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Objectivo e Organizacao do trabalho

A Microbiologia Preditiva tem vindo a ganhar, aos poucos, um lugar de destaque dentro da
comunidade cientifica, que, timidamente, tem vindo a conhecer e a aproveitar as suas mais-valias.
As industrias alimentares também tém prestado atencdo aos desenvolvimentos desta nova area,
utilizando, cada vez mais, as suas ferramentas em processos diarios, relativos a qualidade e

seguranca dos seus produtos.

Neste trabalho, iré ser idealizada a inser¢do desta abordagem a industria de produtos de pastelaria
e, dentro deste tipo de produtos, serdo analisados os cremes de pasteleiro. Na empresa que sera
objecto de estudo, este tipo de produtos, corresponde a maior percentagem de negocio, reflectindo-
se em milhares de euros anuais. Sao, também, os produtos que correm maiores riscos em termos de
qualidade e seguranca alimentar, devido as suas caracteristicas, favoraveis ao desenvolvimento de
microrganismos, pois ap0s preparagdo tornam-se um meio com muita dgua e muito agucar
disponiveis. Assim, estes cremes representam uma das maiores preocupagdes para a empresa € Sao

sujeitos a varios cuidados ao longo da sua fabricagao.

O objectivo principal desta dissertacdo sera entdo, determinar a capacidade de utilizacdo de
ferramentas de Microbiologia Preditiva para estabelecer prazos de validade, recorrendo a software
disponivel de forma gratuita através da internet, dentro de uma empresa pertencente a industria da
pastelaria, comparar os resultados obtidos com os protocolos existentes para determinagdo de
validades, dentro da empresa, e verificar se as ferramentas tém potencialidades para serem
utilizadas activamente no dia-a-dia, como se verifica noutras industrias alimentares. Os produtos
em vista, para estabelecer prazos, serdo cremes pasteleiro, que se podem dividir em dois tipos
diferentes: preparado em po para a elaboragdo de cremes de pasteleiro (a frio e a quente) e cremes

de pasteleiro prontos a utilizar.

A dissertacdo estara dividida em quatro partes, sendo a primeira uma breve introducdo a
abordagem que ira ser efectuada, seguida por uma apresentacao da Microbiologia Preditiva em si e
das ferramentas que irdo ser utilizadas ao longo do trabalho. Em terceiro, ird ser feita uma
apresentacdo do caso de estudo, empresa e tipo de produtos a analisar. Por fim, irdo ser
apresentados os resultados e a respectiva discusséo dos mesmos, conducentes a algumas reflexdes e

perspectivas futuras.
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Sumario

A Microbiologia Preditiva resulta da associacao de quatro areas cientificas distintas: microbiologia,
informatica, quimica e matematica. Como ponto de referéncia, podemos dizer que a analise de
resultados segundo esta técnica surgiu na década de 70, do século XX, como resposta a crescente
necessidade de conhecer o impacto da patogenicidade de origem alimentar nas populages, aliada
ao desenvolvimento dos sistemas de seguranca alimentar. A area da Microbiologia Preditiva tem
vindo a sofrer constantes desenvolvimentos ao longo das uUltimas décadas. A aplicacdo dos
conhecimentos e resultados possiveis de obter a partir desta tem ajudado a inddstria alimentar, no
que respeita a analise de riscos, a implementacdo de protocolos de seguranca alimentar nas
empresas, HACCP e determinacdo de prazos de validade, com resultados muito satisfatorios,

funcionando ja como ferramenta em alguns casos.

Neste trabalho, foram testados softwares de Microbiologia Preditiva, de acesso livre através da
internet, com vista a verificar se 0s mesmos poderiam ser considerados na tomada de decisdes
relativas a prazos de validade na industria alimentar. Os produtos em questdo foram preparados em
po para a elaboracdo de cremes de pasteleiro e cremes de pasteleiro prontos a utilizar. Foi entéo
verificada a possibilidade da utilizagdo da Microbiologia Preditiva numa industria de pastelaria,

area pouco estudada por parte da comunidade cientifica.

Termos chave: Microbiologia Preditiva; Microbiologia; Creme de Pasteleiro; Prazo de Validade.
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Abstract

Predictive Microbiology results from the interaction of four distinct fields of science:
microbiology, informatics, chemistry and mathematics. As a reference point, it's possible to say
that the analysis of results provided by this technique appeared in mid-70’s, of the XX century, as
an answer to the rising need of knowing about the impact of food-borne diseases in populations,
together with the development of food safety systems. Since then, and in the past decades,
predictive microbiology has suffered constant developments. The application of the knowledge’s
and results obtained with these tools has helped the food industry in risks analysis, implementation
of food safety protocols in the companies, HACCP, and in the determination of the product’s shelf-

life and storage, with very satisfying results, being in some cases already used as a working tool.

In this work, some free access microbiology software was tested in order to investigate if it was
possible to adapt and consider the results regarding shelf-life determination for the food industry.
The products that were considered are powder custard cream and ready-to-use custard cream.
Therefore, it was tested the utilization of the predictive microbiology approach within a pastry

industry, where very little is known regarding food industry and scientific community.

Keywords: Predictive Microbiology; Microbiology; Custard Cream; Shelf-life.
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Simbologia
HACCP - Hazard Analysis and Critical Control Point. Em portugués denomina-se "Analise dos
Perigos e Pontos de Controlo Criticos ".
E. coli - Escherichia coli
S. aureus - Staphylococcus aureus
a,, - Actividade da agua
PMP - Pathogen Modeling Program
USDA - United States Department of Agriculture
USDA-ARS - United States Department Of Agriculture - Agriculture Research Service
UFC - Unidades Formadoras de Colonias
ENF - Empresa de Nome Ficticio, S.A.
ISO - International Organization for Standardization
BRC - British Retail Consortium
1&D - Investigacdo e Desenvolvimento
CF - Creme a Frio
CQ - Creme a Quente

RL - Recheio Ligquido
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Introducéo

A Microbiologia Preditiva surge como uma possivel alternativa na determinacdo de prazos de
validade, para além de poder ser uma éptima ferramenta em anélises de risco e procedimentos de
qualidade, uma vez que considera que é o ambiente a que o produto esta exposto que ird determinar
0 crescimento e o comportamento microbiano e como tal encara, de igual maneira, uma série de
factores intrinsecos e extrinsecos que tém influéncia na degradacdo do produto [1, 2]. Este método
resulta da associacao entre microbiologia, matematica, quimica e informatica, e considera modelos
obtidos em estudos de determinados microrganismos em condicdes controladas, permitindo
conhecer as diferentes fases de crescimento dos microrganismos em questdo. Os programas de
Microbiologia Preditiva permitem variar as condi¢cdes em que o produto se encontra e determinar
as variacOes que poderdo surgir no crescimento e desenvolvimento microbioldgico, dentro dessas

mesmas condigdes [1, 3, 4].

A década de 1970 é muitas vezes considerada como o inicio de uma tomada de consciéncia dos
problemas relativos & seguranca alimentar, em grande parte devido as grandes alteracoes
demogréficas e sociais, e aos avangos tecnoldgicos que se verificaram desde essa década. O
aumento da globalizagéo das industrias alimentares, um comércio cada vez mais internacionalizado
e a crescente exigéncia de qualidade por parte dos consumidores, quer nas redugdes de aditivos
quer no processamento dos alimentos, foram factores que também vieram contribuir para a
crescente preocupacao e atengdo para com a seguranca dos alimentos [2]. Um estudo publicado em
1997, por Robert V. Tauxe, veio demonstrar que, por volta da década de 1970, se relacionou o
aparecimento de uma série de microrganismos patogénicos nos alimentos com as alteracGes
observadas nestes. Exemplos desses microrganismos foram espécies de Campylobacter, Vibrio,

Salmonella, Escherichia coli, Listeria, entre outras [2, 5].

A partir da década de 1970, a Microbiologia Preditiva tem sido trabalhada, estudada e actualizada,
sendo que os primeiros artigos relativos a esta foram publicados a meio da década de 1980 e as

primeiras conferéncias foram realizadas nos inicios da década de 1990 [3].

Hoje em dia, os estudos e actualiza¢bes de informac&o feitos nos dltimos anos permitiram a criagdo
de extensas bases de dados que permitem aos programas de Microbiologia Preditiva funcionarem
mais rapidamente, diminuindo o grau de incerteza em relacdo aos resultados provenientes dos
mesmos. Alguns desses programas estdo disponiveis na internet, tanto de acesso livre como acesso
pago, sendo que se torna possivel encontrar uma série de modelos distintos para um mesmo
proposito. No entanto, € sempre aconselhada uma leitura e entendimento das especificacdes de

cada um para o seu melhor funcionamento. Apesar de ser essencial na construcéo de ferramentas de
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Microbiologia Preditiva, a matematica dos diferentes modelos ndo serd aqui abordada, mas é

possivel encontrar muitos estudos e literatura sobre a mesma [3, 6-10].

Mais recentemente, estes modelos tém sido separados em dois tipos: Modelos de Populagédo
(population models), que consideram a populagdo microbiana como um todo e actuam de uma
forma mais macroscépica, considerando essencialmente factores como a temperatura ou pH, por
exemplo; e Modelos Baseados no Individuo (individual-based models), que consideram cada
organismo como um individuo Unico, e tém em conta, para além dos factores considerados pelos
modelos de populacdo, factores como idade, didmetro ou a massa de cada microrganismo. Estes
altimos permitem ter em conta a dindmica de cada populagdo e sdo vistos como bastante Uteis,
essencialmente, nos casos em que os resultados reais observados, num determinado produto, ndo
sdo consistentes com os resultados obtidos em laboratério e disponiveis na maior parte dos modelos
[11].

Apesar de ndo poderem substituir as analises microbianas laboratoriais, as ferramentas de
Microbiologia Preditiva tm um valor inestimavel, uma vez que permitem obter resultados a uma
velocidade rapida e fornecem informacgéo que auxilia grandemente quem faz jus das mesmas. Uma
das grandes areas onde a utilizagdo destas ferramentas pode, também, ser Gtil é na implementacéao
de protocolos de HACCP nas empresas de produtos alimentares. As primeiras aproximagdes entre
as duas areas fizeram-se com a intencdo de auxiliar e facilitar o processo de implementacdo dos
protocolos, tentar reduzir a necessidade de um grande nimero de andlises laboratoriais e,
consequentemente, diminuir o consumo de amostras necessarias e 0s custos inerentes a essas
andlises. Sendo que a implementacéo e aceitagdo de protocolos de HACCP forga um conhecimento
de uma série de varidveis que influenciam a seguranca de todo um processo, a abordagem da
Microbiologia Preditiva permite descrever e conhecer os efeitos dessas variaveis no crescimento e
desenvolvimento microbiano, assim como na sua sobrevivéncia e inactivacdo. Deste modo, a
modelacdo executada, a partir das ferramentas preditivas, ajuda nas analises preliminares para a
identificacdo dos perigos, designacdo de pontos de controlo criticos e no estabelecimento de acgdes
correctivas quando necessario. A tabela seguinte sintetiza alguns pontos onde a Microbiologia

Preditiva pode auxiliar o protocolo de HACCP (adaptado de [1]):

Tabelal - Microbiologia Preditiva como ferramenta auxiliar dos principios de HACCP (adaptado de [1])

Microbiologia Preditiva HACCP
Identificacdo de microrganismos patogénicos Identificacdo de perigos potenciais e avaliacdo da
relevantes gravidade dos mesmos
Identificacdo do aumento do risco Identificacdo de pontos de controlo criticos

Comparacdo das previsdes com os critérios
estabelecidos
Incorporacéo da informacao disponivel nos sistemas de
monitorizacdo de crescimento microbiano

Determinacdo de limites de controlo criticos

Criacéo de sistemas de monitoriza¢do
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Deste modo, a Microbiologia Preditiva pode ser vista e utilizada como uma extensdo do protocolo
de HACCP, tendo sempre em conta que uma previsdo correcta e fiavel, dentro de um processo de
producdo bastante complexo, como € o caso das indUstrias alimentares, torna-se algo inexequivel e

ainda um pouco utopico [1, 2, 4].

Apesar de se encontrar em grande expansao, 0s estudos realizados dentro desta nova &rea da
Microbiologia Preditiva tém tido como principais alvos as grandes industrias alimentares, como é o
caso do tratamento de carnes, peixe e indUstrias de conserva [12]. Dentro da industria da pastelaria,
industria focada neste trabalho, os artigos e investigacdes existentes sdo quase nulos, ou de dificil
acesso. Assim, o tratamento de dados, dentro dos programas de Microbiologia Preditiva, sera feito
recorrendo a reduzida informagao que alguns dos programas tém disponivel.
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Capitulo 1 - Microbiologia Preditiva
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A ideia base que sustenta a concepcdo de Microbiologia Preditiva é que as respostas dos

microrganismos aos diferentes factores ambientais sdo reprodutiveis e, recorrendo a informagdo

obtida por observacGes feitas no passado, torna-se possivel prever e gquantificar a evolugdo de
populagbes de microrganismos, expostos a determinados factores (intrinsecos e extrinsecos), ao

longo do tempo [3, 11].

Em termos de industria alimentar, a possibilidade de prever o comportamento dos microrganismos,
essencialmente dos patogénicos, veio a revelar-se uma vertente bastante interessante e importante
com vista ao objectivo da seguranca e qualidade alimentar. Assim sendo, ndo sera de estranhar o
rapido interesse da industria relativamente a esta nova vertente cientifica, uma vez que fornece
ferramentas importantes para determinar as consequéncias do processamento e manuseamento
crescente dos alimentos, em termos de crescimento, sobrevivéncia e até inactivacdo dos
microrganismos dai inerentes [13]. Aparecendo, assim, a chamada Microbiologia Preditiva

Alimentar.

A Microbiologia Preditiva resulta da associacdo entre diferentes disciplinas, essencialmente a
matematica, quimica, informatica e a propria microbiologia [1, 4]. Baseia-se na aplicagdo de
diversos modelos matematicos, que permitem prever o crescimento microbiano em determinadas
condigdes ambientais, vindo, deste modo, providenciar uma determinagdo quantitativa, em
contraste com as determinacdes qualitativas, para descrever uma populacdo microbiana num dado

alimento [12].

1.1 Histéria

O uso de modelos matematicos para descrever o crescimento microbiano nos alimentos ndo tem
uma origem assim tdo recente. A origem desses modelos preditivos é, muitas vezes, referenciada
como sendo do ano de 1922, quando foram descritos, por Esty e Meyer, processos térmicos de
inactivacao de Clostridium botulinum do tipo A, utilizando modelos descritivos do processo, com

grande margem de seguranga [2].

No entanto, os modelos preditivos s receberam a devida atencéo por volta da década de 70, século
XX, quando se verificou um grande aumento nos casos de doencgas de origem alimentar. Este
aumento terd sido devido as alteragBes demogréficas verificadas na altura, aos desenvolvimentos
tecnologicos, levando a alteragGes na alimentacdo e a uma globalizacdo da industria alimentar.
Com um comércio cada vez mais internacionalizado, e com o crescimento da exigéncia, por parte

dos consumidores, em relacdo a qualidade dos alimentos que ingeriam, surgiu uma maior

preocupacao e atencao relativamente a industria alimentar.
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A época, os microbidlogos que estudavam o desenvolvimento microbiano nos alimentos
depararam-se, também, com o facto de que os métodos de microbiologia tradicionais, e até os
chamados "métodos rapidos", para determinarem a qualidade e a seguranca de determinado género
alimenticio, estavam limitados pelo tempo necessario para a obtencdo de resultados e pela pouca
previsibilidade que estes permitiam.

Deste modo, o aumento de doengas e a incapacidade dos métodos, juntamente com o
desenvolvimento tecnoldgico dos computadores e 0 acesso aos mesmos, vieram possibilitar que

fossem dados os derradeiros passos para o inicio da Microbiologia Preditiva [2, 3].

