UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR
Faculdade de Engenharia
Departamento de Engenharia Electromecénica

Dispositivo de monitorizacao da seguranca

alimentar

Pedro Nuno dos Santos Pinto

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Engenharia Eletrotécnica e de Computadores
(2° ciclo de estudos)

Orientador: Prof. Doutor Pedro Dinis Gaspar

Covilha, outubro de 2015



Agradecimentos

A minha familia, que me permitiu chegar até aqui e nunca desistiu de me dar forcas para

continuar.

Ao Professor Doutor Pedro Dinis Gaspar, meu orientador, por me ter sugerido este tema, assim

como pelo apoio e orientacao que me facultou nestes meses.

A todos os meus amigos do curso, que estiveram ao meu lado durante este percurso académico
e me apoiaram quando precisei, em especial ao David Martins pela orientacdo relativa a
eletronica utilizada, e aos quais desejo que concretizem os seus sonhos como Engenheiros

Electrotécnicos.

Aos meus amigos mais proximos, tanto aqueles com quem vivi durante o periodo universitario,
como aqueles com quem mais convivo na Guarda, e a quem desejo as maiores felicidades para o

futuro.

A quem esteve comigo de um modo mais proximo, que me apoiou na conquista dos meus sonhos,
que esteve do meu lado, que me deu forcas para nao desistir nos momentos mais dificeis, ainda
que por vezes também os tenha provocado, mas que de um modo geral marcou, positivamente,

0 meu percurso nos Ultimos 5 anos.

29-09-2011

ii



Resumo

Com o objetivo de reduzir o desperdicio alimentar, esta dissertacdo incide no desenvolvimento
de um dispositivo que, a partir da monitorizacao da temperatura e da humidade relativa do ar
no interior de equipamentos de refrigeracao, utiliza um modelo cientifico que define as curvas
de crescimento microbiano. Trata-se de um dispositivo que suplanta as caracteristicas dos
dataloggers disponiveis no mercado destinados a esta funcdo, por possibilitar o calculo do
crescimento microbiano para diversas bactérias e para alertar o utilizador quando a dose

infetante de microrganismos patogénicos nos alimentos em analise é atingida.

De modo a determinar as curvas de crescimento microbiano, foi utilizado o modelo matematico
desenvolvido por Baranyi & Roberts (1994), assim como a ferramenta Combined Database for
Predictive Microbiology - Combase, disponivel online, para a determinacao dos coeficientes que
definem o desenvolvimento de cada bactéria. Estes coeficientes, através da expressdao que
calcula o declive maximo da curva de crescimento, relacionam o crescimento da bactéria em
analise com os parametros intrinsecos e extrinsecos que definem o ambiente em que a bactéria
se encontra. A determinacdao desta equacdo permitiu gerar graficos tridimensionais que
relacionam as grandezas referidas - declive maximo de crescimento, temperatura, pH e atividade

de agua.

O dispositivo é controlado a partir do microcontrolador PIC16F1716, em conjunto com o sensor
de temperatura e humidade relativa AOSONG AM2302. O circuito é alimentado a partir de uma
bateria AA da TADIRAN, concebida para operar na gama de temperaturas de -55°C a +125°C. A
visualizacao dos dados fornecidos pelo sensor, armazenados na memoria do microcontrolador, é
realizada através de um interface grafico, criado com a ferramenta GUIDE do Matlab, que
permite ao utilizador selecionar quais os alimentos que pretende analisar, assim como visualizar
as curvas de crescimento para cada bactéria quando sujeitas ao ambiente presente no

equipamento de refrigeracao.

Palavras-chave

Dispositivo de Monitorizacdo, Seguranca alimentar, Crescimento Microbiano, Interface grafico.
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Abstract

In order to reduce food waste, this MSc dissertation focuses on the development of a monitoring
device of air temperature and relative humidity inside of refrigeration that uses a scientific
model of the microbial growth curves. It is a monitoring device that supplants the characteristics
of the dataloggers for this function available in the market, by enabling the calculation of the
microbial growth for a variety of bacteria and by alerting the user when the infective dose of

pathogenic microorganisms in the food item is reached.

To determine the bacteria growth curves, the Baranyi and Roberts (1994) model and the tool
Combined Database for Predictive Microbiology - Combase, available online, were used to
determine the factors that define the growth of each bacteria. These factors, applied to the
equation that determines the maximum specific growth rate, establish a relation between the
bacterial growth and the intrinsic and extrinsic factors that define the environment of the
bacteria. The determination of the equation coefficients, allows generating tri-dimensional
graphs with the four relevant parameters - maximum specific growth rate, temperature, pH and

water activity.

The device is controlled by a microprocessor PIC16F1716, along with the temperature and
relative humidity sensor AOSONG AM2302. The circuit power source is an AA TADIRAN battery
that operates in the temperature range between -55°C and +125°C. For the visualization of the
data sent by the sensor, which is kept in the PIC memory, a graphical user interface was
developed using the GUIDE Matlab toolbox, that allows the user to select which food product
wants to study and also to visualize the growth curve for each bacteria that was subjected to the

environment in the refrigerator.

Keywords

Monitoring device, Food safety, Microbial growth, Graphical interface.
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Introducéo

1. Introducao

1.1. Enquadramento

0 desperdicio alimentar é uma realidade presente, um pouco por todo o mundo. Segundo a FAO
(2013), a cada ano, um terco de toda a comida produzida, para consumo humano, é
desperdicada, o que equivale a um valor de 750 mil milhdes de ddlares em comida nao
aproveitada. Um estudo, realizado pela mesma organizacao, revela que 40% de toda a comida
produzida nos Estados Unidos da América ndao é consumida, e 100 milhdes de toneladas sao
deitadas fora na Europa, a cada ano. Em FAO (2015), sao revelados alguns dos valores chocantes
de uma realidade que cada pessoa contribui para que aconteca (ver Figura 1). Uma parte

significativa deste valor é proveniente de comida deitada fora em restaurantes. Em WRAP (2009),

foi estimado um valor de 600 mil toneladas de comida desperdicada em hotéis, pubs e

20%
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FOOD LOSSES

restaurantes do Reino Unido, no ano em que se realizou o estudo.
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Figura 1 - Percentagem de comida desperdicada.
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Introducéo

Este desperdicio alimentar advém da deterioracao dos produtos alimentares ao longo de toda a
cadeia alimentar, desde o produtor ao consumidor final, até um ponto em que a seguranca
alimentar € posta em causa. Hoje em dia, a seguranca alimentar dos produtos apresenta uma
relevancia significativa para consumidores, entidades regulamentares e, de uma forma geral,
para todos os elos da cadeia alimentar. O controlo eficaz da higiene e da seguranca alimentar é,
deste modo, imprescindivel na minimizacao de doencas e danos provocados pela deterioracao
dos alimentos. As consequéncias da falta deste controlo podem ir de desagradaveis a fatais.
Adicionalmente, provocam perdas e custos e influenciam, negativamente, o comércio e a
confianca dos consumidores. Os regulamentos (CE) n.° 852/2004 e n.° 853/2004, fiscalizados pela
Autoridade de Seguranca Alimentar e Econdmica (ASAE - Portugal), exigem que os operadores do
sector alimentar que realizem qualquer fase da producao, transformacao e distribuicao de
alimentos, depois da producdo primaria e das operacoes associadas, possuam um sistema de
Analise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos (HACCP - Hazards Analysis and Critical Control
Points), formalizado pelo Codex Alimentarius Commission, criado conjuntamente pela
Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO - Food and Agriculture
Organization of the United Nations) e pela Organizacdo Mundial de Saide (WHO - World Health

Organization), que define as medidas a implementar para controlar os perigos alimentares.

O HACCP pretende evitar, com base em sistemas de prevencao, riscos que possam causar danos
a consumidores através do consumo de alimentos que, por algum motivo, sejam prejudiciais a
sua saude. Para a implementacao deste sistema, o Codex Alimentarius considera 7 principios que
devem ser considerados (ASAE, 2007):

1. ldentificar os perigos e medidas preventivas;

2. ldentificar os pontos criticos de controlo;

3. Estabelecer limites criticos para cada medida associada a cada PCC (ponto critico de controlo);
4. Monitorizar/controlar cada PCC;

5. Estabelecer medidas corretivas para cada caso de limite em desvio;

6. Estabelecer procedimentos de verificacao;

7. Criar sistemas de registo para todos os controlos efetuados.
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Introducéo

A monitorizacao referida no ponto 4 e o registo dos dados obtidos, referido no ponto 7, traduz a
necessidade das areas de restauracdo realizarem verificacées peridodicas da temperatura e
humidade relativa, no interior dos equipamentos de conservacao de produtos alimentares, quer
sejam equipamentos de refrigeracdo, quer de congelacdo. Para isso, existem ja no mercado
diversos dispositivos - datalogger - que monitorizam nao s6 a temperatura como a humidade
relativa do ar. No entanto, nao existe ainda um dispositivo que, para além da monitorizacao da
temperatura e da humidade relativa, calcule, através dos valores obtidos e de microbiologia
preditiva, o crescimento bacteriano que afeta a qualidade e a deterioracao dos alimentos
presentes nos equipamentos de refrigeracdo. E pretendido, com esta dissertacdo, contribuir,

nesta area, pelo desenvolvimento deste tipo de dispositivo.

1.2. O problema em estudo e a sua relevancia

Segundo a European Comission (2015), o desperdicio alimentar na Unidao Europeia pode atingir
um valor de 120 milhdes de toneladas em 2020, caso nada seja feito para o prevenir. Para evitar
que esse valor seja atingido, foi criada a iniciativa “Save Food” que pretende juntar, em 2015,
varias organizacoes e realizar conferéncias internacionais, onde serao definidas acdes de controlo
deste desperdicio. A responsabilidade de diminuir este nimero parte de toda a cadeia de
produtos alimentares, desde a sua producao até ao consumidor final, passando, em grande parte,

pelo sector de restauracao.

1.3. Objetivos e contribuicao da dissertacao

Com esta dissertacao, é pretendido criar um dispositivo de monitorizacao capaz de identificar
quando é atingida a dose infetante de bactérias, para cada produto alimentar que se encontre
num equipamento de refrigeracdo. Deste modo, é possivel determinar, com alguma
antecedéncia, quando o alimento se torna prejudicial a saude e alertar o utilizador. Este estudo
pretende estender as potencialidades dos atuais dataloggers (sistemas de monitorizacao de
pontos criticos de controlo), utilizados no controlo da seguranca alimentar determinada pelos
sistemas HACCP. Este aparelho tem como objetivo avisar o utilizador que deve consumir um
determinado produto alimentar antes de ser atingida a dose infetante que provoca a deterioracao
do mesmo e pde em risco a seguranca alimentar. Adicionalmente, é também possivel a reducao
do desperdicio alimentar provocado pelos produtos que seriam deitados fora devido a uma

exposicao prolongada dentro de um equipamento de refrigeracao.
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1.4. Visao geral e organizacao da dissertacao

A dissertacédo encontra-se dividida em 5 capitulos:

No capitulo introdutdrio, é descrito o problema em causa e a solucao apresentada para o resolver,
ou minimizar, assim como a importancia de criar um dispositivo de monitorizacdo do crescimento
bacteriano, ao invés de se limitar a uma monitorizacao da temperatura a que se encontram os

produtos alimentares.

No segundo capitulo, “Estado da Arte”, é explicado o principio no qual o dispositivo se baseia

para prever a deterioracao dos produtos alimentares - crescimento microbiano.

No capitulo seguinte, sdo determinados os fatores que permitem calcular a curva de crescimento
de diferentes bactérias. E também feito o relato do procedimento experimental realizado na
construcao do dispositivo, tanto a nivel de hardware como a nivel da programacdo do

microcontrolador e da interface grafica desenvolvida.

A analise e discussao de resultados é realizada no capitulo 4, em que sdo descritos os varios
testes efetuados e os resultados obtidos, tanto a nivel do dispositivo criado, como para

demonstrar a influéncia de diferentes fatores na curva de crescimento bacteriano.

Cada um dos capitulos anteriores é principiado com uma breve introducao e finalizado com uma

concluséo especifica do capitulo.

A conclusdo da dissertacao tem lugar no ultimo capitulo, onde é feita uma avaliacdo geral da

mesma e as sugestoes de como melhorar o dispositivo em trabalhos futuros.
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2. Estado da Arte

2.1. Introducéao

Neste capitulo, é feita uma contextualizacdo dos temas abordados ao longo da dissertacao, com
especial atencao para a influéncia de bactérias como principais responsaveis pela deterioracao
de produtos alimentares, assim como para o crescimento bacteriano e para as condicées que o

promovem.

Para o desenvolvimento deste capitulo, foi essencial o modelo matematico desenvolvido por
Baranyi & Roberts (1994) e a aplicacao deste modelo na criacao da ferramenta computacional
online: ComBase - Combined Database for Predictive Microbiology (ComBase, 2015). Sem a
consulta destas referéncias, ndao seria possivel obter as conclusbes relativas ao crescimento

bacteriano obtidas nesta dissertacao.

E também importante referir todos os trabalhos de investigacdo cientifica, de cariz experimental
ou numeérico, que de algum modo forneceram dados referentes ao meio em que cada bactéria se
desenvolve (multiplicacdo), como a temperatura ambiente (T,m), 0 pH € a atividade de agua
(aw), nomeadamente o trabalho realizado por Gaspar et al. (2009), onde foi feita uma analise do

crescimento bacteriano em diferentes condicées de conservacao.

2.2. Seguranca alimentar

Para falar em seguranca alimentar, é preciso perceber o que causa a deterioracao dos alimentos
e os torna prejudiciais para a saude, assim como as condicdes em que isso acontece. A resposta
baseia-se nas bactérias presentes nos alimentos e no seu crescimento. A partida, uma dose inicial
de unidades formadoras de coldnias de uma determinada bactéria, por grama (UFC/g), ndo é
prejudicial a saude. Considera-se que o alimento em causa nao provoca um perigo para a salde

até que seja atingido o valor correspondente a dose infetante de UFC/g.

2.2.1. Fatores intrinsecos e extrinsecos

Cada bactéria se desenvolve a um ritmo diferente e perante condicdes diferentes. Essas
condicdes dividem-se em fatores intrinsecos e extrinsecos. Tal como o nome indica, os fatores
intrinsecos sao aqueles que dependem do alimento em causa como, por exemplo, a a,, 0 pH, 0

potencial de oxidacao/reducao (Eh), a composicao quimica e estrutura bioldgica do alimento e
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as substancias anti-microbianas naturais presentes no alimento. Os fatores extrinsecos apenas
dependem do ambiente exterior ao alimento, isto é, a temperatura, a humidade relativa e a
composicao do meio (Gaspar et al., 2009). Embora todos estes fatores contribuam para o
crescimento microbiano, serao apenas considerados o pH, a atividade de agua e a temperatura,
uma vez que sao os que se consideram mais importantes (FDA, 2012) e os que estao diretamente

envolvidos no modelo matematico utilizado.

Atividade de dgua (a,,)

A atividade de agua é um dos fatores mais importantes no crescimento bacteriano, uma vez que
ambientes aquosos sao propicios para o desenvolvimento de bactérias (Gaspar et al. 2009). O seu
valor é calculado pela razao entre a pressao parcial de vapor de agua da substancia e a pressao

do vapor de agua saturado a mesma temperatura, conforme Equacao (1).

a, =" (1)

Uma expressao semelhante é utilizada para a humidade relativa, calculada a partir da razao
entre a pressao parcial do vapor de agua no ar e a pressao do vapor de agua saturado. Para
alimentos que se encontrem num sistema isolado, a humidade relativa do ar entra em equilibrio
com os alimentos & presentes (humidade relativa em equilibrio - ERH). E entdo considerada

equivalente a atividade de agua conforme indicado na Equacao (2).

