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Resumo 

Células vegetativas de Clostridium perfringens ATCC 13124 inoculadas em patê de fígado foram 

submetidas a diferentes tratamentos térmicos para caracterização de sua resistência ao calor e 

evidenciar a eficiência de modelo preditivo na obtenção de tempos de tratamento térmico. Frações 

experimentais de aproximadamente 8,50g de amostras foram inoculadas e examinadas para 

obtenção de valores Dobservados, construção de modelo preditivo, no intervalo térmico de 56,7ºC a 

66,3ºC, e, posteriormente, evidenciar a eficiência do modelo através da enumeração de células 

sobreviventes na temperatura de 67,5ºC e verificação da linearidade em cotejos de valores D 

(Dobservados e Dcalculados) em faixa térmica entre 56,7ºC e 67,5ºC. A semelhança dos valores Dobservado e 

Dcalculado (3,14min ≈ 2,94min) constatada no tratamento 2D67,5ºC, a ausência de células sobreviventes 

nos tratamentos 8D67,5ºC e 12D67,5ºC, juntamente com a marcada linearidade (r = 0,9934) da regressão 

entre os valores Dobservados (~3,1-16,6min) e Dcalculados (~2,9-15,6min) caracterizaram a eficiência do 

modelo preditivo no caso estudado.   

 

Palavras-chave: Conservação alimentar. Tratamento térmico. Valor D. Modelo preditivo. Modelo 

preditivo.  
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Vegetative cells of Clostridium perfringens ATCC 13124 inoculated in liver pates were submittes to 

different thermal treatments to characterize their heat resistance and demonstrate the efficiency of 

predictive model of in obtaining heat treatment times. Fractions of about 8.50g experimental samples 

were inoculated and examined to obtain Dobserved values, predictive model construction in the 

temperature range of 56.7ºC to 66.3ºC, and then evidence the model efficiency by cell enumeration 

survivors at the temperature of 67.5ºC and verification of the linearity in comparisons of D values 

(Dobserved and Dcalculated) in thermal range between 56.7ºC and 67.5ºC. The similarity of Dobserved and 

Dcalculated values (3.14min ≈ 2.94min) found in the 2D67.5ºC treatment, the absence of surviving cells in 

the 8D67.5ºC and 12D67.5ºC and treatments along with the labeled linearity (r = 0.9934) of the regression 

between Dobserved (~3.1-16.6min) and Dcalculated (~2.9-15.6min) values characterized the efficiency of the 

predictive model in the case studied. 

 

Keywords: Food preservation. Thermic treatment. D Value. Predictive model. 

 
 

Introdução 
 
 

Clostridium perfringens é uma bactéria mesófila capaz de desenvolver-se em uma amplitude 

térmica entre 12ºC e aproximadamente 50ºC (LABBE; JUNEJA, 2002; MCCLANE, 2007; SILVA et al., 

2010). Entretanto, de acordo com Juneja et al. (2010), seus exemplares possuem um ótimo térmico 

de crescimento que varia de 43 a 45ºC. São encontrados em diversos tipos de ambientes-fontes 

incluindo, entre outros, solo, poeira, água e trato intestinal de animais e humanos (JUNEJA et al., 

2010; SILVA et al., 2010) contaminando alimentos crus e processados, especialmente carnes, ainda 

durante o processo de abate, e produtos cárneos em manipulações de produção (JAY, 2005; GOMES 

et al., 2008; JUNEJA et al., 2009; JUNEJA et al., 2010; LABBE, 2015). 

Alguns tipos de células vegetativas de Clostridium perfringens (tipo A), quando colocadas em 

condições ambientais favoráveis ou de estresse, ainda dentro do intestino do hospedeiro, são 

produtoras de esporos e enterotoxinas potencialmente causadoras de intoxicações e doenças 

alimentares (FORSYTHE, 2002; JUNEJA et al., 2010; SILVA et al., 2010). 

Sob condições ótimas de crescimento microbiano, segundo Labbe e Juneja (2002) e Juneja et 

al. (2010), doenças alimentares podem ocorrer quando o número de células vegetativas patogênicas 

de Clostridium perfringens em carnes e produtos cárneos é maior que 106, podendo ainda causar 

dano equivalente, de acordo com Barretto (2000), em imunodeprimidos, transplantados, gestantes, 

crianças e idosos mesmo que expostos a doses infectantes menores que 106 cel./g. 