Podem-se considerar dois possiveis cenarios distintos para o surgimento da Microbiologia
Preditiva. O primeiro terad sido no controlo dos residuos provenientes da industria piscatéria, no
Reino Unido, com a publicagdo de um modelo que relacionava o efeito da temperatura com o
aumento do crescimento microbiano e, consequentemente, da deterioracdo do peixe, no ano de
1964, por Spencer e Baines. Essa primeira relacdo entre o crescimento microbiano e factores
extrinsecos, neste caso a temperatura, atraiu a atengdo de muitos investigadores e permitiu verificar
similaridades entre o processo de deterioracdo do peixe com outras industrias, levando a criagdo de
modelos semelhantes para, por exemplo, residuos de aves e deterioracdo dos produtos derivados

(3].

O segundo cenério, que podera ter estado na origem da Microbiologia Preditiva, tera sido na
investigacdo sobre prevencdo e combate ao botulismo e outras intoxicagdes microbianas, quando,
na Universidade da Califérnia, um grupo de investigadores combinaram diversos factores de forma
a prevenir o crescimento dos microrganismos patogénicos e a formacao de toxinas. Os modelos dai
resultantes terdo sido dos primeiros a relacionar factores intrinsecos e extrinsecos com o

crescimento microbiano, factores como temperatura, pH e concentragdo salina [3].

Desde essa altura, a Microbiologia Preditiva tem evoluido, e tem vindo a relacionar novos factores
ao crescimento microbiano (actividade da agua (a,), por exemplo) gracas a um grande nimero de
investigacOes e artigos publicados. No entanto, a aceitacdo desta nova ciéncia ndo foi imediata.
Terdo sido necessarios entre 30 a 40 anos, pois foi vista, durante muito tempo, como uma
actividade exclusiva dos investigadores, até aos dias de hoje, onde as suas ferramentas ja sdo
consideradas por muitos como pecgas importantes em diversas actividades, essencialmente na
industria alimentar, dando um enorme auxilio na avaliacdo de riscos, implementacdo de HACCP e

determinagdes de prazos de validade [2, 3].
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1.2 Factores Intrinsecos e Extrinsecos

Como referido anteriormente, as premissas que 0s microrganismos ndo conseguem “pensar”, que
respondem aos estimulos ambientais para crescerem e se desenvolverem, e que, conhecendo 0s
factores em que determinado microrganismo se encontra, se torna possivel prever o seu

comportamento e a velocidade de crescimento, sdo a base que sustenta a Microbiologia Preditiva.

De uma forma geral, nos alimentos, os factores que mais influenciam o crescimento microbiano séo

a temperatura, o pH e 0 ay.

A temperatura é um factor extrinseco ao alimento mas tem uma grande influéncia no crescimento e
na inactivagdo dos microrganismos patogénicos neste. De uma forma geral, a temperaturas
inferiores a 5°C, a replicacdo dos microrganismos € estabilizada e a deterioracdo dos géneros
alimenticios retardada. Por sua vez, temperaturas superiores a 54°C sdo, normalmente, letais para a
maioria dos microrganismos. No entanto, existem microrganismos cuja temperatura éptima fica
fora destes valores, sendo estes os Psicrofilos (temperatura Optima < 15°C) e os Termofilos

(temperatura optima > 40°C), que incluem ainda os Hipertermoéfilos (temperatura 6ptima > 80°C).

O pH de um alimento pode determinar a sua capacidade de inibicdo do crescimento microbiano,
uma vez que um ambiente acido pode conduzir & morte da maioria dos patogénios. Assim, tendo
em conta esta inibi¢do, € pratica comum adicionar &cidos aos alimentos, como acido l4ctico, acido
sorbico ou é&cido citrico, por exemplo. Tal como na temperatura, existem também espécies de
microrganismos que tém preferéncia por ambientes de excepcdo, como é o caso dos Acidofilos

(ambientes com pH < 5) e Alcal6filos (ambientes com pH > 9).

A actividade da &gua, a,, corresponde a agua disponivel para suster o crescimento microbiol6gico.
Esta pode variar entre 0 e 1, sendo que acima de 0,85 encontram-se 0s alimentos mais susceptiveis
de deterioracdo por microrganismos. No entanto, muitos fungos conseguem sobreviver e colonizar
ambientes com valor de a,, inferiores. A adicdo de sal é muitas vezes utilizada como forma de
diminuir a quantidade de &gua disponivel no alimento. Mas, devem ser tidos em conta 0s
microrganismos Halofilos e os Halotolerantes, que sobrevivem em ambientes com altas

concentragdes de sal, necessitando destas para se desenvolverem, no caso dos Haldfilos.

No entanto, quando se fala em alimentos processados tera de se ter em conta outros factores, como,
por exemplo, &cidos organicos, nitritos, gases atmosféricos, componentes derivados de fumagem,

etc.

E assim possivel verificar que, para a Microbiologia Preditiva, desde que as necessidades
nutricionais basicas sejam atingidas e que nenhum dos nutrientes seja limitante para o crescimento

microbiano, a natureza do alimento tem uma importancia diminuta, quando comparada com a
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importancia das propriedades fisico-quimicas do meio onde este mesmo alimento se encontra
inserido [13-15].

1.3 Modelos de Microbiologia Preditiva

Os modelos de Microbiologia Preditiva podem ser definidos como "uma expressao matematica que
descreve o crescimento, sobrevivéncia, inactivacdo ou processo bioguimico de um dado

microrganismo” [4].

Estes sdo criados com base em medicOes/observacdes da alteracdo do numero de unidades
formadoras de coldnias ao longo do tempo em funcéo das condi¢fes ambientais, e cujos dados sdo
obtidos a partir de estudos especificos publicados, de bases de dados disponiveis ou de estudos de

crescimentos em alimentos ou em meios de cultura.

Os dados séo analisados e sdo identificados padrdes de resposta. Estes sdo expressos sob a forma
de expressdes matematicas com base nos melhores parametros que definam as caracteristicas de
determinado microrganismo. A performance do modelo delineado é testada e avaliada, e, se
necessario, procedem-se a correc¢es do modelo ou a construgcdo de um novo modelo. Quando se
obtém o modelo final, a equacdo é inserida em software especializado e é disponibilizada para a
comunidade [4, 14].

Em 1993, Whiting e Buchanan dividiram os modelos em trés classes: primarios, secundérios e

terciarios; e até hoje ainda podem ser classificados deste modo [2, 4].

Os modelos primarios descrevem a forma como as densidades populacionais dos microrganismos
se alteram com o tempo, num ambiente especifico, e sdo retratados sob a forma de curvas de
crescimento microbiano, desenvolvidas em programas especializados para fazer corresponder a

melhor curva possivel com os dados fornecidos.

Os modelos secundarios fornecem informagdo sobre a forma como os pardmetros dos modelos
primarios sofrem alteracGes com os factores ambientais e abrangem uma transformagéo dos tempos
de resposta, ou seja, estes prevéem as alteracdes dos pardmetros primarios em funcéo do ambiente.
Um exemplo de modelo secundéario é a previsdo de crescimento microbiano em fungdo da

temperatura, ou de um outro factor (extrinseco ou intrinseco).

Os modelos terciarios correspondem aos programas, aos diferentes softwares disponiveis, e a

insercdo dos modelos secundarios nestes programas [2, 4, 13].

A tabela seguinte, adaptada de [4], permite verificar alguns modelos e a classificacdo dos mesmos.
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Tabela 1.1 - Classificagdo de alguns modelos de Microbiologia Preditiva (adaptado de [4])

Modelos Primarios Modelos Secundarios Modelos Terciarios
Funcdo Gompertz
Func¢do Modificada de Gompertz Modelo Belehradek
Modelo Logistico Modelo Ratkowsky
Modelo Baranyi Modelo Arrhenius USDA Pathogen Modeling Program
Modelo Monod Modelos Modificados de Arrhenius Food MicroModel
Modelo Monod Modificado Modelos Probabilisticos Pseudomonas Predictor
Valores D de inactivagdo térmica Valores Z Expert Systems
Modelo de Decréscimo de Polinomiais ou resposta ComBase
Crescimento de Whiting e Modelos de Superficie
Cygnarowicz Modelo Williams-Landel Ferry
Modelo linear de trés fases

1.4 Fases de crescimento microbioldgico

Para estudar o comportamento e crescimento das popula¢fes microbianas, recorre-se, geralmente, a
graficos cujas curvas sdo conhecidas como curvas de crescimento microbiano. A Microbiologia
Preditiva ndo € excepcdo, logo, torna-se necessario conhecer as curvas de crescimento microbiano
e identificar as distintas fases possiveis dentro das mesmas, para poder interpretar os resultados

provenientes das ferramentas a utilizar [13]:

» Fase de laténcia, ou fase lag, pode definir-se como 0 tempo necessario para um
determinado microrganismo se adaptar ao novo meio onde se encontra. Ao ser exposto a um novo
meio, o microrganismo tem de efectuar mudancas a nivel celular que Ihe possam permitir crescer
neste novo ambiente, como por exemplo a sintese de novas enzimas. Esta fase é a mais
imprevisivel de todas, uma vez que a adaptacdo do microrganismo depende da composi¢cdo do novo
meio, como, por exemplo, um novo ambiente contendo um nutriente essencial de dificil
metabolizacdo ou presenca de condi¢cGes de grande stress a que 0 microrganismo ndo esta

habituado, podem levar a fases de laténcia bastante longas.

» Fase exponencial representa, basicamente, a replicacdo dos microrganismos. Apo6s a
adaptacdo ao novo meio, as células iniciam o seu crescimento e replicacdo. Ocorre um primeiro
pico de aceleragcdo na taxa de crescimento, que rapidamente se torna constante. Nesta fase, o0s
nutrientes estdo presentes em excesso no meio e a populacdo microbiana cresce a uma taxa
especifica de crescimento maximo, dependente do potencial genético do microrganismo, da
composicdo do novo meio e das condi¢Bes de crescimento permitidas pelos factores intrinsecos e

extrinsecos.
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» Fase estaciondria corresponde ao nivel méximo que um microrganismo consegue atingir no
seu crescimento. Esta fase ocorre quando se d& o esgotamento de um nutriente essencial,
acumulacdo de produtos inibidores do metabolismo e/ou a presenca de outros microrganismos
competidores, que fazem com que o crescimento e replicagdo microbiana estagne. No entanto, 0s

microrganismos podem manter-se viaveis por periodos de tempo mais ou menos longos.
» Fase de morte caracteriza-se pela perda irreversivel da capacidade de replicacdo por parte
dos microrganismos, levando a morte celular, reflectindo-se num declinio da concentracdo de

células viaveis na populacdo ao longo do tempo. A observacdo desta fase ndo é muito comum nos

géneros alimenticios, mas pode ocorrer ap6s um longo periodo de armazenamento.

A figura 1.1 representa o padrdo tipico de uma curva de crescimento, com as respectivas fases.

Curva de Crescimento Microbiano

Fase estacionaria

log . Fasede
numero o o morte
de exponencia
celulas
viaveis

Faszede

|aténcia

TEMPO  w———

Figura 1.1 - Padrdo tipico de uma curva de crescimento microbiano (adaptado de [16])
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1.5 Usos e limitacdes

Como qualquer area cientifica e técnica, a Microbiologia Preditiva tem varias aplica¢fes, mas

também apresenta algumas limitacdes.

Permite-nos obter previsdes relativas ao crescimento microbiano ao longo do tempo, a diminuicéo,
inactivacdo e morte de popula¢fes microbianas, e permite prever a probabilidade de crescimento
microbiano associado a possivel producdo de toxinas, essencial para determinar a estabilidade dos

géneros alimenticios.

Em termos de utilizagdo, a Microbiologia Preditiva possibilita-nos ter uma accéo reactiva ou uma

reacgdo proactiva em relagdo aos problemas que possam surgir.

Relativamente a accdo reactiva, em que se actua consoante a analise que € feita com a informacéo
que esta disponivel na altura, a Microbiologia Preditiva possibilita, por exemplo, a identificacao de
pontos de controlo criticos (no caso do HACCP), avaliacdo das implicacfes para a seguranca
alimentar no caso de uma perda de "controlo™ do processo, avaliar equivaléncias entre diferentes

processos ou a toma de decisdes de analise de risco e gestdo do risco.

Uma identificacdo do que existe e a decisdo do que fazer em relacdo a situacdo que se conhece
corresponde a accdo proactiva da Microbiologia Preditiva. Por exemplo, no caso da delineacéo de
processos e produtos com vista a irem corresponder aos objectivos de qualidade e seguranga a que
uma empresa se propOe, tentando diminuir ao maximo possiveis erros futuros, e no caso de

inovacao nos produtos e, consequentemente, ha empresa.

As maiores limitagOes que se apresentam & Microbiologia Preditiva sdo derivadas, essencialmente,
dos préprios modelos em si. Os modelos utilizados ndo permitem saber se 0 microrganismo em
questdo estd mesmo presente no alimento, uma vez que se assume que estara, ndo permitem
conhecer a densidade microbiana que estaria presente no inicio. Estes modelos, geralmente,
também ndo indicam os niveis de confianca que o utilizador deve ter em consideracdo quando

analisa os resultados, nem costumam indicar os limites impostos a sua utiliza¢éo.

Estes modelos também nédo consideram as diferentes estirpes de microrganismos, apesar de haver
consideraveis diferencas entre estirpes de alguns patogénios (diferencas entre estirpes de E. coli,
por exemplo) e também ndo assumem a possibilidade de existirem pequenos micro-ambientes a
volta dos microrganismos, que propiciam um desenvolvimento microbiano diferente ao que esta a
ser considerado. Estes problemas devem-se, principalmente, a falta de dados relevantes que

permitam uma previsao mais acertada.
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No entanto, apesar de algumas limitagcGes, em muitas situagcdes torna-se possivel verificar um
correcto funcionamento dos modelos, como é o caso de sistemas definidos e controlados, com

poucas variaveis, e prever os efeitos relativos a mudancas nessas variaveis [14].

De outro modo, se os beneficios ndo suplantassem as limitagdes, a Microbiologia Preditiva ndo
seria amplamente utilizada como se verifica hoje em dia, tanto na investigacdao, como na indudstria
alimentar, com o objectivo de determinar prazos de validade, no auxilio a delineagdo de protocolos

de seguranca, implementacdes de HACCP e avaliacéo de risco.

1.6 Futuro da Microbiologia Preditiva

Apos cerca de 4 décadas de constantes desenvolvimentos, os investigadores comegam a olhar para
a Microbiologia Preditiva com outros olhos, tentando maximizar as suas capacidades. Novas
tecnologias estdo a ser pensadas para facilitarem os processos industriais, mas, também, para
facilitarem a fase "p0és-industria”, ou seja, os retalhistas e o consumidor final. Como, por exemplo,

0s chamados "relatérios em tempo real" [12].

E o caso de um adesivo que esta a ser criado, que se aplica no codigo de barras do produto, que
regista variacOes de temperatura e a data de validade do produto. Assim, quando o produto passa a
data de validade, este adesivo torna-se opaco e impossibilita a leitura do codigo de barras e a
consequente venda do produto. O mesmo se verifica quando o produto sofreu varias alteracdes
térmicas durante o transporte, que possam ter comprometido a qualidade e segurangca do mesmo,

estas sdo detectadas pelo adesivo, tornando-se entéo opaco.

Um outro exemplo, corresponde a um outro adesivo que, ao chegar o final da data de validade,
muda de cor, de verde para vermelho. Esta mudanca ocorre rapidamente e poucas horas antes do

fim da data.

E sabido que poucos consumidores tomam a atencio devida as datas de validade dos produtos que
consomem, muitos devido a falta de tempo na altura de aquisicdo destes bens. Estes dois exemplos
de "relatérios em tempo real" tornam a informacdo mais visivel para os consumidores, e
possibilitam, a estes, tomarem decisdes mais correctas nas suas compras, diminuindo o risco de

problemas de qualidade e seguranca alimentar [12].

Por outro lado, a Microbiologia Preditiva comeca a ser vista, também, para além da vertente

Alimentar.