_ ERH

a,=—— 2
Y100 *)

No entanto, esta expressdo nao sera utilizada para calcular a atividade de agua dos alimentos
em estudo, uma vez que esses alimentos se encontram muitas vezes embalados, o que os torna
isolados do ambiente do equipamento de refrigeracao, onde € medida a humidade relativa. Deste
modo, os valores a serem considerados, para cada género alimentar, sdo apresentados na Tabela
1 (Chirife et al., 1989; Food Tech Source, 2002; CVO/Food Safety Knowledge Centre, 2015).

19



Estado da Arte

Tabela 1. Valores da atividade de agua para diferentes alimentos.

Alimento Atividade de Agua (aw)
Carnes 0.99
Leite 0.97
Mayonnaise 0.93
Ovos 0.97
Queijos 0.91
Peixes 0.95
Vegetais 0.95

Potencial de hidrogénio (pH)

O pH é também um fator importante no desenvolvimento de bactérias. Cada microrganismo tem

um pH 6timo, no qual a sua multiplicacdo é maxima. Tanto o aumento como a diminuicdo do pH,

em relacdo ao valor de pH 6timo, torna o crescimento mais lento.

Na Tabela 2, é apresentado o pH de alguns dos alimentos segundo FDA (2012), tendo sido

selecionados aqueles que podem ser analisados com o dispositivo criado nesta dissertacao. Estes

valores serdo, posteriormente, utilizados para calcular o crescimento das bactérias responsaveis

pela deterioracao de cada um dos alimentos apresentados.

Tabela 2. Valores de pH para diferentes alimentos.

Alimento | pH
Carne
Aves 6.5-6.7
Porco 5.3-6.9
Vaca 5.8
Lacticinios
Leite 6.3-8.5
Mayonnaise 4.2-4.5
Ovos 7.1
Queijo camembert 7.4
Queijo cremoso 4.88
Queijo (outros) 5.6
Peixe
Atum 5.2-6.1
Camarao 6.8-7.0
Caranguejo 7.0
Ostras 4.8-6.3
Peixe Fresco 6.6-6.8
Produtos Horticolas

Alface 5.8-6.0
Batata 6.1
Tomate 4.2-4.9
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2.2.2. Bactérias estudadas

Em FDA (2012), é possivel verificar que sao muitos os organismos responsaveis pela deterioracao
de alimentos, podendo estes ser bactérias, virus, parasitas ou toxinas. Nesta dissertacdo, apenas
sera prevista a deterioracdo causada por bactérias, mais especificamente pelas 14 bactérias que

se seguem:
e Aeromonas hydrophila;
e Bacillus cereus;
e Bacillus licheniformis;
e Bacillus subtilis;
e (Clostridium botulinum;
e C(Clostridium perfringens;
e Escherichia coli;
e Listeria monocytogenes;
e Salmonella;
e Shigella flexneri;
e Staphylococcus aureus;
e Yersinia enterocolitica;
e Brochothrix thermosphacta;

e Pseudomonas.

A razao para esta escolha deve-se a serem estas as bactérias apresentadas em ComBase, o que
permite calcular as suas curvas de crescimento, como sera demonstrado em 3.2. Destas 14
bactérias, apenas duas ndo estdo relacionadas com algum dos alimentos apresentados na Tabela
2, a Bacillus licheniformis e a Bacillus subtilis. Todas as restantes foram ja detetadas nos
alimentos apresentados (Franzetti & Scarpellini, 2007; FDA, 2012; Arrow scientific, 2013). De
seguida, € feita uma pequena descricdo dos sintomas causados por cada uma destas bactérias
(Gaspar et al., 2009; FDA, 2012):
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Aeromonas hydrophila

Esta bactéria é essencialmente encontrada em peixes e mariscos, apesar de também ser
encontrada em carnes. A ingestdo de alimentos contaminados com esta bactéria pode provocar

diarreia, que na maior parte dos casos desaparece, por si s, em poucos dias.

Bacillus cereus

Os efeitos provocados por esta bactéria incluem diarreia, dor abdominal e nauseas (usualmente
sem vomitos). Estes efeitos, tanto podem demorar meia hora a ter inicio, como entre 6 a 15
horas, embora desaparecam, aproximadamente, num dia, em ambos os casos. O desenvolvimento

de B. cereus pode ser encontrado em inUmeras comidas como carnes, peixe, leite e vegetais.

Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis

Ambas as bactérias se relacionam com a bactéria B. cereus, uma vez que se inserem na mesma
espécie. Os efeitos sdo semelhantes aos ja indicados para B. cereus, com a particularidade de

estas duas bactérias apenas se desenvolverem em temperaturas acima de 10°C.

Clostridium botulinum

0 botulismo nao é uma doenca muito comum e tem origem na contaminacdo provocada por esta
bactéria. A ingestdo pode provocar apenas nauseas e vomitos, mas, em casos severos de
botulismo, os sintomas podem ir da fadiga extrema, fraqueza, problemas de visao e
descoordenacdo de movimentos, até a paragem cardiaca e respiratoria. A bactéria tem a
capacidade de se desenvolver em locais com pouco oxigénio, como produtos enlatados, o que a
relaciona com o atum em lata. A falta de sinais de deterioracao na comida contaminada é um

fator que torna esta bactéria perigosa.

Clostridium perfringens

A ingestao desta bactéria, através de produtos alimentares, pode provocar gastroenterites.
Dependendo da severidade com que se é infetado, os sintomas tanto podem ser diarreia e dor
abdominal como, em casos mais raros, colicas, diarreia intensa, distensdo por gases, desidratacao
e choque. Este segundo caso pode levar a morte. Apesar de também se desenvolver em comidas

cruas, como vegetais, é essencialmente atribuida a carne de aves e de vaca.
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Escherichia coli

Esta bactéria é dividida em quatro categorias: E. coli enteropatogénica classica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasora (EIEC) e enterohemorragica (EHEC). Pode provocar
diarreias, em alguns casos severos, febre, nauseas, vomitos e célicas. E muito relacionada com
falta de condicdes de higiene, mas a nivel de alimentacdo esta presente em carne de vaca e

leite.

Listeria monocytogenes

Reconhecida como perigo para a salde publica nos Estados Unidos, a L. monocytogenes é uma
das principais causas de morte por intoxicacao alimentar. A sua forma nao invasiva provoca
distlrbios gastrointestinais leves, como nauseas, vomitos e diarreia. A forma invasiva é mais letal
e afeta, em especial, gravidas e pessoas com o sistema imunitario debilitado. Das bactérias
analisadas, € uma das que mais se manifesta em alimentos, como, por exemplo, carnes, peixes

e marisco, leite e derivados (nomeadamente queijos) e vegetais.

Salmonella

A Salmonella pode provocar nauseas, vomitos, colicas abdominais, diarreia, febre e dor de
cabeca. Em pessoas saudaveis, estes sintomas usualmente desaparecem por si sd. No entanto, as
espécies S. enteritidis, S. typhimurium e S. newpoort podem levar a morte se ndo houver
tratamento com antibidticos. Esta bactéria pode contaminar diversos produtos alimentares como

carnes, ovos, frutos e vegetais.

Shigella flexneri

Esta bactéria é caracterizada por ter uma dose infetante de apenas 100 UFC/g. Os sintomas
incluem dor abdominal, colicas, diarreia, febre e vomitos e ocorrem quando ¢é ingerida comida
ou agua contaminada com fezes, o que torna facil a sua transmissdo em locais com falta de
cuidados de higiene. As comidas cruas sao as mais afetadas, como as saladas e os alimentos que
as compdem (batata, atum, frango). Também o leite e derivados sdo associados a infecoes desta

bactéria.
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Staphylococcus aureus

Esta relacionada com nauseas, vomitos intensos, diarreia e dor abdominal. Em casos mais graves,
pode provocar desidratacdo, dores de cabeca, caibras musculares e alteracdes temporarias na
pressao do sangue e batimento cardiaco. Desenvolve-se em carnes e produtos derivados de carne,

ovos, atum, frango, batatas, leite e derivados.

Yersinia enterocolitica

Os sintomas provocados pela ingestdo desta bactéria podem ser febre, dores abdominais, diarreia
e vomitos e esta relacionada com carnes de porco e vaca, assim como peixe fresco e marisco. O
leite € também um dos produtos onde a bactéria se desenvolve, apesar de afetar principalmente

o leite nao aquecido - nao pasteurizado.

Brochothrix thermosphacta

Esta bactéria tem um papel fundamental na deterioracdo da carne, uma vez que, ao contrario
da grande maioria das bactérias referidas até agora, da origem a odores do tipo levedura, perda

de sabor, descoloracéo e libertacdo de gases. E, por isso, associada aos varios tipos de carnes.

Pseudomonas

Tal como a B. thermosphacta, também a Pseudomonas spp. tem efeito na deterioracao da carne,
provocando odores, perda de sabor, descoloracao e presenca de compostos volateis. Para além
de ser associada as carnes, é também responsavel pela deterioracdo de produtos como peixe

fresco e leite.

Na Tabela 3, encontra-se um resumo dos alimentos nos quais foram relatadas infecbes com cada

uma das bactérias acima descritas.
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Tabela 3. Bactérias responsaveis pela deterioracdo de cada alimento.

Alimento Carne Peixe Produtos horticolas Lacticinios
infetado Peixe Produtos
_ . Aves | Porco Vaca Atum Marisco fresco Batata Vegetais Leite derivados | Ovos
Microrganismo de leite
Aeromonas hydrophila X X X X X
Bacillus cereus X X X X X X
Clostridium botulinum X X X
Clostridium perfringens X X
Escherichia coli X X
Listeria monocytogenes X X X X X X X X
Salmonella X X X X X X X X X
Shigella flexneri X X X X X X X
Staphylococcus aureus X X X X X X X X
Yersinia enterocolitica X X X X X
Brochothrix thermosphacta X X X
Pseudomonas X X X X
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2.3. Modelo matematico da curva de crescimento

2.3.1.

Modelo de crescimento microbiano

Como referido anteriormente, cada bactéria desenvolve-se a um ritmo diferente e em condicoes

distintas. O crescimento bacteriano é a reproducao assexual, ou a divisdao celular, de uma

bactéria em duas células filhas, por um processo denominado de fissao binaria. Assim, é possivel

que em condicoes ideais a "duplicacao local" da populacao bacteriana ocorra, assistindo-se a um

crescimento exponencial (Science Encyclopedia, 2015). Um mesmo modelo matematico, e

consequentemente a mesma curva de crescimento, reflete os resultados experimentais. Esta

curva é representada na

Figura 2, onde se encontram as 4 principais fases de crescimento: laténcia, crescimento

exponencial, estabilizacao e decréscimo. A Ultima fase (decréscimo ou morte celular) ndo sera

considerada, uma vez que apenas existe interesse em determinar quando é atingida a dose

infetante de cada bactéria, algo que acontece durante a fase de crescimento exponencial.

—_—

Fase exponencial

Log (UFC/g)

Fase de
laténcia

Fase estacionaria

Fase dexnorte
celular oiNde
decréscimo

Tempo —=

Figura 2 - Curva de crescimento bacteriano (Willey et al., 2009).
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0 desenvolvimento bacteriano nao tem um crescimento imediato, pois a bactéria demora algum

tempo a adaptar-se ao meio. Esse tempo € denominado tempo de laténcia (lag) e é representado

por A, o que da o nome a primeira fase apresentada - fase de laténcia (Willey et al., 2009).

Apos ser atingido o periodo de adaptacao, o crescimento da bactéria torna-se exponencial e o
declive da curva de crescimento atinge o seu valor maximo, que se mantém aproximadamente
até ao final da segunda fase de crescimento - fase exponencial. E nesta fase que se revela que o
crescimento difere entre bactérias e em diferentes ambientes, representados por diferentes
temperaturas, pH e atividade de agua. Cada uma destas caracteristicas altera o valor maximo do

declive da curva de crescimento, sendo este declive representado por pmax.

Com a aproximacao do valor de saturacado, o declive da curva de crescimento diminui até ser
nulo. A partir desse momento, comeca a maior das 4 fases referidas - fase estacionaria. Esta fase
deve-se a um limite de crescimento causado pelo esgotamento de nutrientes e/ou produtos que

inibem o desenvolvimento bacteriano, como acidos organicos (Widdel, 2010).

A ultima fase é muitas vezes ignorada e considera-se que o crescimento acaba com a fase de
estabilizacdo. No entanto, € possivel ver no grafico da Figura 2 que, apds bastante tempo,
algumas das células comecam a morrer, diminuindo assim o valor de UFC/g - fase de morte

celular ou de decréscimo.

2.3.2. Origem do modelo matematico da curva de crescimento

Gompertz (1825) desenvolveu a Equacao (3) que permite determinar a taxa de mortalidade

humana, onde ‘L’ se refere ao nUmero de pessoas vivas na idade ‘x’.

L =kg° 3)

Como descrito por Winsor (1932), esta equacdo passou a ser também utilizada por bidlogos e
economistas, como sendo uma curva de crescimento. Comegou também a ser escrita numa forma

alternativa:

y=ke™ (4)
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onde é possivel verificar:

limy=0
o )
limy=k

X—00

Na Equacao (4), a constante ‘a’ esta relacionada com o valor de x no qual comeca o crescimento
da curva (ver Figura 3a); a constante ‘b’ representa o declive da curva (ver Figura 3b); e a

constante ‘k’ o valor maximo de y onde a equacao estabiliza (ver Figura 3c).

15 a:l,b=1, k=2

0s a:l ,b=1, k=1

(a) Influéncia da const. ‘a’. (b) Influéncia da const. ‘b’. (c) Influéncia da const.‘k’.

Figura 3 - Influéncia dos parametros da equacao de crescimento na curva de Gompertz.

Baranyi et al. (1993) e Baranyi & Roberts (1994) basearam-se no modelo de Gompertz para criar
um modelo de crescimento bacteriano que representasse a evolucdo de uma bactéria ao longo

do tempo. A Equacao (6) representa este modelo e sera descrita detalhadamente em 2.3.3.

y(t)=Y, +pmaxt+iln(e‘Vt SRR T

max

M+ ! In(e""+e’h°—e""’h°)

1 e Hmax _ 1
wo——In| 1+ (6)
m em( Ymax ’YO)
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Whiting (1995) dividiu os modelos de previsao microbiologica em trés niveis: modelos primarios,
modelos secundarios e modelos terciarios. Os modelos primarios sdo aqueles que descrevem as
alteracdes do numero de células das bactérias ao longo do tempo, sendo o modelo de Baranyi &
Roberts (1994) (Equacado 6) um dos mais utilizados. Os modelos secundarios incluem a relacao
entre o crescimento bacteriano e as condicdes a que a bactéria esta sujeita (como a temperatura,
o ph e a atividade de agua). Considera-se que os modelos terciarios sao aqueles que agrupam os
outros dois modelos.

2.3.3. Modelo de Baranyi e Roberts

Apos ser demonstrada a curva de desenvolvimento de uma bactéria e o modelo matematico que
lhe é semelhante, é possivel encontrar uma relacdo entre eles, mais especificamente definir
como cada variavel da Equacao (6) influencia a curva de crescimento da Figura 1. Essa relacdo

pode ser observada na Figura 4 (Baranyi, 2010).

stationary
phase

A J

t time

Figura 4 - Relacao entre a curva de crecimento e as variaveis do modelo de Baranyi e Roberts
(Baranyi, 2010).
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Na Equacéao (6) sao utilizadas oito variaveis (Grijspeerdt & Vanrolleghem, 1999; Baranyi, 2010):
o y(t) é equivalente a In(x(t)) onde x(t) é o nimero de UFC/g;

ey, €a concentracio inicial de UFC/g (em valor logaritmico) e o seu valor é definido para

cada bactéria na Tabela 13;

*  Vo.a € @ concentracdo maxima de UFC/g (em valor logaritmico) e tal como y, tem o seu

valor definido na Tabela 13;

® e © 0 declive maximo da curva de crescimento, o seu valor esta relacionado com os

fatores intrinsecos e extrinsecos em que a bactéria se desenvolve;

e hy € uma constante definida por hy = —In(,), onde «, € chamado physiological state;

Esta também relacionada com o valor de A, apresentado na Figura 4, em que A = ho ;

Wmax

e m é o parametro que define a curvatura entre a fase exponencial e a fase estacionaria

(Figura 5);

e n, € o parametro que define a curvatura entre a fase inicial e a fase exponencial através

da equacdo n, = “L (Figura 5);

e t ¢ o tempo decorrido desde que comeca a evolucao da bactéria.

