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RESUMO 

Neste  t raba lho  são  apresen tados  es tudos  e  ap l i cações  de  um 
mode lo  es ta t í s t i co  para  ava l ia r  o  c resc imento  e  in ib ição  de  
m ic ro rgan ismos  pa togên icos  pe los  metabó l i t os  exógenos  
p resen tes  nos  sobrenadantes  do  cu l t i vo  de  bac té r ias  ác ido- lá t i cas .  
O  t raba lho  envo lveu  a  in te ração  en t re  d i fe ren tes  á reas  do  
conhec imento ,  b io tecno log ia ,  matemát ica  e  es ta t í s t i ca ,  com ma io r  
foco  na  metodo log ia  de  aná l i se  do  c resc imento  m ic rob iano  com a  
u t i l i zação  de  s is temas  computac iona is  cu jo  ob je t i vo  é  s imu la r  as  
dec isões  p red i tas  que  poderão   se r  tomadas  por  espec ia l i s tas  em 
processo  b io tecno lóg icos .  São  apresen tados  os  métodos  de  
de f in ição  do  p rob lema,  mode lagem qua l i t a t i va  e  quan t i ta t i va ,  e  
ava l iação .  Os  es tudos  de  mode lagem e  ava l iação  fo ram rea l i zados  
com o  aux í l i o  de  uma par te  exper imenta l  desde  a  inocu lação  a té  a  
con tagem dos  m ic ro rgan ismos .  São  apresen tados  como resu l tados  
a  rede  Bayes iana  cons t ru ída  sobre  os  dados  ob t idos  e  um mode lo  
que  de te rm ina  a  p robab i l i dade  de  sobrev ivênc ia  de  
m ic ro rgan ismos  pa togên icos  em d i fe ren tes  cond ições  de  a t i v idade  
de  água ,  pH,  tempera tu ra  e  concen t ração  de  in ib idores  em função  
do  tempo,  para  a  ap l i cação  das  técn icas  es ta t í s t i cas  de  aná l i se  de  
sobrev ivênc ia  e  o  emprego  de  redes  Bayes ianas  para  in fe rênc ia  
dos  resu l tados ,  v i sando  es t imação  e /ou  p red ição  da  v ida  de  
p ra te le i ra  e   a  segurança  dos  a l imentos .   
 

Palavras-chave:  Microb io log ia  p red i t i va .  Mode lagem es ta t í s t i ca .  

Redes  Bayes ianas .  Aná l i se  de  sobrev ivênc ia .   
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ABSTRACT 

In this work are presented  studies and application of statist ical model 

for evaluate the growth and inhibit ion of pathogenic microorganisms by 

exogen metabolits presented in broth of lat ic acid bacteria. The work 

involved the interaction between different areas of knowledge, 

biotechnology, mathematics and statist ics, with bigger focus in the 

methodology of analysis of microrganism growth using computational 

systems whose  ob jec t i ve  i s  to  s imu la te  the  p red ic ted  dec is ions  tha t  

they  cou ld  be  taken  by  b io techno log ica l  spec ia l i s t s  in  p rocess . The  

methods  o f  p rob lem de f in i t i on ,  qua l i t a t i ve  and  quan t i ta t i ve  

mode l ing ,  and  eva lua t ion  a re  p resen ted . The  s tud ies  o f  mode l ing  

and  eva lua t ion  had  been  car r ied  th rough  w i th  the  a id  o f  an  

exper imenta l  par t  s ince  the  inocu la t ion  un t i l  t he  coun t ing  o f  the   

microorganism. They  a re  p resen ted  as  resu l ted  the  Bayesian net  

cons t ruc ted  on  the  go t ten  da ta  and  a  mode l  tha t  de te rm ines  the  

p robab i l i t y  o f  su rv iva l  o f  pa thogen ic  microorganism in  d i f fe ren t  

cond i t ions  o f  wa te r  ac t i v i t y ,  i nh ib i to r  pH,  tempera tu re  and  

concen t ra t ion  in  func t ion  o f  the  t ime,  fo r  the  techn ique  s ta t i s t i cs  o f  

ana lys is  o f  su rv iva l  w i th  Bayes ian  approach ,  a im ing  es t imat ion  

and /o r  p red ic t  the  she l f  l i f e  and  sa fe ty  o f  Food . 

 

Keywords :  Predict ive microbiology. Statist ics modeling. Bayesians 
nets. Survival analysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

Em es tudos  rea l i zados  sobre  o  e fe i to  e  o  modo de  ação  das  

subs tânc ias  com propr iedades  an t im ic rob ianas  p resen tes  nos  

a l imentos  ou  ad ic ionadas  duran te  o  p rocesso  de  fabr i cação ,  pode-

se  perceber  que  o  compor tamento  dos  m ic ro rgan ismos  é ,  também,  

de te rm inado  pe las  carac te r í s t i cas  espec í f i cas  do  me io  (por  

exemplo :  a t i v idade  de  água ,  tempera tu ra  e  pH)  e ,  por  aque las  

ine ren tes  ao  e fe i to  bac te r i c ida  das  cu l tu ras  ad ic ionadas .  As  

bac té r ias  ác ido- lá t i cas  (BAL)  são  exemplos  des tas  cu l tu ras  que ,  

a lém de  possu í rem carac te r í s t i cas  sensor ia is ,  pe rm i tem uma ma io r  

conservação  dos  a l imentos  podendo,  a inda ,  se r  usadas  como 

prob ió t i cos .  Ou se ja ,  bac té r ias  v ivas  con t idas  nos  a l imentos  e  

que ,  após  a  inges tão ,  exercem e fe i tos  bené f i cos  ao  hospede i ro .  

Os  m ic ro rgan ismos  ma is  comuns  encon t rados  nos  a l imentos  como 

prob ió t i cos  são  os  lac tobac i los  e  as  b i f idobac té r ias  (CEBECI ;  

GUARAKAN,  2003) .  Para  que  o  p rob ió t i co  p roduza  bene f í c ios  

te rapêu t i cos ,  é  recomendado que  o  a l imento  tenha ,  

aprox imadamente ,  10 6  m ic ro rgan ismos  v ivos  por  g  ou  mL do  

p rodu to  no  momento  do  consumo (SHAH,  2000) .  

As  BAL são  carac te r i zadas  como Gram pos i t i vas ,  não  

esporu lan tes  e ,  norma lmente ,  não-móve is ,  que  p roduzem ác ido  

lá t i co  como o  ma io r  ou  o  ún ico  p rodu to  de  fe rmentação  da  g l i cose .  

Crescem anaerob icamente ,  porém,  a  ma io r ia ,  não  é  sens íve l  ao  O 2  

e  podem c rescer  tan to  em sua  p resença  quan to  em sua  ausênc ia ,  

sendo ,  en tão ,  denominados  anaerób ios  aero to le ran tes  (BROCK e t  

a l . ,  1994) .  

O  acompanhamento  do  p rocesso  evo lu t i vo  m ic rob iano  é ,  

também,  mot ivo  de  mu i tas  pesqu isas  na  á rea  de  B io tecno log ia ,  

sendo ,  a  ma io r ia ,  fundamentada  em mode los  matemát icos  

baseados  nas  le is  das  p robab i l i dades ,  p rocurando  paramet r i za r  a  
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seqüênc ia  de  iden t i f i cação ,  i so lamento  e  quan t i f i cação  da  

a t i v idade  in ib idora  da  bac te r ioc ina  em d i fe ren tes  cond ições  f í s i co -

qu ím icas  e  amb ien ta is .   

Um dos  ob je tos  des te  es tudo  é  a  aná l i se  de  sobrev ivênc ia ,  a  

qua l  par te  do  p r inc íp io  de  que  o  e fe i to  das  p ropr iedades  tempora is  

e  do  me io  ( tempera tu ra ,  a t i v idade  de  água ,  pH,  t ipo  de  cu l tu ra ,  

en t re  ou t ros )  podem ser  p rev is tos  por  mode los  es ta t í s t i cos .  Em 

aná l i se  de  sobrev ivênc ia ,  a  va r iáve l  respos ta  é ,  gera lmente ,  o  

tempo a té  a  ocor rênc ia  de  um even to  de  in te resse .  Es te  tempo é  

denominado  tempo de  fa lha ,  que  no  caso  carac te r i za  o  tempo a té  

a  mor te  dos  m ic ro rgan ismos  em es tudo .  O  te rmo “ fa lha”  su rg iu  no  

con tex to  de  aná l i se  de  con f iab i l i dade ,  na  qua l  se  busca  mode la r  o  

tempo a té  a  fa lha  de  a lgum equ ipamento  ou  componente .  Quando 

se  tem uma perda  de  in fo rmação decor ren te  de  não  se  te r  

observado  o  tempo do  ind iv iduo  que  per tence  ao  g rupo  em es tudo ,  

d iz -se  que  houve  uma censura  ou  t runcamento .  O  t runcamento  

s ign i f i ca  que  os  ind iv íduos  que ,  na tu ra lmente ,  per tencer iam à  

popu lação  es tudada não  fo ram inc lu ídos  no  es tudo  (CARVALHO,  

2005) .  

Toda  e  qua lquer  in fo rmação que  se  tenha  sobre  uma 

de te rm inada  quan t idade  de  in te resse  é  fundamenta l  em 

Es ta t í s t i ca .  O  verdade i ro  va lo r ,  mu i tas  vezes  desconhec ido ,  é  

inves t igado  u t i l i zando-se  d i fe ren tes  parâmet ros  com,  também,  

d i fe ren tes  g raus  de  incer teza  e ,  por  i sso  são ,  norma lmente ,  

represen tados  pe los  mode los  p robab i l í s t i cos .  Es te  é  o  p r inc íp io  de  

um dos  mode los  es ta t í s t i cos  que  será  u t i l i zado  nes te  t raba lho ,  o  

método  Bayes iano .  O  método  Bayes iano  u t i l i za  o  teorema de  

Bayes  como fundamento  quan t i ta t i vo  para  a  rev isão  de  

p robab i l i dades  conhec idas ,  com base  em uma nova  in fo rmação 

amos t ra l .   
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1.1  ESTRUTURA DA DISSERTAÇÃO 

Para  a tender  aos  ob je t i vos  p ropos tos ,  es te  t raba lho  fo i  

es t ru tu rado  em se te  cap í tu los ,  sendo  o  p r ime i ro  a  sua  In t rodução .  

O  segundo cap í tu lo  con tém a  rev isão  da  l i t e ra tu ra ,  onde  

es tão  abordados  aspec tos  sobre  os  mode los  es ta t í s t i cos  u t i l i zados  

para  descrever  o  compor tamento  dos  m ic ro rgan ismos  em um 

de te rm inado  me io .  Uma rev isão  ma is  apro fundada é  fe i ta  em 

re lação  às  técn icas  de  aná l i se  de  sobrev ivênc ia ,  con tab i l i zando  

a lém do  tempo,  a  duração  de  uma de te rm inada  cond ição ,  ou  se ja ,  

a  p robab i l i dade  de  que  uma cu l tu ra  pa togên ica  espec í f i ca  

sobrev iva  por  ma is  de  t  un idades  de  tempo,  na  p resença  de  

var iáve is  in ib idoras  do  c resc imento  da  co lôn ia .  

No  te rce i ro  cap í tu lo ,  es tão  de ta lhados  os  ob je t i vos  a  serem 

a t ing idos  na  pesqu isa .  

No  quar to  cap í tu lo ,  es tão  apresen tados  os  mate r ia is  

u t i l i zados  (so f twares ,  cu l tu ras ,  e tc . )  e  desc r i tas  as  metodo log ias  

exper imenta is  empregadas  para  a  ava l iação  dos  métodos  

p ropos tos .  

O  qu in to  cap í tu lo  se  in ic ia  com a  apresen tação  dos  

resu l tados ,  segu ido  das  respec t i vas  ava l iações  rea l i zadas  pe los  

mode los  es ta t í s t i cos  p ropos tos .  

O  sex to  cap í tu lo  t raz  as  conc lusões  do  t raba lho  e  

comentá r ios  ad ic iona is  sobre  os  resu l tados .   

E ,  f i na lmente ,  no  sé t imo cap í tu lo  encon t ram-se  apresen tadas  

suges tões  para  novos  es tudos  e  t raba lhos  fu tu ros .  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Neste  cap í tu lo  es ta rão  descr i tos  os  fundamentos  técn ico -

c ien t í f i cos  encon t rados  na  l i t e ra tu ra  e  que  servem de  base  para  o  

desenvo lv imento  do  p resen te  t raba lho .  

2 .1  UM BREVE HISTÓRICO  

A tecno log ia  de  p rodução  e  p rocessamento  de  a l imentos  teve  

que  ser  modern izada  para  a tender  às  ex igênc ias  o r iundas  dos  

novos  mercados  e  consumidores  a  par t i r  da  década  de  20 .  Nes ta  

época ,  su rg iu  a  necess idade  da  in t rodução  de  técn icas  para  a  

conservação  e  a  segurança  dos  p rodu tos  com a  e l im inação  de  

m ic ro rgan ismos  que  pudessem in te r fe r i r  na  v ida  ú t i l  dos  a l imentos  

ou  causar  doenças  à  popu lação .  A lguns  recursos  u t i l i zados  para  a  

e l im inação  ou  con t ro le  des tes  m ic ro rgan ismos  nos  a l imentos ,  

inc lu i ram:  t ra tamento  té rm ico ,  ad ição  de  conservadores  qu ím icos ,  

re f r ige ração  duran te  o  a rmazenamento ,  u t i l i zação  de  subs tânc ias  

que  p ro longassem a  v ida  ú t i l  do  p rodu to ,  en t re  ou t ros  

(BUCHANAN,  1993) .  