Um novo campo, denominado de Biologia de Sistemas, tem tentado utilizar as ferramentas de

Microbiologia Preditiva de forma a incluir novos pardmetros na anélise, como estados de energia e

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Universidade Nova de Lisboa 13



Contribuicdo da Microbiologia Preditiva na analise de cremes de pasteleiro.

termodinamica de reaccBes enzimaticas que ocorrem no interior das células. O objectivo principal
dos investigadores, neste novo campo, é descrever o comportamento das células na fase de laténcia,
entendendo os processos fisioldgicos que determinem o inicio e, especialmente, o fim desta fase, na
tentativa de prever os racios de crescimento subsequentes. A Biologia de Sistemas pretende, assim,
ajudar a Microbiologia Preditiva a possuir modelos preditivos mais seguros, confiaveis e menos
sujeitos a erros, e que permitam a existéncia de ferramentas com maior competéncia, capazes de
actuar com pequenas variacdes nos parametros e com um diminuto ndmero de microrganismos
iniciais. Este campo vai no sentido de fortalecer e dar maior robustez & Microbiologia Preditiva,

com modelos e ferramentas que funcionem tdo bem em laboratério como fora deste [17].

Existem outras aplicacdes para a Microbiologia Preditiva. Muitos investigadores da microbiologia
ambiental mostram-se interessados nesta nova vertente, devido, em grande parte, ao facto de existir
uma enorme percentagem de microrganismos na natureza cuja cultura seja bastante dificil de
manter, ou mesmo impossivel. Muitos ambientes estéo sujeitos a grandes alteracfes no que respeita
a factores, tais como temperatura ou salinidade, que sdo muito dificeis de simular em laboratério.
Assim, os investigadores comegam a olhar para a Microbiologia Preditiva como uma forma de
conhecer esses, e outros, microrganismos presentes na natureza, descrevendo o seu papel nos
ecossistemas correspondentes, e desenvolvendo novas teorias, modelos e tecnologias inovadoras.
Acredita-se que esta simbiose entre as duas areas pode beneficiar a Microbiologia no seu todo,

permitindo descobrir e entender um pouco melhor os diferentes ecossistemas microbianos [12].
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Capitulo 2 - Ferramentas de
Microbiologia Preditiva

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Universidade Nova de Lisboa

15



Contribuicdo da Microbiologia Preditiva na analise de cremes de pasteleiro.

2.1 Programas utilizados na Microbiologia Preditiva

Como referido, existe uma série de ferramentas (software) dentro da area da Microbiologia
Preditiva. E possivel encontrar na literatura uma série de programas "caseiros", que S&0
basicamente equacdes aplicadas a processadores matematicos (Microsoft® Excel, Mathlab®...). No
entanto, estdo disponiveis na internet uma boa seleccdo de programas, muitos deles de acesso livre,
que sdo 6ptimas ferramentas de trabalho. A tabela seguinte enuncia alguns dos programas mais

conhecidos e utilizados pelos investigadores.

Tabela 2.1 - Programas informaticos associados a Microbiologia Preditiva, disponiveis na internet (adaptado
de [1, 14])

ComBase ComBase Consortium, Food Standards Agency,
Institute of Food Research, USDA ARS ERRC
http://www.combase.cc/

Pathogen Modeling Program USDA ARS Eastern Regional Research Center
(ERRC)
http://pmp.arserrc.gov/PMPOnline.aspx

Seafood Spoilage Predictor Danish Institute for Fisheries Research
Microbiology Group
http://sssp.dtuaqua.dk/

Growth Predictor Web-based version of Perfringens Predictor is now

included in the Combase Modelling Toolbox
http://www.ifr.ac.uk/Safety/GrowthPredictor/
THERM The University of Wisconsin Center for Meat
Process Validation
http://www.meathaccp.wisc.edu/THERM)/Calc.aspx

Bacanova Project European Commission Frame V Programme
http://www.ifr.ac.uk/bacanova/default.html

Refrigeration Index Meat and Livestock Australia
http://www.mla.com.au

Sym’Previus An integrated database and predictive software, in
French

WWW.symprevius.net

Neste trabalho, irdo ser utilizados, para atingir o objectivo proposto, os programas ComBase e
Pathogen Modeling Program (PMP), as duas ferramentas com maior expressdo dentro da

Microbiologia Preditiva.

16 Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Universidade Nova de Lisboa



Contribuicdo da Microbiologia Preditiva na analise de cremes de pasteleiro.

2.2 ComBase

A ComBase serd, talvez, a base de dados mais referenciada na area da Microbiologia Preditiva.
Esta € uma enorme base de dados, com mais de 40700 registos sobre crescimento e sobrevivéncia
de microrganismos, patogénicos e ndo so, e tem tido uma evolucdo continua. O acesso a esta
ferramenta é livre, tendo apenas de se fazer um registo prévio, unicamente para controlo e

estatisticas por parte dos institutos que a coordenam.

Surgiu de um consoércio entre o Institute of Food Research, sediado no Reino Unido, 0 USDA

Agricultural Research Service, nos Estados Unidos, e 0 Food Safety Centre, na Australia.

E uma base de dados que vive das colaboragdes dos investigadores e, a qualquer momento, estes

podem adicionar novos dados, ajudando a ComBase a crescer.

Home Contact Us

ary §7} ~
(7 (.) ]’I*I)LZ\\ (.‘ A COMBINED DATABASE FOR PREDICTIVE MICROBIOLOGY

Recc ounter: 50 474

WELCOME TO COMBASE En Espaiiol

The ComBase Initiative is a collaboration between the Institute of Food Research fram the
United Kingdom, the USDA Agricultural Research Senvice from the United States and the Food
Safety Centre in Australia.

Its purpose is to make data and predictive tools on microbial responses to food environments
freely available via web-based software. The ComBase Database (accessible via the
ComBase Browser)) consists of of microbial growth and survival curves that have
been collated in research establishments and fram publications. They form the basis for
numergus microbial models presented in ComBase Predicter, a useful tool for industry,
academia and regulatory agencies. They can be used in developing new food technolagies
while maintaining food safety; in teaching and research; in assessing the micrabial risk in
foods or setting up new guidelines

uspa £

usoepsTmeNT oF cmcu o 7
AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE. Institute of

Food Research

A WROUR TGO WL

food
\safety
centre

ComBase is a database that contains information about how microorganisms respond to
different environments. The information in ComBase is referred to as “quantitative
microbiological” data since it descrives how levels of microorganisms, bath spailage

Figura 2.1 - P4gina inicial da ComBase [18].

Esta dividido entre ComBase Browser e ComBase Predictor.

O primeiro, ComBase Browser, recorre as bases de dados e curvas de crescimento obtidas a partir

de dados divulgados em artigos cientificos e/ou por institutos.
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O DD 0 D OBIOLO
| OV » Erowse Home » Sesrch Options » Search
SEARCH STATIC DATA BY CRITERIA Search Static Data by Source or Key | Search Dynamic Data by Criteria

Please select search terms and define ranges for temperature, pH, and either water activity or NaCl {the twa are linked by assuming
NaCl solution in water).

Search Criteria Retrieved records: 32801 Matches

Food Type -
Organisms . Cnmbm_ed
e o - Condiions ! Matching :mlh
o, { Selection | Records Previous
B o v FacHl Min Max All records 40740 40740
( (
(' 1SE temperature [0 [<] (40 [<]t0) Foodtype 40740 40740
by .
+° oH 40 [+] = Indude where Organism 40740 40740
N T t 35079 35079
= wateractivity 0.73 [] 100 [+] Include where empersture
H 38480 33146
NaCl 0 30 %) [/l Include where P
Water activity 40283 32801
Switch to NaCl
Search Conditions 40740 32801
Please narrow your search to 500 or less
records to view details or summaries.
Please narrow your search to 500 or less
records to download to CSV, or download
individual records from the View Details
page.
Warning!
This database was designed as a research and instructional tool for estimating the eflects of multiple variables on the growtn, survival
and inactivation of foodbome pathogens

Figura 2.2 - Pagina do ComBase Browser [18].

Na pagina do ComBase Browser (Fig. 2.2) torna-se possivel filtrar os resultados de acordo com o
que é desejado, escolhendo critérios como tipo de alimento, microrganismo, temperatura, pH e

actividade de agua ou salinidade.

1 R A CO A COMBINED DATABASE FOR PREDICTIVE MICROBIOLOGY Close Window
(Comibase
COMBASE SEARCH RESULT SUMMARY View Details
Please exclude any records not of interest by dlicking on the appropriate checkbex. You may need to page through the resulls by clicking on the page numbers at the
end of the list. Clicking on a heading will sart by that column. Clicking again will sortin reverse order.
Record Count: 338/338
Download to CSV (Save Changes First)
List of Current Matches
Page: 12345
Organism Food Type in_on Temp ivity | conditions | Source Key Exclude
Bacillus cereus | Culture medium In- broth 35 5 Beuchat_80 | B387_Bc i}
Bacillus cereus | Culture medium In: broth 35 5 Beuchat_80 | B391_Bc (]
Bacillus cereus | Culture medium In- broth 35 5 Beuchat_80 | B395_Bc ]
Bacillus cereus | Culture medium In- broth 35 5 Beuchat_80 | B399 Bc L]
Bacillus cereus | Culture medium In- BHIB 7 Borge 01 | GMW_0984 | [
Bacillus cereus | Culture medium In: BHIB 7 Borge 01 | GMW_0985 | [
Bacillus cereus | Culture medium In: BHIB 7 Borge_01 GMW_0986 ]
Bacillus cereus | Culture medium In- BHIB 7 Borge 01 | GMW_0987 | [
Bacillus cereus | Culture medium In- BHIB 7 Borge 01 | GMW_0988 | [
Bacillus cereus | Culture medium In: BHIB T Borge_01 GMW_0989 (]
Bacillus cereus | Culture medium In- BHIB 7 Borge 01 | GMW_0990 | [
Bacillus cereus | Vegetable or fiuit and their products | In- broccoli juice | 20 Carlin 00 |GMW_1218| [
Bacillus cereus | Vegetable or fruit and their products | In- broccoli juice | 14 Carlin_00 GMW_1219 ]
Raaill fosit-and.th e Ll b e 10, Ladia00. ANAL 4920, il 32

Figura 2.3 - Sumario de resultados dentro do ComBase Browser [18].

Apobs a escolha dos critérios desejados, é fornecido um sumario de resultados (Fig. 2.3) e deste
pode-se escolher o que mais se aproxima a realidade do que se procura, e ver os detalhes do mesmo
(Fig. 2.4). Torna-se possivel, também, comparar os resultados com a previsao feita pelo ComBase
Predictor (Fig. 2.5).
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A COMBINED DATABASE FOR PREDICTIVE MICROBIOLOGY Close Window

COMBASE SEARCH RESULT DETAILS FOR RECORD ID: ADRIAN_101 View Summary

Download ADRIAN 101 to

[First] [_Back 10| [Previous| [ Mext | [ Forward 10] [ Last] [1/338 matches] cav

Record Details ComBase ID = ADRIAN_ 101 Record
Data(ADRIAN_101)

Time (h) log cellig
24.00 2.000
24.00 3.400
24.00 2790

168.00 3.300
168.00 2950

168.00 3.880

24 424 824 1224 1624 2024
Conditians: G En e s 504.00 2,000
Time (h) 504.00 2,600

= Bacillus cereus (log cellig) s0400 2000
1008.00 4230
Compare with Prediction Fitthe Data 1008.00 3570

1008.00 4080
2184.00 4410

Organism Bacillus ceretis

o

Food type Vegetable or fruit and their products (In: mash carrot)

Temperature:  8°C

pH Not reported
Water activity:  Not reported
NaCl Not reported

Concentration (log celllg|
N (% -

Maximum Rate See data
(log10(CFUM)):

=

Saurce:

ADRIA NORMANDIE, France, Sym'Previus Partner, France 2184.00 3610
2184.00 3630

Further Specifications

Strain(s): NCTC11145. Spore. Measurement by colony counts. Rerobic.

Details:

Mashed Carrots prepared in laboratory were inoculated with 1ES-1E6 spores/g (Bacillus
cersus NCIC 11145). Then the product was heated 12min-92°C, cooled and incubated.
ion: iate serial dilution made in tryptons-salt. Aliguots were plated to

Figura 2.4 - Detalhes de resultados dentro do ComBase Browser [18].

T©) o acuso] awasrumet Jicie opu) JCO29) Joreganott) Jsochictopmy Jacstitopm [ractictopm) Joropionictppm_Jtrictopmy Juscorbictppm |
B

Predicted specific growth

e 0.0971 (1/h)

(logl0 cell
conc./h)

= Rate on logl0 scale 0.0422

Predictions no lag  [Predictions lag

0.00
0.00
43.68
87.3a
.04
.72
.40
.08
.78
.44
.12
.80
.48

=]
(]

.00
.00
.84
a7
.18
.58
LE61
.61
6l
el
.61
.61
.61

BB I S IS IS S I B B P )

ol L0 b BB R LD R LD R LY R
I I S B B I« VR SO R S )

Figura 2.5 - Comparacdo dos resultados obtidos no ComBase Browser com a previsao do ComBase
Predictor [18].
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O ComBase Predictor, corresponde a ferramenta de Microbiologia Preditiva, propriamente dita,
disponivel no site para acesso global.

Apdbs feito o registo necessario, fica disponivel uma "caixa de ferramentas" onde se inclui o
Combase Predictor, o Perfringens Predictor (ferramenta para prever o crescimento de Clostridium
perfringens em carnes e derivados) e 0 DMFIT (ferramenta que permite ajustar curvas e determinar
racios como crescimento/morte, por exemplo) (Fig. 2.6).

ComBase Modelling Toolbox

COMBASE MODELLING TOOLBOX
COMBASE PREDICTOR

ComBase Predictor comprises a set of models for predicting the response of many important
foodborne pathogenic or spoilage microorganisms to environmental factors, including
temperature, pH and salt concentration.

* Access ComBase Predictor

PERFRINGENS PREDICTOR

Perfringens Predictor is an application for predicting the response of C. perfringens in bulked
meat during cooling for products where the maximum heating temperature is 70-35"C.

* Access Perfringens Predictor
DMFIT

DMFit web edition is an application to fit log counts vs. time data and extract parameters
such as growth/death rate and lag time/shoulder.

* Access DMFit

Figura 2.6 - ComBase Modelling Toolbox [18].
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Ao entrar na ferramenta ComBase Predictor o utilizador depara-se com uma pagina inicial, de facil
percepcao, onde encontra todos 0s campos necessarios para a previsdo (Fig. 2.7). Em qualquer caso
de davidas, esta sempre disponivel a seccdo de "ajuda” na parte inferior da pagina.

ComBase Predictor

9

Temperature input

Water activity
@ @
@ Static p @ NaCl O Aw

add a row

Aeromonas hydrophila E|

Initi 7 .
al level Phys.state[0-1] T (*C)[2-37] pH[4.6-7.5] NaCl Max.rate

(%)[0.0-4.5] (log.concy DCrfime (B

oootess | IECTM | | [ | o5 | 04r | 069 |

remove last row

Predictions

conc. (Logld cells/g)
3.00
.00
.00
114}
.00
00
.01
01
.02
.03 , 0 = 11
Time [h)

a CFU/g

Log |

WwkMNEe P OoOoooo
L I L I L R

Figura 2.7 - P4gina inicial do ComBase Predictor [18].