Sobrevivência e crescimento dos microrganismos, de acordo com Sinell (1980) e Forsythe 

(2002), regulam-se segundo características específicas e condições ambientais de exposição. 

Fatores intrínsecos e extrínsecos atuantes neste sistema interativo, de acordo com o caso, podem ser 

utilizados dentro de estratégias de conservação de produtos alimentares para estabelecer condições 

desfavoráveis que almejam a inativação bacteriana (FORSYTHE, 2002). 
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Modelos matemáticos tornam-se ferramentas importantes para produção alimentar segura uma 

vez que caracterizam o comportamento bacteriano em diversas condições ambientais permitindo seu 

uso preditivo em estratégias de controle microbiológico sob condições conhecida para conservação 

alimentar (FORSYTHE, 2002; MCMEEKIN, et al. 2002; MILLER et al., 2004; JUNEJA et al., 2009). 

Segundo Forsythe (2002) e McMeekin et al. (2002), tratamento térmico é um método universal 

milenário capaz de reduzir populações de bactérias deteriorantes e/ou patogênicas e, 

consequentemente, prolongar a vida de prateleira dos alimentos. Sabe-se que tais reduções, 

oriundas de tratamentos para conservação alimentar, variam de acordo com inúmeros fatores (e. g., 

intensidade do tratamento e resistência térmica das bactérias). No caso do Clostridium perfringens, 

sua resistência térmica afeta-se, também, pelas diferenças entre cepas e sua heterogeneidade, 

composição do diluente de aquecimento, conservantes adicionados, pH da amostra, tipo de matriz, 

exposição prévia ao estresse de calor e desenho experimental (OLSON;  NOTTINGHAM, 1980; 

HEREDIA et al., 1997; JUNEJA et al., 2001; FORSYTHE, 2002; NOVAK; YUAN, 2004; HUANG et al., 

2007; WIJNANDS et al., 2009; JUNEJA et al., 2010). 

O presente trabalho tem por objetivo caracterizar a resistência térmica de células vegetativas 

de Clostridium perfringens ATCC 13124 em patê de fígado com nozes e passas e evidenciar a 

eficiência do modelo preditivo, apresentado por Jackson (2015), utilizado para obtenção dos tempos 

de tratamento térmico neste caso avaliado. 

 
 

Material e Métodos 
 
 
Os experimentos foram realizados no Laboratório de microbiologia do Departamento de 

alimentos da Fundação de Ciência e Tecnologia (CIENTEC) do Estado do Rio Grande do Sul no 

período compreendido entre maio e junho de 2017. 

Das amostras de patê de fígado com nozes e passas fornecidas pelo produtor artesanal 

Newton Lauria para controle de qualidade e determinação da validade pós processamento, parte 

foram aproveitadas para realização das determinações dos experimentos. 

 

Culturas bacterianas 
 

A cultura do Clostridium perfringens ATCC 13124 utilizada nos experimentos foi adquirida da 

Microbiologics (catálogo nº 0318CRM, lote nº 318-122) e preservada no Laboratório de microbiologia 

da CIENTEC a aproximadamente -80ºC em ultrafreezer (Thermo Scientific - 900 series) após 

ressuspensão. 

As suspensões microbianas para contaminação das amostras de patê foram obtidas 

adicionando assepticamente 0,4mL de cepa de trabalho (cultivo de 4ª passagem mantido a 

temperatura ambiente em caldo tioglicolato) a 4,0mL de água peptonada tamponada. 

 

Inoculação de amostras 
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As amostras de patê com nozes e passas foram mantidas sob refrigeração, entre 2ºC e 6ºC, 

em sua embalagem original até a realização dos experimentos. 

Dezesseis frações de 8,50g de patês foram pesadas e transferidas assepticamente para quatro 

sacos de polietileno esterilizados (13x19cm) e 12 frascos de vidro com tampa (2x4cm). 