Es tes  fa to res  mod i f i ca ram o  per f i l  das  indús t r ias  que  não  

ma is  para ram de  inves t i r  em capac i tação  tecno lóg ica ,  a té  porque ,  

necess i tavam s imu la r  p rocessos  que  permi t i ssem acompanhar  o  

compor tamento  dos  m ic ro rgan ismos  em cond ições  na tu ra is  de  

fabr i cação ,  d is t r ibu ição  e  a rmazenamento  dos  a l imentos  

(McMEEKIN,  1993) .  

Em 1920,  com o  ob je t i vo  de  ca lcu la r  o  tempo de  des t ru ição  

té rm ica  de  m ic ro rgan ismos ,  in i c iou-se  o  uso  de  mode los  

matemát icos  na  m ic rob io log ia  de  a l imentos  (ROSS,  McMEEKIN,  

1994) .   
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Es tes  mode los  revo luc ionaram a  indús t r ia  de  en la tados  

(GOLDBLITH e t  a l . ,  1961) .  Porém,  a té  a  década  de  80 ,  a  ap l i cação  

de  técn icas  para  descrever  o  c resc imento  e  a  sobrev ivênc ia  de  

m ic ro rgan ismos  em a l imentos  não  recebeu mu i ta  a tenção  (ROSS,  

McMEEKIN,1994) .  Somente  a lgumas  companh ias  do  ramo 

a l iment íc io  no  Canadá,  nos  Es tados  Un idos  e  na  Ing la te r ra  

u t i l i zavam a  mode lagem em suas  operações  (FARBER,  1986) .  

A  par t i r  de  1983 ,  o  po tenc ia l  da  m ic rob io log ia  p red i t i va  

começou a  a t ra i r  i n te resse  em pesqu isa  e  f inanc iamento ,  

par t i cu la rmente  nos  Es tados  Un idos  e  Re ino  Un ido  e ,  também,  na  

Aus t rá l ia  e  Europa  (ROSS,  McMEEKIN,1994) .  Um so f tware  

denominado  “Food  M ic romode l ” ,  desenvo lv ido  pe lo  M in is té r io  da  

Agr icu l tu ra ,  Pesca  e  A l imentos  ( “M in is t r y  o f  Agr icu l tu re ,  F isher ies ,  

and  Food” ,  MAFF)  na  década  de  80 ,  desc reveu  a  respos ta  de  

c resc imento ,  mor te  e  sobrev ivênc ia  de  pa tógenos  de  o r igem 

a l imenta r ,  em re lação  a  vár ios  fa to res  amb ien ta is .  

Pesqu isas  no  campo de  m ic rob io log ia  de  a l imentos  

desenvo lv idas  pe la  Un idade  de  Pesqu isa  em Segurança  A l imenta r  

M ic rob io lóg ica  do  Depar tamento  de  Agr icu l tu ra  dos  Es tados  

Un idos  ( “Un i ted  S ta tes  Depar tment  o f  Agr icu l tu re ” ,  USDA) ,  no  f ina l  

dos  anos  80 ,  resu l ta ram no  desenvo lv imento  do  so f tware  

“Pa thogen Mode l ing  Program –  PMP” .   

A  Europa  também demons t rou  in te resse  no  conce i to  de  

mode lagem pred i t i va ,  concen t rando  es fo rços  de ,  

aprox imadamente ,  30  labora tó r ios  em 10  pa ises  da  Comun idade  

Econômica  Europé ia ,  resu l tando  no  “Food  L inked  Agr icu l tu ra l  and  

Indus t r ia l  Research ,  FLAIR” ,  um programa desenvo lv ido  para  

ava l ia r  o  c resc imento  de  o rgan ismos  de te r io ran tes  e  pa togên icos  

em uma grande  var iedade  de  p rodu tos  na tu ra is  (McMEEKIN e t  a l . ,  

1993) .  No  Re ino  Un ido  e  nos  Es tados  Un idos  fo i  c r iado ,  por  

in te rméd io  dos  p rogramas  de  mode lagem,  um banco  de  dados  com 
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cá lcu los  para  mode los  de  c resc imento  para  10  pa tógenos ;  

mode los  de  sobrev ivênc ia  para  4  pa tógenos ;  mode los  de  tempo de  

des t ru ição  té rm ica  para  5  pa tógenos ;  e ,  mode los  de  tempo de  

c resc imento  para  t ipos  p ro teo l í t i cos  e  não-p ro teo l í t i cos  de  

Clos t r id ium bo tu l inum  ( “WHIT ING and  BUCHANAN” ,  1997) .   

Segundo McMeek in  e t  a l .  (1993) ,  do is  fo ram os  fa to res  que  

con t r ibu í ram para  o  in te resse  da  ap l i cação  da  m ic rob io log ia  

p red i t i va :  i )  impor tan tes  sur tos  de  in tox icação  a l imenta r  duran te  a  

década  de  80 ,  tendo  como ve ícu lo  os  hambúrgueres ;  e ,  i i )  a  

consc ien t i zação ,  por  par te  de  mu i tos  m ic rob io log is tas  de  

a l imentos ,  da  l im i tação  dos  métodos  t rad ic iona is  para  segurança  e  

qua l idade  dos  a l imentos .  

2 .2  MICRORGANISMOS DE INTERESSE NO ESTUDO 

Nes te  sub  i tem serão  apresen tados  os  p r inc ipa is  

m ic ro rgan ismos  t raba lhados  pe la  indus t r ia  a l iment í c ia  e  de  g rande  

impor tânc ia  na  p rodução ,  d is t r ibu ição  e  a rmazenamento  da  cade ia  

a l imenta r .   

2 .2 .1  Prob ió t i cos  

O te rmo p rob ió t i co  der iva  do  g rego  e  s ign i f i ca  “p ró -v ida” ,  

sendo  o  an tôn imo de  an t ib ió t i co ,  que  s ign i f i ca  “con t ra  a  v ida” .  Ao  

longo  do  tempo,  es ta  denominação  teve  d i fe ren tes  acepções .  L i l l y  

e  S t i l lwe l  (1965)   usaram-na  para  denominar  subs tânc ias  

sec re tadas  por  um pro tozoár io  que  es t imu lavam o  c resc imento  de  

ou t ros ,  e  Parker  (1974) ,  para  denominar  sup lementos  a l imenta res  

des t inados  a  an ima is ,  inc lu indo  m ic ro rgan ismos  e  subs tânc ias  que  

a fe tam o  equ i l í b r io  da  m ic rob io ta  in tes t ina l .  
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Os p r inc ipa is  m ic ro rgan ismos  com propr iedades  p rob ió t i cas  

são  as  bac té r ias  lác t i cas  que  apresen tam a lgumas  carac te r í s t i cas  

comuns ,  a  saber :  são  Gram pos i t i vas ,  norma lmente  ca tá lase  

nega t i va ,  asporogên icas ,  desprov idas  de  f lage los ,  possu indo  

fo rma bac i la r  ou  cocobac i la r ,  e  p rodu to ras  de  ác ido  lác t i co  

(FERREIRA,  2003 ;  GOMES e t  a l . ,  1999) .  As  bac té r ias  lác t i cas ,  por  

in te rméd io  da  fe rmentação ,  t rans fo rmam a lguns  açúcares ,  

espec ia lmente ,  a  lac tose ,  em ác idos  o rgân icos  ta is  como os  

ác idos  lác t i co  e  acé t i co .   

De  acordo  com Fer re i ra  (2003)  o  te rmo “bac té r ia  ác ido  

lác t i ca ”  inc lu i ,  a tua lmente ,  15  gêneros :  Aerococcus ,  A topob ium,  

B i f idobac te r ium,  Brocho th r i x ,  Carnobac te r ium,  En te rococcus ,  

Lac tobac i l l us ,  Lac tococcus ,  Leuconos toc ,  Oenococcus ,  

Ped iococcus ,  S t rep tococcus ,  Te t rogenococcus ,  Vagococcus ,  

We isse l la .  Os  gêneros  Lac tobac i l l us  e  Bi f idobac te r ium  são  

cor ren temente  u t i l i zados  em preparações  p rob ió t i cas  em grau  

tecno lóg ico  sendo  não-pa togên icas  e  cons ideradas  como 

“Genera l l y  Recogn ised  As  Sa fe ” ,  GRAS (GOMES e t  a l . ,  1999) .  

2.2 .1 .1  Lac tobac i l l us  ac idoph i lus  (L .  ac idoph i lus )  

I so lado  pe la  p r ime i ra  vez  por  Moro  (1900)  a  par t i r  das  fezes  

de  lac ten tes  amamentados  ao  pe i to  mate rno ;  es te  inves t igador  

a t r ibu iu - lhes  o  nome de  Bac i l l us  ac idoph i lus ,  des ignação  genér ica  

dos  lac tobac i los  in tes t ina is .  Es tes  m ic ro rgan ismos  são ,  

gera lmente ,  ca rac te r i zados  como gram-pos i t i vos ,  incapazes  de  

fo rmar  esporos ,  desprov idos  de  f lage los ,  possu indo  fo rma bac i la r  

ou  cocobac i la r  e  aero to le ran tes  ou  anaerób ios .  É  um bac i lo  g ram-

pos i t i vo  com pon tas  a r redondadas ,  que  se  encon t ra  na  fo rma de  

cé lu las  l i v res ,  aos  pares  ou  em cade ias  cur tas ,  com tamanho 

t íp ico  de  0 ,6  a  0 ,9  µ m de  la rgura  e  1 ,5  a  6 ,0  µ m de  compr imento .  

Es ta  espéc ie  tem a  par t i cu la r idade  de  ser  pouco  to le ran te  à  
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sa l in idade  do  me io ,  e  se r  m ic roaero f í l i ca ,  com o  c resc imento  em 

me ios  só l idos  favorec ido  por  anaerob iose  ou  p ressão  reduz ida  de  

ox igên io .   

2.2 .1 .2  Lac tobac i l l us  sake  (L .  sake)  

Apresen tam-se  em fo rma de  bas tões  com te rm inações  

rombudas ,  com 0 ,6  a  0 ,8  µm de la rgura  por  2 ,0  a  3 ,0  µm de 

compr imento ,  ocor rendo  ind iv idua lmente  ou  em pequenas  cade ias .  

Duran te  a  fase  es tac ionár ia  de  c resc imento  podem mos t ra r -se  

l i ge i ramente  curvos  e  i r regu la res .  A lgumas  cepas  c rescem em 

tempera tu ra  ao  redor  de  2  a  3  °C.  A  ma io r ia  das  cepas  p roduz  

L (+ )  ac ido  lác t i co  em ca ldo  MRS,  sendo  que  a lgumas  p roduzem 

ác ido  lác t i co  ina t i vo  nes te  me io  (WOOD;  HOLZAPFEL,  1995) .  

2.2 .1 .3  Lac tobac i l l us  rhamnosus  (L .  rhamnosus)  

É um mic ro rgan ismo res iden te ,  encon t rado  tan to  no  in tes t ino  

de lgado  quan to  no  t ra to  vag ina l .  Já  se  comprovou  e f i caz  na  

in ib ição  das  in fecções  do  t ra to  vag ina l  e  u r iná r io  e  na  p rodução  de  

imun idade  con t ra  v í rus  e  bac té r ias  pa togên icas .  O  L.  rhamnosus  é  

mu i to  p ro l í f i co ,  tem a l ta  res is tênc ia  aos  sa is  b i l i a res ,  adere  à  

mucosa  in tes t ina l  e  p ro tege  o  t ra to  in tes t ina l  con t ra  a  invasão  e  

a t i v idades  de  m ic ro rgan ismos  noc ivos .  E le  também c r ia  cond ições  

favoráve is  para  a  imp lan tação  de  b i f idobac té r ias  e  p roduz  o  ác ido  

lác t i co  L (+ )  b io log icamente  dese jáve l .  
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2.2 .2  M ic ro rgan ismos  pa togên icos  

2.2 .2 .1  Escher ich ia  co l i  (E .  co l i )  

Como as  sa lmone las  e  as  sh ige las  a  E.  co l i  pe r tence  à  

famí l ia  das  En te robac té r ias ,  sendo ,  no  en tan to ,  inc lu ída  no  g rupo  

co l i f o rme que  se  carac te r i zam por  bac té r ias  que  fe rmentam a  

lac tose ,  com produção  de  gás .  As  cepas  envo lv idas  em processos  

pa togên icos  são  mor fo lóg icas  e  b ioqu im icamente  ind is t ingu íve is  

das  não-pa togên icas .  D iversos  t ipos  de  a l imentos  têm s ido  c i tados  

em casos  de  sur tos  in fecc iosos  a t r ibu ídos  a  es te  m ic ro rgan ismo.  

Med idas  de  con t ro le  para  a  E.  co l i  são  as  mesmas a t r ibu ídas  às  

ou t ras  en te robac té r ias ,  cons t i tu indo  em h ig iene  r igo rosa  de  

pessoa l ,  equ ipamentos  e  u tens í l i os ,  p r inc ipa lmente ,  em a l imentos  

in fan t i s .  