Esta ferramenta permite ainda uma previsdo com mais do que um microrganismo ao mesmo tempo,
e com factores extrinsecos e intrinsecos diferentes entre eles, ou seja, uma previsdo maltipla (Fig.
2.8).
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ComBase Predictor

TR Non st el
Water activity Observation duration

o

add a row

Escherichia coli with CO2[%) -
itial Phys.state T({FC) pH NaCl (%) Max.rate DhlLtime

level ==T [0-1] [10-42] [4.5-7.5] [0.0-6.5] (log.conc/h) (h)

B | [ovees | NN b5 | bz | R

Bacillus cereus with CO2(%)

NaCl (%) Maxrate  DbLtime
(log.conc/h) (k)

[1.59 o 1s

Predictions
time (k) cone. (Logld cellsfg)
-0 - D 2.00
oo 111 2.00
L4 -5 2.00
Bz 1z 3.01
.38 LEZ 3.04
L3E 3.18

3

4

4

5

Log CFUfg

- -8
-TL -Z1
-5l WBZ
-13 -E4

B ]
Lo Ba BA B3 B3 B3 Ba G B4 63
DoBE BA BA B4 BA GBS B4 B3 B4 B4

Figura 2.8 - Previsdo multipla, utilizando ComBase Predictor [18].

Para além de modelos de crescimento, esta ferramenta também dispde de modelos de inactivacdo
térmica e modelos de sobrevivéncia, bastando para isso alterar o modelo desejado na parte superior

da pagina.
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2.3 Pathogen Modeling Program

A ferramenta denominada de Pathogen Modeling Program (PMP) é, também, uma das mais

referenciadas e utilizadas pelos investigadores na area da Microbiologia Preditiva. Pertence ao
Department of Agriculture - Agricultural Research Service (USDA-ARS), nos Estados Unidos, e é

mantido pelo Eastern Regional Research Center, no estado americano da Pennsylvania.

Esta ferramenta € composta por um pacote de modelos preditivos de crescimento e inactivacao de
microrganismos, que desde os inicios da década de 90, do século XX, tem vindo a ser
constantemente actualizada, comegando por pequenas folhas de célculo até dispor de um software

proprio.

Tem como principal objectivo auxiliar tanto a indUstria como as instituicbes académicas e
cientificas, num melhor entendimento da Microbiologia Preditiva e promover um crescente uso

destas técnicas.

United States Department Of Agriculture of &
Agricultural Research Service ERRC 8
|

EASTERN REGIONAL RESEARCH CENTER

I

Pathogen Modeling Program (PMP) Online

You are here: PMP Home / PMP Home / Overview of Predictive Microbiology
it OVERVIEW OF PREDICTIVE MICROBIOLOGY

Microbiology
-PMP Online Introduction

Anticipating the behavior of microbial pathogens in food is an important goal of food safety managers. In this regard. the
scientific field of predictive microbiology offers important tools to food safety mangers to estimate the consequences of
food handling and processing operations on growth, survival and inactivation of foodborne pathogens.

and i ion of predictive models involves a series of steps that inchide experimental design,
model development, model validation and production of an effective interface between the model and end-user. The net
result is a tool that can be used in HACCP plans to define critical control points and critical limits, as well as to determine
safe corrective actions when processing deviations occur

Phases of Bacterial Growth

The level of bacteria in food is controlled by various factors. including the initial contamination level, the level of nutrients,
temperature, pH, water activity, additives, and the presence of other microorganisms. Bacteria can increase in mumbers
(grow), decrease in mumbers (inactivate or dic) or remain at the same level (survive). Predictive models can be developed
for each of these types of bacterial behavior.

A survey of the literature reveals that many models have been developed for microbial growth compared to inactivation or
survival. Also, there are many more models for bacteria in defined microbiological media, such as broth, than for real food.
In the majority of cases, microbial growth can be segmented into three different phases: lag phase, growth phase and
stationary phase.

Lag Phase (Lag Phase Duration)

Lag Phase can be defined as the amount of time required for a cell to adjust to a new emvironment prior to replication
(growth). Lag Phase is the most unpredictable part of a growth curve compared to Growth and Stationary phases. This is
because Lag Phase will be different depending on the previous Ahistory(@ of the microorganism. For example, the Lag
Phase Duration (LPD) of bacteria grown at 37EC (98EF) in culture media and then transferred to raw ground beef at
10EC (50EF) will be different than the LPD of bacteria grown at 21.1EC (70EF) and then transferred to ground beef at
10EC (S0°F). This is because the previous environment of the bacteria will result in different cellular changes that need to

Figura 2.9 - Pagina inicial do PMP [19].
Na péagina inicial do site do PMP encontra-se um breve resumo e explicagdo do que é a

Microbiologia Preditiva (Fig. 2.9). A partir desta pagina é possivel aceder ao PMP Online, onde se

encontra a fase inicial da ferramenta, a escolha dos modelos a utilizar (Fig. 2.10).
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United States Departmant Of Agriculture
Agricultural Research Service

EASTERN REGIONAL RESEARCH CENTER

Pathogen Modeling Program (PMP) Online

“PMP Home You are here: PMP Home / PMP Online

*PMP Online Models >> Bacterium p || Bacteria >> Model p |

cAbout PMP
oTutorial

oFrequently Asked
Questions

oReferences

‘ ARS USDA gov

Figura 2.10 - PMP Online [19].

A escolha do modelo preditivo que se pretende usar pode ser feita através da escolha dos tipos de
modelo (Fig. 2.11) ou a partir da espécie de microrganismo que se pretende estudar e dos modelos
que estdo disponiveis para a respectiva espécie (Fig. 2.12).

United States Departmant OF Agricultura
Agricultural Research Service

EASTERN REGIONAL RESEARCH CENTER

Pathogen Modeling Program (PMP) Online

You are here: PMP Home / PMP Online

[Models == Bacterium ¥ [ Bacteria »= Madel » |
o About PMP Cooling »

o Tutorial Growth

o Frequently Asked Heat Inactivation
Questions

Aerobic » | Broth Culture » | Aeromonas hydrophila

Anaerobic » | Listeria monocytogenas in Ground Ham Bacillus cereus

Listeria monocytogenes in Shrimp and Imitation Crab Salad | Escherichia coli [0157:H7]
Salmonella spp. in Ground Beef Listeria monocytogenas
Salmonella spp. in Ground Chicken Shigella flexneri
Salmonella Typhimurium in Chicken Frankfurters Staphylococcus aureus
Salmonella Typhimurium on Chicken Skin
Salmonella Typhimurium in Ground Chicken
Yersinia pseudotuberculasis in Ground Beef

Survival

v v v w

o References

Transfer

‘ ARS.USDA gov

Figura 2.11 - Escolha dos modelos preditivos, a partir do tipo de modelo [19].

24 Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Universidade Nova de Lisboa



Contribuicdo da Microbiologia Preditiva na analise de cremes de pasteleiro.

United States Departmant Of Agriculture
Agricultural Research Service

EASTERN REGIONAL RESEARCH CENTER

Pathogen Modeling Program (PMP) Online

You are here: PMP Home / PMP Online

= PMP Online

| Models > Bacterium » | Bacteria == Model » |

o About PMP Aeromonas hydrophila

o Tutorial Bacillus cereus

o Frequently Asked Clostridium perfringens
Questions

Escherichia coli [0157:H7]

b

»

»

»

o References Listeria monocytogenes 4
b

»

b

»

b

Growth Aerobic (Broth Culture)
Growth Anaerobic (Broth Culture)

Growth Aerobic (Ground Ham)

Growth Aerobic (Shrimp and Imitation Crab Salad)
Growth Anaerobic (Shrimp and Imitation Crab Salad)
Growth Anaerobic (Ground Ham)

Heat Inactivation (Simulated Beef Gravy)

Survival (Fermented Sausage, Fermentation)
Survival (Fermented Sausage, Drying)

Survival (Fermented Sausage, Storage)

Transfer (Salmon Slicing)
Transfer (Deli Meat Slicing)

Salmonella spp.
Salmonella typhimurium
Shigella flexneri
Staphylococcus aureus

Yersinia pseudotuberculosis

ARS.USDA gov

Figura 2.12 - Escolha dos modelos preditivos, a partir da espécie de microrganismos [19].

Apos a escolha do modelo pretendido, é fornecida uma pagina, onde se colocam as condi¢fes do
meio, factores intrinsecos e extrinsecos. Os resultados sdo apresentados sob a forma de graficos,
sendo que aparecem dois graficos (com e sem fase de laténcia), uma tabela com os parametros do
modelo escolhido, uma outra tabela com as referéncias de onde a informacéo foi obtida, e, do lado
direito, encontra-se uma tabela descritiva com todos os valores de nimero de células por cada

fraccéo de tempo (Fig. 2.13).
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aa Agricultural Research Service Emg M
EASTERN REGIONAL RESEARCH CENTER

Pathogen Modeling Program (PMP) Online

PMP Home Waou are here: EMP Hame / PMP Online

= PMP Online

| Models => Bacterium * |Bacteria == Madel |

About PMP
= il Growth Model: Listeria monocytogenes (Broth Culture, Asrobic)
utaria
Frequently Asked Input Conditions Medeled Growth :\;'lud:ll::d
Questions @ Aegrobic O Anaerobic - ro
References Temperature in: — n log
@ eC (Tiof 8 {CFU-F":)
Temperature T Hours Lag La;
Range: 4.0 to 37.0 °C g & / 0.00 2.00 3.43
oo F 4 Lt 0.20 2.00 3.44
pH 0.40 2,00 3.44
Range: 4.5 te 7.5 2 0.60 2.00 2.45
50 - i} 0.80 2,00 3.45
Sodium Chloride 0 100 200 300 1.00 3.00 3.45
Range: 0.5 to 10.5 (% [g/dL]) Hown 1.20 3.00 3.46
1.40 2,00 2.47
A5 -
i Lag No Lag
Sodium Mitrite - ]l":E g'gg 2':;
FEMEEA S e EET Modeled Growth Parameters 2.00 3.00 3.48
o M Lag Phase Duration: 109,79 (hours) 2,20 2.00 3.48
N EI;I':IE; LEIErE|[CFU.-' I Generation Times: 6.52 (hours) 2.40 2.00 3.49
ange: 3.0 to 5.9 log m ]
Cromth Rate: 0,046 (log 2.60 2.00 3.49
ER rowkh Rate: [cfu/ml}/h) 2.80 .00 2,50

Max Population 3.00 3.00 2.50

[ Calculate Growth Data ] 9,57 (leg(cfu/ml})

Ciensity: 3.20 2,00 3.51

2.40 3,00 2.51

Source: 3.60 2,00 3.52
R.L. Buchanan, H.G. Stahl and R.C. Whiting, Effects and Interactions of 2.80 .00 2.52
Temperature, pH, &tmosphere, Sodium Chloride, and Sodium Mitrite on the 4.00 2.00 2.53

Growth of Listeria monocytegenes: Journal of Food Protection [1983) 52

[{12}:844-851 - herp://www.arserrc.gov/MFS/HTML/ERRCPubs /5435, pdf 4.203.00 3.53

4,40 2,00 2.54
R.L. Buchanan and 1.G. Fhillips, Response Surface Model for Predicting the 4,60 2,00 2,54
Effects of Temperature, pH, Sodium Chlaride cantent, Sedium Nitrite 4,80 2.00 2.55
Concentration, and Atmesphere on the Growth of Listeria monocytogenes.: 1.

Foed Protection (1990) 53:370-376 - 5.00 .00 3.58

http:/fwww.arserrc.gov/MES/HTML/ERRCPubs/547 8. pdf 5.20 2.00 3.56
5.40 2,00 3,57
Related Publications 5.60 3.00 3.57

5.80 2.00 3.58
©.00 2.00 3.58

o0 2002 S0

Figura 2.13 - Apresentacéo de resultados de previséo pelo PMP Online [19].

Uma das principais limitages deste programa € o facto de abranger uma classe de alimentos muito

reduzida (essencialmente carnes e derivados).

Outras limitacOes deste programa que podem interferir com a veracidade das previsfes séo o facto
de s6 permitir um minimo de salinidade de 0,5% e de assumir um indculo inicial de 103UFC/gr,

para qualquer produto.
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Capitulo 3 - Caso de Estudo
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3.1 A empresa

De forma a n&o ir de encontro com algum tipo de direitos, a empresa em estudo serd denominada
por "ENF - Empresa de Nome Ficticio, S.A." e sera referida, daqui em diante, por "ENF" ou

"empresa".

A ENF esta sediada no distrito de Setubal, Portugal, e estd, desde 2006, incluida num grupo
multinacional, cotado como um dos trés maiores lideres do mercado da pastelaria, a nivel europeu.
Este grupo faz uma grande aposta em desenvolvimento, producdo e comercializagcdo de géneros
alimenticios nos segmentos de pastelaria, food service, geladaria e industria. Tem um extenso
espblio de produtos desde bolos, cremes, gelados, aromas, geleias, chocolates até a simples

decoragdes.

O grupo, tem como principais pontos de crescimento a constante procura pelo conhecimento,

criatividade e inovagéo.

Em termos de qualidade e seguranca, todas as empresas do grupo estdo em conformidade com a
ISO 9001:2008 e o sistema de HACCP. Todos os produtos sdo geridos desde que entram nas
instalacdes até chegarem ao cliente, sendo garantida uma rastreabilidade, que permite uma oferta
de produtos de maior qualidade e seguranca. A ENF esta, também, certificada de acordo com o
referencial BRC, tendo obtido, em 2010, o grau A.

Em Portugal, a empresa tem sectores de produgdo, venda e apoio ao cliente, qualidade e
investigacdo e desenvolvimento (I&D). E nestes dois Gltimos sectores que a Microbiologia

Preditiva podera ser mais util, se forem tomadas em conta muitas das suas possibilidades.
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3.2 O produto

A ENF produz preparados para bolos, semi-frios, massas lévedas, coberturas, agucar em pd, entre

outros. Mas sdo os cremes de pasteleiro que representam a maior parte do negocio da empresa.

Creme de pasteleiro ¢ o nome dado ao recheio doce que é colocado no interior dos bolos, ou na
parte superior, no caso de tartes, por exemplo.

Na empresa, 0s cremes pasteleiro sdo produzidos em trés tipos diferentes: preparado em p6 para
elaboracdo a frio, preparado em po para elaboracao a quente e recheios liquidos prontos a utilizar.

» Cremes a frio (CF), sdo preparados em p6, em que o cliente s6 tem de adicionar
agua, e por vezes acucar, e bater a mistura para obter o creme de pasteleiro, que
pode ser consumido imediatamente a seguir. E denominado "a frio" pois, ao
contrario do que normalmente se utiliza nas pastelarias, a 4gua adicionada pode ser
a temperatura ambiente, sem necessitar de aquecimento prévio (podendo ser
aquecida, se o cliente assim o desejar). A gama deste produto é muito extensa e
variada, havendo diferentes cores, texturas e sabores, de acordo com 0 gosto do

cliente.

» Cremes a quente (CQ), sdo, também, preparados em p6, onde se tem de adicionar

agua previamente aquecida, e por vezes agucar, e bater a mistura de forma a obter o
creme de pasteleiro. Por razdes Obvias, este ndo pode ser consumido logo de
seguida, pois tem de arrefecer. A ENF também tem algumas opcOes diferentes,

dentro desta gama de produtos, com cor, sabor e texturas diferentes entre si.

» Recheios liquidos (RL), sdo cremes pasteleiros prontos a utilizar. Como o proprio

nome indica, o produto final esta sob a forma liquida/viscosa, e a sua aplicacéo néo
precisa de qualquer tipo de adi¢do de &gua ou aglcar, podendo ser colocada
directamente no bolo (ou tarte ou semi-frio...). Existe, também, uma gama variada
dentro deste tipo de produtos. Torna-se necesséaria uma linha de producéo diferente
para este produto, pois a fabricacdo é distinta dos produtos em pd. Posteriormente a

sua producdo, estes sdo embalados a vacuo e procede-se a sua pasteurizagéo.

Os dois primeiros sdo vendidos sob a forma de p6, em sacos que podem ir de 5 a 25kg, enquanto 0s

altimos s&o vendidos sob a forma liquida, em baldes ou jerricans de 1 a 15kg.
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Para o estudo, irdo ser considerados os cinco produtos mais vendidos dentro de cada classe de
produtos, pé e liquidos. Juntos, a venda destes dez produtos consumou mais de oitocentos
toneladas, no ano de 2010. As seguintes tabelas apresentam os valores, em kilogramas, dos cinco
produtos mais vendidos, em 2010, dentro de cada classe de cremes.

