
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eventualmente presentes, e que promove minimas modificacbes quimicas,

fisicas, sensoriais e nutricionais (BRASIL, 2017).

Os tratamentos térmicos de inativacdo da microbiota presente no leite que
sao eficazes, entretanto, ndo consideram o histdrico de temperatura do leite até
o atingimento da temperatura do processo (taxas de aquecimento). Em
tratamentos térmicos lentos (como o LTLT) pode ocorrer o crescimento de micro-
organismos no inicio do fornecimento de calor, pois estes sdo submetidos
primeiro a temperaturas favoraveis ao desenvolvimento e, s6 em seguida, com
0 aumento da temperatura, sdo inativados. O crescimento microbiano pode
afetar a qualidade da matéria-prima devido, por exemplo, ao aumento da
concentracdo de 4cido latico resultante da fermentacdo da lactose e pela
excrecao de enzimas lipoliticas e/ou proteoliticas normalmente indesejaveis na
matéria-prima. Portanto, considerar o histérico de temperatura para quantificar o
comportamento dos micro-organismos presentes no meio pode levar a um
processo mais eficaz que os bindmios utilizados atualmente pelos laticinios, isso
em conformidade com a legislacdo, que permite novas combinacdes de tempo e
temperatura de aquecimento, desde que seja comprovada a equivaléncia aos

processos ja estabelecidos (BRASIL, 2017).

A microbiologia preditiva é uma ferramenta capaz de descrever e predizer
o comportamento microbiano, sendo uma grande aliada no estudo, simulacéo e
otimizacdo de processos, fornecendo precisdo e exatiddo na tomada de
decisdes sobre aspectos relacionados a qualidade do produto (McMEEKIN et al.,
1997). Estudos como Van Impe et al. (1992) e Dalgaard (1995) j4 apontavam a
microbiologia preditiva como recurso para a predi¢cao da vida util dos alimentos.
Chandler e McMeekin (1985) e Griffiths (1994) ja recomendavam o uso de
modelos preditivos em produtos lacteos, como ferramenta eficaz tanto para
determinacdo do prazo de validade, quanto como indicador da eficacia do

tratamento térmico do leite.

Particularmente no processamento de alimentos, a microbiologia preditiva
unifica conhecimentos da engenharia, da microbiologia, da ciéncia de alimentos,
da matematica e da estatistica para predizer o comportamento dos micro-
organismos, seja 0 crescimento, a sobrevivéncia ou a inativacao, atraves de

modelos matematicos que descrevem, quantitativamente, os efeitos de fatores
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intrinsecos (como composicédo, atividade de agua, pH e acidez) e extrinsecos
(como temperatura e umidade relativa) sobre o comportamento da microbiota
presente no alimento (JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003).

Os modelos preditivos, segundo Whiting e Buchanan (1993), podem ser
classificados em niveis de modelagem em modelos primarios, secundarios e
terciarios. Os modelos primérios descrevem as respostas microbianas
(crescimento ou inativagdo) em funcdo do tempo para um Unico conjunto de
condicbes. A quantificacdo do comportamento dos micro-organismos em
liguidos normalmente é expressa em unidades formadoras de colbnias por
mililitro (UFC/mL) (JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003).

Os modelos secundarios descrevem a dependéncia dos parametros
cinéticos em funcdo dos fatores de andlise (intrinsecos e/ou extrinsecos)
(WHITING; BUCHANAN, 1993). Embora o principal fator que controle o
comportamento microbiano em um tratamento térmico seja a temperatura, esses
modelos podem ser expandidos para incluir demais condi¢cdes, como, por
exemplo, o pH e atividade de agua, ja que também influenciam na estabilidade
microbiana (VAN IMPE et al., 1992; JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003). Exemplos
classicos destes modelos preditivos sdo os baseados nas equacgbes de
Arrhenius (DAVEY, 1991), da Raiz Quadrada (RATKOWSKY et al., 1982) e dos
parametros cardinais (ROSSO et al., 1995).

Os modelos terciarios, por sua vez, sdo incorporados a softwares e
programas com interfaces simples, desenvolvidos com o intuito de fornecer
predicdes para pessoas nao familiarizadas com as técnicas de modelagem
(WHITING; BUCHANAN, 1993). Estes utilizam combinacfes de um ou mais
modelos primarios e secundarios para quantificar as respostas dos micro-
organismos frente a uma condicdo ambiental, comparam o efeito de diferentes
condi¢cbes sobre 0os micro-organismos ou ainda comparam o comportamento de
diversos micro-organismos (WHITING; BUCHANAN, 1993).