Effect
of m
ffect
of ng
(a) Efeito de m. (b) Efeito de n..

Figura 5 - Efeito de parametros selecionados na transicdo entre as fases da curva de

crescimento (Baranyi, 2010).

30



Estado da Arte

2.4. Nota conclusiva

Neste capitulo, foram apresentados os produtos alimentares que serdo considerados nos proximos
capitulos, assim como as bactérias responsaveis pela sua deterioracdo, uma pequena descricao

sobre cada uma delas, e os valores de pH e a,, que correspondem a cada alimento.

Foi também possivel perceber a evolucao e o ponto de situacao referente ao modelo que
representa o crescimento bacteriano, um tema que tem vindo a ser desenvolvido nas Ultimas

décadas e que esta em constante atualizacao.

Na fase final, foi representado o modelo de Baranyi & Roberts (1994) que sera simplificado no

proximo capitulo.
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3. Protétipo experimental

3.1. Introducao

Numa primeira parte deste capitulo, sao determinados os coeficientes que permitem calcular o
declive maximo da curva de crescimento de cada uma das bactérias consideradas no capitulo
anterior. A obtencao destes coeficientes torna possivel a utilizacdo da expressao matematica
simplificada decorrente do modelo de Baranyi & Roberts (1994), uma vez que todas as suas

variaveis ficam assim calculadas.

Com a finalidade de testar a expressao matematica obtida e visualizar as curvas de crescimento
para varias bactérias sujeitas a diferentes ambientes, foi criado um interface grafico a partir da
ferramenta GUI (Graphical User Interfaces) do Matlab. Neste interface, o utilizador seleciona a
bactéria que pretende analisar e os parametros que caracterizam o ambiente onde esta se

encontra, sendo devolvida a curva de crescimento para essas condicoes.

Numa fase posterior do capitulo é descrito o circuito eletronico e o programa que compdéem o
dispositivo que, para além de monitorizar a temperatura e a humidade relativa do ar de um
equipamento de refrigeracdo, também alerta o utilizador quando algum dos alimentos dispostos
nesse equipamento atingiu um nivel de deterioracdo que o torne prejudicial a salde. Para tal,
foi utilizado o microcontrolador PIC16F1716 da MicroChip, juntamente com o sensor AM2302 de

temperatura e humidade relativa da Aosong.

Ao dispositivo, encontra-se também associado um interface grafico, que permite visualizar os
graficos relativos as medicoes efetuadas, assim como dar a oportunidade ao utilizador de

selecionar os alimentos que pretende analisar.

3.2. Simplificacdo do modelo de Baranyi & Roberts

Na seccao 2.3.3 foi descrito o modelo de Baranyi & Roberts (1994) representado na Equacao (6)
constituida por 8 variaveis. Todavia, é possivel simplificar a equacao apds substituicdo de alguns

parametros por valores que tornam o modelo mais exclusivo para os objetivos desta dissertacao.

As variaveis, logaritmo do nimero de UFC/g, y(t), e o tempo, t, sdo obviamente necessarias na
equacao e impossiveis de simplificar. Os valores logaritmicos da concentracao inicial de UFC/g,
Yo, € da concentracdo maxima de UFC/g, y,..., apenas dependem da bactéria a considerar e os
seus valores encontram-se na Tabela 13, logo também se mantém inalterados, assim como o

declive maximo da curva de crescimento, .., cuja formula sera explorada na seccao 3.2.2.
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Tal como ja referido, a constante h,, valor logaritmico do estado fisiolégico, encontra-se
relacionada com o tempo de laténcia (lag). O dispositivo a ser criado tem como principal
finalidade determinar o niUmero de UFC/g em produtos alimentares mantidos num equipamento
de refrigeracao, localizados em areas de restauracdao como cantinas, bares, cafés e restaurantes.
Os equipamentos de congelacao ndo serao considerados uma vez que as bactérias escolhidas para
o estudo deste dispositivo ndao se desenvolvem em ambientes inferiores a -1°C. Quando os
produtos alimentares sdao adquiridos por estes estabelecimentos, existe ja um historico no
crescimento de bactérias que, apesar de tentar ser controlado ao maximo, é inevitavel e quase
impossivel de calcular. Este historico tem inicio na colheita, para o caso de um produto vegetal,
ou abate, no caso de um produto animal, do produto alimentar e é agravado durante a sua
transformacao (se for o caso), transporte e distribuicdo. Durante este periodo, os alimentos sao

sujeitos a diferentes temperaturas que permitem o desenvolvimento de bactéria (ver Figura 6).

Distribution

Transportation b
center P ¥

the consumer

Transportation to
distribution center Transportation to
supermarket
; \ l / R

18 4 Production | / Supermarket display Consumer domestic
warehouse | refrigerator
16 i

14
12 7
10 7

Temperature (°C)
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|

v
o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Time (days)

Figura 6 - Relacao tempo/temperatura para fatias de presunto de peru entre a fase de

producao e o consumidor (Gogou et al., 2014).

Por exemplo, um produto animal comprado numa grande superficie, como um hipermercado, no
momento em que chega as maos do consumidor ja possui um niimero de bactérias que tem vindo
a crescer desde que o animal foi abatido no matadouro. Uma vez que se torna impossivel
controlar este crescimento através de microbiologia preditiva, a aproximacao utilizada sera

considerar o periodo de laténcia (lag) inexistente, isto €, no momento em que o produto comecar
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a ser analisado é considerado que o crescimento comeca de imediato. Deste modo, a constante

hy = 0, uma vez que:

h
xzu—o (7)

Como nao existe laténcia (lag), o parametro que define a curvatura entre a fase inicial e a fase

exponencial, v, também pode ser desprezado, visto que:

n=— (8)

Onde n, = 0.

0 parametro que define a curvatura entre a fase exponencial e a fase estacionaria, m, foi variado
até encontrar o valor para o qual o erro da curva obtida fosse minimo, comparativamente aos
graficos obtidos a partir da ferramenta ComBase Predictor. Dos valores testados, aquele que

proporcionou melhores resultados foi m = 2.

Em resumo, os valores a substituir na Equacao (6) sao:

83 < &
n 1oy
N © o

O que permite simplificar a Equacao (6):

mpmaxtJrlrlmi In(e"’t +efo_g Vo )

1 _ _ vt 1 e 2 -1
y(t)=y,+ umaxt+—ln(e e g™ hf’)—aln 1+ -

max
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e2( Ymax *YO)

l ezlvlrnaxt _l
Apos simplificagdo = y(t) = Y, + Hyal — > In (1+ —j 9)

A Equacao (9) é apresentada como sendo a que vai ser utilizada, durante a dissertacao, para

determinar o crescimento microbiano.

3.2.1. Determinacédo do declive maximo de crescimento

0 declive maximo do crescimento microbiano, p,,.,, representa, na curva de crescimento, como

os fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam o desenvolvimento de uma determinada bactéria.

Existem varios modelos que relacionam o y,,,, com a temperatura, T, com o pH e com a atividade
de agua (a,,). Nesta dissertacao, sera utilizado o modelo proposto por Masana & Baranyi (2000),

apresentado na Equacao (10):

In (Mo ) =8, +8,T +8,pH +ah, +a,T.pH +...
.+aTb, +apHb, +aT*+a,pH* +a)h, > 1

Onde g; sao coeficientes a serem estimados, T e pH sao respetivamente os valores da temperatura
(°C) e do pH (Gibson et al., 1994):

b, =y1-2a, (11)

Calculo dos coeficientes do declive maximo de crescimento (Umax)

Para estimar os coeficientes, foi utilizada a ferramenta online ComBase Predictor (ComBase,
2015) onde é possivel obter o valor do declive maximo, assim como o grafico correspondente,
para uma bactéria que se encontre num ambiente descrito pelos fatores escolhidos. Um exemplo
desta ferramenta pode ser visualizado na Figura 7, onde é analisado o crescimento da bactéria
Aeromonas hydrophila quando se encontra num ambiente a uma temperatura de 20°C, com um
pH igual a 7 e com uma atividade de agua de 0.997. Nestas condicdes, o declive maximo obtido
€ Wnax = 0.433.
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Figura 7 - Exemplo da ferramenta ComBase Predictor para a bactéria Aeromonas hydrophila.

Com este método é possivel estimar os coeficientes a; para cada bactéria. Como exemplo, sera

feita esta estimativa para a bactéria Brochothrix thermosphacta, sendo que para todas as outras

bactérias o procedimento de calculo é semelhante. Para isso, é construida uma tabela com

diferentes valores de temperatura, T, potencial de hidrogénio, pH, e atividade de agua, a,, (e

consequentemente b,,) e é verificado qual é o valor do declive maximo, u,,,,, correspondente

para essas condicoes (Tabela 4).

Tabela 4. Declive maximo para diferentes valores de temperatura, T, potencial de hidrogénio,

pH, e atividade de agua, a,,, para a bactéria Brochothrix thermosphacta.

Input
T [°C] pH aw Hmax
1 5.5 0.95 0.012
1 6.25 0.975 0.027
1 7 0.95 0.011
15 5.5 1 0.132
15 6.25 1 0.247
30 5.5 0.95 0.028
30 6.25 0.95 0.061
30 7 0.95 0.066
30 7 0.975 0.145
30 7 1 0.313
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A partir destes valores é elaborada uma outra tabela (Tabela 5), onde sao apresentados os fatores
de ag;. Esta tabela sera utilizada como uma matriz (matriz A) com 10 linhas e 10 colunas. Uma
outra matriz (matriz B) com 10 linhas e 1 coluna é composta pelos varios valores de In(u,,4,) €

encontra-se também representada na Tabela 5.

Tabela 5. Matriz A e Matriz B para a bactéria Brochothrix thermosphacta, sendo utilizados os

valores base da Tabela 4.

Matriz A Matriz B

T | pH b, T*pH T b, pH*b,, T2 pH? b,? N (Mimax)
1 1 5.5 | 0.223607 5.5 | 0.2236068 | 1.229837388 1 30.25 0.05 -4.42285
1 1| 6.25| 0.158114 | 6.25 | 0.1581139 | 0.988211769 1| 39.0625 | 0.025 -3.61192
1 1 7 | 0.223607 7 | 0.2236068 | 1.565247584 1 49 0.05 -4.50986
1115 5.5 0| 825 0 0 225 30.25 0 -2.02495
1115| 6.25 0| 93.75 0 0 225 | 39.0625 0 -1.39837
11 30 5.5 | 0.223607 165 | 6.7082039 | 1.229837388 900 30.25 0.05 -3.57555
1130| 6.25| 0.223607 | 187.5 | 6.7082039 | 1.397542486 900 | 39.0625 0.05 -2.79688
11 30 7 | 0.223607 210 | 6.7082039 | 1.565247584 900 49 0.05 -2.7181
1130 7| 0.158114 210 | 4.7434165 | 1.106797181 900 49 | 0.025 -1.93102
1130 7 0 210 0 0 900 49 0 -1.16155

As matrizes A e B servirao para calcular os coeficientes aga ay pela resolucao do sistema de

equacoes lineares:

[Alla]=[B]

(12)

Utilizando as matrizes A e B da Tabela 5, fica representado um sistema de 10 equacoes e 10
incognitas, de onde é possivel obter os valores apresentados na Tabela 6. Estes valores sdo uma
estimativa que, quando aplicados na Equacao (10), permitem calcular o valor do declive maximo
para qualquer temperatura, pH e atividade de agua, a que se encontre a bactéria a partir da
qual foi feita a estimativa, neste caso a bactéria Brochothrix thermosphacta. Uma vez que estes
valores sao obtidos a partir de uma estimativa, quando comparados com o Combase Predictor
existe um pequeno erro associado. Na Tabela 7, é apresentado o erro obtido para diferentes
ambientes obtidos aleatoriamente.

Tendo em conta que os valores escolhidos para estimar os coeficientes a;foram aqueles com que
se obtinha um menor erro, foi utilizado o mesmo método para construir a Tabela 8. Nessa tabela

encontram-se os coeficientes estimados para as bactérias apresentadas no capitulo 2.2.2.
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Tabela 6. Valores de g; para a bactéria Brochothrix thermosphacta, sendo utilizados os valores
base da Tabela 4.

a; Valor
do -28.3244
a4 0.0976
a 7.8197
as 8.0746
4 0.0217
Qs -0.1346
s -0.5496
az -0.0051
Qs -0.6221
9 -31.9812

Tabela 7. Erro no calculo de pPmax pela utilizagdo dos valores estimados de a;.

Input Hmax
T [°C] pH a,, Mmax Hmax (estimado) Erro absoluto Erro relativo
4.65 5.7 0.960 0.031 0.0313837 3.837x10* 1.2%
17.00 6.8 0.962 0.129 0.1302418 12.418x10* 1.0%
28.00 6.5 0.990 0.257 0.2611274 41.274x104 1.6%
1.50 6.5 0.990 0.036 0.0360317 0.317x10* 0.1%
1.50 5.8 0.960 0.020 0.0199184 0.816x10* 0.4%
3.50 6.0 0.990 0.051 0.0520164 10.164x10 2.0%
5.40 6.0 0.997 0.074 0.074683 6.83x10* 0.9%
20.00 7.0 0.997 0.323 0.3226309 3.691x10* 0.1%
3.00 5.9 0.960 0.027 0.0271576 1.576x10* 0.6%
10.00 6.8 0.960 0.070 0.0702477 2.477x10* 0.4%
23.00 6.0 0.962 0.114 0.1167338 27.338x10* 2.4%
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Tabela 8. Coeficientes para calcular o declive maximo de crescimento para cada bactéria.

a;
Microrganismo
do (o} az as (o7 ds de ar ds dg

Aeromonas hydrophila -28.0530 | 0.2469 | 7.2505 3.1783 0.0067 | -0.0561 | 1.3009 | -0.0054 | -0.5609 | -125.586
Bacillus cereus -2.7330 | 0.1622 | -0.8614 | 1.5969 | 0.0122 | -0.1831 | 1.2199 | -0.0025 | 0.072 -59.3343
Bacillus licheniformis -29.1238 | 0.4592 | 6.4417 | -12.1128 | -0.0053 | 0.0649 | 2.7058 | -0.0055 | -0.4889 | -54.4646
Bacillus subtilis -20.5091 | 0.2066 | 4.7178 | 2.1808 | 0.0075 | 0.0456 | -1.1555 | -0.0025 | -0.3835 | 19.8195
Clostridium botulinum -32.7539 | 0.4803 | 7.6414 | 26.4667 0 -0.0939 | -1.0452 | -0.0096 | -0.5609 | -163.932
Clostridium perfringens -7.4775 | 0.2831 | 0.0580 | 8.6498 | 0.0068 | 0.1154 | 2.3642 | -0.0042 | -0.0195 | -153.4672
Escherichia coli -20.3231 | 0.4115 | 4.1261 2.2349 | 0.0002 | -0.2249 | -0.0415 | -0.006 | -0.3162 | -31.9882
Listeria monocytogenes -18.2070 | 0.2029 | 3.9028 | 6.0167 | 0.0024 | 0.0408 | -0.1241 | -0.0028 | -0.2886 | -43.1797
Salmonella -12.9739 | 0.3529 | 1.8967 | 6.4026 | -0.0048 | 0.0224 | -0.0118 | -0.0043 | -0.1336 | -62.1296
Shigella flexneri -17.2012 | 0.4993 | 1.7936 | 21.6882 | -0.0044 | 0.3454 | -0.5534 | -0.0065 | -0.1091 | -182.8641
Staphylococcus aureus -18.4275 | 0.3267 | 3.8293 | -4.5893 | 0.0029 | 0.1031 | 0.9995 | -0.005 | -0.3105 | -25.0405
Yersinia enterocolitica -15.3130 | 0.2159 | 3.2613 | 4.7524 | -0.0118 | 0.1356 | 0.438 | -0.0016 | -0.2312 | -93.5564
Brochothrix thermosphacta | -28.3244 | 0.0976 | 7.8197 | 8.0746 | 0.0217 | -0.1346 | -0.5496 | -0.0051 | -0.6221 | -31.9812
Pseudomonas -14.0267 | 0.1571 | 3.2135 | 0.4892 | 0.0005 | -0.0371 | 2.9697 | -0.0021 | -0.2671 | -117.0019
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Com estes valores, foram realizados entre 20 e 60 testes em ambientes aleatorios para cada

bactéria. Os erros relativos obtidos encontram-se descritos na Tabela 9, divididos em:

Erro relativo inferior a 5%, e,<5%;
Erro relativo entre 5% e 10%, 5%<e,<10%;

Erro relativo entre 10% e 15%, 10%<e,<15%;

e Erro relativo superior a 15%, e,>15%.