E.  co l i  é  a  espéc ie  p redominan te  en t re  os  d ive rsos  

m ic ro rgan ismos  anaerób ios  facu l ta t i vos  que  fazem par te  da  

m ic rob io ta  in tes t ina l  de  an ima is  de  sangue quen te .  Esse  

m ic ro rgan ismo per tence  à  famí l ia  Enterobac te r iaceae  e ,  en t re  

suas  p r inc ipa is  ca rac te r í s t i cas ,  des tacam-se :  bac i los  Gram( - ) ,  

não-esporu lados ,  capazes  de  fe rmenta r  g l i cose  com produção  de  

ác ido  e  gás .  A  ma io r ia  fe rmenta ,  também,  a  lac tose ,  com produção  

de  ác ido  e  gás ,  embora  a lguns  se jam anaerogên icos  apresen tam 

an t ígenos  somát icos  O,  re lac ionados  com pro te ínas  dos  f lage los  

e ,  a inda ,  an t ígenos  K ,  re lac ionados  com po l i ssacar ídeos  

capsu la res .  Foram descr i tos ,  a té  o  momento ,  173  an t ígenos  0 ,  56  

H e  100  K  d i fe ren tes  (GLASS e t  a l . ,  1991 .  

O  s ign i f i cado  da  p resença  de  E.  co l i  em um a l imento  deve  

ser  ava l iado  sob  do is  ângu los .  In ic ia lmente ,  por  se r  uma 

en te robac té r ia ,  uma vez  de tec tada ,  ind ica  que  o  a l imento  tem uma 

con taminação  de  o r igem feca l  (KUNTZ,  1999)  e ,  por tan to ,  es tá  em 
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cond ições  h ig iên icas  insa t i s fa tó r ias .  O  ou t ro  aspec to  a  ser  

cons iderado  é  que  as  suas  d ive rsas  l i nhagens  são ,  

comprovadamente ,  pa togên icas  para  o  homem (LEVINE,1987)  e  

para  os  an ima is  (BETTELHEIM,  2002) .  

2.2 .2 .2  S taphy lococcus  aureus  (S .  aureus)  

São cocos  agrupados  em cachos  de  uva ,  Gram (+ ) ,  a lgumas  

cepas  p roduzem tox ina ,  anaerób io  facu l ta t i vo ,  mas  p re fe re  a  

aerob iose ;  se  desenvo lve  em pH en t re  4 ,2  e  9 ,3 ,  tendo  como ó t imo 

o  pH 7 ,0 ;  a  tempera tu ra  osc i la  en t re  6 ,5  e  45  o C (sendo  

cons iderada  ó t ima en t re  30  e  37  o C) ;  e ,  a  a t i v idade  de  água  

mín ima de  0 ,86 .  São  ha lo f í l i cos  e  osmof í l i cos  e  to le ran tes  a  

concen t rações  de  10% a  20% de  NaCl  e  a  n i t ra tos ,  o  que  to rna  os  

a l imentos  curados  ve ícu los  po tenc ia is  para  as  mesmas.  

O  S.  aureus  é  comumente  encon t rado  na  pe le  e  mucosas  de  

humanos  e  an ima is  de  sangue quen te .  De  acordo  com o  “Bergey ’s  

Manua l  o f  de te rm ina t i ve  bac te r io logy ”  (1994) ,  19  espéc ies  fazem 

par te  des te  gênero .  Des tas ,  as  segu in tes  apresen tam in te resses  

po tenc ia is  em mic rob io log ia  de  a l imentos :  S.  aureus ,  S.  hy icus ,  S.  

chromogens  e  S.  in te rmed ius ,  sendo ,  o  S.  aureus ,  o  ma is  

impor tan te .  Com exceção  de  S.  chromogens ,  as  demais  espéc ies  

apresen tam tes tes  pos i t i vos  para  coagu lase  (p lasma de  sangue de  

coe lho)  e  te rmonuc lease  (Tnase) .   

O  S.  aureus  encon t rado  em vár ios  t ipos  de  a l imentos  é  

fac i lmente  t ransmiss íve l  quando a  h ig iene  pessoa l  de ixa  a  

dese ja r .  A  sua  p resença  em a l imentos  pode  s ign i f i ca r  que  as  

operações  na  sua  man ipu lação  fo ram desenvo lv idas  em cond ições  

insa t i s fa tó r ias  do  pon to  de  v is ta  san i tá r io ,  sendo  a  o r igem da  

con taminação  os  man ipu ladores ,  u tens í l i os  e  equ ipamentos .  En t re  

os  p r inc ipa is  a l imentos  es tão  os  de  o r igem an ima l  indus t r ia l i zados  

( f rango ,  ca rne ,  p resun to ,  le i te ,  que i j os ,  e tc . ) ,  e  aque les  com ma io r  
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man ipu lação  como sa ladas ,  doces  com ou  sem reche io ,  en t re  

ou t ros .  A lgumas  cepas  de  S.  aureus  são  p rodu to ras  de  tox inas ,  

i s to  quando a t ingem um número  de  1 .000 .000  de  un idades  ou  ma is  

de  cé lu las  v iáve is  por  g rama de  a l imento  em cond ições  ó t imas .  A  

en te ro tox ina  resu l tan te  to rna-se  ev iden te  en t re  4  a  6  h .  

2.2 .2 .3  L is te r ia  monocy togenes  (L .  monocy togenes)  

As tox inas  são  te rmo-es táve is  res is t indo  a té  100  o C por  60  

m inu tos ,  enquanto  que  as  cé lu las  mor rem em 2  m inu tos  a  65 ,5  o C.  

A lém do  homem,  a  ma io r ia  dos  an ima is  domés t i cos  também é  

por tadora  ou  apresen ta -se  con taminada  pe la  bac té r ia .   

Dev ido  à  amp la  d is t r ibu ição  no  me io  amb ien te ,  hab i l i dade  de  

sobrev ive r  em cond ições  adversas ,  res is tênc ia  a  d ive rsos  

an t ib ió t i cos  e  capac idade  de  se  mu l t ip l i ca r  em tempera tu ras  de  

re f r ige ração ,  a  L.  monocy togenes  t o rnou-se  um impor tan te  

pa tógeno de  o r igem a l imenta r .  A  assoc iação  en t re  p rodu tos  

cárneos  e  casos  de  l i s te r iose ,  nos  pa íses  desenvo lv idos  e ,  o  fa to  

do  m ic ro rgan ismo ser  i so lado  com f reqüênc ia ,  a  par t i r  des tes  

p rodu tos  no  vare jo ,  ind icam que  os  p rodu tos  re f r ige rados  e  p ra tos  

p ron tos  conge lados  e ,  inadequadamente ,  re -aquec idos ,  pode  

cons t i tu i r  um r i sco  para  a  Saúde Púb l i ca .  Es te  r i sco  é ,  

po tenc ia lmente ,  ma io r  em produ tos  que  não  são  aquec idos  an tes  

da  inges tão .  

2 .2 .3  Var iáve is  de  in te resse  

Como var iáve is  de  in te resse  para  os  m ic ro rgan ismos ,  

des tacam-se  aque las  apresen tadas  na  F igura  1,  sendo  a  

tempera tu ra  amb ien te ,  o  pH da  so lução  de  cu l tu ra  e ,  em mu i tos  

casos ,  a  a t i v idade  da  água .  
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F igura  1 – Var iáve is  de  in te resse  no  es tudo  e  suas  i te rações .  

Fonte: Autor (2007). 

2.2 .3 .1  Tempera tu ra  

A tempera tu ra  in f luenc ia  de  fo rma dec is iva  o  c resc imento  da  

a t i v idade  m ic rob iana  nos  a l imentos .  Segundo es tudos  de  ou t ros  

pesqu isadores  (FU e t  a l . ,1991) ,  as  bac te r ioc inas  p roduz idas  por  

cepas  de  L.  ac idoph i lus  são ,  em gera l ,  res is ten tes  aos  

t ra tamentos  té rm icos  ma is  severos  (BAREFOOT;  KLAENHAMMER,  

1983 ;  HUMCHALOVÁ;  JOSEPHSEN;  PLOCKOVÁ,  1998) .  Ta l  fa to r  

in te r fe re  na  duração  da  fase  de  la tênc ia ,  na  ve loc idade  de  

c resc imento  e  no  número  f ina l  de  cé lu las .  A  tempera tu ra  con t r ibu i  

na  de te rm inação  da  m ic rob io ta  con taminan te ,  con fo rme l i s tado  na  

Tabe la  1 .  Quando os  a l imentos  são  re f r ige rados  e  mant idos  à  

tempera tu ras  adequadas ,  a  de te r io ração  somente  ocor re rá  em 

função  dos  ps ico t ró f i cos  ( ICMSF,  1980) .  
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Tabela 1 -  Tempera tu ras  impor tan tes  para  o  desenvo lv imento  de  

m ic ro rgan ismos  Procar ió t i cos .  

 Fa ixa  de  tempera tu ra  (°C)  

Grupos  Mín ima Ót ima Máx ima 

Termóf i los  40  -  45  55  -  75  60  –  90  

Mesó f i los  5  -  15  30  -  45  35  –  47  

Ps ic ró f i l os  -5  -  5  12  -  15  15  –  20  

Ps ic ro t ró f i cos  -5  -  5  25  -  30  30  –  35  

F O N T E : I C M S F ,  1 9 8 0  

2.2 .3 .2  pH 

A ma io r ia  das  espéc ies  bac te r ianas  pode  c rescer  em me ios  

cu jo  pH es te ja  en t re  5  e  9 .  Nes ta  fa ixa ,  encon t ra -se  na  ma io r ia  

dos  amb ien tes  na tu ra is .  Também,  uma parce la  des tas  bac té r ias  

não  c rescem em va lo res  de  pH com uma un idade  ac ima ou  aba ixo  

do  seu  pH ó t imo.  Quanto  à  to le rânc ia  ao  pH,  as  bac té r ias  podem 

ser  c lass i f i cadas  em 3  ca tegor ias :  

•  neut ró f i l as :  espéc ies  que  c rescem em fa ixas  de  pH en t re  5 ,4  

e  8 ,5 .  Boa  par te  das  bac té r ias  ( inc lus ive  as  pa togên icas )  

apresen ta  um c resc imento  ó t imo em ambien tes  cu jo  pH se  

aprox ima da  neu t ra l idade .   

•  ac idó f i las :  espéc ies  que  c rescem em fa ixas  de  pH 

ex t remamente  ba ixas ,  en t re  0 ,1  e  5 ,4 .  Um exemplo  é  a  

bac té r ia  ac idó f i l a  Hel icobac te r  py lo r i  que  pode  co lon iza r  a  

parede  es tomaca l .  A lgumas  bac té r ias  que  ox idam enxo f re  a  

ác ido  su l fú r i co  podem gerar  e  to le ra r  cond ições  em to rno  de  

pH 1 .   
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•  a lca l inó f i l as :  espéc ies  que  c rescem em fa ixas  de  pH en t re  

8 ,5  e  11 ,5 .  A  bac té r ia  Vibr io  cho le rae  ap resen ta  um 

c resc imento  ó t imo em pH 9 .  A  bac té r ia  opor tun is ta  

Alca l igenes  faeca l i s  pode  c r ia r  e  to le ra r  cond ições  a lca l inas  

com pH 9  ou  ma io r .   

2.2 .3 .3  A t i v idade  de  água  

A água,  que  represen ta  80  a  90% da  to ta l  da  cé lu la ,  é  um 

ou t ro  fa to r  do  me io  que  a fe ta  o  c resc imento  m ic rob iano .  A lém da  

função  l igada  ao  metabo l i smo ce lu la r  e  aos  nu t r ien tes ,  a  água  

in f luenc ia  o  c resc imento  por  me io  da  p ressão  osmót ica  e  da  

p ressão  h id ros tá t i ca .   

A  carac te r í s t i ca  f í s i co -qu ím ica  que  re f le te  es ta  p ropr iedade  

sa t i s fa tó r ia  ou  não  de  c resc imento  m ic rob iano  é  denominada  de  

a t i v idade  de  água .  Seu  conce i to  es tá  l i gado  ao  fa to  da  água ,  se  

apresen ta r  em duas  fo rmas  d is t in tas  (FRANCO;  LANDGRAF,  1996 ;  

PELCZAR e t  a l . ,  1996 ,  PARDI  e t  a l . ,  2001) :   

•  água l i v re :  é  aque la  que  se  encon t ra  f racamente  l i gada  ao  

subs t ra to .  T ra ta -se  de  um s imp les  so lven te  e  pode  ser  

fac i lmente  conge lada  e  evaporada ,  perm i t indo  o  

desenvo lv imento  m ic rob iano ;   

•  água combinada :  que  se  encon t ra  fo r temente  l i gada  ao  

subs t ra to .  Não  se  t ra ta  de  um so lven te  e  é ,  d i f i c i lmente ,  

conge lada  e  evaporada ,  não  permi t indo  o  desenvo lv imento  

m ic rob iano .   