Uma etapa crucial do desenvolvimento de novos modelos preditivos é a
validacdo, de forma a comprovar o0 seu desempenho em predizer o
comportamento dos micro-organismos. A validacdo € um processo complexo;
segundo Baranyi e Roberts (1995), € um grande dilema modelar as respostas do

comportamento microbiano em alimentos e gerar modelos que possam fornecer
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predicbes aplicaveis na pratica. Isto ocorre devido a variabilidade e
complexidade de estruturas presentes nos alimentos e ao fato das respostas
serem variadas e facilmente mutaveis de acordo com as circunstancias
intrinsecas e extrinsecas ao meio (BARANYI; ROBERTS, 1995). Aléem disso,
cada etapa da construcdo do modelo introduz erros, o que torna impossivel que
as predicdes do modelo correspondam perfeitamente as observacdes, o que
torna o processo de validacao tdo complexo (JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003).
Em suma, no processo de validacao deve-se comparar o comportamento predito
pelo modelo para o micro-organismo em relacdo ao comportamento do mesmo
micro-organismo observado em alimentos (McCLURE et al, 1994,
JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003) e utilizar indices estatisticos para mensurar 0s

desvios entre as predicdes e as observacfes experimentais.

Duh e Schaffner (1993) utilizaram indices estatisticos, como a raiz
guadrada do erro-quadréatico-médio (RMSE, do inglés root mean-squared-error)
e o coeficiente de determinacéo (R?) para avaliar a confiabilidade de seu modelo.
Ross (1996) propds os fatores de tendéncia (Bf, do inglés bias fator) e de
exatiddo (A, do inglés accuracy factor), como indices para a avaliacdo de
desempenho, que fornecem respostas simples e quantitativas em relacdo a
confiabilidade dos modelos. Baranyi et al. (1999), por sua vez, baseados nos
fatores bias e accuracy, propuseram os percentuais de tendéncia (%By, do inglés
percent bias) e de discrepancia (%Dy, do inglés percent discrepancy). O %B;
trata-se de uma estimativa para avaliar a diferenca média entre os valores
observados e preditos pelo modelo, enquanto o %D, € uma medida da diferenca

média absoluta entre os valores preditos e observados (BARANYI et al., 1999).

O conhecimento dos conceitos de microbiologia do leite e microbiologia
preditiva sdo essenciais para estudos relacionados a inativacéo térmica do leite,
ja que através deles pode-se desenvolver e estudar modelos que descrevam o
comportamento microbiano, e garantir a eficacia e otimizacdo dos processos
térmicos aplicados. Portanto, o objetivo geral deste estudo foi quantificar e
modelar o comportamento dos micro-organismos na microbiota natural do leite

cru pela aplicacao de diferentes taxas de aquecimento.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao da amostra

As amostras de leite cru foram obtidas de produtores rurais da cidade de
Jandaia do Sul — Parana e transportadas em recipiente com isolamento térmico
ao Laboratorio de Microbiologia da UFPR — Campus Jandaia do Sul, onde foram
submetidas ao tratamento térmico em diferentes taxas de aquecimento e
passaram por analises laboratoriais. As amostras de leite utilizadas para cada
um dos quatro experimentos de aquecimento foram coletadas em quatro dias

diferentes.

2.2. Tratamento térmico

Os tratamentos térmicos foram realizados em banho térmico encamisado
com circulacéo de agua (Nova Técnica/NT 249, 1100 W) contendo 12 L de agua
destilada. A amostra de 2 L de leite cru foi submetida ao aquecimento em um
béquer de vidro de 2 L até que atingisse a temperatura de 90 °C. Para a obtencéo
de diferentes taxas de aquecimento foram inseridas no banho térmico
resisténcias térmicas adicionais de 500 W e 1000 W. Foram realizados quatro
experimentos, cada qual com uma taxa de aquecimento: (i) 0,23 °C/min por uma
hora, seguido por 0,73 °C/min; (i) 0,80 °C/min, (iii) 1,31 °C/min, e (iv)
1,74 °C/min. No experimento com duas taxas de aquecimento diferentes, o leite
foi aquecido lentamente a taxa de 0,23 °C/min até 42 °C para permitir o
crescimento dos micro-organismos e, em seguida, o leite foi aguecido a taxa de

0,73 °C/min para causar a inativacao térmica dos micro-organismos.