Os valores apresentados na Tabela 9 correspondem ao nimero (em percentagem) de testes

que se encontram dentro dos limites referidos.

Tabela 9. Erros relativos no calculo de pmax com valores estimados dos coeficientes a;.

) . Erro relativo, e, Numero
Microrganismo total de
er<5% | 5%<e<10% | 10%<e<15% | e>15% testes

Aeromonas hydrophila 45% 23% 7% 25% 60
Bacillus cereus 64% 19% 14% 3% 36
Bacillus licheniformis 62% 24% 10% 5% 21
Bacillus subtilis 100% 0% 0% 0% 21
Clostridium botulinum 86% 10% 5% 0% 21
Clostridium perfringens 95% 5% 0% 0% 20
Escherichia coli 80% 10% 10% 0% 20
Listeria monocytogenes 64% 27% 9% 0% 22
Salmonella 83% 4% 8% 4% 24
Shigella flexneri 86% 5% 10% 0% 21
Staphylococcus aureus 62% 14% 24% 0% 21
Yersinia enterocolitica 76% 14% 5% 5% 21
Brochothrix 100% 0% 0% 0% 21
thermosphacta

Pseudomonas 95% 5% 0% 0% 20

3.3. Montagem do circuito do dispositivo

Para criar um dispositivo capaz de monitorizar a temperatura e humidade relativa, e

também capaz de calcular o log(UFC/g) de diferentes bactérias a partir das medicoes

efetuadas, foi concebido o circuito de teste apresentado na Figura 8.
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Figura 8 - Circuito de teste concebido para monitorizacao da temperatura e humidade

relativa e verificacao do crescimento bacteriano para diferentes bactérias.

Componentes utilizados

O microcontrolador utilizado € um PIC16F1716 de 28 pinos da MicroChip (2014). Este PIC
opera em temperaturas entre -40 to 125°C, o que o torna apto para estar dentro de um
equipamento de refrigeracao, e com uma tensao entre 1.8V a 5.5V, o que permite que possa
ser alimentado com uma pilha. A Tabela 10 descreve as especificacdes técnicas mais

relevantes deste microcontrolador.
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Tabela 10. Especificacbes técnicas do PIC16F1716.

Parametro Valor
Tipo de memoria de programa Flash
Memoria de programa (KB) 14
Portos Entrada/Saida (/0 ports) 25
Velocidade CPU (MIPS) 8

Memoria RAM (KB)

1

Periféricos digitais de comunicacao

1-UART, 1-SPI, 1-12C

Periféricos de Captura/Comparacao (CCP) e de PWM

2 CCP, 2 PWM

Temporizadores

4 x 8-bit, 1 x 16-bit

Conversor Analdgico-Digital (ADC)

17 canais, 10-bit

Conversor Digital-Analdgico (DAC)

1 x 8-bit, 1 x 5-bit

Comparadores 2
Gama de Temperatura (°C) -40 to 125
Gama de tensao de operacao (V) 1.8a5.5
NUmero de pinos 28
XLP Sim
Cap Touch Channels 17

O sensor escolhido € o modelo AM2302 da Aosong. Trata-se de um sensor digital de

temperatura e humidade. Consiste num elemento sensor capacitivo e um termistor do tipo

NTC (Negative Temperature Coefficient) conectados a um microcontrolador de 8-bit. Tal

como o PIC16F1716, opera a uma tensao entre 3.3 V e 5.5 V, e mede humidades relativas

entre 0% e 99.9% e temperaturas entre -40°C e 80°C, com erros maximos de 4% e 0.4°C,

respetivamente (ver Figura 9a e Figura 9b).

0 10 20 30 40 S50 6 70 8 9 100 -20
Relative Humidity (%RH)

(a) Erro da humidade relativa para 25°C.

20 40 60 80
Temperature (‘C)

(b) Erro maximo da temperatura.

Figura 9 - Erros maximos nas medicées de humidade relativa e de temperatura pelo sensor

AM2302.

A comunicacao entre o dispositivo e o interface é feita por USB através de um conversor de

UART para USB de 3.3V.
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A alimentacao do dispositivo é feita através de uma pilha da Tadiran - modelo TL-5903 - com
uma capacidade nominal de 2.4 Ah e uma tensao de 3.6 V, o que permite alimentar todos
os componentes referidos. A escolha desta pilha especifica deve-se ao facto de operar em

temperaturas entre -55°C e 85°C.

Na Figura 10 estao representados os componentes descritos.

Figura 10 - Componentes utilizados no circuito de teste do dispositivo (da esquerda para a
direita: pilha TL-5903, sensor AM2302, conversor de UART para USB).

Descrig¢do do circuito

Com a ferramenta online Scheme-it (Digikey, 2015), desenvolveu-se o circuito em forma de

diagrama para ser mais facilmente analisado (ver Figura 11).
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Figura 11 - Diagrama do circuito de teste.
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Como ja referido, a pilha utilizada fornece ao circuito 3.6 V, sendo este o valor associado a
Vdd que alimenta os diferentes componentes. Os LED’s representados na figura servem como
indicadores da funcédo a decorrer no programa, por exemplo, o LED vermelho, ligado a saida
RC2 do microcontrolador, altera o seu estado (ON/OFF) cada vez que é feita uma leitura.
Ja o LED amarelo, ligado a saida RC1, é ativado para indicar que comecou a comunicacao
com o interface. Para esta comunicacdo ter inicio, € necessario pressionar o botdo
representado por S1 até que o LED fique ativo, procedimento que sera explicado, em
detalhe, juntamente com a explicacdo do programa. E também relevante referir que,
enquanto a comunicacdo entre o PIC e conversor UART para USB é feita através dos
tradicionais pinos TX e RX, na comunicacao entre o sensor de temperatura e humidade e o
microcontrolador é utilizado apenas um pino. O método utilizado é denominado 7-wire ou

single-bus communication.

Comunicagado 1-wire

Este protocolo substitui a utilizacao de 2 pinos para comunicacao e utiliza apenas um pino
como entrada e saida de dados. Para iniciar a comunicacdo, o microcontrolador envia um
sinal de Start composto por um bit ‘O’ que permanece durante 1 ms, seguido de um bit ‘1’
durante 30 ps. Este sinal serve para informar o sensor que pode comecar a enviar dados e,
como tal, o pino do microcontrolador, designado para a ligacdo com o sensor, é definido
como entrada. De modo a saber se o sinal de ‘Start’ foi enviado corretamente, o sensor
envia um bit ‘0’ acompanhado por um bit ‘1’ com a duracao de 80 ps cada. A partir desse
momento, os dados relativos a temperatura e a humidade sao enviados na forma de 40 bits,
divididos em grupos de 8 bits com a seguinte ordem: bits mais significativos da humidade
relativa; bits menos significativos da humidade relativa; bits mais significativos da
temperatura; bits menos significativos da temperatura; soma dos 4 grupos anteriores para
verificar se os dados foram bem enviados. Para um bit ‘1’, o sensor envia um sinal ‘Low’
durante 50 ps, seguido de um sinal ‘High’ durante 70 ps. Caso envie um bit ‘0’, a duracao
do sinal ‘Low’ mantém-se e o sinal ‘High’ apenas dura 26 ps. De modo a simplificar a
transmissao de dados, os valores recebidos estao multiplicados por 10, para evitar a
utilizacdo de casas decimais. Como exemplo, é apresentado um conjunto de bits enviado

pelo sensor na Figura 12:

00000010 00101000 00000001 00011111 01001010

)\ o J
! | |

Humidade relativa Temperatura Soma

Figura 12 - Exemplo 1 de trama de comunicacao enviada pelo sensor.
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Em primeiro lugar, é possivel verificar que os dados foram bem enviados, uma vez que a

soma calculada corresponde aos ultimos 8 bits recebidos:
00000001 + 00011111 + 00000010 + 00101000 = 01001010

Para obter o valor da temperatura em °C e da humidade relativa em percentagem, basta

converter os 16bits correspondentes para decimal e dividir por 10:
00000010 00101000(bin) = 552 (dec) => 55.2%
00000001 00011111 (bin) = 287 (dec) => 28.7°C

Se a temperatura for negativa, o processo € igual, com a diferenca que o bit mais
significativo do byte mais significativo da temperatura é igual a ‘1’. Na Figura 13 é

apresentado um exemplo.

00000010 01110001 10000000 00001001 11111100

I
| |

Humidade relativa Temperatura Soma

Figura 13 - Exemplo 2 de trama de comunicacao enviada pelo sensor.

Apos verificar que o valor da temperatura é negativo devido ao bit mais significativo ser
igual a ‘1’, esse bit é convertido para ‘0’ e os calculos sao feitos do mesmo modo que no

exemplo anterior:

00000010 + 01110001 + 10000000 + 00001001 = 11111100
00000010 01110001 (bin) = 625 (dec) => 62.5%

00000000 00001001 (bin) = 9 (dec) => -9°C

Para perceber melhor o funcionamento deste protocolo, foi utilizado um osciloscopio de
modo a visualizar a comunicacao entre o PIC e o sensor, assim como a verificacdo que

permite ao PIC saber se foi enviado um bit ‘0’ ou ‘1°.

Na Figura 14 é possivel ver o sinal de ‘Start’ enviado pelo PIC (1 ms a baixo e 30 ps a alto) e
a resposta enviada pelo sensor como confirmacgao que foi recebido o sinal enviado (80 ps a
baixo e 80 ps a alto). A Figura 15a representa o envio de dados por parte do sensor que,
como ja foi explicado, difere um bit ‘0’ de um bit ‘1’ pelo tempo que mantém o sinal a alto.
Para que o microcontrolador saiba qual das duas hipoteses foi enviada, cada vez que o sensor
envia um sinal alto, o PIC espera 30 ps e |é o sensor, caso continue alto é porque o sensor

enviou um bit ‘1’, se estiver a baixo é porque enviou um bit ‘0’. As leituras feitas pelo
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microcontrolador estao representadas na Figura 15b com a cor azul (cada alteracao no sinal

representa uma leitura). Esta analise encontra-se pormenorizada na Figura 16.

. P
Tms+30pus

a) Envio do sinal de ‘Start’ pelo PIC. b) Resposta enviada pelo sensor.

Figura 14 - Envio do sinal de ‘Start’ pelo PIC.

’ v 764.0us ® s Hor.MENU
BitO BitO Bit0 Bit1 Bito AMPoSH
.—'—,—*—’1__ Fino

. ' - - ' ~
* (50+26) (50+70): | | 1 | ; p':ﬁ;

: s ps [
#___

| .
@miu®@Seus  OCHI PULSE JOC
a1V 0<2Hz

a) Sinal enviado pelo sensor composto por b) Leitura por parte do PIC que permite
bits ‘1’ e ‘0’. saber qual foi o bit enviado.

Figura 15 - Sinal enviado pelo sensor.

a) Pormenor relativo ao envio de dois bits b) Pormenor relativo ao envio de um bit

‘0. ‘0’ seguido de um bit ‘1’.

Figura 16 - Pormenores dos tipos de dados.
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3.3.1. Programacao do dispositivo

A programacao do microcontrolador utilizado, feita a partir do software MPLAB X, envolve
bastantes variaveis e funcdes. Como tal, a explicacdo do funcionamento do programa é

realizada a partir do fluxograma da Figura 17, que representa as varias etapas do programa.

C inico )
v
[ F

Atribuicdo de

parametros para os
alimentos selecionados

Leitura do sensar

Comunicacdo com o
Interface

Verificagdo do )
crescimento bacteriano

Tempo de espera entre
medigdes

Desativa Ligacs Ativa
igagao

W

Figura 17 - Fluxograma da programacao utilizada no microcontrolador PIC16F1716.

A explicacao deste fluxograma é feita de seguida, estando dividida em topicos com os nomes

correspondentes aos apresentados no fluxograma.
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Inicio

Na Figura 11 foi utilizado um diagrama para representar o circuito de teste, no qual é
possivel visualizar as ligaces entre o microcontrolador e os restantes componentes. A Figura
18 foi retirada do software de programacéo utilizado, onde sdo visiveis os pinos que foram
ativados assim como o nome que lhes corresponde para definir essas ligacoes. Apos serem
atribuidos os pinos de entrada e saida, na fase inicial do programa sao incluidas as

bibliotecas necessarias para a execucao do programa e declaradas as variaveis.

MCLR |1 ® RET
Rao [ 2 RES
Rat [ = [ Rx
Raz [ « [T
Raz [ s REZ
Ras [ & REZ
Ras [ 7 RBE1
VSSERE  MicRocHIR EEL
RATEH S PIC16F1T16 VoD
rae [ 10 vss

Connect ] 11 C7

LED v [ RCE

,_
m
=
i)

B

onewire_pin [

Figura 18 - Atribuicdo de nomes aos pinos definidos como entradas e saidas.

Input

Ao comunicar com o interface, este envia para o programa informacoées acerca dos produtos
alimentares a analisar, como sera explicado na seccdo 3.3.3. Para simplificar a comunicacdo
e o programa em si, foi criada uma variavel - ‘Food’ - de 16bits onde cada bit corresponde
a um produto alimentar. Se esse bit for igual a 1, o produto alimentar correspondente é
analisado. Caso seja igual a 0, o produto alimentar é ignorado, dando indicacao que nao se
encontra no interior do equipamento de refrigeracdo. Para definir qual o produto alimentar
que corresponde a cada bit, foi utilizada a ordem da Tabela 2, sendo o primeiro alimento

associado ao bit mais significativo (ver

Tabela 11).

Tabela 11. Associacdo de cada alimento a um bit da variavel ‘Food’.

2 1 0
Alface Batatas Tomate

Bit 15 14 13 12 (...
Produto Aves | Porco | Vaca | Leite (..

~ |~
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Se, por exemplo, a variavel tiver o valor A42C(hex) = 10100100 00101100 (bin), significa que
os produtos alimentares a analisar sao: carne de aves, carne de vaca, ovos, caranguejo,

peixe fresco e alface.