Tabela 3.1 - Vendas do ano de 2010, para 0 TOP 5 de Cremes em Pé (CF e CQ)

CF1 215080
CF2 113340
CF3 66525
CQ1 29892
CQ2 27720

Tabela 3.2 - Vendas do ano de 2010, para o TOP 5 de Recheios Liquidos (RL)

NOME QUANTIDADE (KG)

RL1 176000
RL2 130560
RL3 81080
RL4 11947
RL5 11724

Assim, torna-se possivel verificar e ter a percepcdo da importancia dos processos de qualidade e
seguranca alimentar deste tipo de produtos para a ENF, na sua economia e no seu crescimento.
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3.3 Parametros microbioldgicos

A empresa tem estipulados limites microbioldgicos para todos os seus produtos. Uma vez que nao
existe legislacdo especifica para esta indUstria, para estabelecer limites para os cremes em estudo a
empresa baseia-se no Regulamento (CE) n.° 852/2004, Regulamento (CE) n.° 2073/2005 e o
Decreto-Lei n.° 41/2009, para além das caracteristicas das diferentes matérias-primas utilizadas,
experiéncia, histérico de resultados e aplicacdo final de cada produto. Para os cremes em estudo,

estes limites sdo:
% Contagem total: méximo 50 000 UFC/g
¢+ Coliformes: maximo 1 000 UFC/g
¢+ Escherichia coli: maximo 10 UFC/g
%+ Staphylococcus aureus: maximo 100 UFC/g
+¢+ Clostridios sulfito-redutores: maximo 10 UFC/g
+«+ Salmonella: Neg/25g
+»+ Bolores e leveduras: maximo 200 UFC/g

Para controlar estes limites, a empresa tem um plano de analises microbioldgicas mensal, feito por
um laboratdrio externo, a um produto de cada linha de producdo de produtos em pé e a um produto

da familia dos produtos liquidos.
A ENF tem, também, planos de analises microbiolégicas a agua e as superficies.

Toda e qualquer matéria-prima que seja comprada e consumida na producdo tem de ser
acompanhada, a chegada, com os respectivos certificados de analise microbioldgica, e, caso

estejam fora dos limites desejados, serd devolvida de imediato ao fornecedor.

Sendo que a empresa se rege por estes limites, serdo estes que irdo servir como base para a
comparagdo com 0s resultados que se irdo obter através das ferramentas de Microbiologia
Preditiva. No entanto, as ferramentas serdo utilizadas apenas para prever o crescimento dos

microrganismos patogénicos Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella.

O Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram positiva, pode crescer a temperaturas entre 7°C e

48°C, com um pH o6ptimo entre 6 e 7, com valores minimos de actividade de a4gua na ordem dos
0,83, em ambiente aerobio, e 0,90, em ambiente anaerobio, e que se apresenta sob forma esférica

(cocos), agrupando-se em pequenas cadeias lineares ou em pequenos grupos como que “cachos".
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Este microrganismo produz uma enterotoxina, infecciosa para os Humanos. Os sintomas
provocados por uma contaminacdo com esta toxina sdo, normalmente rapidos e agudos,
dependendo da sensibilidade e da salde de cada individuo, e da quantidade ingerida, tanto de
alimento como de toxina. Os sintomas mais comuns sdo nauseas, vomitos, dores abdominais e
enfraquecimento, podendo ndo serem todos activos em cada individuo. Em casos mais severos,
podem haver outros sintomas como dores de cabega, cdibras e alteracfes na pressao sanguinea e
pulsacdo. A recuperacdo do paciente ocorre, normalmente, em dois dias, podendo ser mais
prolongada em casos mais graves. A dose infecciosa para esta toxina é inferior a uma micrograma,
sendo este valor atingido quando a populaco de S. aureus, num alimento, é superior a 10® UFC/gr.
A morte derivada desta infeccdo é muito rara, embora existam relatos de algumas mortes em

idosos, criangas e pessoas muito debilitadas.

Este microrganismo encontra-se com frequéncia em carnes e produtos derivados, aves e ovos, leite
e produtos derivados, bem como em produtos de pastelaria, incluindo bolos com creme ou tartes.
Os produtos alimentares que sofram muito manuseamento na sua producao e que estejam expostos
a temperaturas ligeiramente elevadas sdo frequentemente relacionados com a intoxicagdo por S.

aureus.

As espécies de Staphylococcus encontram-se no ar, poeiras, esgotos, agua, leite, alimentos ou
equipamentos da industria alimentar, superficies, no ser humano e nos animais. Esta presente nos
canais nasais, garganta e nos cabelos e pele de mais de 50% dos individuos saudaveis, sendo que

esta incidéncia é maior em pessoas que tém contacto habitual com ambientes hospitalares.

Relativamente a infeccBes alimentares, estas sdo normalmente causadas pelo manuseamento por
parte dos trabalhadores, no entanto, a contaminacdo também pode advir dos equipamentos e das
superficies que entram em contacto com os alimentos. Os alimentos onde se observa um maior
nimero de casos de contaminagdo por S. aureus resultam de armazenamentos incorrectos, que

deveriam encontrar-se acima de 60°C ou abaixo de 7,2°C.

A Salmonella é uma bactéria Gram negativa, cresce a temperaturas entre 7°C e 47°C, a valores de
pH entre 4 e 9,5, com valor minimo de actividade da &gua de 0,96, tem forma bacilar, sem cépsula,
maioritariamente moveis e ndo origina esporos. Existe uma grande ocorréncia deste microrganismo
em animais, especialmente em aves e suinos. As doencas relacionadas com Salmonella sdo
comummente denominadas por salmoneloses, sendo a febre tiféide a mais aguda, causada pela
infeccdo por S. typhi. Existem outras espécies do género que produzem sintomas semelhantes.
Estes podem ser nauseas, vomitos, dores abdominais, diarreias, dores de cabeca e febres,
aparecendo 0s primeiros entre 6 a 48 horas ap6s ingestdo e sendo a dose infecciosa na ordem das

10 UFC/gr para S. typhi, sendo necessaria uma dose superior para o caso de outras espécies de
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Salmonella. Relativamente a duracdo, os sintomas mais agudos podem durar um a dois dias, ou
mais, dependendo da saude do hospedeiro, da dose ingerida e das caracteristicas da estirpe. A causa
da doenga origina-se no epitélio do intestino delgado, quando o microrganismo 0 atravessa,

proveniente do Iimen do intestino.

A Salmonella encontra-se em alimentos como carnes, aves, ovos, leite e derivados, peixe, marisco,
produtos de pastelaria e, relativo ao tema da dissertagdo, em bolos e sobremesas com creme.
Algumas espécies deste género foram ja isoladas a partir do exterior de ovos. Este microrganismos
esta, também, presente na agua, nos solos, insectos, fezes de animais, superficies de cozinhas e

industriais.

Todos 0s grupos etérios estdo sujeitos a uma contaminagdo por Salmonella, no entanto, os sintomas
sd0 mais severos em idosos, criancas e adoentados. Pacientes com SIDA tém frequentes
salmoneloses, cerca de vinte vezes mais do que o resto da populacdo, e podem sofrer de episodios

recorrentes.

Existem mortes associadas a este microrganismo, sendo S. typhi e S. paratyphi (originam febre
tiféide nos humanos) os que apresentam maiores taxas, cerca de 10% de mortes, em contraste com

a média inferior a 1% para a maioria das salmolenoses.

A espécie E. coli faz parte da flora intestinal dos humanos e de outros primatas, s&o Gram

negativas, anaerdbias facultativas, ndo produzem esporos, sdo maioritariamente moveis e tém
forma bacilar. Podem crescer a temperaturas entre 7°C e 46°C, com uma actividade de 4gua minima
de 0,95 e em valores de pH de 4,4 a 10. Uma parte das estirpes deste microrganismo tém
capacidade de causar gastroenterite, e outras doencgas, no ser humano. Estas sdo conhecidas como
E. coli enterovirulentas e estdo divididas em quatro classes: Enteroinvasiva, Enterotoxigénica,

Enteropatogénica e Enterohemorréagica.

Relativamente a Enteroinvasiva, ndo sdo conhecidos os alimentos que podem albergar esta estirpe,
e que possa causar disenteria, no entanto, alguns estudos recentes tém vindo a relacionar com carne
para hamburguer e leite ndo pasteurizado. Apds a ingestdo do alimento contaminado, o
microrganismo invade as células epiteliais do intestino, dando origem a uma forma de disenteria,
doenca caracterizada pelo aparecimento de sangue e muco nas fezes dos hospedeiros, dores
abdominais, diarreia, vomito, febre e arrepios. A dose infecciosa é cerca de, apenas, 10 UFC e, 0s
primeiros sintomas, podem surgir entre 12 a 72 horas ap0s ingestdo do alimento contaminado. N&o
existe um grupo de risco especifico para contaminacdo, pois qualquer individuo estd sujeito a

contrair esta doenca.

Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Universidade Nova de Lisboa 33



Contribuicdo da Microbiologia Preditiva na analise de cremes de pasteleiro.

A classe Enterotoxigénica da E. coli € maioritariamente relacionada com episodios de diarreias em

criangas de paises menos desenvolvidos e em turistas que viajam até esses paises. A doenca
causada por esta estirpe é a gastroenterite, que apresenta sintomas frequentes de diarreias aquosas,
dores abdominais, febre ligeira, nduseas e mau estar. Estes microrganismos colonizam o intestino
delgado e produzem toxinas que induzem a secre¢do de fluidos. A dose infecciosa é relativamente
elevada sendo necessérios entre 10" a 10° UFC/gr para causar doenca, no entanto, em criangas esta

pode ser mais diminuta.

Esta classe ndo é considerada uma doenca alimentar no seu todo, em paises que tenham boas
préaticas e protocolos de higiene. A contaminagdo alimentar pode ocorrer atraveés de aguas
contaminadas com &guas residuais, sendo estes microrganismos frequentemente isolados de

lacticinios, como queijos frescos ou requeijéo.

A E. coli Enteropatogénica estd normalmente associada a diarreias infantis, caracterizadas por

serem diarreias aquosas ou com sangue. A dose infecciosa é acima de 10° UFC/gr, no caso de
adultos, e presumivelmente muito baixa em criangas. Esta classe esta associada a alimentos como
carne de vaca e galinha, embora qualquer alimento exposto a possivel contaminagdo fecal pode
originar doenca. Diarreias prolongadas em criancas podem levar a desidratagdo e morte, sendo que,
em paises de terceiro mundo, a taxa de mortalidade anda a volta dos 50%.

Da classe Enterohemorrégica, a estirpe que causa mais preocupacdo em termos de satde publica é a

E. coli O157:H7. Esta é uma estirpe rara que produz grandes quantidades de toxinas que causam
danos severos no intestino do hospedeiro. A doenca aguda causada por esta estirpe é denominada
de colite hemorragica. Esta é caracterizada por dores abdominais severas e diarreias, inicialmente
aquosas e que se vao tornando cada vez mais sanguineas. Podem ocorrer, ainda, vdmitos ocasionais
e a doenca dura, em média, oito dias. A dose infecciosa pode ser menos de 10 UFC e esta estirpe
tem capacidade de passar de pessoa a pessoa, que habitem em ambientes com criangas e bebés. A
doenca pode levar a perda total de fungdes dos rins e pode ter uma taxa de mortalidade de 50%, em

idosos.

Os alimentos relacionados com esta estirpe sdo carne de vaca mal cozinhada, sumos de fruta ndo
pasteurizados, salames curados, alface, leite e queijos. Toda a populacdo esta sujeita a contrair
doenca provocada por esta estirpe, no entanto, sdo as faixas etarias correspondentes as criancas e

aos idosos que apresentam, com maior frequéncias, os sintomas mais graves.
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3.4 Prazos de validade

Como qualquer empresa dentro da industria alimentar, a determinacgao de prazos de validade é algo
que ndo pode ser levado de animo leve, pois o impacto nos consumidores finais é bastante grande e

falhas na seguranca e na qualidade dos produtos ndo devem ocorrer, e a ENF ndo é excepcao.

Para tal, a empresa tem definidas instrucdes de processo que definem os testes de validade que tém
de ser feitos aos produtos, especialmente aquando do seu desenvolvimento, denominados de
"Testes de shelf-life".

O objectivo dessas instrugdes passa por estabelecer sistemas de avaliagdo de conformidade para as
validades que se atribuem aos produtos fabricados, recorrendo a procedimentos que reflictam as
condicdes reais de armazenamento e manipulacdo que os produtos sofrem no seu tempo de vida.
Sao essencialmente indicados para novos desenvolvimentos e que, em funcdo de caracteristicas
definidas pelo I&D, se considerem diferentes de produtos que ja se fabricam. No entanto, os testes
também podem ser utilizados para produtos que ja existam em producéo.

O procedimento destes testes inicia-se com a recolha de amostras. Estas devem ser colocadas na
embalagem original ou numa embalagem de caracteristicas idénticas. Devem ser armazenadas

quatro amostras a temperatura ambiente e trés amostras a 38°C.

A duracdo do armazenamento deve ser, para 0 caso das amostras a temperatura ambiente, a
totalidade da validade, mais 1/3 da mesma. No caso das amostras armazenadas a 38°C, o

armazenamento deve corresponder a 1/3 da validade do produto.

Os testes devem ser feitos com uma periodicidade definida. No caso das amostras armazenadas a
temperatura ambiente, estas devem ser testadas a cada 1/3 da validade real do produto. Para as
amostras armazenadas a 38°C, os testes devem ser feitos a cada 1/3 do tempo de armazenamento,
que é 1/3 da validade do produto. Para ambos 0s casos, 0s testes terminam quando termina o
periodo de armazenamento ou caso se verifiquem resultados com desvios significativos, nesta
situacdo deve ser avisado o responsavel do 1&D e este decidira os passos seguintes. Caso ndo
tiverem sido detectados desvios, deve ser feito mais um teste passado o equivalente a 1/3 da

validade do produto.

Podem ser feitos varios tipos de testes, desde testes de temperatura, fisico-quimicos,
microbioldgicos, sensoriais e/ou testes de aplicacdo. A escolha dos testes a realizar cabe ao técnico
de 1&D, de acordo com os testes que considere necessarios efectuar para uma correcta avaliacdo da

validade do produto.
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No caso de se recorrerem a testes sensoriais, estes devem ser feitos por um minimo de cinco
provadores. Cada provador realiza duas provas, com trés amostras cada, com duas amostras iguais
e uma terceira diferente. Nessas provas sdo testadas as amostras armazenadas a temperatura
ambiente versus uma referéncia, e amostras armazenadas a 38°C versus uma referéncia. Nestas, o
provador tem de tentar perceber se existe diferenca entre as trés amostras, e, no tratamento
estatistico dos resultados, considera-se aceitavel um desvio inferior a 5%. No caso de desvios

superiores deve-se sempre contactar o técnico de 1&D responsavel pelo produto.

Com alguma periodicidade, séo testadas amostras fora da validade para verificar se os produtos
cumprem as especificagdes apds o fim do prazo estipulado. No caso de ndo cumprimento das
especificagdes, iniciam-se testes para rever a validade atribuida ao produto em questao.

Explicado o processo de determinacdo de prazos de validade, resta saber a validade que é atribuida
pela ENF aos cremes de pasteleiro em estudo. A tabela seguinte mostra a validade, em meses, que
foi definida para cada um dos produtos, sendo a ultima actualizacdo datada de 28/07/2009.

Tabela 3.3 - Validade dos cremes de pasteleiro em estudo.

PRODUTOS VALIDADE (MESES)

Cremes pasteleiro de elaboracéo a frio 9
Cremes pasteleiro de elaboragéo a quente 9
Creme Pasteleiro prontos a usar 8/9
Cremes com pH < 3,5 12/24

Serdo estes o0s prazos de validade que servirdo de base de comparagdo com os resultados que se irdo

obter através das ferramentas de Microbiologia Preditiva.