Alíquotas de 1,0mL de suspensão microbiana isentas de esporos foram adicionadas em cada 

fração de amostra elaborada onde posteriormente seguiu-se com a homogeneização e repouso, por 

cerca de 45min, de todos estes preparados para ambientação. 

 

Inativação térmica e enumeração bacteriana 
 

Os experimentos, conduzidos com temperatura controlada, foram desenvolvidos com auxílio de 

um equipamento de banho-maria provido de sistema de circulação de água (Marconi - MA 159) e de 

um sistema de aquisição e monitoramento da temperatura (Novus - Fieldlogger). 

As 16 frações experimentais foram divididas em dois grupos. O primeiro, composto por três 

sacos mais nove frascos, forneceu dados para obtenção dos parâmetros de caracterização da 

resistência térmica e para elaboração do modelo preditivo e, o segundo grupo, composto por um saco 

mais três frascos, subsidiou a avaliação da eficiência do modelo preditivo utilizado. 

Todos os sacos preparados não foram submetidos a tratamento térmico; foram utilizados para 

controle das temperaturas investigadas. Os nove frascos do primeiro grupo foram submetidos a 

temperaturas de 55ºC e 60ºC por 4, 10 e 16 minutos e à temperatura de 65ºC por 3, 6 e 9 minutos. 

Os três frascos do segundo grupo foram submetidos a tratamentos térmicos baseados em múltiplos 

do tempo de redução decimal a 67,5ºC (i. e., 2D67,5ºC, 8D67,5ºC e 12D67,5ºC). Todos os frascos 

preparados, depois de transcorridos os tempos de tratamentos, foram submetidos a resfriamento em 

água fria até o início dos procedimentos para contagem das células sobreviventes. 

Para enumeração das células vegetativas sobreviventes transferiram-se para sacos 

esterilizados individuais todas as amostras preparadas em frascos e submetidas aos tratamentos 

térmicos do estudo. As enumerações foram feitas em todas as 16 frações preparadas (12 com 

tratamento térmico e 4 controles), por meio da: (1) recuperação de células sobreviventes em água 

peptonada tamponada diluente na proporção 1:9 (uma parte de amostra por nove partes de diluente); 

(2) inoculação de 1mL de suspensão inicial em placas com aproximadamente 15mL de Agar TSC 

sem cicloserina (com sobrecamada); (3) incubação em atmosfera anaeróbica por 48 horas a 37 ± 

1ºC. Demais diluições seriadas foram realizadas também fazendo uso de água peptonada tamponada 

na referida proporção. 

 

Análise dos dados 
 

Para análise, tabulação e sistematização dos dados obtidos fez-se uso do programa Microsoft 

Excel 2007. Todos os experimentos foram realizados em uniplicada com diluições até 10-3. 

Para o estabelecimento da curva de destruição térmica e obtenção do tempo de redução 

decimal (valor Dobservado) de cada temperatura investigada, os dados resultantes das enumerações dos 

tratamentos foram transformados em Log10 UFC/g e plotados no eixo das ordenadas juntamente com 
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os tempos transcorridos de cada experimento que foram colocados no eixo das abscissas em 

minutos. 

O incremento de temperatura necessário para promover uma redução de 90% do valor D (valor 

Z) foi obtido da curva de resistência térmica de acordo com equação apresentada por Jackson (2015) 

onde plota-se os valores do tempo de redução decimal no eixo das ordenadas em Log10 min contra 

as respectivas temperaturas investigadas no eixo das abscissas em ºC. 

Demais valores D (valores Dcalculados), relativos às temperaturas investigadas neste trabalho e 

outras, foram obtidos segundo modelo preditivo apresentado por Jackson (2015). 

Parâmetros descritivos do ajuste da regressão, tais como: coeficiente de determinação (R2) e 

coeficiente de correlação de Pearson (r), foram obtidos de acordo com Gotelli e Ellison (2011). 