Atribuicdo de pardmetros para os produtos alimentares selecionados

Apods serem definidos os produtos alimentares, uma base de dados no programa atribui
valores a 4 variaveis que dependem do produto alimentar a analisar (uma vez que é analisado
um produto alimentar de cada vez). Essas variaveis sdo o pH, a a,, e correspondentemente
by, € uma variavel ‘Bact’ que segue o mesmo modelo da variavel ‘Food’, isto é, composta
por 16 bits em que cada bit é associado a uma bactéria. Um bit com o valor ‘1’ representa

que a bactéria associada a esse bit afeta o produto alimentar em causa (ver Tabela 3).

Leitura do Sensor

Como ja indicado, a leitura dos dados do sensor € feita através do protocolo de comunicacdo
1-wire em que o PIC envia um sinal a baixo durante 1 ms, a alto durante 30 ps, aguarda
160 us e comeca a ler os dados enviados pelo sensor. Apds serem recebidos os dados, é feita
a soma dos 4 primeiros bytes e comparada com o quinto byte recebido. Caso o valor seja o
mesmo, os 4 bytes sao atribuidos a duas variaveis - ‘Temp’ e ‘HR’ - tendo em atencao se o

valor da temperatura é positivo ou negativo.

Verificacdo do crescimento bacteriano

Nesta seccao do programa, sao utilizadas as equacdes de pn.x € de y(t) calculadas
anteriormente, para verificar se algum dos produtos alimentares em analise atingiu a dose
infetante de alguma das bactérias nele presente. A explicacao deste excerto do programa

encontra-se no fluxograma representado na Figura 19.

O processo, representado no fluxograma indicado, baseia-se em ciclos encadeados e
operacbes condicionais. O ciclo inicial é repetido 16 vezes em que cada repeticdo
corresponde a analise de um alimento diferente. Depois de ser selecionado um dos
alimentos, é comecado um novo ciclo, que se repete 12 vezes. Esta rotina tem a funcao de
verificar cada uma das bactérias que afetam o alimento em causa. Depois de selecionada
uma das bactérias, sdo atribuidos os parametros que a definem, e comparada a temperatura

medida pelo sensor com a temperatura minima e maxima a que o organismo se desenvolve.
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Se a temperatura estiver dentro dos limites, é calculado y(t) e verificado se houve variacao
da temperatura medida pelo sensor comparativamente a medicao anterior. No caso
afirmativo, o valor de y0 é atualizado com o valor de y(t). Para finalizar, é feita a verificacao
entre o valor de y limite para a bactéria e o valor de y(t) calculado, e caso o limite seja
ultrapassado é ativado o LED de indicacao que o alimento nao se encontra em condicbes de

ser consumida.

Comunicag¢do com o interface via USB

A utilizacdo do conversor UART para USB, permite uma facil comunicacdo entre o
microcontrolador e um interface criado em Matlab, que sera explicado na préxima seccao.
A comunicacao baseia-se apenas em enviar os valores guardados de temperatura e humidade

relativa, e receber a informacao de quais os produtos alimentares a verificar.

O envio de dados por parte do PIC é feito através da escrita pela UART - funcao
EUSART_Write - seguida da rececao de um bit de confirmacao - funcao EUSART_Read.
A rececao de dados é feita do modo oposto: o microcontrolador aguarda que sejam enviados

os dados por parte do interface e de seguida envia um bit de confirmacao.

for i=0; i=16;

jss

for §=0; j12;
Food(ij==1 SR

J#+

Inicio

Bact{j)==1

Atribui pardmetros e
calcula umax

Sim

Yariacdo na Tmin=Temp

Calcula yit)

Tempertura Temp<Tmax

Mao

yit)=ylim
\L Ativa LED

Actualiza valor de t e

iguala v0 a y(t)

Figura 19 - Fluxograma da verificacao do crescimento bacteriano.
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3.4, Interface grafico do utilizador

3.4.1. GUIDE

Na realizacdo desta dissertacao foi indispensavel a utilizacdo do programa Matlab. Este
software tem uma enorme gama de aplicacoes, derivado as inimeras ‘Toolbox’s’ que
abrangem temas desde computacdo numérica até modelos aeroespaciais, passando por

processamento de imagem, som e video, e até simulacbes de redes neuronais.

A ‘Toolbox’ GUIDE (ver Figura 20) tornou possivel a criacao dos interfaces utilizados nesta
dissertacao. Esta ferramenta, tal como o nome indica, permite criar um interface (GUI -
Graphical User Interface) através do qual o utilizador define as entradas e observa as saidas
de um programa correspondente. Para isso dispde de botdes, caixas de texto, tabelas,
menus, entre outros, que o programador pode utilizar para criar o ambiente do interface

(ver Figura 21a).

] untitled.fig - olEN
File Edit View Layout Tools Help

NEH R |26 3H%| P

k -~
=

®

i | =

5

=

&

5 || =x

< >
Tag: figurel Current Point: [331, 34] Position: [520, 499, 437, 301]

Figura 20 - Toolbox GUIDE.

0 método de programacdo é extremamente simples. Para criar o ambiente grafico, o
programador apenas tem que escolher os itens que pretende utilizar e arrasta-los para os
locais desejados. Independentemente do item selecionado, este pode ser configurado a
partir do Property Inspector (ver Figura 21b). Nesta configuracao € definida uma tag que
fica associada ao item e através da qual este é identificado no programa que rege o

interface.
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0 ambiente grafico criado é guardado com a extensao .fig e tem associado um ficheiro .m
no qual é programada a funcdo de cada componente do interface, que pode ser preencher
uma tabela, abrir um outro ficheiro, desenhar um grafico, e muito mais. Para isso, existe
uma funcao ‘Callback’ associada a cada elemento grafico que é chamada quando o utilizador
interage com esse elemento. No programa, as funcdes mais utilizadas sao a funcao get para
ler algo que o utilizador possa ter introduzido, por exemplo num menu pop-up, € a funcao

set para escrever algo num elemento grafico como, por exemplo, uma caixa de texto.

& untitled1.fig = = & Inspector: uicontrol (pushbutton1*.. — &
File Edit View Layout Tools Help
NEH| Ry ¢ [ 4Bk % b + BackgroundColor o) - ~
X 0 100 10 em a0 am a0 am a0 s s 6o 550 A BeingDeleted off
= BusyAction queue i
= o Toude B ButtonDownFen <f 2
® & Edit Text oggle Button CData H [0x0 double array] &
g Callback <4 %automatic &
== ] Opcso 1 ~ Button Group Pop-up Menu 1 v Clipping on -
=] Opgéo 2 CreateFcn = @
— 5] Opgdo 3 hd () Radio Button DeleteFen & s
[T [[] Check Box Enable on o
e o axes DT e = Extent 0010857 1,05]
@ Radio Button [ Check Box FontAngle normal e
] FontName MS Sans Serif &
" Push Button FontSize &0 @
FontUnits points il
FontWeight normal il
+ ForegroundColor S mm
HandleVisibility on d
Tag: figurel Current Point: [648, 95] Position: [727, 943, 650, 287] HitTest on v
(a) Exemplo de itens criados (b) Property Inspector.

Figura 21 - Exemplo de utilizacao da ferramenta GUIDE.

3.4.2. Interface grafico para crescimento bacteriano com

parametros constantes

Depois da determinacao dos coeficientes que caracterizam o declive maximo de crescimento
para cada bactéria (ver Tabela 8), foi criado um cédigo em MatLab que permite ao utilizador
escolher uma bactéria que queira analisar e os fatores relativos ao ambiente em que a
bactéria se encontra (temperatura, pH e atividade de agua). Apos serem introduzidos os
dados, é apresentada a curva de crescimento correspondente, com a possibilidade de a
conferir com a curva apresentada na ferramenta ComBase Predictor. Os varios casos
testados sdo apresentados numa tabela onde é possivel selecionar um, ou mais, desses casos,
e observar novamente o(s) grafico(s) correspondente(s). Juntamente com o grafico, uma vez
que é o objetivo desta dissertacdo, é também exibido o tempo que a bactéria demora a

atingir a dose infetante de UFC/g.

A Figura 22 apresenta o interface criado quando ¢ inicializado, e na Figura 23 apresenta-se
um exemplo dos resultados fornecidos pelo interface durante a analise de diferentes
bactérias e ambientes. Seguidamente, serdo explicadas as funcdes de cada objeto presente

no interface.
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7 Start - oIEN
Reset Run Close
®_,_.—--"'"lem monas hydrophila v ComBase
Check Input
Temp(*C] | _37 PH 46-75 2 D® e \®
1
selection- ____________________________

08
06 ®/
04 \@

0.2

0 0.2 04 0.6 0.8 1
For non constant parameters press:

—/-@)

Lethal dose achieved after: """-—F®

Al “-—-..__® Here

Figura 22 - Interface que permite analisar o crescimento de diferentes bactérias em

diferentes ambientes.

Ao iniciar o programa, € possivel escolher no menu pop-up (® - Figura 22) uma das 14
bactérias apresentadas na seccdo 2.2.2, o que escreve de imediato os limites minimos e
maximos para a temperatura, pH e atividade de agua nas caixas de texto correspondentes
(@ - Figura 22). Apos serem introduzidos os parametros necessarios e pressionado o botao
‘Run’ (® - Figura 22), o modelo de crescimento é apresentado (® - Figura 22) e as
caracteristicas guardadas na caixa de selecao a direita (® - Figura 22). A caixa de texto que
se encontra imediatamente por baixo do grafico (® - Figura 22) mostra o tempo necessario
para a dose infetante ser atingida, assim como o valor dessa dose é mostrado na caixa em
baixo (@ - Figura 22). Ao carregar no botdo ‘ComBase’ (® - Figura 22), é automaticamente

aberta a ferramenta ComBase Predictor na pagina www.Combase.cc (apos serem

introduzidas as credenciais necessarias para aceder a pagina) e também um ficheiro Excel
(ver Figura 24). O utilizador deve copiar os dados apresentados pelo Combase para o grafico
escolhido e introduzi-los nas colunas A e B do ficheiro Excel aberto (para evitar erros no
codigo devem ser copiados 1000 valores, sendo que a maneira mais simples é selecionar na
ferramenta online que o grafico seja apresentado até 900 horas e copiar todos os valores
expostos em ‘Data points’ ). Apos gravar o ficheiro Excel e pressionar o botdo ‘Check Input’
(@- Figura 22), o grafico retirado do ComBase é exposto juntamente com o Ultimo grafico

selecionado.

Para visualizar mais do que um grafico, o utilizador deve carregar na tecla ‘Ctrl’ enquanto

seleciona da lista a direita os graficos pretendidos. No caso de estar mais do que um grafico
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visivel, a caixa de texto da dose infetante e a do limite de UFC/g apresentam varios valores,

sendo o valor mais a esquerda correspondente a situacao mais em cima na lista da direita.

Para finalizar existe o botao ‘Reset’ (@ - Figura 23), que reinicia o interface, e o botao
‘Close’ (@ - Figura 23), que o encerra. No canto inferior direito encontra-se um botao que

sera explicado na préxima seccao.

)| Start - olEN|

Reset Run Close
G/ Clostridium botuinum v \2} Somase
Check In
Temp[*C] 15 pH 65 aw 0.89 put
g Selection: -

Bact:Aeromonas hydrophia Temp=10, pH=6, aw=0.98

4 Bact:Clostridium botulinum Temp=5, pH=5.8, aw=09%

Bact:Clostridium botulinum  Temp=15, pH=5.8, aw=0.99
T p

0 20 40 60 80 100 120 140
For non constant parameters press:
Lethal dose achieved after: 29 18h

AL 4 4 UFClioglg Here

Figura 23 - Exemplo de utilizacao do interface criado.
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com l 15€ Area de Transfer.. I Tipo de Letra T Estilos
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A B c D E F G H 1 )
1 o 3
[ Static | Dynamic ] [ Aw | Nacl] B 1 sm
‘Aeromonas hydrophila v 3 2 3.07
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—— 5 a 313
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- g
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E 2 21 371
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E
Folhal ® <
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Figura 24 - Pagina apresentada e ficheiro de Excel aberto apos ser ativado o botao

‘ComBase’.
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3.4.3. Interface grafico para crescimento bacteriano com

parametros variaveis

Na seccao 3.3.2 foi criado um interface para determinar e prever o crescimento bacteriano
de um conjunto de bactérias em ambientes definidos pelo utilizador. No entanto, ainda ndo
foi referido o caso dos fatores extrinsecos serem alterados durante o crescimento do
microrganismo em questao. Para contemplar esta situacdo, existe um botao ‘Here’ no
interface (®@- Figura 22) que tem a funcao de abrir uma nova janela (ver Figura 25) onde é
possivel verificar como as alteracdes ao ambiente influenciam o crescimento bacteriano.
Este interface é semelhante ao anterior, com a diferenca do botao ‘Factors’ (© - Figura 25)
que abre um ficheiro de Excel onde sao introduzidos os parametros que definem o ambiente
(correspondente variacdo dos parametros extrinsecos) onde a bactéria se encontra, assim

como o tempo durante o qual esses parametros se mantém constantes (® - Figura 26).

A Figura 27 mostra o resultado para o exemplo da Figura 25, que é gerado apds ser premido
o botdo ‘Run’ (@ - Figura 25). Uma vez que a bactéria atingiu a fase de estabilizacdo durante

o terceiro ambiente considerado, o Ultimo caso que teria inicio as 510h é suprimido.

-} Variable_factors = = ﬂ
D
Reset Run / Close
Aerpmenas hydrephila w
O—_
T Faciors

1
08
0.6
0.4
02

D 1 1 1 'l ]

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Lethal dose achieved after:
Al

Figura 25 - Interface alternativo que prevé o crescimento microbiano com mudancas nos

fatores extrinsecos ao longo do tempo.

55



Protétipo Experimental

/a-"s_'_d__ G H ! M o
Factorn
Tirme of change [h} - | | = T
Templic] et == Microrganism - - tHew | OHew | 8o | Bman

o 10 L] LE1 | [FCl
50 15 5 g Avsarmenss Mpdrephila 1 7 A6 £ 0574 1
120 b 5 [ 5] Bacillud coreui ] 34 '] T4 (L] i
510 17 5 0BE Bocillus licheniformiz 13 14 4 Té a7 1
Bacilius sabtilis o M4 43 rE o33 1
T—— I Clestridium botul inum 4 H 5.1 7.5 Q574 1
Clostridivm perfringens % Lrd ] - oEn 1
Escherichia coll i} a2 4.5 75 K 1
Ligterio monocyiogenes 1 40 dd T.5 514 |
Saimonetia 7 40 3.9 7.4 Q573 1
Shigetla flexnerf 15 b1 Fud 7.5 Q571 1
Staahylacoccul el 7.5 ) 4.4 7.5 Q7 i
Fersinia enterecolitico - w A 1 LFT I
Brachathrix 0 w | ss 7| o i

thermasahocta

Pseudhamonas 0 il ] 7.4 0561 1

do tempo.

Variable_factors

Reset Close
Aeromenas hydrophila W
Faclors
8
? b 4
@
5 61 T
T
[}
o
25t 1
il / 1
3 . . . . . .
0 50 100 150 200 250 300 350
t(hours)
Lethal dose achieved after: 136 h
A 5 UFC[log)o

Figura 26 - Excel no qual sao introduzidos os valores de temperatura,

pH e a,, ao longo

Figura 27 - Grafico correspondente ao exemplo da Figura 25.
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3.4.4. Interface do dispositivo

Como anteriormente referido, para que o utilizador possa interagir com o dispositivo foi
criado um interface na ferramenta GUI do Matlab. Este interface sera explicado em detalhe

nesta seccao, iniciado com o ecra de abertura do interface na Figura 28.