O armazenamento de todos os produtos produzidos na empresa ENF é feito a temperatura e humidade
ambientes, pois sdo considerados produtos que ndo necessitam de cuidados excepcionais. Assim, para

as ferramentas de Microbiologia Preditiva, a temperatura a considerar sera de 25°C.

Apdbs um conhecimento sobre a Microbiologia Preditiva, uma apresentacéo das ferramentas que serdo
utilizadas e uma introdugdo a empresa e aos produtos, serdo demonstrados os resultados obtidos para
cada um dos cremes analisados, utilizando as duas ferramentas de Microbiologia Preditiva (ComBase e
PMP).
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Antes de expor os resultados, vale a pena relembrar os limites microbioldgicos definidos pela ENF
para 0s seus produtos:

¢+ Escherichia coli: maximo 10 UFC/g

++ Staphylococcus aureus: maximo 100 UFC/g

+«+ Salmonella: Neg/25g

Sao estes que vao servir de referéncia para comparar e discutir os resultados obtidos com as
ferramentas de Microbiologia Preditiva.

Deve-se também ter em conta os intervalos dos parametros microbiol6gicos (temperatura, pH,

salinidade e a,;) destes microrganismos patogénicos, definidos pelas duas ferramentas (tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Intervalos dos parametros microbiolégicos, de acordo com as duas ferramentas.

Temp. (°C) pH e Temp. (°C) pH e

(%) (%)
10-42  45-75 O'gfl © 00-65 50-420 45-85 05-50
7530  44-71 0'927 " 00-135 100-420 45-90 05-125
7-40  39-74 0'913 T 00-46 100-450 ; ;

Como é possivel verificar, a ferramenta PMP s considera a temperatura na analise do crescimento de
Salmonella. Assim, apenas serd feita uma analise, uma vez que, para 0 presente estudo, sO sera
considerada a temperatura ambiente de 25°C. Os resultados da analise de Salmonella estdo

demonstrados na Figura 4.3 (gréfico C) e na Tabela 4.3.

No armazenamento dos cremes em pd (Cremes a Frio e Cremes a Quente) a humidade presente nos
mesmos € praticamente nula, atingindo no méximo 10%. Deste modo, o a,, € bastante reduzido, sendo
muito inferior aos limites minimos de cada um dos microrganismos patogénicos, admitidos por ambas
as ferramentas. Assim, torna-se impossivel determinar o crescimento microbiologico a estas

condic0es, recorrendo a Microbiologia Preditiva (como demonstrado na Figura 4.1).
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ComBase Predictor

Temperature input Waiter activity Observation duration

Staphylococcus aureus -

itial Phys.state T (°C) pH Aw Max.rate Dbl.time
evel <=7 [0-1] [7.5-30] [4.4-7.1] [0.907-1] (log.conc/h) (h)
o | | K s | 7 | ot | I e

remove last row

Figura 4.1 - Exemplo de erro devido a valores fora dos limites microbiolégicos (ComBase Predictor)

Deste modo, tanto para os Cremes a Frio como para os Cremes a Quente (que tém a mesma
problemaética), os resultados considerados serdo demonstrativos do que aconteceria apds a preparacao

dos cremes em si.

Para discutir os resultados que se obterdo da analise dos cremes em pd apds preparacdo, ter-se-a40 em

conta as doses infecciosas, para 0 Homem, consideradas para cada microrganismo [20, 21]:
- Staphylococcus aureus: > 10° UFC/gr.

- Salmonella typhi: > 10 UFC/gr. Outras espécies de Salmonella spp.: 10* - 10" UFC/gr. Daqui em

diante, a designagdo de Salmonella referir-se-a a espécie Salmonella typhi.

- Escherichia coli: 10° - 10® UFC/gr. No entanto, ir4 ter-se em conta a estirpe 0157:H7, que
representa, actualmente, uma maior preocupacéo em termos de patogenicidade, possuindo uma dose
infecciosa muito diminuta, de 10 a 100 UFC/gr. O PMP faz a analise de E. coli recorrendo aos estudos

desta estirpe.

No caso da Salmonella e E. coli 0157:H7, a ferramenta PMP, ao iniciar a analise ja acima das doses
infecciosas de ambos (inicia em 10%), ndo permite visualizar as horas em que se atingira essas mesmas

doses.

Estas doses também irdo ser tidas em conta na analise dos Recheios Liquidos. Sera ainda feita a
comparagdo com as analises microbiol6gicas realizadas por um laboratério externo a ENF, para este

tipo de cremes.
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4.1 Cremes a Frio

> 411CF1

+¢+ Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH =7,00
Salinidade (%NaCl) = 0%

o ComBase Predictor

=]
-~
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o
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Time (k)

Figura 4.2 - Previsdo de crescimento para CF1, em 48 horas (amarelo - E. coli; rosa - S. aureus; laranja -
Salmonella).

Tabela 4.2 - Valores da concentracdo de células viaveis em CF1 (laranja - dose infecciosa para E. coli
0157:H7 atingida; vermelho - doses infecciosas atingidas; verde - estabilizacdo da curva).

40

conc. (Logs, UFC/gr)
tempo(h) | E. coli | S. aureus | Salmonella

0.00 0.00 0.00 0.00
0.96 0.20 0.02 0.03
2.88 1.22 0.10 0.22
5.76 3.17 0.46
10.56 1.65 2.93
20.16 8.69 4.35 6.67
23.04 8.70 5.15 7.59
26.88 8.70 8.28
30.72 8.70 7.07 8.48
35.52 8.70 7.78 8.52
40.32 8.70 8.02 8.52
46.08 8.70 8.08 8.52
47.04 8.70 8.08 8.52
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o Pathogen Modeling Program
Modeled Growth Modeled Growth Modeled Growth
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Figura 4.3 - Previsdes de crescimento, para CF1 (A - E. coli; B - S. aureus; C - Salmonella).

Tabela 4.3 - Valores de concentracdo ao longo do tempo em CF1 (vermelho - doses infecciosas atingidas;
verde - estabilizac@o da curva).

E. coli

S. aureus

Salmonella

conc. (Logio

conc. (Logie

conc. (Logio

Horas UFC/gr) Horas UFC/gr) Horas UFC/gr)
Lag No Lag Lag No Lag

0.00 3.03 3.42 0.00 3.21 3.43 0.0 3.505
1.00 3.08 3.71 1.00 3.35 3.64 1.0 3.629
2.00 3.19 4.09 2.00 3.53 3.90 2.0 3.779
3.00 3.37 4.53 5.00 4.37 4.90 3.0 3.960
4.00 3.65 5.02 5.46 4.0 4.175
4.44 6.59 5.0 4.427
6.72 10.0 6.203
15.00 8.15 8.74 15.00 7.73 8.07 20.0 9.311
20.00 8.94 9.16 20.00 8.65 8.83 40.0 9.994
27.60 9.31 9.35 30.00 9.37 941 47.0 9.999
28.00 9.31 9.36 35.00 9.48 9.50 50.0 9.999
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De acordo com o programa ComBase, e recorrendo a tabela 4.2, torna-se possivel observar que apds
2.88 horas do creme ser preparado, atinge-se 0 patamar em que, no caso de haver contaminagdo com
E. coli O157:H7, esta toma dimensdes que correspondem a dose infecciosa para 0 Homem. Por volta
das 5.76 horas, apds preparacdo do creme, é atingida a dose infecciosa de Salmonella, caso o creme
tenha sido contaminado por este microrganismo. Cerca de cinco horas depois, aproximadamente as
10.56 horas, atinge-se a dose infecciosa de E. coli, portanto, antes de passar meio dia, ja foram
atingidos trés doses infecciosas. No caso de S. aureus, a dose infecciosa € apenas atingida mais de 1

dia depois, por volta de 26.88 horas, apds preparacao do creme.

Em termos de crescimento, antes de se concluir um dia, atinge-se a fase estacionaria de E. coli, 0
primeiro dos trés microrganismos a estabilizar o seu crescimento. Para os restantes microrganismos, a
estabilizacdo ocorre no segundo dia, sendo que a Salmonella atinge a fase estacionaria 35.52 horas
apos preparacdo do creme e S. aureus alcanca esta fase por volta das 46 horas, sendo o Ultimo dos

microrganismos a estabilizar.

Recorrendo ao PMP e a respectiva tabela 4.3, ao considerar um nivel inicial de contaminacéo de 10°,
as doses infecciosas de E. coli e S. aureus sdo atingidas em menos de 10 horas, tanto para as analises
com fase de laténcia como para as andlises sem fase de laténcia. No caso da E. coli, a diferenca entre
as doses infecciosas atingidas com e sem laténcia é de cerca de trés horas, ou seja, necessita de uma
maior adaptacdo ao meio, quando comparada com S. aureus, que tem uma diferenga de menos de duas

horas.

Em relacéo ao crescimento, tal como no ComBase, a E. coli € o primeiro microrganismo a atingir a
fase estacionaria, por volta das 28 horas. No entanto, de acordo com esta ferramenta, S. aureus atinge a
fase estacionaria por volta das 35 horas, antes da Salmonella, que sé estagna o seu crescimento por

volta das 47 horas, informacéo contraria aquela que é fornecida pelos dados da ferramenta ComBase.

De denotar, também, a diferenca dos valores das concentracdes a que se atingem as fases estacionarias,
em ambas as ferramentas. A primeira fornece-nos valores de estabilizagdo na ordem dos 10°, enquanto
que o PMP mostra resultados na ordem dos 10°. Facto que se mostrou idéntico para todos os cremes

analisados.
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» 412CF2

« Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH = 6,40
Salinidade (%NaCl) = 0,288%

o ComBase Predictor

15

Time [h]

Figura 4.43 - Previsdo de crescimento para CF2, em 32 horas (amarelo - E. coli; rosa - S. aureus; laranja -

Salmonella).

Tabela 4.4 - Valores da concentracao de células viaveis em CF2 (laranja - dose infecciosa para E. coli
0157:H7 atingida; vermelho - doses infecciosas atingidas; verde - estabilizacdo da curva).

conc. (Logs, UFC/gr)

tempo(h) | E. coli | S. aureus | Salmonella
0.00 0.00 0.00 0.00
0.64 0.09 0.02 0.02
3.20 1.14 0.25 0.43
512 | 225 | o75 [N
10.24 5.25 2.68 3.63
10.88 5.62 2.93 3.94

3.19 4.25
4.69 6.05

19.20 8.60

25.60 8.69 7.79 8.48
26.88 8.70 7.91 8.50
29.44 8.70 8.03 8.52
31.36 8.70 8.07 8.52
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Tabela 4.5 - Valores de concentracdo ao longo do tempo em CF2 (vermelho - doses infecciosas atingidas;
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Modeled Growth
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verde - estabilizacéo da curva).

Figura 4.5 - Previsdes de crescimento, para CF2 (A - E. coli; B - S. aureus).

E. coli S. aureus
conc. (Logio conc. (Logio
Horas UFC/gr) Horas UFC/gr)
Lag No Lag Lag No Lag

0.00 3.03 3.42 0.00 3.21 3.43
5.00 3.98 5.46 5.00 4.21 4.71
6.20 4.49 9.00 5.50

9.40 7.37 10.00 5.84

10.00 6.31 7.57 10.60

20.00 8.90 9.14 20.00 8.35 8.58
27.60 9.29 9.35 38.60 9.47 9.49
27.80 9.30 9.35 38.80 9.48 9.49
28.00 9.30 9.35 39.00 9.48 9.50
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De acordo com o programa ComBase, e observando a tabela 4.4, verifica-se que apds 3.20 horas da
preparacdo do creme atinge-se a dose infecciosa de E. coli O157:H7. As doses infecciosas de
Salmonella e E. coli sdo atingidas antes de passar meio dia, aproximadamente 5 horas para a primeira e
cerca de 11.52 horas para a E. coli. Por sua vez, a dose infecciosa de S. aureus é atingida por volta de
19h12min, ap6s preparagdo do creme.

Relativamente ao crescimento, o de E. coli, sendo o mais rapido, € o primeiro a atingir a fase
estacionaria, estagnando por volta das 27 horas. Pouco mais de duas horas depois, atinge-se o patamar
estacionario da Salmonella, e, por fim, apds 31.36 horas da preparacdo de CF2, S. aureus chega a sua

fase estacionaria.

Recorrendo ao PMP e a tabela 4.5, as doses infecciosas de E. coli sdo atingidas em cerca de 6 horas,
sem fase de laténcia, e perto de 10 horas, com fase de laténcia. No caso de S. aureus, as respectivas
doses infecciosas sdo atingidas por volta de 9 horas, sem fase de laténcia, e cerca de 10.60 horas, com
fase de laténcia, apds preparagdo. Este ultimo apresenta um intervalo menor entre Lag/No Lag,

comparativamente a E. coli, denotando uma menor necessidade de adaptacéo ao meio.

Em termos de estabilizacdo de curva, a E. coli atinge a fase estacionaria por volta de 27 a 28 horas,
tanto para a previsdo com fase de laténcia como para a previsdo sem fase de laténcia, sendo a segunda
a primeira a ser atingida. Pelo contrario, no caso de S. aureus, a previsdo com fase de laténcia é a
primeira a atingir o patamar estacionario, mas apenas com uma pequena diferenca, relativamente a

previsdo sem fase de laténcia.
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» 4.14CF3

« Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH = 6,50
Salinidade (%NaCl) = 0,151%

o ComBase Predictor

o
-
=
L
()

o

=]
=

15 20

Time [h]

Figura 4.6 - Previsao de crescimento para CF3, em 35 horas (amarelo - E. coli; rosa - S. aureus; laranja -

46

Salmonella).

Tabela 4.6 - Valores da concentracdo de células viaveis em CF3 (laranja - dose infecciosa para E. coli
0157:H7 atingida; vermelho - doses infecciosas atingidas; verde - estabilizacéo da curva).

conc. (Log;o UFC/gr)

tempo(h) | E. coli | S. aureus | Salmonella
0.00 0.00 0.00 0.00
0.70 0.11 0.02 0.02
2.80 1.03 0.17 0.31
490 | 233 o063 [N
10.50 5.86 2.66 3.69

2.93 4.02
4.52 5.98

24.50 8.69 7.48 8.43
25.20 8.70 7.61 8.46
25.90 8.70 7.72 8.48
29.40 8.70 8.00 8.52
34.30 8.70 8.08 8.52
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o Pathogen Modeling Program

Modeled Growth Modeled Growth
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Figura 4.7 - PrevisOes de crescimento, para CF3 (A - E. coli; B - S. aureus).

Tabela 4.7 - Valores de concentracdo ao longo do tempo em CF3 (vermelho - doses infecciosas atingidas;
verde - estabilizac@o da curva).

E. coli S. aureus
conc. (Logio conc. (Logi
Horas UFC/gr) Horas UFC/gr)
Lag No Lag Lag No Lag

0.00 3.03 3.42 0.00 3.22 3.43
1.00 3.09 3.71 1.00 3.34 3.62
4.00 3.65 4.99 2.00 3.51 3.86
5.00 4.00 5.49 5.00 4.25 4.75
6.20 452 8.60 5.45

9.40 7.41 10.00 5.94

10.00 6.36 7.61 10.20

20.00 8.92 9.15 20.00 8.43 8.65
25.00 9.23 9.31 25.00 8.99 9.10
27.20 9.29 9.34 30.00 9.28 9.34
27.40 9.30 9.35 35.00 9.43 9.46
27.60 9.30 9.35 37.60 9.47 9.49
27.80 9.31 9.35 37.80 9.48 9.49
28.00 9.31 9.35 38.00 9.48 9.50
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De acordo com o programa ComBase, e recorrendo a tabela 4.6, a dose infecciosa de E. coli 0157:H7
é atingida 2.80 horas apds a preparacdo do creme. No caso da Salmonella, esta dose é atingida em
pouco menos de 5 horas. A dose de E. coli atinge-se 11.20 horas ap6s a elaboracdo do creme.

Relativamente a dose infecciosa de S. aureus, esta € atingida apds 19.60 horas.