No  caso ,  o  teor  de  água  de  um a l imento  ind ica  a  quan t idade  

to ta l  de  água ,  mas  não  permi te  d is t ingü i r  se  es ta  água  es tá  l i v re  

ou  combinada  a  a lgum subs t ra to ,  sendo  que  quan to  ma io r  a  

quan t idade  de  água  l i v re ,  ma io r  se rá  o  c resc imento  m ic rob iano  e  

as  ocor rênc ias  de  reações  qu ím icas  d ive rsas  
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2.2 .4  O p rocesso  de  au tomação 

Buchanan (1993)  apon tou  a  c rescen te  fac i l i dade  de  acesso  

aos  computadores  como fa to r  p reponderan te  para  a  ma io r  

u t i l i zação  das  metodo log ias  de  mode lagem pred i t i vas .  O  marco  

in ic ia l  pa ra  o  ráp ido  desenvo lv imento  de  so f twares  para  a  

mode lagem pred i t i va ,  fo i  o  a r t igo  pub l i cado  em 1983  por  Rober ts  e  

Ja rv is  (ROSS;  McMEEKIN,  1994) .  Nes te  a r t igo  fo i  ques t ionado  o  

conhec imento  que  se  observa  a  par t i r  da  abordagem t rad ic iona l  da  

m ic rob io log ia  de  a l imentos  na  ob tenção  de  respos tas  de  

c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos ,  ao  longo  da  d is t r ibu ição ,  venda  

e  es tocagem do  p rodu to  ou  a té  mesmo,  após  a  ocor rênc ia  de  um 

ep isód io  de  con taminação  a l imenta r .  Es tes  so f twares ,  apesar  de  

sua  aprox imação p rec isa ,  não  con temp lam a  in f luênc ia  de  ou t ros  

fa to res  no  c resc imento  e  mor te  dos  m ic ro rgan ismos  ex is ten tes  nos  

a l imentos ,  senão  aque les  já  em mu i to  es tudados  e  d i fund idos .  

Recen tes  es tudos  (FERREIRA,  2003)  mos t ra ram que  as  

técn icas  que  exp lo ram as  a t i v idades  an tagôn icas  de  bac té r ias  

p rodu to ras  de  bac te r ioc inas  ou  que  ac rescen tam sabor  quando 

inocu ladas  ou  já  ex is ten te  na  m ic rob io ta  na tu ra l ,  podem con t r ibu i r  

pa ra  a  conservação ,  aparênc ia  e  sabor  do  p rodu to .  Todos  es tes  

ques i tos  devem,  também,  ser  exp lo rados  e  inser idos  no  con tex to  

da  mode lagem,  fo rnecendo me lhores  subs íd ios  ao  es tudo  da  v ida  

ú t i l  do  p rodu to .  

O  mode lo  matemát ico ,  ma is  amp lamente  u t i l i zado  para  t raçar  

cu rvas  de  c resc imento  m ic rob iano ,  sob  cond ições  amb ien ta is  

de f in idas  e  con t ro ladas ,  é  baseado na  Equação  (1 )  de  Gomper tz  

(WHIT ING;  BUCHANAN,1993) ,  desc r i ta  como:   

                                                )]}-(-exp[exp{ MtBCNt −=              Equação  (1) 
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Onde:  

•  N t ,  a  dens idade  da  popu lação  no  tempo,  t ;   

•  C,  é  o  va lo r  da  ass ín to ta  super io r ,  i s to  é ,  a  dens idade  

máx ima da  popu lação  ind icada  por  N(+� ) ;  

•  M,  é  o  tempo no  qua l  a  ve loc idade  abso lu ta  de  c resc imento  é  

máx ima;  e ,  

•  B,  é  a  ve loc idade  de  c resc imento  re la t i va  no  tempo M.  

A  curva  de  c resc imento  de  Gomper tz ,  resu l tan te  des ta  

equação  u t i l i za  em sua  mode lagem a  d is t r ibu ição  exponenc ia l  e  a  

sua  der ivada  tem carac te r í s t i cas  dese jáve is  para  descrever  o  

c resc imento  m ic rob iano ,  con fo rme apresen tado  na  F igura  2.  

 

F igura  2–  Curva  de  c resc imento  m ic rob iano  baseada no  mode lo  de  

Gomper tz  (NAKASHIMA,  e t  a l .  2007) .  

Embora  se ja  matemat icamente  poss íve l  ob te r  do  mode lo  

exponenc ia l  a  p remissa  de  r i sco  cons tan te  em função  do  tempo,  

es te  recurso  é  mu i to  pouco  u t i l i zado  na  ma io r ia  dos  fenômenos  

b io lóg icos .  Em de te rm inadas  s i tuações ,  porém,  o  mode lo  

exponenc ia l  pode  ser  uma aprox imação vá l ida .  Quando o  tempo de  
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acompanhamento  é  cur to  o  su f i c ien te  para  que  os  fa to res  de  r i sco  

naque le  per íodo ,  possam ser  cons iderados  cons tan tes ,  assume-se  

que  não  há  in f luênc ia  na  sobrev ida .  Ta l  p roced imento  imp l i ca  em 

um c resc imento  in f in i to  da  co lôn ia  de  m ic ro rgan ismos ,  sem levar  

em con ta  a  escassez  do  subs t ra to ,  o  acúmulo  de  subs tânc ias  

tóx icas  e  a  conseqüente  mor te  ce lu la r  em função  da  matu r idade  

da  cepa .  Para  m in im izar  a  in f luênc ia  de  ta is  e fe i tos  no  mode lo  de  

Gomper tz ,  fo ram in t roduz idos  novos  parâmet ros  de  con t ro le  na  

Equação  (1 )  (G IBSON e t  a l . ,  1987) ,  con fo rme apresen tado  na  

Equação  (2 ) .  

                                 )]}(exp[exp{ MtBCALogNt −−−+=                Equação (2) 

Onde:  

•  N t  e  t ,  t êm o  mesmo s ign i f i cado  da  equação  an te r io r ;  

•  A,  é  o  va lo r  da  ass ín to ta  in fe r io r ,  i s to  é ,  aprox imadamente ,  o  

log  do  número  in ic ia l  de  bac té r ias  log  N( -� ) ;  

•  C,  é  o  va lo r  da  ass ín to ta  super io r ,  i s to  é  log  N(+� )  ( log  da  

popu lação  na  fase  es tac ionár ia  menos  o  log  da  con tagem 

in ic ia l ) ;  

•  M,  é  o  tempo na  qua l  a  ve loc idade  de  c resc imento  abso lu ta  é  

máx ima;  e ,  

•  B,  é  a  ve loc idade  de  c resc imento  re la t i va  ao  tempo,  M.  

A  curva  resu l tan te ,  apresen tada  na  F igura  3 ,  leva  em 

cons ideração  a  fase  lag  e  descreve  uma curva  s igmó ide  

ass imét r i ca  (WHIT ING;  BUCHANAN,  1997) .  
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F igura  3– Curva  logar í tm ica  resu l tan te  dos  parâmet ros  da  equação  

de  Gomper tz  mod i f i cada  G ibson  (GIBSON e t  a l . ,  1987) .  

Sendo:  

•  � ,  a  ve loc idade  de  c resc imento ;  e ,  

•  � ,  a  duração  da  fase  lag ;  M- (1 /B)  +  ( log  N 0 -A) / (BC/e)  

segundo McMeek in  e t  a l . , (1993) ,  sendo  es ta  a  me lhor  fo rma 

de  ca lcu la r  a  duração  da  fase  lag .  

2 .2 .5  Aná l i se  de  sobrev ivênc ia  

Aná l i se  de  sobrev ivênc ia  é  um te rmo usado  para  descrever  

os  dados  que  medem o  tempo a té  a  ocor rênc ia  de  um de te rm inado  

even to  de  in te resse  a  par t i r  de  um tempo in ic ia l  p ré -es tabe lec ido .  

Par t i cu la rmente ,  em es tudos  b io tecno lóg icos  es te  even tos  de  

in te resse ,  podem ser :  

•  o tempo decor r ido  a té  a  mor te  de  um mic ro rgan ismo;  

•  o tempo de  c resc imento  de  uma cer ta  cu l tu ra ;  e ,  
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•  o tempo a té  a  escassez  do  subs t ra to .  

Em aná l i se  de  sobrev ivênc ia ,  o  te rmo tempo de  fa lhas  é  

comumente  encon t rado  em d ive rsas  á reas  de  pesqu isa .  Por  fa lha  

en tende-se  a  ocor rênc ia  de  um even to  p ré -espec i f i cado  e ,  por  

tempo de  fa lhas ,  o  per íodo  de  tempo a té  que  ocor ra  uma fa lha .  A  

poss ib i l i dade  de  que  a lguns  ind iv íduos  es te jam l i v res  do  even to ,  

por  te rem s ido  re t i rados  an tes  do  té rm ino ,  ou ,  não  haver  adqu i r ido  

a  carac te r í s t i ca  em es tudo  a té  o  té rm ino  do  exper imento ,  é  dado  o  

nome de  censura  (COLOSSIMO;  GIOLO,  2006) .   

Em a lgumas  s i tuações ,  a  va r iáve l  respos ta  tempo de  fa lha  

pode  es ta r  sendo  a fe tada  por  va r iáve is  la ten tes ,  as  qua is  podem 

descrever  as  in f luênc ias  do  me io ,  das  cond ições  f í s i cas  ou  a inda  

de  co-var iáve is  não  con temp ladas  no  es tudo .   

A lguns  mode los  com var iáve is  la ten tes  envo lvem tempos  de  

fa lha  mu l t i va r iados .  Ta is  tempos  aparecem quando ex is te  a lgum 

agrupamento  na tu ra l  ou  a r t i f i c ia l  de  ind iv íduos  que  são  

cor re lac ionados  en t re  s i .  Em es tudo  com an ima is ,  é  na tu ra l  supor  

que  ex is ta  dependênc ia  en t re  os  tempos  dos  e lementos  de  uma 

mesma n inhada .  Em es tudos  m ic rob io lóg icos ,  é  razoáve l  que  

ex is ta  co r re lação  en t re  os  tempos  de  sobrev ida  de  uma co lôn ia  de  

m ic ro rgan ismos .  As  assoc iações  aparecem dev ido  a  in f luênc ias  de  

an tagon ismos  en t re  m ic ro rgan ismos  e ,  também,  em função  de  

fa to res  amb ien ta is  compar t i l hados ,  p r inc ipa lmente ,  se  fo rem 

ignoradas  as  in fe rênc ias  incor re tas .  

2 .2 .6  Função  de  sobrev ida  

A  função  de  sobrev ida  S( t ) ,  de f in ida  como a  p robab i l i dade  de  

um mic ro rgan ismo sobrev ive r  por  ma is  de  um de te rm inado  tempo t  

(Equação  (3 ) )  se  carac te r i za  por  começar  sempre  com S(0)  =  1 ,  ou  

se ja ,  a  p robab i l i dade  de  um mic ro rgan ismo es ta r  v ivo  no  in íc io  do  
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exper imento ,  i s to  é ,  no  tempo 0  é  1 .  À  med ida  que  o  tempo de  

observação  aumenta ,  S( t )  dec resce  ou  permanece  cons tan te .  

                                                     S(t) = Pr(T>t)                                         Equação  (3) 

A  par t i r  da  função  de  sobrev ida  é  poss íve l  ca lcu la r  os  

percen tua is  de  T ,  ou  se ja ,  a  p robab i l i dade  de  um mic ro rgan ismo 

es ta r  v ivo ,  após  25%,  50%,  75%,  e tc . ,  do  tempo to ta l  de  

observação .  

2 .2 .7  Es t imador  de  Kap lan-Me ie r  

O  es t imador  de  Kap lan-Me ie r  u t i l i za  os  conce i tos  de  

independênc ia  de  even tos  e  de  p robab i l i dade  cond ic iona l .  I s to ,  

para  desdobrar  a  cond ição  de  sobrev ive r  a té  o  tempo t ,  em uma 

seqüênc ia  de  e lementos  independentes  que  carac te r i zam a  

sobrev ivênc ia  em cada  in te rva lo  de  tempo an te r io r  a  t  e ,  cu ja  

p robab i l i dade  é  cond ic iona l  aos  que  es tão  em r i sco  em cada  

per íodo .  A  quan t idade  de  m ic ro rgan ismos  no  g rupo  de  r i sco  no  

tempo t ,  f o i  es t imada pe lo  número  de  m ic ro rgan ismos  

sobrev iven tes  a té  aque le  tempo (R( t i ) -∆N( t i ) )  sobre  os  que  

es tavam em r i sco  naque le  tempo (R( t i ) ) .  O  es t imador  da  função  

S( t )  é  o  p rodu to  das  p robab i l i dades  de  sobrev ivênc ia  a  cada  

tempo t i≤ t ,  con fo rme apresen tado  na  Equação  (4 ) .  

                                      ∏
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∆−=
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^
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)(                            Equação (4) 

2 .2 .8  Tes te  de  “ log - rank”  

O  tes te  de  “ log - rank”  compara  a  d is t r ibu ição  da  ocor rênc ia  

dos  even tos  observados  em cada  es t ra to  com a  d is t r ibu ição  que  
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ser ia  esperada  se  a  inc idênc ia  fosse  igua l  em todos  os  es t ra tos .  

Se  a  d is t r ibu ição  observada ,  fo r  equ iva len te  à  d is t r ibu ição  

esperada ,  a  cu rva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  

per tencen tes  ao  es t ra to  se rá  equ iva len te  à  curva  de  sobrev ivênc ia  

dos  m ic ro rgan ismos  em gera l  (a  co -var iáve l  não  tem e fe i to  na  

sobrev ida) .  