<)} Food_analyser

Food Analyser

Porntugués

Reset

e

@/ Hew data

Data being measured

o

- Open archive

Figura 28 - Ecra inicial do interface do dispositivo.

S

P. Pinto, 2015

No canto superior esquerdo da Figura 28 encontra-se um botao de ‘Reset’ (O - Figura 28)

que reinicia todos os valores e graficos do interface, que podem ser vistos mais a frente.

Uma vez que dados importantes podem ser perdidos por carregar acidentalmente neste

botdo, é aberta uma janela de confirmacao (ver Figura 29).

n Reset - ' IEN

Are you sure?
Reset will erase all unsaved data

Reset all

Figura 29 - Confirmacao apos carregar no botao ‘Reset’.
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0 botao no canto superior direito ‘Portugués’ (@ - Figura 28) esta presente nos diferentes
ecras do interface e tem a funcao de traduzir todo o ecra para a Lingua portuguesa. Apos
ser selecionado, a palavra do botao ¢ alterada para ‘English’ e a funcao é traduzir todo o

texto presente nos ecras para Lingua inglesa.

0 menu representado por trés botdes no centro do ecra na Figura 28 permite ao utilizador
escolher entre comecar uma nova analise para novos produtos alimentares ‘New Data’ (® -
Figura 28), sem que seja necessario perder os dados medidos anteriormente, ver os dados
guardados no dispositivo assim como os graficos correspondentes, ‘Data being measured’
(®@- Figura 28), ou ver dados mais antigos que, apesar de ja nao se encontrarem no
dispositivo, foram guardados pelo interface, ‘Open archive’ (® - Figura 28). Caso seja

escolhida a primeira opcao, o ecra apresentado é o que se encontra na Figura 30.

5] New_data - olEN
Food Analyser
Main menu Portugués
®/ o

Food Sakection v

Confirm Delate

F. Pinta, 2015

Figura 30 - Ecra apresentado para selecao de novos alimentos.

Neste ecra, o botao de ‘Reset’ foi substituido por um botao que permite o retorno ao ecra
principal (® - Figura 30). O menu pop-up (@ - Figura 30) permite selecionar quais os
produtos alimentares que o utilizador pretende analisar, isto €, aqueles que se encontram

conservados no interior do equipamento de refrigeracao. Na Figura 31 é apresentado, apds

58



Protétipo Experimental

premir o botao no canto superior direito (® - Figura 30), um exemplo dessa selecao. Ao
serem selecionados, os produtos alimentares sao expostos na caixa a esquerda (@ - Figura
30), sendo possivel retira-los dessa lista usando o cursor para os selecionar. Na caixa a direita
(® - Figura 30), sao apresentados os produtos alimentares que o dispositivo esta a analisar.
Se, por exemplo, algum desses produtos alimentares ja nao se encontrar no interior do
equipamento de refrigeracao e quiser ser eliminado, uma vez que ndo é necessario continuar
a analisar o crescimento bacteriano nesse produto alimentar, basta seleciona-lo e pressionar
0 botao ‘Delete’ (® - Figura 30). Ao carregar em ‘Confirm’ (@ - Figura 30), os produtos
alimentares expostos na caixa da esquerda sao transferidos para a caixa da direita
representando que irdo ser analisados e esta informacao € comunicada ao dispositivo. Os
botdes caracterizados por pontos de interrogacao (® - Figura 30) servem para dar uma

pequena explicacao do que foi aqui descrito.

) New_data = =
Food Analyser
Menu Principal Portugués
Selecao de produtos alimentares W
Carnes——

Aves

Porco

Vaca
Lacticiniog————
Leite

Peixe Fresco Mayonnaise

Ovos

Queijo cremoso

Queijo (Outros)
Pebg————

Atum
Camarao
Caranguejo T
Ostras
Peixe Fresco

———Produtos horticulas—
Alface
Batata W

Confirmar

P. Pinto, 2015

Figura 31 - Ecra apresentado para selecao de novos alimentos.

Ao regressar ao menu principal e selecionando o botao correspondente a analise dos dados
que foram medidos, é aberto o ecra apresentado na Figura 32. Apos premir o botao ‘Connect’
(® - Figura 32), a comunicacao com o dispositivo € realizada e a tabela a esquerda (@ -
Figura 32) é atualizada com os dados retirados do dispositivo. O mesmo acontece com as

caixas relativas aos produtos alimentares e as bactérias (® - Figura 32), que sao preenchidas
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com informacgdes das medicdes que foram efetuadas. Os botdes a direita da area onde irao
ser representados os graficos (® - Figura 32), permitem escolher entre visualizacao do
grafico da temperatura (® - Figura 32), da humidade relativa (® - Figura 32) ou do
crescimento bacteriano (@ - Figura 32), em funcao do tempo. Uma vez que o dispositivo
apenas indica, através de um LED, que algum produto alimentar se deteriorou, a analise
completa é feita nesta seccdo do interface, onde € indicada, apos selecionar algum produto
alimentar, a data em que comecou a ser analisado (em que foi introduzido no equipamento
de refrigeracao) (® - Figura 32) e a data em que as bactérias nele presente atingiram uma
UFC/g superior a dose considerada limite (@ - Figura 32). O bot&o no canto inferior esquerdo
- ‘Save data’ - (© - Figura 32) permite ao utilizador gravar num ficheiro de Excel as medicoes
apresentadas na tabela imediatamente acima do botao. Os dados guardados deste modo
podem ser revistos em qualquer altura, com ou sem o dispositivo ligado por USB, através do
Ultimo botdo do menu principal. A utilizacdo deste segmento do interface sera

exemplificada no capitulo ‘Analise e Discussao de Resultados’.

Food Analyser

Main menu @ (I:. Connect 3 Portugués

Date (h] | Termperature () Relatee Humidity {%)

Maasure start at: Food roblen at:

® i
@ 08 Temparature (3

0Er
Humidity (5

04
5 dt
ave dain ozl Growth @
DI} I]‘2 EIIJ 1] DIB 'II
P. Finio, 2015

Figura 32 - Apresentacao dos dados guardados e os graficos correspondentes.

3.5. Procedimentos de teste

Para testar o dispositivo criado, validar os valores dos parametros extrinsecos medidos,

assim como o interface que permite ao utilizador interagir com o mesmo, foi utilizado o
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datalogger da Lascar Electronics EL-USB-2-LCD+ (ver Figura 33). As funcdes deste dispositivo
sao a medicao da temperatura, da humidade relativa e da temperatura do ponto de orvalho.

Tem a capacidade de medir temperaturas entre -35°C e 80°C e humidades entre 0% e 100%.

O datalogger consiste num equipamento de medicao composto por uma bateria, por um
sensor e por uma saida USB (Universal Serial Bus) para descarregar para o computador os
dados gravados na memoria. O datalogger é acompanhado por um software que permite
configurar o seu funcionamento, desde o tempo desejado para as medicoes, definicao de
temperatura, definicao dos valores dos alarmes de temperatura (maximo e minimo);
ativacao dos alarmes de temperatura; definicao da apresentacao de dados no LCD (Liquid
Crystal Display) durante as medicoes; o procedimento aquando de memoria cheia, ativacao
e definicao dos alarmes de HR (maxima e minima) até a selecdo do momento de inicio da
aquisicao de dados. Na Tabela 12 sdo apresentadas as especificacbes técnicas deste

dispositivo.

Figura 33 - Datalogger da Lascar Electronics EL-USB-2-LCD+.

Tabela 12. Especificacdes do datalogger.

Modelo EL-USB-2-LCD+
Funcao Medicao de temperatura
Medicao de humidade relativa
Medicao de temperatura de ponto de orvalho
Intervalo de Medicbes Temperatura: -35°C a 80°C
Humidade Relativa (HR): O a 100%
Precisio TiPica +0,3°C; +2,0% HR
Maxima +1,5°C; +4,0% HR
Memoria de Leituras 16382
Bateria 3,6V 1/2AA
Vida da Bateria 1 ano

A comparacao feita entre os valores medidos pelo datalogger referido e pelo dispositivo
criado resultou numa diferenca de temperaturas maxima de 1°C e de humidades relativas a

rondar 5%.

61



Protétipo Experimental

Para analisar o desempenho do interface, foram realizadas medi¢ées num frigorifico
doméstico durante alguns dias, que foram mais tarde coletadas e analisadas pelo interface
em questao. De modo a verificar o total desempenho do interface, foi considerado que todos

produtos alimentares se encontravam em analise.

3.6. Nota conclusiva

Neste capitulo foi demonstrado como obter os coeficientes que relacionam os fatores
intrinsecos e extrinsecos com o declive maximo obtido nas curvas de crescimento. Estes
coeficientes permitem ter uma total liberdade na exploracdao de como a variacao da

temperatura, pH e a, do ambiente que envolve a bactéria influenciam o seu crescimento.

A montagem do circuito revelou que é possivel criar um dispositivo semelhante a um
datalogger de temperatura e humidade relativa, com a funcdo acrescida de avisar também
o utilizador quando algum dos produtos alimentares disposto no equipamento de

refrigeracao se encontra deteriorado.
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4. Analise e Discussao de Resultados

4.1. Introducéao

Este capitulo, tal como os anteriores, encontra-se dividido em duas partes: uma seccao dedicada

ao crescimento bacteriano e outra referente ao dispositivo criado.

0 calculo dos coeficientes da equacao de pma permite escrevé-la apenas em funcao dos fatores
intrinsecos e extrinsecos que definem o crescimento de cada bactéria, isto €, em funcdo da
temperatura, pH e atividade de agua. Na seccao 4.2 é utilizada essa equacao para analisar como
estes parametros influenciam o crescimento bacteriano, sendo apresentados os graficos

resultantes de uma aplicacao desenvolvida em Matlab destinada a relacionar estas 4 grandezas.

Numa fase posterior do capitulo, é apresentado um exemplo pratico do interface grafico
desenvolvido, onde sao utilizados os valores medidos pelo datalogger num frigorifico doméstico
durante 118 horas, com o intuito de prever como se desenvolveria cada uma das bactérias

estudadas.

4.2. Influéncia da temperatura, pH e atividade de agua no declive

maximo de crescimento

Sabendo que parametros como a temperatura, a atividade de agua e o pH influenciam a curva
de crescimento bacteriano, é importante verificar como é que o declive maximo atingido no
crescimento de uma bactéria é afetado por estas variaveis. Como nao se encontram graficos que
representem esta relacdo, foi criado um codigo em MatLab que apresenta um grafico
tridimensional destinado a visualizacdo da previsao da variagao dos trés parametros referidos,
assim como o resultado do declive maximo obtido para essa bactéria quando exposta aos fatores
intrinsecos e extrinsecos considerados. Uma vez que apenas é possivel construir graficos até 3
variaveis, e para este caso € necessario verificar alteracdes em 4 parametros, a temperatura e o
pH foram representados nos eixos x e y e o valor de p.x ho eixo z. Para representar como a
variacao de a,, afeta o declive maximo, foi atribuido o menor valor de a,, e construido o grafico.
De seguida, esse valor foi incrementado e apresentado o grafico para o novo valor de a, na
mesma figura, sendo este processo repetido até atingir o valor maximo de a,. Deste modo é
possivel visualizar a alteracao de 4 variaveis no mesmo grafico. Como complemento, foi também
criado um grafico que representa o valor maximo de .« obtido para cada valor de a,, testado, e
onde é apresentado o valor maximo do declive da curva de crescimento para essa bactéria e as

condicdes em que acontece.
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Apesar de todas as bactérias seguirem o mesmo modelo de desenvolvimento, o seu crescimento
pode ser bastante distinto, derivado da alteracao do ambiente onde se encontram. De seguida,
sdo analisadas essas diferencas para as 14 bactérias consideradas neste estudo, acompanhadas

pelos respetivos graficos.
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Aeromonas hydrophila

Na Figura 25, referente a esta bactéria verifica-se que ocorre o tipo de crescimento mais usual
entre as bactérias analisadas. Este crescimento é caracterizado por um ponto maximo de
crescimento para uma temperatura entre 70% e 80% da gama de valores de temperatura em que
a bactéria se desenvolve, um pH usualmente entre 65% e 75% da gama de pH em que se
desenvolve e uma atividade de agua aproximada de 90%. Para a Aeromonas hydrophila, estes
valores sao concretamente 71.4%, 72.4% e 92.3%, respetivamente. A diminuicdao da temperatura
provoca um rapido decréscimo no valor de pmaxassim como a diminuicao do pH e da atividade de

agua ainda que nao tao abrupta. O valor maximo de . atingido é aproximadamente de 0.6.
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Temp(°C)
(@) Relacao entre temperatura, pH, atividade de agua e pinay.
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0.6 max value: umax=0.60732, with: -
< aw=0.998, pH=6.7, Temp=27
@
e 0.4 .
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0.2~ i
L [ [ L L [
00.97 0.975 0.98 0.985 0.99 0.995 1 1.005
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(b) Relacao entre o valor maximo de pn.x € o valor de a,.
Figura 34 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Aeromonas hydrophila.
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Bacillus cereus

0 modo como a temperatura, o pH e a a,, influenciam o crescimento desta bactéria é distinto de

todos os outros observados. Para a Bacillus cereus, o declive maximo é tanto maior quanto maior

for a temperatura e o pH, sendo que para a atividade de agua apenas decresce quando esta

atinge

valores superiores a 0.999, o que numa situacao pratica pode ser desprezado. O declive

maximo do crescimento desta bactéria atinge um valor de 1.8 log(CFU/g)/h, que é o mais alto

de todos os microrganismos avaliados. E também de notar que os valores deste declive sdo

relativamente baixos (cerca de 0.5 log(CFU/g)/h) enquanto a temperatura é inferior a 25°C, o

pH inferior a 5.5 e a a,, menor que 0.97. Um pequeno aumento destes valores provoca um rapido

aumento do declive maximo.

umax

umax
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Temp(°C) pH

(a) Relacao entre temperatura, pH, atividade de agua e pmay.
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(b) Relacao entre o valor maximo de pn.x € o valor de a,.