Em termos de fases estacionrias, em todos os casos sao atingidas um dia ap6s a preparacdo de CF3. O
microrganismo que para o seu crescimento mais cedo é a E. coli, por volta das 25 horas, seguindo-se a
Salmonella, cujo crescimento estagna ap6s 29.40 horas. Por fim, o crescimento de S. aureus atinge a
fase estacionaria por volta de 34 horas ap6s elaboracéo do creme.

Recorrendo ao PMP e a respectiva tabela 4.7, as doses infecciosas de E. coli sdo atingidas em cerca de
6 horas (sem fase de laténcia) e perto das 10 horas (com fase de laténcia). As doses de S. aureus sao
atingidas com um intervalo menor entre Lag/No Lag, comparativamente a E. coli (entre 8 e 11 horas),
levando a concluir que ndo necessitou de tanto tempo para se adaptar as novas condi¢fes a que foi
exposto.

Quanto a estabilizacdo da curva, esta ocorre apds 27 horas, no caso de E. coli, para ambas as previsoes.
No que respeita a S. aureus, atinge-se a fase estacionaria por volta de 38 horas de exposi¢édo do creme,

tanto para a previsdo com fase de laténcia como para a previsao sem fase de laténcia.
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4.2 Cremes a Quente

» 421CQ1

++ Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH = 4,20
Salinidade (%NaCl) = 1,860%

o ComBase Predictor
A este valor de pH, apenas se torna possivel determinar o crescimento para Salmonella, pois € um

valor abaixo dos limites microbiol6gicos determinados, pelo programa, para 0s outros dois

microrganismos.
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Figura 4.8 - Previsdo de crescimento para CQ1, em 72 horas (Salmonella).

Tabela 4.8 - Valores da concentragdo de células viaveis em CQ1 (vermelho - Dose infecciosa atingida; verde
- estabilizagdo da curva).

conc. (Logs, UFC/gr)
tempo(h) Salmonella
0.00 0.00
1.44 0.02
5.76 0.23
10.08 0.82
20.16 2.80
40.32 6.79
60.48 8.48
69.12 8.52
70.56 8.52
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o Pathogen Modeling Program

N4o se tornou possivel determinar o crescimento dos microrganismos.

De acordo com o programa ComBase, e recorrendo a tabela 4.8, o baixo pH leva a que seja atingida a
dose infecciosa de Salmonella mais tardiamente do que na maioria dos outros cremes, por volta das
11/12 horas.

Este microrganismo continua em crescimento exponencial durante dias, até que 69 horas apos

preparacdo do creme atinge a sua fase estacionéria.

Tal como no ComBase, a ferramenta PMP ndo permitiu obter resultados para o crescimento de E. coli
e S. aureus, devido ao pH deste creme se encontrar abaixo dos limites microbioldgicos considerados

pelo programa, como verificado na tabela 4.1.
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> 4.2.2CQ2

« Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH = 4,95
Salinidade (%NaCl) = 0,522%

o ComBase Predictor

o
T
=)
[T
[

o

o
=3

Time [h)

Figura 4.9 - Previsdo de crescimento para CQ2, em 72 horas (amarelo - E. coli; rosa - S. aureus; laranja -
Salmonella).

Tabela 4.9 - Valores da concentragdo de células viaveis em CQ2 (laranja - dose infecciosa para E. coli
0157:H7 atingida; vermelho - doses infecciosas atingidas; verde - estabilizacdo da curva).

conc. (Logs, UFC/gr)

tempo(h) | E. coli | S. aureus | Salmonella
0.00 0.00 0.00 0.00
1.44 0.08 0.02 0.04

720 | 106 | o3s [N
15.84 3.20 1.97 4.09
20.16 | 4.28 2.87 5.55
27.36 4.37 7.65
30.24 6.72 4.97 8.14
36.00 7.85 8.48
41.76 8.46 7.11 8.52
60.48 8.69 8.07 8.52
63.36 8.70 8.08 8.52
69.12 8.70 8.09 8.52
70.56 8.70 8.09 8.52
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o Pathogen Modeling Program

Tabela 4.10 - Valores de concentragéo ao longo do tempo em CQ2 (vermelho - doses infecciosas atingidas;

52
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Figura 4.10 - Previsdes de crescimento, para CQ2 (A - E. coli; B - S. aureus).

verde - estabilizacéo da curva).

E. coli S. aureus
conc. (Logio conc. (Logio
Horas UFC/gr) Horas UFC/gr)
Lag No Lag Lag No Lag

0.00 3.03 3.42 0.00 3.01 3.43
1.00 3.06 3.57 1.00 3.02 3.52
2.00 3.10 3.74 2.00 3.03 3.61
5.00 3.35 4.40 5.00 3.07 3.95
10.00 4.25 5.73 10.00 3.26 4.66
1120 | 454 1840 | 406 [N
16.80 7.34 20.00 4.28 6.27
20.00 6.83 7.90 30.00 5.87 7.62
30.00 8.45 8.88 30.80 - 7.70
40.00 9.08 9.23 60.00 8.90 9.28
49.60 9.29 9.34 80.00 9.39 9.49
49.80 9.30 9.35 87.80 9.46 9.52
50.60 9.31 9.35 88.00 9.47 9.53
51.00 9.31 9.35 89.00 9.47 9.53
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De acordo com o programa ComBase, e visualizando a figura 4.9, torna-se possivel verificar que,
nestas condicOes, a Salmonella apresenta o crescimento mais rapido dos microrganismos em estudo,
chegando mesmo a atingir a sua dose infecciosa ao mesmo tempo que E. coli O157:H7, por volta de
sete horas apds preparacdo do creme. Possivelmente, o baixo pH podera ser a razdo para que as doses
infecciosas de E. coli e S. aureus apenas sejam atingidas apds um dia, 27 e 36 horas, respectivamente.

Relativamente ao crescimento, este estabiliza a aproximadamente 42 horas ap6s preparacao do creme,
no caso da Salmonella, que teve o crescimento mais acentuado. A curva de E. coli estabiliza passado
63.36 horas. Por ultimo, podemos verificar que, apds cerca de 69 horas, o crescimento de S. aureus
atinge a fase estacionéria.

Recorrendo a ferramenta PMP, e a tabela 4.10, é possivel verificar que as doses infecciosas de E. coli
sdo atingidas por volta de 11 horas, para a previsdo sem fase de laténcia, e cerca de 17 horas, para 0
caso da previsdo com fase de laténcia. No caso de S. aureus, existe uma maior diferenca entre as duas
previsoes, cerca de 19 horas para previsao sem fase de laténcia e cerca de 31 horas para a previsdo com
fase de laténcia, denotando uma maior dificuldade deste microrganismo em adaptar-se as condigdes do

meio onde se encontra.

Em termos de fases estacionarias, tanto em E. coli como em S. aureus, as previsdes com e sem fase de
laténcia atingem esta fase aproximadamente ao mesmo tempo. No caso de E. coli, as suas curvas
estabilizam por volta das 50 horas. Para S. aureus, a estabilizagao das suas curvas da-se por volta de 88

horas ap0s preparagédo do creme.
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4.3 Recheios Liquidos

» 43.1RL1 » 43.2RL2

% Caracteristicas do produto: «+ Caracteristicas do produto:
Temp. de arm. = 25°C Temp. de arm. = 25°C
pH = 4,65 pH = 4,65
Sal. (%NaCl) = 0,164% Sal. (%NaCl) = 0,164%

As caracteristicas destes dois cremes sdo, curiosamente, iguais. Assim sendo, irdo ser analisados
conjuntamente.

o ComBase Predictor
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Figura 4.11 - Previsdo de crescimento para RL1 e RL2, em 96 horas (amarelo - E. coli; rosa - S. aureus;
laranja - Salmonella).

Tabela 4.11 - Valores da concentragdo de células vidveis em RL1 e RL2 (laranja - dose infecciosa para E.
coli O157:H7 atingida; vermelho - doses infecciosas atingidas; verde - estabilizacdo da curva).

conc. (Log;o UFC/gr)

tempo(h) | E. coli | S. aureus | Salmonella
0.00 0.00 0.00 0.00
1.92 0.10 0.02 0.05
960 | 129 | o34 [N
21.12 3.73 1.83 4.73

3.56 7.66
4.70 8.42

40.32 7.56

49.92 8.50

61.44 8.68 7.42 8.52
74.88 8.70 8.01 8.52
84.48 8.70 8.07 8.52
86.40 8.70 8.08 8.52
94.08 8.70 8.08 8.52
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o Pathogen Modeling Program
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Figura 4.12 - Previsdes de crescimento, para RL1 e RL2 (A - E. coli; B - S. aureus).

Tabela 4.12 - Valores de concentragdo ao longo do tempo em RL1 e RL2 (vermelho - doses infecciosas
atingidas; verde - estabilizacdo da curva).

E. coli S. aureus
conc. (Logio conc. (Logi
Horas UFC/gr) Horas UFClgr)
Lag No Lag Lag No Lag
0.00 3.04 3.42 0.00 3.00 3.43
1.00 3.06 3.54 1.00 3.00 3.50
5.00 3.25 4.17 5.00 3.00 3.83
10.00 3.84 5.22 10.00 3.01 4.36
13.60 451 20.00 3.16 5.63
5.90 2300 | 320 |2

30.00 3.77 6.86
30.00 7.70 8.45 40.00 4.89 7.83
40.00 8.67 9.01 48.60 - 8.42
50.00 9.11 9.24 50.00 6.19 8.49
61.20 9.30 9.35 90.00 9.05 9.44
61.40 9.30 9.35 119.80 9.46 9.54
61.60 9.30 9.35 120.00 9.47 9.54
61.80 9.30 9.35 120.80 9.47 9.55
62.00 9.30 9.35 121.00 9.47 9.55
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As caracteristicas destes cremes permitiram uma anélise conjunta das suas previsdes de crescimento
microbiano. Apesar de diferentes, o pH e a salinidade destes cremes permitiram considera-los como

um so.

Recorrendo a ferramenta ComBase, e observando os resultados expressos na tabela 4.11, torna-se
possivel verificar que a dose infecciosa de Salmonella é atingida em menos de 10 horas, a0 mesmo
tempo que se atinge, também, a dose infecciosa de E. coli O157:H7, apds 9.60 horas. No caso de E.
coli, esta dose ¢ atingida passado mais de 1 dia, a 32.64 horas da elaboracdo dos cremes. Para S.

aureus, a dose infecciosa atinge-se apds mais de 2 dias (49.92 horas).

Quando se atinge a dose infecciosa de S. aureus, atinge-se, também, a fase estaciondria para a curva de
crescimento da Salmonella. Relativamente a E. coli, a estabilizacéo da curva é atingida por volta de 75

horas, ao passo que, para S. aureus, esta fase atinge-se apds pouco mais de 86 horas.

A ferramenta PMP, com resultados expressos na tabela 4.12, permite prever uma dose infecciosa de E.
coli ap6s 13.60 horas da preparacao dos cremes, sem ter necessitado de fase de laténcia, e apds 20.60
horas, caso apresente uma fase de laténcia. Para S. aureus, o periodo de laténcia foi maior, sendo que a
previsdo para alcangar a dose infecciosa € de 23 horas, caso ndo haja fase de laténcia, e de 48.60 horas,

caso haja fase de laténcia.

Relativamente as estabilizacdes das curvas de crescimento, em E. coli esta estabilizacdo da-se ap6s 61
horas, tanto para a previsdo com laténcia como para a previsdo sem fase de laténcia. No caso de S.

aureus, a estabilizacdo das suas curvas ocorre cerca de 120 horas ap6s elaboracdo do creme.
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> 433RL3

« Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH = 4,70
Salinidade (%NaCl) = 0,150%
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Figura 4.13 - Previsdo de crescimento para RL3, em 96 horas (amarelo - E. coli; rosa - S. aureus; laranja -
Salmonella).

Tabela 4.13 - Valores da concentragdo de células vidveis em RL3 (laranja - dose infecciosa para E. coli
0157:H7 atingida; vermelho - doses infecciosas atingidas; verde - estabilizacdo da curva).

conc. (Log;o UFC/gr)

tempo(h) | E. coli | S. aureus | Salmonella
0.00 0.00 0.00 0.00
1.92 0.11 0.02 0.05
768 | 101 | o023 [0
21.12 4.03 2.02 4.89

3.54 7.44
5.05 8.45

48.00 8.55

61.44 8.69 7.68 8.52
69.12 8.70 7.98 8.52
80.64 8.70 8.07 8.52
90.24 8.70 8.09 8.52
94.08 8.70 8.09 8.52
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o Pathogen Modeling Program
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Figura 4.14 - Previsdes de crescimento, para RL3 (A - E. coli; B - S. aureus).

verde - estabilizacéo da curva).

E. coli S. aureus
conc. (Log;o UFC/gr) conc. (Log;o UFC/gr)
Horas Horas
Lag No Lag Lag No Lag
0.00 3.04 3.42 0.00 3.00 3.43
1.00 3.06 3.55 1.00 3.00 3.51
2.00 3.09 3.69 2.00 3.00 3.59
5.00 3.28 4.24 5.00 3.01 3.87
10.00 3.97 5.38 10.00 3.05 4.45
12.80 4.54 20.00 3.44 5.84
19.20 7.34 2120 | 352 |G
20.00 6.22 7.47 30.00 4.46 7.12
30.00 7.98 8.62 40.00 5.84 8.07
40.00 8.84 9.10 41.20 - 8.16
50.00 9.19 9.29 50.00 7.13 8.69
56.80 9.29 9.34 100.00 9.41 9.52
57.00 9.30 9.35 106.20 9.46 9.54
57.80 9.30 9.35 108.00 9.47 9.54
58.00 9.31 9.35 109.00 9.48 9.54
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De acordo com o programa ComBase, e com 0s resultados expressos na tabela 4.13, a dose infecciosa
de Salmonella é atingida em menos de 8 horas. No mesmo periodo, atinge-se, também, a dose
infecciosa de E. coli O157:H7. Para E. coli, o valor da dose infecciosa é atingida ap6s mais de 1 dia da
fabricacdo do creme (30.72 horas). No caso de S. aureus, esse valor é alcangado ap6s 2 dias, cerca de
48 horas.

A estabilizacdo do crescimento de Salmonella ocorre cerca de 48 horas depois da elaboracéo do creme.
No caso de E. coli, a fase estacionaria da-se apds pouco mais de 69 horas, enquanto S. aureus estagna
0 seu crescimento a partir das 90.24 horas.

Recorrendo ao PMP, e a tabela 4.14, torna-se possivel prever uma dose infecciosa de E. coli ap6s
12.80 horas, caso ndo apresente fase de laténcia, e ap6s 19.20 horas, se tiver fase de laténcia. Esta fase
de laténcia de cerca de sete horas é bastante reduzida, quando comparada com as vinte horas de
laténcia que S. aureus apresenta. Este microrganismo atinge a sua dose infecciosa cerca de 21 horas,
caso ndo apresente fase de laténcia, e de 41 horas, aproximadamente, com fase de laténcia. Nestas
condigbes, S. aureus necessita de um grande periodo para se adaptar as condigBes adversas,

comparando com E. coli.

Relativamente a fase estacionaria do crescimento destes microrganismos, esta é atingida apds 57 horas,
sem laténcia, e 58 horas, com laténcia, para o caso de E. coli. Observando os dados para S. aureus, a
fase estacionaria é atingida ap6s 106 horas, sem fase de laténcia, e ap6s 109 horas, caso necessite de

adaptacéo ao meio.
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» 434RL4

« Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH = 2,85
Salinidade (%NaCl) = 0%

o ComBase Predictor

N&o se tornou possivel determinar o crescimento dos microrganismos.

o Pathogen Modeling Program

N&o se tornou possivel determinar o crescimento dos microrganismos.