Os dados de temperaturas dos processos de aquecimento foram
registrados por quatro sensores de temperatura do tipo bastao (PS-2143, Pasco
Capstone) posicionados no centro da amostra, na 4gua do banho térmico e nas

paredes interna e externa do béquer.

2.3. Andlises microbioldgicas
2.3.1. Contagem padréao em placas

Em cada tratamento foram coletadas aliquotas das amostras em temperatura

pré-determinados a partir de 25 °C. O método de referéncia, conforme
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recomendacdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL, 2022), para enumeracdo de mesofilos aerdbios vidveis é o de
contagem padrao em placas, o qual foi utilizado neste estudo a fim de enumerar
a concentracdo de bactérias totais (CBT) presentes no leite cru. Para o
procedimento, uma aliquota de 1 mL da amostra foi pipetada utilizando uma
micropipeta automatica com ponteira estéril (1000 pL) e adicionada ao tubo de
ensaio contendo 9 mL de solugéo salina peptonada 0,1% esterilizada. Entéo, a
mistura foi homogeneizada em vortex (modelo 772, Fisatom) por 60 segundos.

A partir da diluicdo inicial (10-1) foram feitas as demais diluicGes necessarias.

Para a inoculacao, foi semeada 1 mL de cada diluicdo selecionada em placas de
Petri estéreis e, em seguida, adicionado cerca de 15 mL de Agar Padréo para
Contagem (PCA) fundido e mantido em banho térmico a 46-48 °C. O indculo foi
homogeneizado e posteriormente deixado para solidificar em superficie plana.
Para a incubacdo, as placas foram levadas a estufa incubadora tipo BOD
(Caltech) e mantidas invertidas a +36 °C por 48 h. Os micro-organismos que
desenvolveram col6nias foram enumerados manualmente, sendo o resultado

expresso em UFC/mL de leite, levando-se em conta a diluicdo empregada.

2.4. Modelagem matematica

O modelo primario cinético de primeira ordem, apresentado na Equacéao (1), foi
ajustado aos dados experimentais do estudo, em que y =log N (log UFC/mL) é
o logaritmo da concentracdo microbiana em funcéo do tempo t (min) e k (1/min)

€ a velocidade especifica.

Y (1)
Em condicbes ambientais constantes, a velocidade especifica, seja de
crescimento ou de inativacdo, é constante. Entretanto, a velocidade especifica é
funcdo de varios fatores, sendo que a temperatura € um dos fatores que tem
maior impacto no crescimento e na inativagdo microbiana. Os modelos
secundarios podem descrever a dependéncia da velocidade especifica em
funcdo da temperatura. Na literatura, normalmente séo apresentados modelos

gue possuem dependéncia quadratica entre estas duas variaveis para a faixa de
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temperaturas sub-6timas (RATKOWSKY et al., 1982; WHITING; BUCHANAN,
1993). Para toda a faixa de temperaturas, modelos cubicos podem ser utilizados.
Dois modelos cubicos foram testados neste estudo com o intuito de descrever a
influéncia da temperatura (T) na velocidade especifica dos micro-organismos

presentes no leite cru.

Um dos modelos utilizados foi adaptado do modelo sugerido por Rosso et
al. (1995), apresentado na Equacdo (2), onde k4;imo (1/min) € a velocidade
especifica na temperatura 6tima de crescimento (Tstima, °C), € Tyero (°C) € a

temperatura em que a velocidade especifica é zero.

(T - Tzero)T2
T()timo (Tétimo (T - Tétimo) - (T()timo - Tzero)(Tétimo - ZT))

k = kstimo

(2)

Um modelo secundario empirico cubico foi proposto neste estudo,
apresentado na Equacédo (3), em que os parametros apresentam a mesma
interpretacéo dos parametros apresentados na Equacéo (2).

(Tzero - T) (T - 2Tétimo + Tzero)

2 - 2
Tétimo 2TzeroTétimo + Tzero

k = kstimo

3)

Devido ao carater dos dados experimentais obtidos em condi¢cdes néo-
isotérmicas, utiliza-se a Equacdo (1) (modelo primario) em conjunto com a
Equacado (2) ou (3) (modelo secundario) para descrever tanto o crescimento
guanto a inativagcdo microbiana sob condi¢cdes variaveis de temperatura (VAN
IMPE et al., 1992; FUJIKAWA et al., 2004).