Sendo E 1 ,  o  to ta l  de  even tos  esperados  no  es t ra to  1  e  O 1  o  

to ta l  de  even tos  observados  no  es t ra to  1 ,  a  es ta t í s t i ca  log - rank  

(PETO e t  a l . ,  1977)  é  ca lcu lada  a  par t i r  da  d i fe rença  en t re  o  

número  to ta l  de  even tos  observados  e  o  número  to ta l  de  even tos  

esperados ,  con fo rme Equação  (5 ) ,  a  qua l  segue  uma d is t r ibu ição  

qu i -quadrado  com um grau  de  l ibe rdade .  
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rankLog
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=−                     Equação  (5) 

A  var iânc ia  que  en t ra  no  cá lcu lo  como um fa to r  de  

padron ização ,  tem a  fó rmu la  (para  k=  2 )  apresen tada  na  Equação  

(6 ) :  
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11            Equação (6) 

Sendo:  

•  �N( t ) ,  o  número  to ta l  de  even tos  observados ;  

•  R k ( t ) ,  o  número  de  ind iv iduos  em r i sco  no  es t ra to  k ;  e ,  

•  R( t ) ,  o  número  to ta l  de  ind iv iduos  em r i sco  no  es tudo .  

2 .2 .9  Função  de  r i sco  (hazard )  

A  função  de  r i sco ,  λ ( t ) ,  é  de f in ida  como o  r i sco  ins tan tâneo  

de  um mic ro rgan ismo so f re r  o  even to  en t re  o  tempo t  e  t+ε ,  dado  
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que e le  sobrev iveu  a té  o  tempo t .  Como ε ,  o  inc remento  de  tempo 

cons iderado ,  pode  ser  in f in i tamente  pequeno,  a  função  de  r i sco  

expressa  o  r i sco  ins tan tâneo  de  ocor rênc ia  de  um even to ,  dado  

que  a té  en tão  o  even to  não  tenha  ocor r ido .  

         
ε

ε
λ

)\)Pr((
lim

0
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tTtTt
t

t
>+<<

→
=                       Equação  (7 )  

Sendo:  

•  Pr ,  função  p robab i l i dade  de  r i sco ;  

•  T,  tempo to ta l ;  e ,  

•  t ,  o  tempo parc ia l .  

2 .3  PRINCÍPIOS E FUNDAMENTOS PARA OS MODELOS 

BAYESIANOS 

Os métodos  Bayes ianos  (BAYES,  1763)  poss ib i l i t am a  

represen tação  numér ica  do  g rau  de  cer teza  sobre  um even to  e  a  

man ipu lação  con fo rme a  regra  da  teor ia  de  p robab i l i dades  em que ,  

dados  do is  even tos  A  e  B ,  pode-se  cond ic ionar  A  em função  da  

ocor rênc ia  de  B .  Quando não  se  tem o  dado  ou  fa to  su f i c ien te  

para  mensurar  a  f reqüênc ia  de  um even to ,  sua  p robab i l i dade  pode  

ser  a t r ibu ída  por  in te rméd io  de  um ju lgamento  humano,  desde  que  

es te  j u lgamento  se ja  fe i to  de  fo rma hones ta .  A  p robab i l i dade  

cond ic iona l  é  dada  na  Equação  (8 ) .  

                                                0)(,
)(

)(
)\( >

∩
= BP

BP
BAP

BAP i
i                 Equação  (8) 

Ou se ja ,  P(A \B)  represen ta  a  p robab i l i dade  do  even to  A  

cond ic ionado  à  ocor rênc ia  de  um even to  B .  Se ,  é  buscado  o  
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número  de  pon tos  no  espaço  amos t ra l ,  na  verdade ,  busca-se  a  

f ração  de  even tos  B  que  es te ja  con t ido  em A.  

Des te  modo,  o  espaço  amos t ra l  Θ  passa  a  ser  o  un ive rso  B ,  

ou  se ja ,  muda-se  o  foco  do  un ive rso  to ta l  pa ra  somente  uma 

porção  do  espaço .  

Pe la  Equação  (9 )  ve r i f i ca -se  o  cond ic ionamento  de  uma 

var iáve l  à  ou t ra ,  ou  se ja ,  o  resu l tado  f ina l  depende da  in f luênc ia  

de  ou t ras  var iáve is .  

O  g rau  de  cer teza  de  um de te rm inado  even to  em um espaço  

amos t ra l  pode  ser  med ido  pe lo  teorema de  Bayes .  O  teorema de  

Bayes ,  também conhec ido  de  teorema da  causa  e  e fe i to ,  é  

u t i l i zado  para  ca lcu la r  a  pos te r io r i ,  po is  sua  ap l i cação  ocor re  após  

o  acon tec imento  de  um even to  assoc iado  ao  espaço  amos t ra l .   

Do is  even tos  A  e  B  são  independentes  se  a  ocor rênc ia  de  A  

não  é  in fo rmat iva  para  a  ocor rênc ia  de  B  e  v ice -versa .  Ass im,  se  

A  é  independente  de  B ,  en tão ,  pe la  Equação  (10) :  

                                             )()\( APBAP =                               Equação (9) 

Onde:  

                           )(
)(

)()(
)\( AP

BP
BPAP

BAP ==                             Equação (10) 

A  p robab i l i dade  con jun ta  de  A  e  B  e  dada  pe la  Equação  (11) .  

 

                       )()\()( BPBAPBAP =∩                      Equação  (11)  

 

Se  A  fo r  independente  de  B ,  en tão  se  deduz  a  Equação  (12) .  

                                             )()()( BPAPBAP =∩                      Equação (12) 



 24

A Equação  (12)  de f ine  a  re lação  de  independênc ia  en t re  do is  

even tos  (caso  do is  even tos  não  sa t i s façam es ta  cond ição ,  en tão  

não  são  independentes ) .  

Supondo-se  o  conhec imento  das  re lações  de  dependênc ia  

en t re  as  var iáve is ,  x1 , . . . , xn   de  um prob lema,  ca lcu la -se  a  

p robab i l i dade  con jun ta  g loba l  sobre  todas  as  var iáve is  x1 , . . . , xn   

do  mesmo,  u t i l i zando-se  a  regra  da  cade ia ,  dada  pe la  Equação  

(13) .  

                                      )\(),...,(
1

1 ∏∏
=

= ii

n

i
n xxPxxP                 Equação (13) 

Onde:  

∏ ix  rep resen ta  as  var iáve is  dependentes .  

Se ja  n1=  |X 1 |  o  número  de  va lo res  poss íve is  da  var iáve l  X i ,  o  

es fo rço  para  se  ca lcu la r  a  p robab i l i dade  con jun ta  g loba l  em um 

prob lema em que  todas  as  var iáve is  se jam dependentes  umas  das  

ou t ras  é  da  o rdem 
∏

=

n

i

n
1

1

.  Por  ou t ro  lado ,  esse  es fo rço  pode  ser  

reduz ido  em função  da  esparc idade  da  re lação  de  dependênc ia  

en t re  ta is  va r iáve is .  Essa  é  a  p r inc ipa l  van tagem em se  conhecer  

exa tamente  qua l  é  a  re lação  de  dependênc ia  en t re  as  var iáve is  de  

um prob lema.  

Teorema de  Bayes [ 1] .  Supondo A 1 ,A 2 , . . . ,A n ,  pa r t i ções  de  S  e  B  um 

even to  qua lquer .  En tão ,  para  para  qua lquer  i ,  na  Equação  (14) :  

        
( ) ( )

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )nn

ii
i ABPAPABPAPABPAP

ABPAP
BAP

\...\\
\

)\(
2211 +++

=     Equação (14) 

                                            

1 
O Teorema de Bayes foi introduzido pelo Reverendo Thomas Bayes em dois artigos em 1793 e 1794. 
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O Teorema de  Bayes  é  uma regra  de  a tua l i zação  de  

p robab i l i dades  sobre  o  espaço  amos t ra l  θ ,  pa r t indo  de  uma 

d is t r ibu ição  a  pr io r i  p (θ )  pa ra  a  d is t r ibu ição  a  pos te r io r i  p (θ \ x )  

usando a  in fo rmação con t ida  nos  dados  p (x \θ )  conhec ida  por  

função  de  veross im i lhança .  Toda  in fe rênc ia  se rá  fe i ta  com base  

na  d is t r ibu ição  a  pos te r io r i ,  de  onde  se  ob tém as  es ta t í s t i cas  

necessár ias  para  resumi r  o  compor tamento  de  θ .  Para  descrever  o  

compor tamento  de  uma cer ta  popu lação ,  com de te rm inada  

carac te r í s t i ca  a  quan t idade  θ  assume va lo res  em um con jun to  

deno tado  por  Θ ,  conhec ido  por  espaço  paramét r i co .  

2 .3 .1  Rede Bayes iana  

A  rede  Bayes iana  é  um mode lo  matemát ico  baseado em nós  

e  a rcos  que  represen tam,  respec t i vamente ,  as  var iáve is  de  um 

un iverso  U=(A 1 ,  A 2 , . . . ,  A n )  e  as  dependênc ias  en t re  e las .  A  

d i reção  dos  a rcos ,  em gera l ,  represen ta  re lações  de  causa-

conseqüênc ia  en t re  as  var iáve is  do  domín io  mode lado .  Por  

exemplo ,  se  houver  um arco  indo  de  um nó  A  para  um nó  B ,  

assume-se  que  o  nó  A  represen ta  uma causa  de  B  e  ado ta -se  

como nomenc la tu ra  que  A  é  um dos  pa is  de  B ;  ana logamente ,  B  é  

um dos  f i l hos  de  A .  Assoc iado  a  e le ,  ex is te  uma d is t r ibu ição  de  

p robab i l i dades .   

As  redes  Bayes ianas  ado tam uma represen tação  compac ta  

onde  são  de f in idas  somente  as  p robab i l i dades  cond ic iona is  de  

cada  nó  em re lação  aos  seus  pa is .  Redes  Bayes ianas  obedecem à  

cond ição  de  Markov :  não  ex is te  uma re lação  de  dependênc ia  

d i re ta  en t re  qua isquer  do is  nós  a  não  ser  que  ex is ta  um arco  en t re  

e les  na  rede .  
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A d is t r ibu ição  de  p robab i l i dade  cor respondente  à  rede  é  

ca lcu lada  a  par t i r  das  p robab i l i dades  cond ic iona is ,  con fo rme 

apresen tado  na  Equação  (15) :  

             ( ) ( ) ( ) )∏
=

==
n

i
iin XpaisXPXXXPUP

1
21 (\,...,,            Equação (15) 

Onde:  

•  P(U)  é  a  p robab i l i dade  con jun ta  para  a  rede ,  pa(X i ) ;  são  os  

pa is  do  nó  X i ;  e ,  P(X i / pa (X i ) )  são  as  p robab i l i dades  

cond ic iona is  de  X i  em re lação  aos  seus  pa is .  

Cada nó  possu i  um número  f in i to ,  ma io r  ou  igua l  a  do is ,  de  

ca tegor ias .  As  ca tegor ias ,  comumente  denominadas  es tados ,  

represen tam os  poss íve is  va lo res  da  var iáve l  represen tada  pe lo  

nó .  

Um nó  é  observado  quando há  conhec imento  sobre  o  es tado  

da  var iáve l  que  o  represen ta .  Os  nós  observados  têm grande  

impor tânc ia  no  p rocesso  de  in fe rênc ia  rea l i zado  na  rede ,  po is ,  

j un tamente  com as  p robab i l i dades  cond ic iona is  espec i f i cadas  para  

a  rede ,  de te rm inam as  p robab i l i dades  dos  nós  não  observados .  As  

p robab i l i dades  cond ic iona is  da  rede  após  a  in fe rênc ia  são  dadas  

pe la  Equação  (16) .  

                           ( ) UXEXP ii ∈,\                       Equação  (16)  

Ou se ja ,  são  as  p robab i l i dades  de  cada  nó ,  dado  o  con jun to  

de  nós  observados  (E) .  Em ap l i cações  p rá t i cas ,  os  va lo res  da  

p robab i l i dade  con jun ta  P(U)  não  são  mu i to  s ign i f i ca t i vos  na  

aná l i se  do  p rob lema mode lado  (JENSEN,  2001) .   

De  ma io r  in te resse  são  as  p robab i l i dades  marg ina is  de  cada  

nó  não  observado .  U t i l i zando-se  a  p robab i l i dade  con jun ta ,  podem-

se  ob te r  as  p robab i l i dades  marg ina is  somando-se ,  para  cada  

es tado  de  cada  var iáve l  (X i ) ,  t odas  as  p robab i l i dades  em que  a  

var iáve l  encon t ra -se  no  es tado  dese jado  (x j ) .  Em segu ida ,  



 27

norma l i zam-se  as  p robab i l i dades  ob t idas  e  ob têm-se  as  

p robab i l i dades  marg ina is  para  cada  nó .  A  rede  Bayes iana  

apresen tada  na  F igura  4 ,  mos t ra  a  re lação  casua l  d i re ta  ex is ten te  

en t re  suas  var iáve is  l i gadas  por  a rcos  o r ien tados .  Observa-se  que  

x i  causa  x j ,  se  houver  um arco  de  x i  pa ra  x j .  