Figura 35 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Bacillus cereus.
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Bacillus licheniformis

Para esta bactéria, o grafico demonstra uma evolucdo do declive maximo semelhante ao
apresentado para a Aeromonas hydrophila. A principal diferenca entre a bactéria referida
anteriormente e a Bacillus licheniformis é que enquanto o declive maximo da primeira
aumentava até cerca de 73% da gama de valores de temperatura, para a segunda bactéria o valor
de temperatura para o qual pyn.x € maximo equivale ao valor maximo de temperatura no qual a
bactéria se desenvolve (34°C). Os valores de pH e atividade de agua que permitem um valor
maximo de declive sao 6.6 e 0.995, respetivamente, o que equivale a percentagens semelhantes

as da primeira bactéria descrita com valores de 72% e 94%, respetivamente.
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(b) Relacao entre o valor maximo de pn.x € o valor de a,,.
Figura 36 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Bacillus licheniformis.
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Bacillus subtilis

Das 14 bactérias analisadas, esta tem uma propriedade Unica. Ao contrario de todas as outras,
em que o aumento do valor da atividade de agua provoca um aumento no valor de pma, Na
Bacillus subtilis a reacao é oposta. Até ser atingido o valor de a,, de 0.993, o declive maximo da
curva de crescimento decresce com o aumento deste fator, e aumenta entre 0.993 e 1.
Relativamente a temperatura, tal como nos dois casos anteriores, 0o seu aumento provoca um
aumento no declive maximo. Ja o pH provoca um aumento no aumento de p.x até metade da
gama de valores em que a bactéria se desenvolve e uma diminuicao a partir desse valor, com um

ritmo semelhante ao do aumento.
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Figura 37 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Bacillus subtilis.
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Clostridium botulinum

Como foi referido na descricao da bactéria Aeromonas hydrophila, existe uma curva nos graficos
apresentados que se identifica com diferentes bactérias no que diz respeito a influéncia da
temperatura, atividade de agua e pH no valor do declive maximo da curva de crescimento da
bactéria em questao. Clostridium botulinum é um exemplo dessa curva, em que as percentagens
da gama de valores de cada fator, para o qual o valor de pm., € maximo, se encontram dentro
dos valores referidos na bactéria descrita inicialmente - 78%, 70% e 88%, respetivamente para a

gama de valores da temperatura, pH e atividade de agua.
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(b) Relacao entre o valor maximo de pn.x € o valor de a,,.
Figura 38 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Clostridium botulinum.
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Clostridium perfringens

Esta bactéria tem varias particularidades na relacao entre o declive maximo de crescimento e os
fatores intrinsecos e extrinsecos considerados. Iniciando pela temperatura, verifica-se que um
aumento produz um aumento no declive maximo e que este aumento se torna mais acentuado
com a aproximacdo do valor de temperatura para o qual € maximo, 41.5°C. Apos atingir este
valor, a diminuicao do declive provocado pelo aumento da temperatura é feita a um ritmo lento.
0 pH é o principal responsavel pela curva obtida ser distinta das que definem outras bactérias,
uma vez que é usual o aumento do pH provocar um aumento de pn.c cada vez mais acentuado
com a aproximacao ao valor 6timo de pH. Para a Clostridium perfringens, o aumento do pH tem
a mesma influéncia, mas o aumento é aproximadamente constante durante toda a gama de
valores de pH. Consequentemente, o valor de pH que provoca um maior valor de declive maximo
€ também o valor maximo de pH igual a 8. A atividade de agua tem igualmente uma curva
peculiar, uma vez que o seu valor minimo é atribuido a um valor aproximado de p.x de 0.6, que
aumenta com o aumento deste fator até atingir o valor maximo, a,=0.989 e pna=1.24, € a partir

desse ponto diminui até atingir valores proximos de 0.2 quando a atividade de agua tem um valor

unitario.
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(b) Relacao entre o valor maximo de pn.x € o valor de a,,.
Figura 39 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Clostridium perfringens.
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Escherichia coli

A influéncia da temperatura e do pH nesta bactéria é idéntica aos casos ja identificados nas
bactérias Aeromonas hydrophila e Clostridium botulinum, em que as percentagens se encontram
dentro dos limites identificados para este tipo de curva. Para este caso, é atingido o valor maximo
do declive maximo a 76% da gama de valores de temperatura para os quais a bactéria se
desenvolve e 66.7% da mesma margem de valores referente ao pH. O declive maximo desta
bactéria é obtido quando a atividade de agua atinge o seu valor maximo, ay=1, sendo esta a
Unica bactéria em que um aumento do declive maximo esta diretamente relacionado com um

aumento da atividade de agua para toda a sua gama de valores.
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(b) Relacao entre o valor maximo de pma € o valor de a,.
Figura 40 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Escherichia coli.

71



Andlise e Discussdo de Resultados

Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes apresenta uma curva semelhante a da Aeromonas hydrophila, com a
diferenca do valor 6timo de temperatura ser igual ao seu valor maximo (40°C). Os valores de pH
e da atividade de agua, para os quais L. € maximo, sdo respetivamente 6.9 e 0.994, o que,

traduzido em percentagem, equivale a 80% e 90% da gama de valores para cada fator.
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Figura 41 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Listeria monocytogenes.

72



Andlise e Discussdo de Resultados

Salmonella

Esta bactéria é em tudo semelhante a anterior, diferenciando apenas nos valores de declive
maximo em que a Listeria monocytogenes atingia um valor maximo de 0.63 e a Salmonella
ultrapassa o valor 0.93. Este valor é atingido com a temperatura e a atividade de agua a cerca
de 90% da gama de valores respetiva, enquanto o pH 6timo corresponde a um valor na casa dos
70%.
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Figura 42 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Salmonella.
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Shigella flexneri

A curva tracada para a Shigella flexneri apresenta uma relacao direta e constante entre o
aumento da temperatura e o aumento do declive maximo, pma., que atinge o seu valor maximo
quando a temperatura também o atinge o seu, T = 37°C. A variacao do valor de pH do seu valor
minimo para o valor maximo representa uma variacao consideravelmente pequena (cerca de 25%)
no valor de pm.x, 0 que justifica o formato da curva que relaciona esta grandeza com os
parametros ja referidos. A atividade de agua tem uma curva quase simétrica, uma vez que o
valor minimo de pmax € atingido para a,, min, mas também para a,,max, €stando em a,,=0.993 o pico

que define o valor maximo do declive maximo (0.76).
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Figura 43 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Shigella flexneri.
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Staphylococcus aureus

A bactéria Staphylococcus aureus apresenta uma curva que é igualmente descrita por outras
bactérias aqui analisadas. Esta curva é caracterizada por uma temperatura otima igual a
temperatura maxima, um pH 6timo por volta dos 60% do intervalo no qual o pH é considerado, e
uma atividade de agua entre 80% e 90% da gama de valores utilizados. Para este caso especifico,
estas percentagens sao de 67.7% para o pH e de 89% para a atividade de agua, o que juntamente

com a temperatura igual a 30°C resulta num declive maximo igual a 0.58.
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x 0.5
@
=
5 0.4ﬁ i
0.3+ ~
06 [ [ [ [ [ [ [ [ [
.9 0.91 0.92 0.93 0.94 0.95 0.96 0.97 0.98 0.99 1

aw
(b) Relacao entre o valor maximo de pn.x € o valor de a,,.
Figura 44 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Staphylococcus aureus.
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Yersinia enterocolitica

O grafico resultante para esta bactéria é em tudo semelhante ao grafico descrito para a
Staphylococcus aureus e, por isso, nao precisa de ser novamente descrito, com a excecao de uma
pequena alteracao das percentagens da gama de valores utilizados para as quais é maximo o
declive maximo da curva de crescimento, 100% para temperatura (37°C), 64% para o pH (6.2) e
90% para a atividade de agua (0.996). O valor de p,., obtido para estes parametros € igual a 0.66.

-20 8

H
Temp(°C) P

(@) Relacao entre temperatura, pH, atividade de agua € pay-

0.8 T T T T I T T T
0.6~ Mmaxvalue: umax=0.62258, with: i
aw=0.996, pH=6.2, Temp=37
S
g 0.4 .
=}
0.2 .
0 L L L L [ L L L
0.955 0.96 0.965 0.97 0.975 0.98 0.985 0.99 0.995 1

aw
(b) Relacao entre o valor maximo de pn.x € o valor de a,.
Figura 45 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Yersinia enterocolitica.
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Brochothrix thermosphacta

O microrganismo Brochothrix thermosphacta é mais uma das bactérias relacionadas com a
Aeromonas hydrophila, por terem curvas de crescimento de pmax Semelhantes. E no entanto
importante destacar o valor da atividade de agua para o qual o valor de pma.x € maximo, uma vez
que é muito proximo do valor maximo possivel (a,=0.999 sendo o maximo possivel a,=1). Os
valores de temperatura e pH estao ambos perto dos 80% da gama de valores, na qual cada fator

esta definido, e permitem obter um valor maximo do declive maximo de 0.38.

0.4
x f
g 0.2\5
>
5 2 =
. 5 0
pH Temp(°C)
(a) Relacao entre temperatura, pH, atividade de agua e pimay.

05 [ [ [ [ [ [

0.4 max value: umax=0.38374, with: 4
g aw=0.999, pH=6.7, Temp=23.5
e 0.3- .
5

0.2+ *

0.95 0.96 0.97 0.98 0.99 1
aw

(b) Relagao entre o valor maximo de pnay € 0 valor de ay,.
Figura 46 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Brochothrix thermosphacta.
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Pseudomonas

Ja explicita na descricdo do grafico de Staphylococcus aureus, a curva produzida por esta
bactéria dispensa apresentacdes, uma vez que é igual a do microrganismo referido. Tal como
para Yersinia enterocolitica, o declive maximo é maximo quando a temperatura atinge o valor
mais elevado da gama de valores definidos, enquanto o pH ronda os 60% e a atividade é
ligeiramente mais baixa que nas outras bactérias, 82%. O maior valor de pna.x € 0 valor mais baixo

das bactérias analisadas e ¢ igual a 0.28.
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0.3
©
£0.2- .
S §f
0.1- '
28 15 e o . 6
10 5 7
0 8
0 pH
Temp(°C)
(@) Relacao entre temperatura, pH, atividade de agua e pay-
03 [ [ [ [ [ [ [ [
0.5 Max value: umax=0.27746, with: - i
' aw=0.993, pH=6.5, Temp=20
x 0.2+ f
©
IS
S 0.15F |
0.1+ |
0 O L [ L L [ L [ [
' 65.96 0.965 0.97 0.975 0.98 0.985 0.99 0.995 1 1.00¢

aw
(b) Relagao entre o valor maximo de pnay € 0 valor de ay,.
Figura 47 - Influéncia dos fatores intrinsecos e extrinsecos no declive maximo de crescimento

da bactéria Pseudomonas.
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Discussdo de resultados

ApoOs a analise realizada para as 14 bactérias, verifica-se que apesar dos valores de cada fator
considerado - temperatura, pH e atividade de agua - ter valores minimos, maximos e 6timos
distintos entre as varias bactérias, assim como os valores maximos de pmax, algumas das bactérias
podem ser agrupadas tendo em conta a curva que relaciona os 4 parametros identificados e a
relacao entre os fatores intrinsecos e extrinsecos que permite obter o maior valor de pma. Uma
vez que cada fator tem um valor minimo e maximo diferente para cada bactéria, é usada uma
adimensionalizacao obtida através da equacao (13), para tornar mais simples e percetivel a

comparacao entre bactérias, em que a variavel X tanto pode ser a temperatura como o pH.

X  —X_
shopt = —ot "™ %100 (13)
X —X

max min

X

As bactérias Aeromonas hydrophila, Brochothrix thermosphacta, Clostridium botulinum e
Escherichia coli sao caracterizadas por Tyepe= [70%,80%] € pHyope= [65%,80%] € sdo agrupadas numa

categoria.

Outra categoria é composta pelas bactérias em que Tyope=Tmax, iSt0 €, Tyope= 100% € pHyope=
[50%,70%]. Estes casos manifestam-se em bactérias como Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica e Pseudomonas.

A Listeria monocytogenes e a Salmonella sao um dos casos em que ha uma mistura das duas
categorias anteriores. Por um lado, a Tyt € superior a 90%, por outro, o pHyp: tem valores mais
elevados que os considerados na segunda categoria apresentada, pHyepe= [70%,80%]. Um caso
especifico desta categoria é a bactéria Shigella flexneri, que mantém o valor de Typ=100% mas

tem o valor de pHygpe> 90%.
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A bactéria Bacillus cereus € um caso extremo do Gltimo exemplo, uma vez que se verifica Tyope=
PHyopt= 100%. Para além deste microrganismo, também a Clostridium perfringens apresenta um

caso Unico em que Tyon=70%, como na primeira categoria apresentada, mas com pHyoy= 100%.

Relativamente a influéncia da atividade de agua, é usual considerar que um aumento da atividade
de 4gua do ambiente implica um crescimento bacteriano mais rapido (Gaspar et al. 2009). E no
entanto possivel visualizar nos graficos anteriores que com a aproximacao do valor maximo de
ay, essa condicdo é alterada. Com a excecdo da bactéria Bacillus cereus, em que se verifica uma
diminuicdo do declive maximo com o aumento de a,, e da bactéria Escherichia coli, onde se
verifica o aumento até ao valor maximo de ay, nas restantes bactérias o aumento da atividade
de agua provoca um aumento no declive maximo mas so até atingir um determinado valor, a
partir do qual é provocado um decréscimo de pima,. A este valor € chamado ay, o, Na Tabela 13,
adaptada de Gaspar et al. (2009) e ComBase (2015), foram introduzidos os valores obtidos no
estudo feito durante esta dissertacao relativamente ao crescimento microbiano. Nessa tabela
sdo apresentados os valores minimos, maximos e 6timos da temperatura, pH e atividade de agua,
para os quais a bactéria se desenvolve, assim como a UFC/g inicial, final e infetante para cada

microrganismo.
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Tabela 13. Parametros minimos, maximos e 6timos para o crescimento bacteriano.

. _ |7 T C_o!é_nia . Colonia Co.lém'a
Microrganismo [Jgr]‘ [o"c"i [o’"caj‘ PHmin | PHopt | PHmax | Gwmin | Qwopt | Gwmax Hmax, opt inicial | infectante final

[UFC/g] [UFC/g] [UFC/g]
Aeromonas hydrophila 2 27 37 4.6 6.7 7.5 0.974 | 0.998 1 0.60732 10° >10° 107-%°
Bacillus cereus 5 34 34 4.9 7.4 7.4 0.94 | 0.999 1 1.8394 10 >10° 107-61
Bacillus licheniformis 13 34 34 4 6.6 7.6 0.907 | 0.995 1 1.5689 103 >10° 107-83
Bacillus subtilis 10 34 34 4.3 6.1 7.8 0.933 | 0.933 1 1.1780 10 >10° 107-8
Clostridium botulinum 4 24.5 30 5.1 6.8 7.5 0.974 | 0.997 1 0.75511 100 >104 10704
Clostridium perfringens 15 | 41.5 | 52 5.0 8.0 8.0 0.971 | 0.989 1 1.24150 10" >100 107-¢1
Escherichia coli 10 | 34.5 42 4.5 6.5 7.5 0.961 1 1 1.26770 102 >10° 1087
Listeria monocytogenes 1 40 40 4.4 6.9 7.5 0.934 | 0.994 1 0.63606 10" >10? 10832
Salmonella 7 37.5 40 3.9 6.4 7.4 0.973 | 0.997 1 0.93591 10?2 >10° 10832
Shigella flexneri 15 37 37 5.5 7.3 7.5 0.971 | 0.993 1 0.76419 100 >10? 10878
Staphylococcus aureus 7.5 | 30 30 4.4 6.5 7.5 0.907 | 0.99 1 0.58302 10" >10° 1080
Yersinia enterocolitica -1 37 37 4.4 6.2 7.2 0.957 | 0.996 1 0.662258 102 >107 1083
Brochothrix thermosphacta 0 23.5 30 5.5 6.7 7.0 0.95 | 0.999 1 0.38374 102 >107 107-83
Pseudomonas 0 20 20 5.0 6.5 7.4 0.961 | 0.993 1 0.27746 102 >107 10826
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4.3. Testes a temperatura de refrigeracao

Medicoes efetuadas

Como descrito na seccao 3.5, foi utilizado o datalogger EL-USB-2-LCD+ para armazenar dados
referentes a medicdo da temperatura e da humidade relativa do ar num frigorifico
doméstico. O estudo foi realizado durante 118 horas, com aquisicao de dados a cada 5
minutos. Com o software disponibilizado pela Lascar Electronics, juntamente com o
datalogger, foram recolhidos os dados guardados no datalogger referentes as medicoes da
temperatura e da humidade relativa, assim como a data em que foi realizada cada medicao

e exportados para um ficheiro Excel.

Os dados obtidos sao apresentados na Erro! A origem da referéncia nao foi encontrada.,
onde é utilizado o interface grafico criado para ler os valores guardados e construir os
graficos correspondentes (ver Figura 49). Ao interface grafico apresentado na seccao 3.4.4,
foi acrescentado um botao no canto inferior direito que permite ao utilizador abrir numa
nova janela o grafico apresentado no interface e analisa-lo com maior pormenor, como é

apresentado na Figura 50.