2.5. Dados experimentais da literatura

Dados experimentais obtidos por Abduh e Setiani (2015) foram cedidos
pelos autores por meio de comunicacdo pessoal (e-mail). Os dados foram

utilizados para a validacédo dos modelos e parametros estimados neste estudo.
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Abduh e Setiani (2015) quantificaram a reducdo das concentracfes bacterianas
de amostras de leite bovino em tratamentos térmicos que consideraram
temperatura e tempo de pasteurizagdo convencionais. Vinte amostras de leite de
trés produtores distintos foram submetidas ao aquecimento em diferentes taxas
seguidas do bindmio tempo-temperatura de 72° C por 15 s. Os dados
experimentais foram agrupados em quatro diferentes conjuntos de dados (1 a 4),
com base nas areas sob as curvas de tempo-temperatura (Under Curve Area —
UCA) para o calculo dos indices estatisticos. Os conjuntos compreendem as
seguintes amostras: conjunto 1 (3 amostras — Salatiga 1, 2 e 3), conjunto 2 (3
amostras — Salatiga 4 e Semarang L e K), conjunto 3 (4 amostras — Semarang
6D, 8D, 9D e 14D) e conjunto 4 (10 amostras — Boyolali 21 a 25, 27 a 31). Cada
um dos conjuntos foi agrupado considerando o perfil similar de temperatura do
tratamento térmico aplicado (taxas de aguecimento seguido de pasteurizacéo e

resfriamento das amostras).

2.6. Ajustes dos modelos e calculo dos indices estatisticos

Os ajustes dos modelos aos dados experimentais e as andlises estatisticas
deste estudo foram realizados no Microsoft Office Excel com a ferramenta solver.
O solver € um suplemento de analise de dados do Excel usado para a
minimizacdo de residuos a partir de uma férmula em uma célula, conforme
restricBes ou limites estabelecidos, sobre os valores de outras células variaveis
da planilha (parametros do modelo a serem estimados). Os resultados dos
ajustes do modelo proposto — Equacéo (3) e do modelo adaptado de Rosso et

al. (1995) — Equacéo (2) foram comparados.

A capacidade dos modelos em descrever o comportamento microbiano no
leite foi avaliada através de indices estatisticos, como a Raiz do Erro Quadratico
Médio (RMSE — Equacdo (4)), o coeficiente de determinacéo (R? — Equacéo (5)),
bem como os percentuais de tendéncia (%B; — Equacao (8)) e de discrepancia
(%D, — Equacao (10)) (BARANYI et al., 1999), baseados nos fatores bias (Bf —
Equacao (6)) e accuracy (A — Equacao (9)) (ROSS, 1996). Nas Equacdes (4) a

(10), pd; e ob; sao os valores preditos pelo modelo e observados
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experimentalmente, respectivamente; n € o numero de observacdes, p é 0

namero de pardmetros, e ob € a média da variavel de resposta observada.

n b — .
RMSE = j =2 (Pdi — 0by) (4)
n—p
2 _ i=1(ob; — pd;)? (5)
R=1- . —
i=1(0bi — ob)
B. = ex i=1(Inpd; — Inob;) (6)
f p n
+1, seln B >0 ()

sgn(lnB;)={ 0, selnB;=0
-1, seln By <0

%Br = sgn(ln Bf)(exp|ln Bf| — 1)100% (8)
n (lnpd: — In ob;)?

Af = exp \/Zl_l( al Tll nob) 9)

%D; = (Af — 1)100% (10)

Sobre a interpretacdo dos valores dos indices estatisticos, é possivel
observar que o coeficiente R? obtido deve ser positivo e quanto mais préximo da
unidade for, tanto maior sera a validade da regressdo (ALEXANDER et al., 2015).
Os resultados de RMSE devem ser positivos e quanto mais proximo de zero for,
maior a capacidade do modelo em representar os valores experimentais. Para a
inativagdo microbiana, um valor de %B; maior que 0% expressa uma falha
segura do modelo, pois a inativacao predita € menor que a observada, enquanto
um valor de %B; menor que 0% indica uma falha perigosa do modelo, pois a
inativacdo predita € maior do que a observada (ROSS, 1996; BARANYI et al.,
1999). Os resultados de %D, sao sempre maiores ou igual a 0%; quanto maior

o valor, mais discrepante € a média das estimativas (BARANYI et al., 1999).