 

F igura  4 – Exemplo  de  uma rede  Bayes iana  

Fonte: Autor (2007). 

Cada nó  X i  em uma rede  Bayes iana  es tá  assoc iado  a  um 

con jun to  de  p robab i l i dades  tabe ladas .  Os  nós  represen tam uma 

propos ta  das  var iáve is  de  in te resse  e  podem ser  d isc re tas  ou  

con t ínuas .  As  conexões  em uma rede  Bayes iana  asseguram a  

independênc ia  en t re  as  var iáve is  a lea tó r ias .  

2 .3 .2  Técn icas  de  va l idação  do  mode lo  

Em todo  mode lo  a jus tado  deve  ser  ve r i f i cada ,  de  a lguma 

fo rma,  sua  va l idade .  O  ob je t i vo  da  va l idação  é  o  de  ver i f i ca r  se  

e le  func ionará  na  p rá t i ca  fo rnecendo,  ass im,  uma pro teção  tan to  

para  o  mode lo  a jus tado  quan to  para  o  usuár io  (DRAPER;  SMITH,  

1981) .  
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Três  p roced imentos  são  ú te is  para  ver i f i ca r  a  va l idade  de  um 

mode lo :  

•  aná l i se  dos  coe f i c ien tes  do  mode lo  e  dos  va lo res  

p red i tos ,  pe las  comparações  com exper imentos  

an te r io res ;  e  pe los  resu l tados  de  s imu lações ;  

•  co le ta  de  novos  dados  para  ver i f i ca r  o  desempenho 

p red i t i vo  do  mode lo ;  e  

•  par t i ção  (sp l i t )  dos  dados  que  cons is te  em de ixar  par te  

dos  dados  o r ig ina is  fo ra  da  aná l i se  para  inves t iga r  o  

desempenho p red i t i vo  do  mode lo  com a  par te  não  

u t i l i zada  no  a jus te .  
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3 OBJETIVOS 

Neste  tóp ico ,  es tão  l i s tados  os  ob je t i vos  do  p lano  de  

t raba lho ,  sendo  subs id iados  pe la  inves t igação  de  parâmet ros  

exper imenta is  e  mode los  es ta t í s t i cos  que  se  aprox imam da  

rea l idade  e  descrevem o  compor tamento  de  m ic ro rgan ismos  em 

d ive rsos  me ios .  

3.1  OBJETIVOS GERAIS 

•  Elaboração  de  um p lano  amos t ra l  pa ra  o  i so lamento  de  

bac té r ias .  

•  I so lamento  e  carac te r i zação  b ioqu ím ica  e  f i s io lóg ica  de  

bac té r ias  lác teas  e  pa tógenas .  

•  Ava l iação  do  e fe i to  das  bac te r ioc inas  de  d i fe ren tes  

bac té r ias  lác t i cas  sobre  o  c resc imento  dos  

m ic ro rgan imos  compet idores .   

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

•  Desenvo lv imento  de  um mode lo  es ta t í s t i co  que  s imu le  o  

compor tamento  v i ta l  de  m ic ro rgan ismos  pa tógenos .  

•  Tes te  das  técn icas  es ta t í s t i cas  de  Aná l i se  de  

Sobrev ivênc ia  com ên fase  na  teor ia  Bayes iana ;   

•  Val idação  da  rede  Bayes iana .  

•  Simu lação  da  curva  de  sobrev ivênc ia  dos  

m ic ro rgan ismos  pa tógenos  para  a  de te rm inação  da  v ida  

de  p ra te le i ra .  
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4 MATERIAIS E  MÉTODOS 

No presen te  t raba lho ,  conduz ido  no  labora tó r io  de  Processos  

B io tecno lóg icos  da  Un ivers idade  Federa l  do  Paraná ,  fo i  u t i l i zado  

um con jun to  de  dados  re fe ren te  à  in ib ição  de  m ic ro rgan ismos  

pa togên icos  na  p resença  de  sobrenadantes ,  ex t ra ídos  de  

bac té r ias  lác t i cas ,  para  a  ap l i cação  das  técn icas  es ta t í s t i cas  de  

aná l i se  de  sobrev ivênc ia  e  o  emprego  de  redes  Bayes ianas  para  

in fe rênc ia  dos  resu l tados .  

4.1  MATERIAIS 

Nes te  tóp ico  encon t ram-se  l i s tados  os  p r inc ipa is  mate r ia is  

u t i l i zados  no  t raba lho ,  bem como as  suas  p roven iênc ias ,  de  fo rma 

a  fac i l i t a r  as  aqu is ições  em fu tu ras  pesqu isas  na  á rea  em es tudo .  

4 .1 .1  M ic ro rgan ismos  

Foram u t i l i zadas  t rês  d i fe ren tes  espéc ies  de  m ic ro rgan ismos  

p rocedentes  da  “Amer ican  Type  Cu l tu re  Co l lec t ion  (ATCC) ”  e  da  

D iv isão  de  Engenhar ia  de  B ioprocessos  e  B io tecno log ia  da  

Un ivers idade  Federa l  do  Paraná  (DEBB) ,  con fo rme l i s tagem 

apresen tada  na  Tabe la  2 .  

As  cepas  de  Lac tobac i l l us ,  mant idas  em n i t rogên io  l í qu ido  

(N 2 )  a  -196  ºC,  fo ram a t i vadas  em ca ldo  MRS (DE MAN;  ROGOSA 

e  SHARP,  1960)  e  incubadas  a  37  ºC por  24  h .  A  cepa  de  

B i f idobac te r ium que  se  apresen tava  l io f i l i zada  fo i  a t i vada  em 

ca ldo  TPY (SCARDOVI ,  1986)  e  incubada em cond ições  

anaerób icas  a  37  ºC duran te  24  h .  
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Tabe la  2 – M ic ro rgan ismos  u t i l i zados  no  t raba lho  e  respec t i vas  

p rocedênc ias .  

Mic ro rgan i s mo  P roc edênc ia  

Lac tobac i l l u s  ac i doph i l us  ATCC 4356  ATCC 

Lac tobac i l l u s  s ak e  ATCC 15521  ATCC 

Lac tobac i l l u s  r hamnos us  H-19  DEBB 

N o t a :  D E B B ,  D i v i s ã o  d e  E n g e n h a r i a  d e  B i o p r o c e s s o s  e  B i o t e c n o l o g i a  d a  U n i v e r s i d a d e  

F e d e r a l  d o  P a r a n á ;  e ,  A T C C ,  “ A m e r i c a n  T y p e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n ” .  

4.1 .2  I so lamento  e  manutenção  das  cepas  i so ladas  

As  cepas  fo ram semeadas  em p lacas  de  Pe t r i ,  con tendo  ágar  

MRS com 0 ,3% de  uma so lução  de  azu l  de  an i l i na  a  4%.  As  cepas  

de  bac té r ias  lá t i cas  têm a  p ropr iedade  de  ass im i la r  o  azu l  de  

an i l i na  do  me io  fac i l i t ando  o  reconhec imento  das  carac te r í s t i cas  

mor fo lóg icas  das  co lôn ias  (G IRAUD,  1992) .  As  p lacas  fo ram 

incubadas  em aerob iose  a  37  ºC duran te  48  h .  Co lôn ias  azu is  

i so ladas  fo ram rep icadas  em ca ldo  MRS es té r i l  e  incubadas  a   

37  ºC por  24  h  para  pos te r io r  es tudo  de  suas  carac te r í s t i cas .  

As  cepas  u t i l i zadas  com ma io r  f reqüênc ia  fo ram rep icadas  e  

mant idas  a  4  ºC em tubos  con tendo  ágar  MRS.   

Para  a  manutenção  em longo  p razo ,  as  cepas  fo ram 

cu l t i vadas  em ca ldo  MRS a  37  ºC duran te  24  h .  As  cu l tu ras  fo ram 

cen t r i f ugadas  a  4000  rpm por  15  m inu tos .  A  b iomassa  fo i  

ad ic ionada  em 10% de  g l i ce ro l ,  sendo  t rans fe r ida  para  m ic ro tubos  

es té re is  e  conservada  em N 2  l í qu ido  à  tempera tu ra  de  -196  ºC.  
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4.1 .3  Se leção  das  cepas  

A  se leção  das  cepas  i so ladas  fo i  rea l i zada  com base  nas  

carac te r í s t i cas  mor fo lóg icas  m ic roscóp icas ,  na  co lo ração  de  

Gram,  na  a t i v idade  de  ca tá lase ,  na  p rodução  de  CO 2  a  par t i r  da  

g l i cose ,  no  per f i l  de  p rodução  de  ác idos  o rgân icos  e  e tano l  por  

HPLC e  na  v iab i l i dade  das  cepas  a  sucess ivas  rep icagens .  As  

cepas  que  se  mant ive ram v iáve is  fo ram tes tadas  quan to  à  sua  

capac idade  de  in ib i r  m ic ro rgan ismos  pa togên icos  (S ILVA;  

JUNQUEIRA;  S ILVEIRA,  2001) .   

4 .1 .4  A t i v idade  in ib i tó r ia  f ren te  a  m ic ro rgan ismos  pa togên icos  

As  cepas  u t i l i zadas  no  tes te  fo ram cu l t i vadas  em ca ldo  MRS 

duran te  48  h  e  cen t r i f ugadas  a  4000  rpm duran te  15  m inu tos .  O  

sobrenadante  fo i  d iv id ido  em duas  porções .  Uma,  denominada  ta l  

qua l  (TQ) ,  sendo  es te r i l i zada  em membrana  de  és te r  de  ce lu lose  

de  0 ,22  �m de poro  e  reco lh ida  em mic ro tubo  es té r i l .  Ou t ra  

porção ,  denominada  neu t ra l i zada  (N) ,  fo i  a jus tada  a  pH 6 ,0 ,  com 

NaOH 1  N e ,  pos te r io rmente ,  f i l t rada  em membrana  de  és te r  de  

ce lu lose  de  0 ,22  �m e reco lh ida  em mic ro tubo  es té r i l .   

A  a t i v idade  in ib i tó r ia  f ren te  aos  m ic ro rgan ismos  pa togên icos  

fo i  de te rm inada ,  in i c ia lmente ,  em mic ro tubos  de  1 ,5  mL,  por  

dens idade  ó t i ca  a  660  nm (DO 6 6 0 ) ,  em espec t ro fo tômet ro  

Spec t rumlab  22PC.  Os  sobrenadantes  fo ram ad ic ionados  em igua l  

vo lume de  ca ldo  Mue l le r -H in ton  (MH) .  Após ,  fo ram inocu lados  com 

2% (v /v )  dos  m ic ro rgan ismos  pa togên icos  p rev iamente  rea t i vados  

em ca ldo  MH e  incubados  a  37  ºC duran te  a  no i te .  Fo i  u t i l i zado  

como con t ro le  (C)  o  ca ldo  MH com igua l  vo lume de  ca ldo  MRS 

ad ic ionados  de  2% da  cu l tu ra  do  m ic ro rgan ismo pa togên ico .  Os  

tes tes  fo ram rea l i zados  na  tempera tu ra  de  37  ºC.   
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Pos te r io rmente ,  o  tes te  de  in ib ição  de  m ic ro rgan ismos  

pa togên icos  fo i  rea l i zado  em mic rop lacas  de  E l i sa  e  a  le i tu ra  

rea l i zada  em 660  nm em equ ipamento  marca  B ioTek ,  mode lo  

“Power  Wave XS”  e  o  p rograma KC Jun io r .  Os  sobrenadantes  

fo ram ad ic ionados  em igua l  vo lume de  ca ldo  Mue l le r -H in ton  (MH)  

e  inocu lados  com 10% (v /v )  dos  m ic ro rgan ismos  pa togên icos  

p rev iamente  rea t i vados  em ca ldo  MH,  incubados  a  37  ºC,  duran te  

a  no i te  e  d i lu ídos  a  1 :10  com água des t i lada  es té r i l .   

Fo i  u t i l i zado  como branco  o  ca ldo  MH mis tu rado  em igua l  

vo lume de  ca ldo  MRS e  como con t ro le ,  o  ca ldo  MH com igua l  

vo lume de  ca ldo  MRS ad ic ionados  de  10% da  cu l tu ra  do  

m ic ro rgan ismo pa togên ico .  A  tempera tu ra  de  incubação  dos  tes tes  

fo i ,  t ambém,  de  37º C.  Na  Tabe la  3 ,  es tão  l i s tados  os  

m ic ro rgan ismos  pa togên icos  u t i l i zados  nes te  tes te .  

Tabe la  3 – Cepas- re fe rênc ia  u t i l i zadas  nos  tes tes  de  in ib ição  de  

m ic ro rgan ismos  pa togên icos .  

M ic ro rgan ismo Procedênc ia  

L.  monocy togenes  ATCC 15313 ATCC 

E.  co l i  ATCC 25922 ATCC 

S.  aureus  ATCC 25923 ATCC 

N o t a .  A T C C :  “ A m e r i c a n  T y p e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n ” .  

4.1 .5  Concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima 

Os  cá lcu los  de  porcen tagem de  in ib ição  fo ram e fe tuados  pe la  

Equação  (17) .  

                          100
.