 
 

Resultados e Discussão 
 
 
 

Considerando os tratamentos térmicos investigados experimentalmente do primeiro grupo de 

frações, conforme tabela 1, obtiveram-se variações do tempo de redução decimal entre, 

aproximadamente, 3,8 e 16,6min. Tendências acercadas para determinados tratamentos térmicos 

investigados neste trabalho foram comumente encontradas por outros autores em averiguações, 

porém utilizando condições experimentais diferentes. Juneja e Marmer (1998) avaliando dois 

substratos (matrizes) entre a faixa térmica de 55 a 62,5ºC obtiveram valores D de 1,6 a 21,7min e de 

1,3 a 17,6min. Sarker et al. (2000),  Raju e Sarker (2005), encontraram, respectivamente, valores 

D55ºC de 5,0 a 16,5min e 6,0 a 14,0min. Byrne et al. (2006) avaliando as temperaturas de 55, 60 e 

65ºC, respectivamente obtiveram 16,3, 8,5 e 0,8min. Diferenças maiores são encontradas no trabalho 

de Heredia et al. (1997) que, examinando duas cepas, encontraram valores D55ºC entre 4,5 e 9,6min 

(controle) e 9,0 e 86,0min (após choque térmico). Discordâncias, obtidas nas determinações do valor 

D, são explicadas a partir dos fatores anteriormente mencionados e outrora evidenciados por 

pesquisadores e. g., estudos entre cepas diferentes de Heredia et al., (1997), Raju e Sarker, (2005), 

Wijnands et al., (2009) que afetam a resistência térmica dos microrganismos. 

 

Tabela 1 -  Tratamentos e parâmetros de destruição e resistência térmica de células vegetativas do Clostridium 

perfringens em patê de fígado com nozes e passas. 

Tratamentos térmicos 
Curvas de destruição 

térmica 

Curva de resistência 

térmica 

Temperatura 

alvo (ºC) 

Temperatura 

corrigida 

(ºC) 

Valor D 

(min) 
R2 

Valor Z 

(ºC) 
R2 

55,0 56,7 16,62 0,92 

14,90 0,98 60,0 61,6 6,43 0,96 

65,0 66,3 3,78 0,96 
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Coeficientes de determinação (R2) evidenciados nas curvas de destruição térmica variaram de 

aproximadamente 0,92 a 0,96 em ajustes do modelo matemático linear (tabela 1) indicando a 

ocorrência de mortalidade microbiana a taxas constantes. Valores de R2 superiores a 0,90, segundo 

Juneja e Marmer (1998), Novak et al. (2001), Novak e Yuan (2004), são aproveitados como 

parâmetro para seleção e caracterização da linearidade das curvas para estudo (análise de dados e 

expressão de resultados). Nossos resultados (R2) apontam para caracterizações de curvas de 

destruição térmica isentas da influência da heterogeneidade de populações e adaptações térmicas 

durante o tratamento (PÁGAN et al., 1997; MURPHY et al., 1999; STRINGER et al., 2000). Isto se 

deve a não constatação de ombros e caudas nas curvas que, segundo Asselt e Zwietering (2006), 

reduzem a qualidade do ajuste do modelo matemático aos pontos experimentais anteparando, 

posteriormente, o emprego dos parâmetros de resistência obtidos na retificação de processos 

térmicos da indústria alimentar. 

A constante de resistência térmica (valor Z) obtida considerando as temperaturas investigadas 

e apresentadas na tabela 1 foi de 14,9ºC extraída de regressão com R2 de 0,98. Este valor é diferente 

dos valores encontrados por outros autores que os obtiveram em variadas condições de estudo (e. g., 

Byrne et al., 2006 obtiveram um valor Z de 7,7ºC, Wijnands et al., 2009 apresentaram valores que 

variaram de ~5,6 a 10,0ºC, em dada condição, e de ~5,7 a 14,3ºC em outra, mas na média, 8,4ºC). 

Asselt e Zwietering (2006) apresentaram valor médio de 10,3ºC procedente de outros cinco trabalhos 

(ROY et al., 1981; ICMSF, 1996; JUNEJA; MARMER, 1998; JUNEJA et al., 2001; NOVAK et al., 

2001). Valor Z é dependente de parâmetros obtidos nas curvas de destruição térmica estando, assim, 

também sob a influência dos mesmos fatores, estudados por outros autores, que sabidamente afetam 

as determinações destas referidas curvas. Fenômeno protetivo de células bacterianas atribuído a 

componentes alimentares de substratos (matrizes) experimentados são comumente encontrados e/ou 

mencionados por autores (e. g. JUNEJA; MARMER, 1998; JUNEJA et al., 2001; WIJNANDS et al., 

2009) e possivelmente podem ter influenciado os padrões díspares aqui explicitados. 