80

3. Resultados e Discussao

3.1. Modelagem do comportamento microbiano durante o tratamento
térmico

O modelo matematico empirico proposto neste estudo foi ajustado aos
dados dos quatro experimentos em diferentes taxas de aguecimento, conforme
apresentado na Figura 1. O modelo ajustado foi apto a descrever a resposta dos
micro-organismos em fungéo do tempo nas diferentes taxas de aquecimento. A
concentracdo inicial de bactérias totais presentes nos leites crus nos quatro

experimentos de aquecimento variou entre 6,0 log UFC/mL e 7,5 log UFC/mL.

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)
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Figura 1. Modelo matematico empirico proposto neste estudo (linhas continuas)
ajustado aos dados experimentais (simbolos) do comportamento microbiano em
experimentos com diferentes taxas de aquecimento (linhas tracejadas — preta:
0,23 °C/min e 0,73 °C/min; vermelha: 0,80 °C/min, amarela: 1,31 °C/min, verde:
1,74 °C/min).
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Em geral, os dados experimentais e as curvas obtidas pelo ajuste do
modelo empirico proposto neste estudo apresentaram aumentos na
concentracdo de micro-organismos apos o inicio dos experimentos, seguidos por
inativacfes. O experimento com a menor taxa de aquecimento apresentou
aumento tedrico (descrito pelo modelo) de mais de um ciclo logaritmico
(1,26 log UFC/mL) em relacdo a concentracao inicial, 0 maior aumento quando
comparado aos outros tratamentos. O aumento ocorreu apos 59 minutos de
tratamento. Nas outras taxas de aquecimento, 0os aumentos teoricos de
concentracao registrados nas populacdes foram de 0,19 log UFC/mL (apos 12
minutos), 0,21 log UFC/mL (apés 9,75 minutos) e 0,35 log UFC/mL (ap6s 15,50
minutos). O modelo preditivo dindmico, que descreve o crescimento seguido da
inativacdo microbiana, foi aplicado devido ao tratamento térmico lento
empregado, onde as amostras de leite foram expostas durante um tempo
razoavel as temperaturas ndo-letais aos micro-organismos. Além de néo-letais,
as temperaturas observadas durante o aquecimento séo favoraveis ou 6timas
para a proliferacdo de bactérias, sobretudo mesdfilas, que se multiplicam
rapidamente na faixa de 30 °C a 40 °C (MAIESKI, 2011), causando o aumento

na concentracao em relacao ao inicio da inativacao.

O tempo necessério para que cada tratamento térmico inative toda a
populacdo de bactérias do leite depende da taxa de aquecimento aplicada,
conforme ja era esperado. O modelo empirico proposto prediz que o tempo
necessario para a inativagdo dos micro-organismos viaveis até a concentracéo
menor que 1 UFC/mL (ou < 0 log UFC/mL) é de 113,8 min, 57,5 min, 42,7 min e
37,0 min nas taxas de aquecimento de 0,23 °C/min, 0,80 °C/min, 1,31 °C/min e
1,74 °C/min, respectivamente. E importante lembrar que as concentracées
iniciais das diferentes amostras eram diferentes (variaram entre 6,0 log UFC/mL
e 7,5log UFC/mL), o que interfere no tempo necessario para inativar toda a

populacao de bactérias.

O modelo matematico adaptado de Rosso et al. (1995) também foi ajustado
aos dados dos quatro experimentos em diferentes taxas de aquecimento,
conforme apresentado na Figura 2. O modelo adaptado de Rosso, assim como
o0 modelo empirico proposto neste estudo, também foi apto a descrever a

resposta dos micro-organismos em funcdo do tempo nas diferentes taxas de
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aguecimento. As curvas obtidas pelo ajuste do modelo adaptado de Rosso
também apresentaram aumentos na concentracdo de micro-organismos apés o
inicio dos experimentos, seguidos por inativagées. O modelo adaptado de Rosso
prediz que o tempo necessario para a inativacdo dos micro-organismos viaveis
até a concentracdo menor que 1 UFC/mL (ou <0 log UFC/mL) € de 113,7 min,
57,7 min, 42,6 min e 36,5 min nas taxas de aquecimento de 0,23 °C/min,
0,80 °C/min, 1,31 °C/min e 1,74 °C/min, respectivamente. Esses valores preditos

foram muito préximos dos valores preditos com o modelo empirico proposto
neste estudo.
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Figura 2. Modelo matematico adaptado de Rosso et al. (1995) (linhas continuas)
ajustado aos dados experimentais (simbolos) do comportamento microbiano em
experimentos com diferentes taxas de aquecimento (linhas tracejadas — preta:

0,23 °C/min e 0,73 °C/min, vermelha: 0,80 °C/min, amarela: 1,31 °C/min, verde:
1,74 °C/min).
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Os parametros Cinéticos k4timo» Totimo € Tzero €Stimados no ajuste de cada
modelo aos dados experimentais sdo apresentados na Tabela 1. E possivel
observar que os valores dos parametros estimados dos modelos foram
diferentes, embora razoavelmente proximos. O valor reciproco do parametro
k..sx pode fornecer uma estimativa do tempo meédio de duplicacéo t; (min) das
células das bactérias presentes na microbiota natural do leite na temperatura
Otima (ou seja, ty = 1/k4.). Desta forma, o tempo médio de duplicacédo
estimado na temperatura 6tima (27,5 °C para o modelo adaptado de Rosso e

31,2°C para o modelo empirico proposto) é em torno de 35 min.

Tabela 1. Parametros estimados no ajuste dos modelos empirico proposto neste

estudo e adaptado de Rosso et al. (1995).

Modelo kétimo (1/min) T()timo (OC) Tzero (OC)
Empirico 0,0286 31,2 42,2
Rosso 0,0282 27,5 41,7

3.2. indices estatisticos do ajuste dos modelos aos dados experimentais

A gqualidade do ajuste dos modelos matematicos a cada um dos quatro
conjuntos de dados experimentais nas diferentes taxas de aquecimento foi
avaliada por meio dos indices estatisticos R?, RMSE, percentuais de tendéncia

(%By) e de discrepancia (%Dy). Os resultados obtidos sdo apresentados na

Tabela 2.
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Tabela 2. indices estatisticos (R?, RMSE, %Bf e %Dy) resultantes dos ajustes

dos modelos adaptado de Rosso et al. (1995) e empirico proposto neste estudo.

Taxas de R? RMSE %B %Dy

aquecimento Rosso Emp.* Rosso Emp.* Rosso Emp.* Rosso Emp.*

0,23 °C/min

_ 0,949 0,955 0,321 0,335 0,8 0,8 5,4 5,7
e 0,73 °C/min
0,80 °C/min 0,986 0,985 0,182 0,173 1,2 1,2 3,0 2,6
1,31 °C/min 0,950 0,947 0,564 0,586 -9.9 -10,4 13,7 14,3

1,74 °C/min 0,925 0,933 0,655 0,644 7,2 7,8 13,2 13,5

*Emp.: modelo empirico proposto neste estudo.

De forma geral, os modelos apresentaram indices estatisticos muito
semelhantes. A comparacédo do modelo empirico que estad sendo proposto com
um modelo reconhecido na literatura € de suma importancia para sua validacao.
Os valores de R? e RMSE indicam que os modelos demostraram melhor ajuste
aos dados da taxa de aquecimento de 0,80 °C/min. Os percentuais de tendéncia
e de discrepancia sao importantes indicadores da confiabilidade dos modelos
preditivos. A partir da andlise desses valores, suas falhas podem ser
classificadas entre perigosas (fail-dangerous) ou seguras (fail-safe) (ROSS,
1996; BARANYI et al.,1999). Falhas na descricdo do comportamento dos micro-
organismos foram observadas nos dois modelos testados, tanto a partir da
analise visual das curvas quanto pela avaliacdo dos valores de %B; e %Dy,
sendo que os valores desses indices foram semelhantes entre os modelos,

assim como foi observado para os indices R? e RMSE.

O experimento a uma taxa de aquecimento de 1,31 °C/min foi o Unico em
gue os modelos proposto neste estudo e adaptado de Rosso et al. (1995)
apresentam falhas perigosas na predicdo. Ambos superestimaram o tratamento

térmico, apresentando percentuais de tendéncia de -10,4% e -9,9%,
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respectivamente, indicando que a resisténcia dos micro-organismos ao

aquecimento € menor, e assim a inativacdo é alcancada em um tempo e

temperatura inferior ao que realmente se observa na pratica.