..
(%) x

controleDOInc
amostraDOInccontroleDOInc

I ��
�

�
��
�

� −=           Equação (17) 
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Onde:   

(%)I = porcen tagem de  in ib ição  da  amos t ra  em re lação  ao  

con t ro le ;  

controleDOInc. = inc remento  da  dens idade  ó t i ca  do  con t ro le ;  

amostraDOInc. = inc remento  da  dens idade  ó t i ca  da  amos t ra .  

 

 

4.2  MÉTODOS 

A metodo log ia  empregada nes ta  pesqu isa  encon t ra -se  

apresen tada  em tóp icos  c rono lóg icos  de  sua  execução .  

4 .2 .1  P lane jamento  Exper imenta l  

Nes te  t raba lho  fo i  ava l iado  o  e fe i to  de  c inco  var iáve is  

( sobrenadante ,  Lac tobac i l l us ,  t empera tu ra ,  pH e  a t i vade  de  água  

(Aw) )  na  aná l i se  do  tempo de  v ida  dos  m ic ro rgan ismos  L.  

monocy togenes ,  E.  co l i  e  S.  aureus .  Para  um de l ineamento  fa to r ia l  

comp le to  com c inco  var iáve is  em do is  g raus ,  gera r ia  uma mat r i z  

de  46  ensa ios  (25  =  32  +  4  pc  +  10  ax ia is  =  46  ensa ios ) .  Op tou-

se ,  en tão ,  por  exp lo ra r  as  var iáve is  num p lane jamento  2 5 - 1  (16  

ensa ios  +  4  pc ) ,  com v in te  ensa ios  in ic ia is .  Segundo Rodr igues  e  

Lemma (2005) ,  es ta  es t ra tég ia  perm i te  ava l ia r  os  e fe i tos  das  

var iáve is  p r inc ipa is  com a  mesma segurança  em re lação  a  um 

p lane jamento  comple to  com 32  ensa ios .  

Após  a  aná l i se  dos  e fe i tos ,  fo i  rea l i zado  um De l ineamento  

Comple tamente  Casua l i zado  Reduz ido  (DCCR)  para  as  c inco  

var iáve is .  Na  Tabe la  4 ,  encon t ram-se  apresen tados  os  g raus  e  os  

va lo res  o r ig ina is  co r repondentes  u t i l i zados  no  p lane jamento  2 5 - 1  

sendo  que ,  na  Tabe la  5 ,  es tão  apresen tados  os  resu l tados  de  
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cresc imento  com 9  e  24  h ,  para  os  19  ensa ios .  As  absorbânc ias  

apresen tadas  (en t re  0 ,085  a  0 ,533  nm)  ind icam um não-

c resc imento  nos  va lo res  in fe r io res  de  tempera tu ra  (8° C) ,  pH (5 ,0 )  

e  Aw (0 ,802) .  

Na  Tabe la  6 ,  os  resu l tados  do  e fe i to  dos  fa to res  sobre  o  

c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos ,  ind icam que  a  

tempera tu ra ,  o  pH e  a  Aw são  es ta t i s t i camente  s ign i f i ca t i vos  à  5% 

de  e  a  8% de  s ign i f i cânc ia  respec t i vamente .  Os  resu l tados  

mos t ram,  a inda ,  que  o  c resc imento  fo i  a fe tado  pe la  tempera tu ra  

(p=  0 ,0001) ,  p rec ip i tado  (p=  0 ,01) ,  e  pe la  a t i v idade  de  água  (p=  

0 ,08)  com uma boa  s ign i f i cânc ia .  Um inc remento  na  tempera tu ra ,  

no  p rec ip i tado  e  na  a t i v idade  de  água ,  (n íve l :  de  –1  para  +1)  

resu l tou  em um acrésc imo na  c iné t i ca  de  c resc imento .  Já ,  um 

inc remento  nas  concen t rações  do  sobrenadande e  do  p rec ip i tado  

(de  30  para  90  µ L) ,  resu l tou  em decrésc imo nos  va lo res  de  

absorbânc ia  para  os  m ic ro rgan ismos  pa tógenos .  

Tabe la  4 - Va lo res  u t i l i zados  no  p lane jamento  fa to r ia l  f rac ionado  

de  c inco  var iáve is  e  t rês  n íve is .  

Incremento  -1  0  +1 

Sobrenadante  (µL)  30 60 90 

Prec ip i tado (µL)  30 60 90 

Temperatura  (° C)  8  15 37 

pH 5 ,0  6 ,0  7 ,0  

At iv idade  de  água  (Aw)  0 ,80 0 ,86 0 ,96 
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Tabe la  5 – De l ineamento  fa to r ia l  f rac ionado  2 5 - 1  pa ra  o  

c resc imento  de  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  após  9  e  24  h  de  

acompanhamento  de  c inco  var iáve is  e  t rês  n íve is .  

E n s a i o s  S o b r e n a d a n t e  P r e c i p i t a d o  T e m p e r a t u r a  p H  A w  C r e s c .  

9  h  

C r e s c .  

2 4  h  

1 -1  -1  -1  -1  +1 0 ,194 0 ,194 

2  +1 -1  -1  -1  -1  0 ,131 0 ,131 

3  -1  +1 -1  -1  -1  0 ,085 0 ,085 

4  +1 +1 -1  -1  +1 0 ,155 0 ,155 

5  -1  -1  +1 -1  -1  0 ,455 0 ,522 

6  +1 -1  +1 -1  +1 0 ,509 0 ,529 

7  -1  +1 +1 -1  +1 0 ,459 0 ,516 

8  +1 +1 +1 -1  -1  0 ,286 0 ,492 

9  -1  -1  -1  +1 -1  0 ,129 0 ,129 

10 +1 -1  -1  +1 +1 0 ,224 0 ,224 

11 -1  +1 -1  +1 +1 0 ,175 0 ,355 

12 +1 +1 -1  +1 -1  0 ,145 0 ,145 

13 -1  -1  +1 +1 +1 0 ,510 0 ,533 

14 +1 -1  +1 +1 -1  0 ,506 0 ,514 

15 -1  +1 +1 +1 -1  0 ,111 0 ,162 

16 +1 +1 +1 +1 +1 0 ,261 0 ,370 

17 0  0  0  0  0  0 ,195 0 ,424 

18 0  0  0  0  0  0 ,191 0 ,334 

19 0  0  0  0  0  0 ,221 0 ,363 

20 0  0  0  0  0  0 ,186 0 ,232 
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Tabe la  6 – Es t imat iva  dos  e fe i tos  para  o  c resc imento  dos  

pa tógenos .  

 G l  Q .  Méd io  F  va lo r  Pr  (>F)  

Sobrenadante  (µ L)  1  613  0 ,0861  0 ,7738  

Prec ip i tado  (µ L)  1  60148  8 ,4556  0 ,0122*  

Tempera tu ra  (°C)  1  215993 30 ,3644  0 ,0001** *  

pH 1  2836  0 ,3986  0 ,0554**  

Aw 1  25520 3 ,5876  0 ,0807** * *  

Res íduos  14  7113    

N o t a .  0  ' * * * ' ;  0 , 0 0 1  ' * * ' ;  0 , 0 1  ' * ' ;  0 , 0 5  ' * * * * ' ;  0 , 1  ' '  1  

Pela  aná l ise  da super f íc ie  de respostas ,  F iguras  5  (a)  e  

(b) ,  ver i f i ca-se que os  va lores  de absorbânc ia  são 

proporc iona is  à  temperatura  de t raba lho,  is to  é ,  os  va lores  de 

absorbânc ia  são mais  a l tos  para  temperaturas  de 15 a  37 °C.  

O pH in f luenc iou d i re tamente  na c iné t ica  de c resc imento ,  para  

o  pH 6 ,0  fo i  observada uma e levação da absorbânc ia ,  

cu lminando com o pH 8 ,0 ,  que é  o  áp ice  dos  resu l tados 

observados.  Hurs t  (1983) ,  observou que a  adsorção da n is ina  

sobre  cé lu las  sensíve is  é  dependente  do pH,  com um máx imo 

em pH 6 ,5 .  Pe las  F iguras  5  (c )  e  (d) ,  fo i  observado que,  a lém 

da temperatura  e  o  pH,  a  a t iv idade de água (Aw)  cont r ibu iu  

favorave lmente  para  o  incremento  dos  va lores  de absorbânc ia .  

Para  a  a t iv idade de água ac ima de 0 ,865 a  absorbânc ia  se  

aprox imou de 250 nm,  o  que cor respondeu à ,  

aprox imadamente ,  metade dos va lores  f ina is  observados.  

Para  o  prec ip i tado,  nas  F iguras  6  (a)  e  (b) ,  podem ser  

observadas a l te ração no pH e ,  conseqüentemente ,  redução na 
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absorbânc ia  em função da in ib ição dos microrgan ismos.  Ta l  

fa to  já  não se observa quando da ap l icação do sobrenadante  

(F iguras  6  (c )  e  (d) ) ,  que promoveu uma pequena e levação no 

pH,  mantendo es táve is  os  índ ices  de absorbânc ia .  

     

                                               (a) 

 

                                                    (b) 

Figura 5 –  Super f í c ie  de  respos ta  e  curvas  de  con to rno  para  a  

c iné t i ca  de  c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  em es tudo ,  

med idos  pe la  absorbânc ia :  (a )  e  (b )  tempera tu ra  e  pH.  
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                                            (c)   

 

                                            (d) 

Figura 6 –  Super f í c ie  de  respos ta  e  curvas  de  con to rno  para  a  

c iné t i ca  de  c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  em es tudo ,  

med idos  pe la  absorbânc ia :  ( c )  e  (d )  tempera tu ra  e  Aw.  
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                                             (a) 

 

                                                   (b) 

F igura  7  -  Super f í c ie  de  respos ta  e  curvas  de  con to rno  para  a  

c iné t i ca  de  c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  em es tudo ,  

med idos  pe la  absorbânc ia :  (a )  e  (b )  da  var iáve l  pH e  do  

p rec ip i tado .  
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                        ( c )  

  

                                                       (d) 

F igura  8  -  Super f í c ie  de  respos ta  e  curvas  de  con to rno  para  a  

c iné t i ca  de  c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  em es tudo ,  

med idos  pe la  absorbânc ia :  ( c )  e  (d )  do  pH e  do  sobrenadante .  
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4.2 .2  Aná l i se  Un ivar iada  

Para  es tudar  o  an tagon ismo das  var iáve is  sobre  a  

concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos ,  

fo ram de te rm inadas  as  taxas  de  sobrev ida  g loba l  após  24  h .  

O  tempo de  sobrev ida  é  uma var iáve l  dependente  de  

in te resse  e  é  de f in ida  como o  tempo t ranscor r ido  en t re  o  in íc io  da  

observação  a té  que  o  even to  ocor ra .  Para  e fe i to  des te  t raba lho  a  

hora  de  in íc io  do  t ra tamento  fo i  cons iderada  como a  hora  de  

incubação  dos  t rês  m ic ro rgan ismos  com o  sobrenadante  da  

respec t i va  bac té r ia  lác t i ca ,  aqu i  denominado  tempo zero .  Fo i  

cons iderado  como even to  ou  fa lha ,  a  ocor rênc ia  da  concen t ração  

in ib i tó r ia  mín ima,  C IM.  Os  dados  fo ram cons iderados  censurados  

quando comple tadas  as  24  h  após  o  in íc io  do  es tudo .  

A  esco lha  do  tempo de  sobrev ida  em 24  h  fo i  baseada em 

uma ma io r  re lação  en t re  esse  tempo de  sobrev ida  e  o  c ic lo  de  

v ida  de  cada  m ic ro rgan ismo em cond ições  idea is  de  cu l tu ra .  

Cons iderando  que  as  bac té r ias  c rescem segundo uma progressão  

geomét r i ca ,  em que  o  número  de  ind iv íduos  se  dup l i ca  após  um 

tempo de te rm inado  denominado  tempo de  geração  (µ ) ,  ca lcu lou-se  

o  número  de  bac té r ias  N ao  té rm ino  de  um número  de  gerações  

(n ) ,  usando  a  Equação  (18) .  

                                               N = No 2n                                                    Equação (18) 

Sendo,  N o  o  número  de  cé lu las  no  momento  a tua l .  O  número  

de  gerações  n  se  pode  ca lcu la r  da  segu in te  fo rma (Equação  (19) ) :  

                                                   n = t/µ                                                    Equação  (19)  

Onde,  t  é  o  tempo t ranscor r ido .  

Os  tempos  de  geração  de  bac té r ias  c rescendo em ambien tes  

favoráve is  podem ser  mu i to  cu r tos  (va lo res  de  µ  de  20  m inu tos ) .  
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Is to  s ign i f i ca  que  uma ún ica  cé lu la  (N o = 1 )  c rescendo com µ= 20  

m inu tos  pode  p roduz i r  4 ,7  x  10 2 1  cé lu las  em 24  h  (FREEMAN,  

1986) .  

O  p rocesso  de  u t i l i zação  do  sobrenadante  (neu t ra l i zado  e  

TQ)  fo i  es tudado  como var iáve l  independente  ou  exp lo ra tó r ia .  Em 

uma ava l iação  exp lo ra tó r ia  in ic ia l  f o ram con fecc ionadas  curvas  de  

sobrev ida  para  cada  var iáve l  independente .  O  método  u t i l i zado  fo i  

o  es t imador  p rodu to  l im i te  de  Kap lan-Me ie r  (KAPLAN;  MEIER,  

1958) .   