Outros valores D, relativos às temperaturas não investigadas neste trabalho, obtidos segundo 

modelo preditivo apresentado por Jackson (2015) são mostrados, parcialmente, na figura 1. 
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Figura 1 -  Curva de tempos de redução decimal (valor D) de células vegetativas do Clostridium perfringens em 

patê de fígado com nozes e passas obtida com o modelo preditivo utilizado a partir de frações experimentais do 

primeiro grupo. 

 

Para efetivação de uma redução decimal de 2log10 de células vegetativas de Clostridium 

perfringens no patê de fígado sob a temperatura de 67,5ºC, teoricamente, partindo do modelo 

preditivo utilizado, o tempo deve ser de aproximadamente 6min (D67,5ºC = 2,94min). 

No experimento de menor letalidade térmica do segundo grupo de frações obteve-se 8,0 x 10 

UFC/g de células sobreviventes após submeter amostra com população inicial enumerada de 6,0 x 

103 UFC/g (controle) a condições de tratamento anteriormente mencionadas (2D67,5ºC) necessárias 

para obtenção da redução pretendida (2log10). Ao calcularmos o valor D67,5ºC experimental (i. e., valor 

Dobservado de 3,14min), notou-se um valor muito aproximado ao valor Dcalculado obtido com o modelo 

preditivo (2,94min). 

Experimentos do segundo grupo de frações que foram realizados considerando tratamentos 

com maior letalidade térmica (8D67,5ºC e 12D67,5ºC) não apresentaram células sobreviventes, em ambos 

os casos, como já eram esperados. 

A partir dos valores Dobservados e Dcalculados, considerando todas as temperaturas manipuladas no 

presente trabalho (56,7, 61,6, 66,3 e 67,5ºC), obteve-se o coeficiente de correlação de Pearson (r). A 

relação entre os valores D, apresentada na figura 2, produziu correlação de 0,9934 evidenciando, 

para a faixa térmica investigada, marcada linearidade. 
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Figura 2 - Relação entre os tempos de redução decimal (observados e calculados) obtidos a partir de 

tratamentos térmicos de células vegetativas do Clostridium perfringens em patê de fígado com nozes e passas e 

do modelo preditivo utilizado. 

 

Os quantitativos obtidos com a enumeração das células sobreviventes nos tratamentos de 

maior letalidade (i. e., 8D67,5ºC e 12D67,5ºC), a semelhança dos valores Dobservado e Dcalculado (3,14min ≈ 

2,94min) constatada no tratamento 2D67,5ºC, resultado de elevada linearidade da relação examinada 
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(0,9934), corroboram para ratificar a eficiência do modelo preditivo utilizado no caso avaliado. 

Entretanto, faz-se necessário um número maior de dados concordantes com os padrões aqui 

evidenciados, tanto dentro do intervalo térmico estudado quanto o não estudado, para que se possa 

fazer uso da ferramenta, considerando o caso, dentro de padrões de segurança admitidos dos 

produtos alimentares envolvidos. 

 
 

Conclusão 
 
 

Os padrões aqui caracterizados colaboram para um melhor entendimento do controle 

bacteriano no âmbito da conservação de produtos cárneos (patê de fígado com nozes e passas) no 

que tange o emprego de processos térmicos adequados para destruição ou inativação de 

microrganismos. 

Da investigação realizada depreende-se que a bactéria experimentada porta significativa 

resistência ao estresse térmico no substrato de patê de fígado com nozes e passas e que o modelo 

preditivo utilizado possui eficiência na obtenção dos tempos de tratamento térmico. No entanto, há 

que se considerarem demais fatores (e. g. oscilações de temperatura durante tratamento de frações 

experimentais, composição da matriz experimentada, aferição de equipamentos) que afetam a 

caracterização dos padrões aqui explicitados para um melhor aproveitamento das informações dentro 

do que se pretende. 
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