3.3. Indices estatisticos da valida¢cdo dos modelos com dados da literatura

As predi¢cdes dos modelos proposto neste estudo e adaptado de Rosso et
al. (1995) e os dados experimentais de Abduh e Setiani (2015) para as diferentes
taxas de aquecimento, pasteurizacdo e resfriamento das amostras séo
apresentadas nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Os valores dos indices

estatisticos RMSE, %B; e %D, obtidos da comparagdo dos modelos aos dados

experimentais sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores dos indices estatisticos RMSE, %B; e %D, obtidos da

comparacao dos modelos adaptado de Rosso et al. (1995) e empirico proposto

neste estudo aos dados experimentais de Abduh e Setiani (2015).

RMSE %B %D
Amostras
Rosso Emp.* Rosso Emp.* Rosso Emp.*
Conjunto 1 0,560 0,580 -10,6 -12,1 27,3 28,1
Conjunto 2 1,820 1,780 47,6 46,3 51,4 50,2
Conjunto 3 1,745 1,674 74,8 67,7 76,4 72,7
Conjunto 4 1,305 1,277 12,1 9,3 42,5 42,2

*Emp.: modelo empirico proposto neste estudo.
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Figura 3. Predicbes do modelo proposto neste estudo (linhas continuas) e

comparacao com os dados experimentais (simbolos) de Abduh e Setiani (2015)

para diferentes taxas de aquecimento, pasteurizacao e resfriamento das

amostras (linhas tracejadas).
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Figura 4. Predicbes do modelo adaptado de Rosso et al. (1995) (linhas

continuas) e comparagdo com os dados experimentais (simbolos) de Abduh e

Setiani

resfriamento das amostras (linhas tracejadas).

(2015) para diferentes taxas de aquecimento, pasteurizagcdo e
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Os modelos apresentaram indices estatisticos semelhantes entre si para
cada conjunto de amostras. Essa similaridade foi observada anteriormente nos
ajustes dos modelos aos dados experimentais deste estudo. Analisando os
valores de RMSE, é possivel observar que as predicdes mais assertivas foram
obtidas em relacdo aos dados do Conjunto 1 (Salatiga 1, 2, 3). Os menores
percentuais de discrepancia também foram obtidos para o conjunto 1. No
entanto, os percentuais de tendéncia obtidos para o conjunto 1 foram menores

que zero, indicando falhas perigosas na predicdo (BARANY!I et al.,1999).

Em geral, quanto maior a UCA — area sob a curva de tempo-temperatura,
melhores foram as predicdes do comportamento microbiano pelos modelos
matematicos. Isso ocorre porque os parametros do modelo proposto foram
estimados para curvas de aquecimento lento, que representam maiores valores
de UCA, como pode ser observado de forma comparativa nas Figuras 1 e 3, ou
Figuras 2 e 4. Por isso, os modelos demostraram predicGes com menores
discrepancia aos perfis de temperatura com menores taxas de aguecimento,
como os perfis agrupados no conjunto 1, que sdo semelhantes aos perfis de

temperatura lentos testados neste estudo.

4. Conclusao

As diferentes taxas de aquecimento aplicadas experimentalmente
interferiram no comportamento dos micro-organismos. Em temperaturas
moderadas (até ~42 °C), observou-se o crescimento microbiano em todos o0s
experimentos. Os modelos matematicos adaptado de Rosso et al. (1995) e
proposto neste estudo foram ajustados aos dados experimentais obtidos neste
estudo, obtiveram indices estatisticos semelhantes entre si (R?, RMSE, %B; e
%Ds), 0 mesmo ocorreu para as predicbes dos modelos aos dados
experimentais de Abduh e Setiani (2015). A semelhanca observada nas
predicbes de ambos os modelos para um mesmo grupo de dados nos permite
concluir a validade do modelo empirico proposto em predizer a inativacao
térmica dos micro-organismos em diferentes condi¢cdes de aquecimento, visto

que a predicdo deste se compara a obtida por um modelo classico da literatura.
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Portanto, os modelos sugeridos podem ser Uteis na analise de processos de

inativagdo térmica da microbiota natural do leite.
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