Deste modo, e face ao valor de pH de 2,85 que se encontra abaixo dos limites microbiol6gicos
determinados pelos programas, ndo foi possivel prever o crescimento de E. coli, S. aureus e

Salmonella recorrendo quer ao programa ComBase quer ao Pathogen Modeling Program.
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» 435RL5

« Caracteristicas do produto:
Temperatura de armazenamento = 25°C
pH = 4,95
Salinidade (%NaCl) = 0,100%

o ComBase Predictor

o
s
=
L
[

o

o
= |

Time [h)

Figura 4.15 - Previsdo de crescimento para RL5, em 72 horas (amarelo - E. coli; rosa - S. aureus; laranja -
Salmonella).

Tabela 4.15 - Valores da concentragdo de células viadveis em RL5 (laranja - dose infecciosa para E. coli
0157:H7 atingida; vermelho - doses infecciosas atingidas; verde - estabilizacdo da curva).

conc. (Logs, UFC/gr)

tempo(h) | E. coli | S. aureus | Salmonella
0.00 0.00 0.00 0.00
1.44 0.11 0.02 0.04
5.76 1.01 0.21 0.64
720 | 142 | o35 |GG
10.08 2.29 0.77 1.91

3.31 5.99
4.76 7.83

37.44 8.60

40.32 8.66 6.66 8.50
44.64 8.69 7.30 8.52
51.84 8.70 7.89 8.52
60.48 8.70 8.06 8.52
64.80 8.70 8.08 8.52
70.56 8.70 8.08 8.52
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o Pathogen Modeling Program
Uma vez que este programa assume, como minimo, uma salinidade de 0,5%, para este creme, 0s
resultados serdo iguais aos obtidos pelo creme CQ2 (pH igual). Assim, ndo irdo ser aqui
demonstrados os resultados que se obteriam, mas pode-se ter em conta os resultados do produto
CQ2 para discuti-los.

Recorrendo a ferramenta ComBase, e aos resultados expressos na tabela 4.15, torna-se possivel
verificar que a dose infecciosa de E. coli O157:H7 é atingida por volta de 5.76 horas ap6s elaboracdo
do creme. Passado pouco mais de sete horas, atinge-se a dose infecciosa de Salmonella, que tem um
crescimento muito semelhante a E. coli, nestes parametros. No entanto, este microrganismo s atinge a
sua dose infecciosa apds 23 horas. No caso de S. aureus, a sua dose infecciosa é obtida por volta de

37.44 horas ap0s fabricagéo do creme.

Relativamente as fases estacionarias, a primeira ¢ atingida pela Salmonella a pouco mais de 44 horas.
No caso da E. coli, 0 seu crescimento estagna por volta das 51.84 horas. Para S. aureus, a curva de
crescimento estabilizaria, aproximadamente, apds 65 horas de elaboracdo do creme.

De acordo com a ferramenta PMP, e a tabela 4.10, torna-se possivel observar que as doses infecciosas
de E. coli sdo atingidas por volta de 11 horas, para a previsao sem fase de laténcia, e cerca de 17 horas,
para o caso da previsdo com fase de laténcia. No caso de S. aureus, existe uma maior diferenga entre as
duas previsOes, cerca de 19 horas para previsdo sem fase de laténcia e cerca de 31 horas para a
previsdo com fase de laténcia, manifestando uma maior dificuldade deste microrganismo em adaptar-

se as condi¢Bes do novo meio.

Relativamente & estabilizacdo das curvas, tanto em E. coli como em S. aureus, as previsdes com e
sem fase de laténcia atingem a fase estacionaria aproximadamente ao mesmo tempo. No caso de E.
coli, as suas curvas estabilizam por volta das 50 horas. Para S. aureus, a estabilizagdo das suas

curvas da-se por volta de 88 horas ap6s elaboragdo do creme.
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Capitulo 5 - Discussao de Resultados
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Ao depararmo-nos com os resultados obtidos, a primeira percep¢do que temos sdo as limitagdes
inerentes as ferramentas de Microbiologia Preditiva utilizadas, que dificultaram algumas analises
aos produtos.

Em ambas, tornou-se impossivel obter qualquer informacéao relativamente a validade dos produtos
em po (devido ao reduzido a,), podendo dar a ideia que este tipo de produtos s&o
microbiologicamente seguros quando armazenados sob a forma de p6 e ndo apresentam prazo de
validade, o que ndo é aplicavel. No entanto, a premissa que os produtos sdo microbiologicamente
seguros ndo é de todo invalida, uma vez que, de acordo com a empresa, as maiores alteracdes que

ocorrem nos produtos em pd, que lhes alterem os prazos de validade, s&o ao nivel macroscépico.

Apesar dos cremes em pé CQ1 e CQ2 sofrerem um aquecimento da dgua durante a sua elaboracéo,
ambas as ferramentas de Microbiologia Preditiva ndo tém em conta este factor, que poderia contribuir

para a inibi¢&o do crescimento microbiano.

No caso dos produtos liquidos, os resultados obtidos ddo a ideia que sdo produtos facilmente

pereciveis, durando apenas poucos dias ou horas. Como referido anteriormente, estes produtos tém
validade de cerca de 9 meses (12 meses no caso do RL4, com pH inferior a 3,5). Logo, é facil
concluir que este tipo de programas, ao nao considerarem passos de pasteurizacao e/ou selagem a

vécuo, ndo nos fornecem informagao adequada ao objectivo proposto.

Uma comparacao entre as analises microbioldgicas, feitas por um laboratério externo & ENF, aos
produtos liquidos e os resultados obtidos recorrendo as ferramentas de Microbiologia Preditiva,
permitem comprovar a inviabilidade destas ferramentas na analise deste tipo de cremes, uma vez
gue, mesmo passadas algumas semanas, todos os produtos se encontram dentro dos limites da

empresa, contrariamente ao que era previsto pelas ferramentas de Microbiologia Preditiva:

RL1 - As Gltimas analises microbiolégicas realizadas a este produto determinaram que, ap6s cinco
dias, o creme ainda se encontrava dentro dos limites microbioldgicos. No entanto, a analise deste
creme utilizando ferramentas de Microbiologia Preditiva levou a concluir que, em menos de dez
horas ja se tinham ultrapassado alguns limites da empresa e até teria sido suficiente para se

atingirem doses infecciosas de E. coli O157:H7 e de Salmonella.

RL2 - As andlises microbiol6gicas mais recentes garantiam um produto que ainda se encontrava
dentro dos limites, passados vinte dias da fabricagdo do mesmo. Recorrendo as ferramentas de
Microbiologia Preditiva, concluir-se-ia que ap6s dez horas o produto ja se encontraria fora de
certos limites e ja haveria a possibilidade de se chegarem a doses infecciosas de E. coli O157:H7 e

de Salmonella.
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RL3 - Os ultimos resultados obtidos de analises microbiolédgicas para este produto classificavam-
no como "OK" passados quinze dias da data de producéo do creme. No entanto, as ferramentas de
Microbiologia Preditiva dariam um produto "NAO OK" passado apenas oito horas da elaboracéo
do creme, atingindo-se, também, doses infecciosas de E. coli 0157:H7 e de Salmonella.

RL4 - As andlises realizadas mais recentemente, demonstraram que o produto ainda era seguro, a
nivel microbiolégico, passados treze dias da data de producdo. No entanto, recorrendo as
ferramentas de Microbiologia Preditiva, ndo foi possivel concluir nenhuma previsdo devido ao

baixo pH.

RL5 - Este produto, de acordo com as analises externas, passados vinte e trés dias ainda se
encontravam dentro dos limites admitidos pela empresa. Por outro lado, a analise recorrendo as
ferramentas de Microbiologia Preditiva, estimavam que, ap6s oito horas, o creme ja se encontraria

fora de alguns limites, e, a dose infecciosa de Salmonella ja teria sido atingida.

Como é possivel verificar, a ENF ndo tem a politica de analisar os cremes em pd ap6s elaboracéo,
analisando apenas o produto em p6 e os produtos liquidos. Neste trabalho, teria sido benéfico ter
essa informagéo relativamente aos produtos em pd, pois permitiria comparar com 0s resultados
obtidos pelas ferramentas de Microbiologia Preditiva, tal como foi feito para os Recheios Liquidos,
e concluir se a utilizacdo desta abordagem seria uma mais-valia, ou ndo, para a empresa e para 0s

seus clientes.

Olhando para os programas caso a caso, as maiores dificuldades com que nos deparamos,
utilizando o ComBase, é o facto de, ao termos valores que ndo encaixam dentro dos limites
microbioldgicos propostos pela ferramenta, torna-se impossivel a analise dos cremes, para
determinado microrganismo, dando a ideia de um produto microbiologicamente seguro para esse

patogénio.

No caso do PMP, apresentam-se trés limitagdes "graves”. Como referido antes da exposi¢do dos
resultados, na andlise para a presencga de Salmonella, apenas considera a temperatura como factor
de crescimento, o que é algo limitante para uma correcta analise dos produtos. Outra dificuldade
que surge, utilizando esta ferramenta, é o facto de assumir um valor inicial de in6culo de 10°
UFC/gr, colocando, logo a partida, os valores acima dos limites impostos pela ENF. A terceira
limitacdo, que surge no caminho do utilizador, prende-se no facto deste programa apenas permitir
inserir um valor minimo de salinidade de 0,5%, que, no caso destes cremes, somente nos permite
analisar, com alguma exactiddo, dois (CQ1 e CQ2) dos dez cremes em estudo (%NaCl > 0,5). Um
outro factor algo curioso, prende-se com o facto de o PMP analisar E. coli recorrendo apenas aos
resultados para a estirpe O157:H7, no entanto, ao assumir um valor inicial de inéculo de 10°

UFC/gr, este ja se encontra acima da dose infecciosa para este microrganismo. Deste modo, se
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pretendermos prever quando é que este microrganismo atinge a sua dose infecciosa, estamos

impossibilitados de o realizar.

Em ambos, um valor de pH fora dos limites das ferramentas impossibilita qualquer tipo de analise,
como verificado em alguns casos. Além disso, assumem o pior caso possivel (worst case scenario),
0 que, também, pode dificultar algumas determinacdes e analises, fugindo um pouco a realidade
observada.

Tendo em conta as limitacOes deparadas ao longo do processo de andlise, e aqui expostas, podemos
concluir que o ComBase se apresenta como uma melhor ferramenta, pois permite inserir
pardmetros mais proximos daqueles que correspondem a realidade dos cremes, permitindo uma
analise de certa forma mais correcta e que poderia reflectir os crescimentos microbianos com maior

veracidade.

Posto isto, o objectivo final de determinar prazos de validade para os cremes de pasteleiro ndo se
tornou possivel. Apesar disso, concluiu-se que a capacidade e a viabilidade destes programas, na
sua possivel aplicacdo directamente na industria, ndo é aplicavel, neste caso, devido aos obstaculos
apresentados. No entanto, poder-se-ia considerar os resultados obtidos para analisar os cremes apos
preparacdo, e abertura (no caso dos recheios liquidos), momento a partir do qual a exposicéo as

condi¢des do meio envolvente é maior.

Apesar deste tipo de produtos ser de consumo rapido, uma vez que ndo é habito ver bolos com
creme mais de um dia & venda, a obtengdo de resultados com doses infecciosas atingidas em menos

(1D

de seis horas, por exemplo, poderia levar a conclusdes erroneas e, se seguidas "a risca", a retirada

de produtos de qualidade dos pontos de venda, levando a consequentes perdas financeiras.
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Conclusao

O facto do objectivo final ndo ter sido atingido, pode levar a falsa ideia que o tempo e o trabalho
investidos nesta dissertacdo foram em vado. No entanto, estes resultados permitiram retirar uma

série de ilacdes, que de outro modo poderiam passar despercebidas.

Em praticamente todas as referéncias, existem alusdes ao facto de que os resultados obtidos com
estas ferramentas ainda ndo serem 100% fidveis, que devem ser vistos como um auxilio & analise
dos produtos e ndo substituem, na totalidade, as analises microbioldgicas laboratoriais. Aqui, foi

possivel verificar a veracidade destes factos.

Como referido anteriormente, estas ferramentas sdao maioritariamente utilizadas na analise de
produtos bastante pereciveis, como carne e derivados, peixe e conservas. Em conversa pessoal com
Bas Walraven (Departamento de Investigacdo do Cosun Food Technology Center, Holanda), fui
informado que houve, h&a poucos anos, uma tentativa para desenvolver uma ferramenta de
Microbiologia Preditiva que permitisse a analise de produtos de pastelaria, incluindo cremes de
pasteleiro. No entanto, esse projecto revelou-se bastante complicado, tendo-se chegado a um ponto
em que estava apenas disponivel uma folha de Excel, com um elevado nimero de férmulas e de

utilizagdo muito complexa para os utilizadores em geral, tendo o projecto sido abandonado.

Torna-se possivel concluir que a tecnologia que se encontra disponivel, hoje em dia, ainda nao
permite desenvolver ferramentas suficientemente rapidas e eficazes, que assumam um maior
numero de factores extrinsecos e, essencialmente, intrinsecos (incluir outros aditivos e
conservantes presentes nos alimentos, para além do sal, por exemplo), que permitam andalises mais

correctas de outros géneros alimenticios, para além dos habituais nestas analises.

Assim, pode-se verificar que estas ferramentas, apesar de ndo terem permitido atingir o objectivo
de determinar prazos de validade, permitiram analisar os cremes ap0s preparacgao, podendo vir a ser

Uteis, ndo para a empresa em questdo, mas, talvez, para os seus clientes finais.
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Perspectivas futuras

A Microbiologia Preditiva é uma area em constante desenvolvimento desde os Gltimos anos. Ao
expor as limitagBes das suas ferramentas, estamos a auxiliar a area, promovendo a correc¢do das
mesmas, de forma a criar ferramentas mais aptas para utilizacdo no dia-a-dia, e, de certa forma,
promover mais pesquisa, podendo levar a um crescimento da Microbiologia Preditiva, que, em

minha opinido, tem ainda um grande futuro pela frente.

A evolucgdo desta tecnologia tera de ter em conta mais factores, para além dos mais comuns em
todas as ferramentas (temperatura, pH, a, e/ou salinidade), como por exemplo a existéncia de
outros conservantes ou os diferentes processos de conservagao, como pasteurizagdo e embalamento

a vacuo.

Acredita-se que se chegara a um patamar em que se tornard possivel criar modelos hibridos que
considerem tanto a perspectiva populacional como a individual dos microrganismos e que, quando
chegar essa possibilidade, irdo surgir ferramentas preditivas bastante mais eficientes e fiaveis do

que as disponiveis actualmente, tornando-se ainda necessarios avangos tecnologicos.

Sendo uma area multidisciplinar, a evolucédo terd de surgir das quatro principais areas cientificas.
Estas terdo de trabalhar conjuntamente, pois um crescimento individual de apenas uma determinada

area iria "desequilibrar" a harmonia existente entre as mesmas.

Cré-se que o futuro da Microbiologia Preditiva passara por hardwares mais capazes, com grande
aptiddao em termos de velocidade de processamento de dados, e por softwares mais completos, que
abranjam um maior numero de condi¢des, contribuindo para isso uma investigacdo mais orientada
para este propdsito e um maior conhecimento dos agentes, tanto dos microrganismos (fisiologia,
bioguimica, etc.) como de uma gama mais vasta de alimentos. Este conhecimento levara, também,

a criacdo de novos modelos, adaptados a novas realidades que surgirdo, entretanto.

O crescimento da Microbiologia Preditiva terd sempre em vista 0 aumento da fiabilidade dos
resultados, podendo levar a uma maior divulgagéo e a um maior abrangimento da sua utilizag&o por

parte das inddstrias alimentares.

A realizagdo de analises microbianas aos cremes em p0, apds reconstituicdo, seria interessante, de
forma a obter dados experimentais que, juntamente com as andlises dos liquidos, forneceriam
informacdo relevante para o conhecimento do crescimento microbiano neste tipo de produtos. Esta
informagdo poderia ser 0 passo inicial necessario para o desenvolvimento de modelos matematicos
e, consequentemente, para o desenvolvimento de ferramentas aplicaveis a estes produtos

alimentares.
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