)] Graphics = =
Main menu Connect Portugués
Date Time (h) | Temperature (°C) Relative Humidity (%
160820152, 0 205 &8 - Heat
Poultry
16/08/20152... 0.08 16 375 Pork
16/08/20152... 0.17 13 43 Beef
16/09/20152... 0.25 1 48 ~Dairy product
Mill hd hd
16/08/20152... 0.33 10 53
16/09/2015 2... 0.42 9 56.5 Measure start at: Food rotten at:
16/09/20152.. 05 85 59.5
16/09/20152... 0.58 8 615
16/09/20152... 0.67 7.5 64
16/08/2015 2... 0.75 75 655
16/09/20152... 0.83 75 67 1 T .
16/09/20152... 0.92 75 685 emperature
16/09/20152.. 1 7 70 0.8
16/09/20152... 1.08 7 715 L
1BMAZNIED 11T 7 AT5 M 06 Humidity
< > :
04
Growth
Save data
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Full Graph
0 \ \ \ \ )
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
P. Pinto, 2015

Figura 48 - Leitura das medicdes efetuadas pelo datalogger.
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Figura 49 - Graficos referentes a temperatura e a humidade relativa medidos num

frigorifico doméstico.
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(b) Maximizacao do grafico da humidade relativa.

Figura 50 - Figuras apresentadas ao premir o botao ‘Full Graph’ do interface.
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Crescimento microbiano

Com o objetivo de testar o interface grafico criado e analisar o crescimento bacteriano nos
produtos alimentares que este dispositivo tem capacidade de avaliar, foi simulado que todos
esses produtos tenham estado presentes no frigorifico enquanto as medicdes de temperatura
e humidade foram feitas. Uma vez que os testes realizados duraram apenas 118h, o que
equivale a pouco menos de 5 dias, a maioria das bactérias nao atingiu a fase de
estabilizacdo, o que ndo permite visualizar o grafico completo do seu crescimento. Para
fazer uma analise completa das curvas de crescimento obtidas, foram acrescentados mais 7
dias de medicoes, considerando que a temperatura e a humidade se mantivessem iguais
durante este periodo de tempo. Para analisar como se desenvolvem algumas bactérias nos
ambientes estudados, sao apresentados alguns exemplos de resultados obtidos no interface

em questao.

Andlise da deterioracdo de carne de porco num frigorifico doméstico

Na Figura 51 é apresentado como exemplo o desenvolvimento da bactéria Aeromonas

hydrophila em carne de porco quando sujeita as temperaturas apresentadas anteriormente.

Food:

Meat-
Poultry
Pork

Beef
Dairy product-
Milk

s Bacteria:

N Aeromenas hydrophila
Bacillus cereus

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Shigella flexneri

v 'Yersinia enterocolitica

Measure start at: Food rotten at:

16/09/2015 22:36:30 189/0%/2015 04:01:30

Temperature

Humidity

Growth

Full Graph

0 50 100 150 200 250 300 350
Time(h) P. Pinto, 2015

Figura 51 - Crescimento de Aeromonas hydrophila em carne de porco.

A representacao grafica mostra como a bactéria se desenvolve, sendo também exibido a
vermelho o valor limite para o qual o nimero de bactérias se torna prejudicial a saide. Este

valor é atingido cerca de 50h depois da carne ter sido introduzida no frigorifico, o que
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equivale a prever que cerca de 2 dias depois se torna imprépria para consumo devido a

presenca desta bactéria.

Apesar desta bactéria ser responsavel pela deterioracao do alimento em causa passadas 50h,
nao significa que este se encontre contaminado por todas as bactérias que lhe sao
associadas. Na Figura 52 e Figura 53, sdo ilustrados dois exemplos em que as bactérias ndo
atingem as suas doses infetantes no periodo de tempo considerado. No primeiro caso, para
a bactéria Staphylococcus aureus as condicoes em que se encontra permitem o seu
crescimento, mas nao a um ritmo suficiente para atingir a dose infetante durante 300h. Para
a bactéria Shigella flexneri, o seu crescimento é nulo, uma vez que a temperatura nao é
suficiente para que se desenvolva. Na Figura 54 é representada a curva de crescimento da
bactéria Bacillus cereus que, apesar de atingir o valor que a torna prejudicial, demora mais

tempo do que a Aeromonas hydrophila.

Food:

hieat
Poultry
Pork

Beef
Dairy product
Milk

Bacteria:
\Aeromenas hydrephila
Bacilus cereus

Listeria monocytogenes
Staphylococcus
Shigella flexneri
[Yersinia enterocolitica

Measure start at:

16/09/2015 22:36:30

Food rotten at:

Figura 52 - Crescimento de Staphylococcus aureus em carne de porco.
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P. Pinto, 2015
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Figura 53 - Crescimento de Shigella flexneri em carne de porco.
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Figura 54 - Crescimento de Bacillus cereus em carne de porco.
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Andlise da deterioracdo de peixe fresco num frigorifico doméstico

A mesma analise feita para carne de porco foi também realizada para peixe fresco e

analisadas algumas das bactérias que se podem desenvolver nesse alimento.

Na Figura 55 esta representado o crescimento da bactéria Listeria monocytogenes, que
atinge o seu valor infetante cerca de 100h depois de comecar a ser analisada e torna o peixe

prejudicial a salde.

Fish ~ » | |Bacteria: ~
Tuna * Aeromonas hydrophila
Shrimp Bacillus cereus
Crab Listeria monocytogenes
Oyster Staphylococcus aureus
Hake "f'ersinia enterocolitica
——Wegetables— v Pseudomonas v
Measure start at: Food rotten at:
16/09/2015 22:36:30 21/09/2015 08:26:30

Temperature
Humidity
Growth
1 : : : : : : Full Graph
0 50 100 150 200 250 300 350
TTITE) P. Pinto, 2015

Figura 55 - Crescimento de Listeria monocytogenes em peixe fresco.

Para a Figura 56 foi escolhida a bactéria Bacillus cereus, tal como para a carne de porco,
para demonstrar como o crescimento da mesma bactéria, sujeita a mesma temperatura,
pode ser bastante diferente por se encontrar em alimentos diferentes. Para a carne de
porco, esta bactéria demorou cerca de 170h a atingir o valor infetante (igual a 5 log(UFC/g)),
no entanto, quando analisada em peixe fresco, demora cerca de 250h a atingir apenas 3
log(CFU/g). Este efeito é compreendido depois de analisar a diferenca do valor de atividade
de agua para estes dois alimentos e a influéncia que a variacao deste parametro intrinseco

tem no crescimento da bactéria (ver seccao 4.2).
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Figura 56 - Crescimento de Bacillus cereus em peixe fresco.

Andlise da deterioracdo de ovos num frigorifico doméstico

A andlise de ovos é representada pela Unica das bactérias analisadas que se desenvolve neste
alimento para as temperaturas medidas, Staphylococcus aureus. Na Figura 57 é apresentado
o crescimento dessa bactéria que nao atinge, apos 300h, a dose suficiente para deteriorar

o alimento em causa.
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Figura 57 - Crescimento de Staphylococcus aureus em ovos.
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4.4, Nota conclusiva

A utilizacdo das formulas deduzidas nos capitulos anteriores, assim como os testes
efetuados, permitiram analisar como é influenciado o crescimento bacteriano pelos fatores
intrinsecos e extrinsecos do ambiente onde a bactéria se encontra. Esta analise permitiu
avaliar como cada bactéria reage a alteracao da temperatura, atividade de agua e pH, tirar
conclusoes sobre a sua curva de crescimento e concluir que as 14 bactérias estudadas podem
ser divididas entre varios grupos caracterizados pelo modo como o declive maximo de

crescimento é influenciado pelos fatores descritos.

0 interface grafico criado verificou-se Gtil na comparacao do crescimento microbiano entre
varios alimentos e entre varias bactérias. Apos ter sido testado, a conclusao a tirar € que
este dispositivo, juntamente com o interface grafico referido, tem a capacidade de
contribuir para a diminuicdo do desperdicio alimentar, uma vez que as entidades
responsaveis por areas de restauracdo tém uma melhor nocdo da qualidade dos produtos
gue possuem nos equipamentos de refrigeracao, a partir do controlo do niUmero UFC/g das

diferentes bactérias presentes em cada alimento.
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5. Conclusoes

5.1. Consideracdes gerais

Ao analisar as causas responsaveis pelo desperdicio alimentar, assim como os valores
estimados de comida desperdicada, existe interesse em desenvolver métodos,
procedimentos, tecnologias que possam ser colocadas ao servico da populacdao para
combater este flagelo. A quantidade de comida desperdicada, devido a sua deterioracao,
foi um incentivo para criar um dispositivo capaz de prever quando um alimento se torna

improprio para consumo.

Nesta dissertacao foi construido um dispositivo que pretende suplantar os dataloggers de
temperatura e humidade relativa ja existentes no mercado destinados a monitorizacdao
destas grandezas em equipamentos de refrigeracao onde se encontram produtos
alimentares, com o objetivo de avaliar e controlar a seguranca alimentar. Estes dispositivos,
como, por exemplo, o datalogger da Lascar Electronics EL-USB-2-LCD+, sao usados muitas
vezes para a medicdo de temperatura e humidade relativa do ar no interior dos
equipamentos de refrigeracao, limitando-se a adquirir os dados referentes a estas
grandezas, que podem posteriormente ser analisados pelo utilizador a partir de um interface
grafico. Ora, o objetivo desta dissertacdao consiste no desenvolvimento de um dispositivo
semelhante, mas com a funcao adicional de calcular o crescimento microbiano para diversas
bactérias, sendo projetado um circuito equivalente aos dos modelos que se encontram no

mercado, com uma alteracao na programacao do microcontrolador.

Para atribuir ao dispositivo a funcdo desejada, foi necessario determinar a equacao que
permitisse obter o valor de unidades formadoras de colonias por grama, para cada bactéria,
a partir dos valores de temperatura e humidade relativa, adquiridos pelo sensor presente
no dispositivo. Para tal foi utilizado o modelo de Baranyi & Roberts (1994) e a ferramenta
online ComBase Predictor, que permitiram estimar os coeficientes para cada uma das
bactérias estudadas. Sem o desenvolvimento desta equacao simplificada, e a obtencdo dos
coeficientes que a caracterizam, nao seria possivel tornar real o objetivo desta dissertacao,
isto é, um dispositivo, ndo s6 com a capacidade de medir a temperatura e a humidade
relativa do ar num equipamento de refrigeracao, mas também o aviso ao utilizador que um
dos alimentos presentes no equipamento contém ja um numero de UFC/g que o torna

impréprio para consumo com potencial prejuizo a saude.

A determinacao da formula que relaciona o declive maximo de crescimento com os fatores
intrinsecos e extrinsecos, tornou possivel entender e analisar como estes parametros

influenciam o crescimento de cada bactéria. Para isso foram criados graficos tridimensionais
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que representam essa influéncia. A criacdo destes graficos é um aspeto extremamente
relevante nesta dissertacdo, uma vez que permite visualizar a influéncia de todos os
parametros num so6 grafico, algo que até ao momento nao tinha sido devidamente explanado

em publicacdes de cariz cientifico.

Todos os elementos referidos anteriormente tornaram possivel a construcao do dispositivo,
que tem ainda uma grande margem de progressao, mas que ja apresenta resultados positivos
e admissiveis na monitorizacao da temperatura e humidade relativa e na determinacao do
crescimento das bactéricas selecionadas, sendo os interfaces graficos criados de facil

utilizacao e grande versatilidade.

5.2. Consideracdes especificas

Para o capitulo ‘Estado da Arte’, foi feita uma pesquisa sobre os sintomas provocados pela
ingestao de cada uma das bactérias consideradas, assim como o pH e a atividade de agua
dos alimentos que viriam a ser analisados pelo dispositivo criado. No mesmo capitulo, foi
também investigado qual o modelo mais utilizado para caracterizar a curva de crescimento
bacteriano, concluindo que o modelo de Baranyi & Roberts (1994) é aquele que o descreve

com maior detalhe e maior precisao.

No capitulo 3 - ‘Protétipo experimental’ - foram utilizadas as informacdes obtidas na seccao
anterior para determinar um modelo de crescimento que determinasse o nUmero de
unidades formadoras de colonias, de uma determinada bactéria, em funcao dos valores de
temperatura, humidade relativa e atividade de agua. Com coeficientes estimados através
da ferramenta Combase, foi obtida uma equacao capaz de representar a curva de
crescimento pretendida. Uma grande vantagem na obtencao desta equacao reside na
construcdo do grafico tridimensional que representa a relacdo entre os 4 parametros
referidos - declive maximo de crescimento, temperatura, humidade relativa e atividade de

agua.

A montagem do dispositivo foi feita com base num microcontrolador PIC, programado para
adquirir os valores de temperatura e humidade relativa do ar, através de um sensor indicado
para este efeito, e calcular o logaritmo de unidades formadoras de colonias de bactérias por
grama que estejam presentes nos alimentos previamente selecionados. Para fazer esta
selecao e visualizar os valores medidos pelo sensor, assim como os graficos que representam
0 crescimento bacteriano nos produtos alimentares selecionados, foi desenvolvido um

interface grafico na ferramenta GUIDE do Matlab.
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5.3. Sugestdes de trabalhos futuros

Com o terminar da dissertacao, foram verificados varios aspetos que podem ser melhorados
no futuro. Relativamente a programacao do dispositivo, tanto o programa criado para o
microcontrolador PIC utilizado, como aquele que controla o interface grafico, podem ser

otimizados para minimizar o tempo de processamento.

Num futuro proximo, é pretendido melhorar o circuito do dispositivo ao acrescentar uma
memoria externa capaz de guardar um maior nimero de dados adquiridos, assim como um
modulo RTC (Real Time Clock) que permite guardar a hora exata a que foi feita cada

medicao.

E também ambicionado criar, a partir de um software de modelagem 3D, o exterior para o

dispositivo, de modo a té-lo totalmente funcional e eventualmente torna-lo comercializavel.

E desejado criar o dispositivo em 3 modelos diferentes, embora todos tenham o mesmo
proposito e a mesma estrutura. O dispositivo criado com esta dissertacao é considerado o
modelo base que avisa o utilizador da deterioracao alimentar apenas a partir de um LED,
sendo necessario aceder ao interface grafico para verificar qual dos alimentos provocou a
ativacao do LED. O segundo modelo é semelhante ao primeiro, com a adicao de um display
no dispositivo onde ndo s6 aparece o nome do produto alimentar no qual alguma bactéria
atingiu a dose infetante, como também permite ao utilizador selecionar os alimentos a
analisar. Para este modelo, o interface mantém-se, uma vez que € necessario visualizar os
valores das medicGes, assim como as curvas de crescimento para cada bactéria. O terceiro
modelo, apesar de ser utilizado com o mesmo proposito dos anteriores, tem uma grande
diferenca em relacao ao primeiro e ao segundo, uma vez que nao necessita de ligacao por
USB para comunicar com o interface. Neste dispositivo sera incorporado um moédulo radio
que, através de comunicagédo wireless, envia os valores de temperatura e humidade relativa
adquiridos para um servidor online, onde serao analisados e associados aos diferentes
produtos alimentares em estudo. Esta funcdo nao so permite que o dispositivo nunca tenha
que ser retirado do equipamento de refrigeracao para serem selecionados novos alimentos,
como torna possivel ao utilizador ver as medices e as curvas de crescimento bacteriano em

tempo real.

A nivel do estudo de bactérias, é suposto atualizar o dispositivo com mais alimentos e
bactérias. Para testar se o crescimento de cada microrganismo se encontra em conformidade
com a realidade, é pretendido solicitar o apoio de um laboratorio que tenha capacidades de
estudar biologicamente o desenvolvimento das bactérias em diferentes produtos
alimentares, de modo a comparar esses resultados com aqueles calculados. Esta comparacao
ira permitir analisar erros e alterar os coeficientes de modo a melhorar o desempenho do

dispositivo.
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