Fo i  ap l i cado  o  tes te  de  “ log - rank”  para  fazer  uma 

comparação  en t re  as  curvas  ob t idas  para  as  ca tegor ias  d i fe ren tes  

da  mesma var iáve l ,  ou  se ja ,  ava l iou -se  a  ex is tênc ia  ou  não  de  

a lguma d i fe rença  es ta t í s t i ca  en t re  as  d is t r ibu ições  das  curvas  

ob t idas .  

4 .2 .3  Aná l i se  un iva r iada  de  Cox 

Após  a  aná l i se  in ic ia l ,  as  va r iáve is  que  apresen ta ram 

s ign i f i cânc ia  es ta t í s t i ca  pe lo  tes te  de  “ log - rank”  ou  fo ram 

cons ideradas  de  impor tânc ia ,  fo ram submet idas  à  aná l i se  

un iva r iada  de  Cox.  Nessa  aná l i se ,  e las  fo ram comparadas  

ind iv idua lmente  e ,  em suas  ca tegor ias ,  em re lação  ao  des fecho ,  a  

concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima (CIM) ,  sendo ,  o  tempo,  a  va r iáve l  

dependente .  A  s ign i f i cânc ia  es ta t í s t i ca ,  fo i  ava l iada  pe lo  método  

de  Cox (Mante l ,  1966 ;  Cox ,  1972) ,  baseada em in te rva los  de  

con f iança  de  95%.  De acordo  com suas  s ign i f i cânc ias  es ta t í s t i cas  

ou  impor tânc ia  f í s i co -qu im ica ,  as  var iáve is  fo ram ap l i cadas  no  

mode lo  regressão  de  r i scos  p roporc iona is  de  Cox.  

Na  aná l i se  un iva r iada  de  Cox,  não  fo ram ava l iadas  aque las  

var iáve is  que  em suas  ca tegor ias  fo ram ún icas  para  ambos  os  

t ra tamentos ,  ta l  como,  a  tempera tu ra ,  que  se  manteve  cons tan te  

em 37  °C.  Es ta  var iáve l  fo i  es tudada ,  somente ,  na  aná l i se  
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un ivar iada  de  Kap lan-Me ie r .  Seu  es tudo  fo i  mant ido  nessa  

p r ime i ra  aná l i se  porque  é  cons iderado  impor tan te  fa to r  

p rognós t i co ,  sendo  re lac ionado  à  sobrev ida  f ina l  e ,  os  resu l tados  

ob t idos ,  podem serv i r  de  base  para  es tudos  espec í f i cos  desses  

aspec tos  no  fu tu ro .  

4 .2 .1  Aná l i se  mu l t i va r iada  

Fo i  esco lh ida  a  técn ica  de  regressão  de  Cox (Cox,1972)  por  

se r  esse  um mode lo  ap to  a  es t imar  cu rvas  de  sobrev ida  quando 

são  es tudadas  mu i tas  var iáve is  s imu l taneamente ,  podendo-se  

p red ize r ,  separadamente ,  os  r i scos  de  sobrev ida  em função  das  

d i fe ren tes  var iáve is  es tudadas .  Essa  técn ica  é ,  também,  

conhec ida  como mode lo  de  r i scos  p roporc iona is ,  regressão  de  Cox 

ou  mode lo  de  Cox.  Es te  é  um mode lo  mu i to  ú t i l  em es tudo  de  

fa to res  p rognós t i cos ,  po is  por  seu  in te rméd io  pode-se  ava l ia r  o  

e fe i to  con jun to  das  var iáve is  independentes  na  sobrev ida  de  um 

ind iv íduo .  

Para  o  uso  do  mode lo  de  Cox convenc iona l ,  f o i  necessár io  

ve r i f i ca r  se  os  p ressupos tos  do  mesmo es tavam sendo segu idos .  

O  p r inc ipa l  de les  cons is te  em assumi r  que  os  r i scos  para  uma 

var iáve l  independente  se jam cons tan temente  p roporc iona is  ao  

tempo (p roporc iona l idade  de  "Hazard  Rat ios "  ao  longo  do  tempo) .  

Para  e fe tuar  essa  ava l iação ,  fo ram con fecc ionados  g rá f i cos  de  

res íduos  de  Schoenfe ld  das  var iáve is  com s ign i f i cânc ia  es ta t í s t i ca   

(F igura  9 ) .   
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F igura  9 – Res íduos  de  Schoenfe ld  para  va l idação  do  mode lo  DE 

Cox Convenc iona l  para  as  var iáve is  BAL,  Ph ,  M ic ro rgan ismos  

pa tógenos ,  tempera tu ra  e  t ra tamento .  

A  mane i ra  pe la  qua l  o  sobrenadante  fo i  ob t ido  fo i  es tudada  

como var iáve l  independente  no  mode lo .  Foram rea l i zados  mode los  

separados  para  os  do is  t ra tamentos  em es tudo .  Ambos  para  se  

ava l ia r  os  poss íve is  v iéses  decor ren tes  das  d i fe renças  

operac iona is ,  bem como para  va l ida r  o  mode lo  que  eng lobava  os  

do is  t ra tamentos .  Para  a  con fecção  da  aná l i se  mú l t ip la  u t i l i zou-se  

a  técn ica  de  regressão  de  Cox com a  inc lusão  de  cada  var iáve l  

seqüenc ia l  e  i so ladamente  (método  en te r ) .  Para  de te rm inar  a  

o rdem de  en t rada  no  mode lo  de  regressão ,  segu iu -se  a  

s ign i f i cânc ia  es ta t í s t i ca  ob t ida  na  aná l i se  un iva r iada  de  Cox.  
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Ent ra ram no  mode lo  todas  as  var iáve is  que  con temp lavam o  

es tudo ,  se  fossem es ta t í s t i camente  s ign i f i ca t i vas  cons iderando  o  

n íve l  de  s ign i f i cânc ia  α= 5% e  a lgumas  var iáve is  de  impor tânc ia .  

A  re t i rada  das  mesmas fo i  rea l i zada  quando es tas  perd iam a  

s ign i f i cânc ia  es ta t í s t i ca ,  com base  na  razão  de  veross im i lhança  

( “ l i ke l ihood  ra t io ” ) .  

O  reg is t ro  dos  dados  co le tados  fo i  a rmazenado em um banco  

de  dados  espec í f i co ,  u t i l i zando-se  o  p rograma Exce l l® .  Na  

rea l i zação  das  aná l i ses  un iva r iada  pe la  técn ica  de  Kap lan-Me ie r  e  

pe lo  método  de  Cox fo i  u t i l i zado  o  p rograma R versão  2 .5 .1 .   

4 .3   Aná l i se  de  sobrev ivênc ia   

No  banco  de  dados  An tagon ismo (Anexo  A)  es tão  reg is t radas  

amos t ras  dos  t rês  m ic ro rgan ismos  pa togên icos .  A  p r ime i ra  hora  do  

es tudo  fo i  chamada de  tempo zero ,  e  o  tempo de  es tudo  in íc io  e  

f ina l  de  cada  m ic ro rgan ismo fo i  con tado  como o  va lo r  da  

absorbânc ia  a  660  nm a  par t i r  da  incubação ,  a té  que  o  va lo r  da  

absorbânc ia  a t ing isse  um va lo r  aqu i  de f in ido  como concen t ração  

in ib i tó r ia  mín ima (Equação  17) .  Quando es te  va lo r  não  fo i  a t ing ido  

no  in te rva lo  de  tempo ana l i sado ,  o  m ic ro rgan ismo fo i  cons iderado  

como censurado .  

4 .3 .1  Sobrev ivênc ia  u t i l i zando  o  sobrenadante  neu t ra l i zado  

O mic ro rgan ismo E.co l i  e  S.aureus  u t i l i zando  os  sobrenadantes  

do  L.ac idoph i lus ,  L . rhamnosus  e  o  L.sake  (F iguras  10 ,  11  e  12)  

acompanhados  a  par t i r  do  tempo zero ,  sa i ram do  es tudo  com os  

va lo res  de  0 ,314  e  0 ,323  de  absorbânc ia  quando a t ing i ram 6  h  de  

sobrev ida .  Já ,  o  m ic ro rgan ismo L.monocy togenes  u t i l i zando  os  

sobrenadantes  L.  rhamnosus  e  L.sake  (F iguras  11  e  12)  en t rou  no  

es tudo  no  tempo zero  e  fo i  censurado  (s ta tus= 0 )  após  24  h  de  

observação  com um va lo r  de  absorbânc ia  de  0 ,784  sem a  
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ocor rênc ia  de  in ib ição .  Já ,  Sch i l l i ne r ,  Lúcke  (1989)  re la ta ram que  

L.  monocy togenes  f o i  i n ib ida  por  a té  uma semana em carne  

p icada ,  na  p resença  de  Lac tobac i l l us  sake  Lb 706  p rodu to r  de  

sakac ina  A .  Nes te  t raba lho  a  redução  de  uma un idade  logar í tm ica  

fo i  observada  quando da  u t i l i zação  do  Lac tobac i l l us  ac idhoph i lus  

ao té rm ino  de  6  h  (F igura  10) .  

 

F igura  10 –  Curva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

com a  u t i l i zação  do  sobrenadante  L.ac idhoph i lus .  

 

F igura  11 - Curva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

com a  u t i l i zação  do  sobrenadande L. rhamnosus .  



 48

 

F igura  12 - Curva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

com a  u t i l i zação  do  sobrenadande L.sake .  

4.3 .2  Sobrev ivênc ia  u t i l i zando  o  sobrenadante  Ta l  Qua l  

A  u t i l i zação  do  sobrenadante  L.ac idoph i lus  não  fo i  s ign i f i ca t i vo  

para  a  in ib ição  de  L.  monocy togenes  (F igura  13) .  Sign i f i can te  

e fe i to  in ib i tó r io  pode  ser  observado  com a  u t i l i zação  dos  

sobrenadantes  TQ,  u t i l i zando  os  Lac tobac i l l us  rhamnosus  e  sake  

(F iguras  13  e  14) .  De acordo  com Mataragas  e t  a l  (2003) ,  o  

con t ro le  das  cond ições  amb ien ta is  parece  desempenhar  uma 

impor tan te  função  na  p rodução  de  bac te r ioc ina .  Resu l tados  de  

seus  es tudos  com as  bac te r ioc inas  p roduz idas  por  Leuconos toc  

mesente ro ides  e Lac tobac i l l us  cu rva tus  most ra ram que  a  sua  

p rodução  fo i  a fe tada  pe la  man ipu lação  dos  va lo res  de  pH e  da  

tempera tu ra .  As cond ições  ó t imas  de  p rodução  das  bac te r ioc inas  

não  co inc id i ram com as  do  c resc imento  bac te r iano .  Os  va lo res  de  

pH e  tempera tu ra  para  o  c resc imento  fo ram de  5 ,5  a  6 ,0 ,  a  30°C e  

de  pH 5 ,5  a  25°C.  
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Figura 13 - Curva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

com a  u t i l i zação  do  sobrenadande L.ac idoph i lus .  

 

F igura  14 - Curva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

com a  u t i l i zação  do  sobrenadande L. rhamnosus .  
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F igura  15 - Curva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

com a  u t i l i zação  do  sobrenadande L.sake .  

4.4  Uso da rede Bayesiana 

Com base  no  Teorema de  Bayes  (Equação  14)  fo i  t es tada  a  

h ipó tese  (H i )  de  ocor re r  a  fa lha  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

dada  a  ocor rênc ia  do  an tagon ismo da  bac te r ioc ida  ex t ra ído  dos  

respec t i vos  lac tobac i los .  O  uso  des te  teorema,  segundo a  

l i t e ra tu ra ,  é  matemat icamente  per fe i to  e  somente  uma má 

ava l iação  dos  P(H i )  é  que  pode  to rnar  sua  ap l i cação  d iscu t í ve l  

(MEYER,  1975) .  

Após  a  dec isão  das  var iáve is  essenc ia is  à  tomada de  

desc isão ,  o  mode lo  será  imp lementado  na  técn ica  de  Rede 

Bayes iana ,  por  in te rméd io  do  She l l  NETICA ® ,  da  Norsys  

(www.norsys .com) .  A  mode lagem da  rede  é  rea l i zada  em duas  

fases  d is t in tas .  Na  p r ime i ra ,  se rão  iden t i f i cadas  as  var iáve is  

essenc ia is  ao  p rocesso  de  tomada de  dec isão ,  para  quan t i f i ca r  a  

p robab i l i dade  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan imos  pa tógenos  

d ian te  da  bac te r ioc ina ,  fase  es ta  j á  ava l iada  no  i tem an te r io r  

(Aná l i se  de  Sobrev ivênc ia ) ,  pa ra  c r ia r  a  rede  semânt ica .  Após ,  os  
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va lo res  de  p robab i l i dade  cond ic iona l  e  a  pr io r i  se rão  inser idos  na  

rede .  

4 .4 .1  Cons t rução  da  Rede Bayes iana   

A  cons t rução  de  uma Rede Bayes iana  ex ige  que  cer tos  

cu idados  se jam tomados  de  modo a  permi t i r  que  a  tabe la  de  

con junção  de  p robab i l i dades  resu l tan te  se ja  uma boa  

represen tação  do  p rob lema.  Tomando como base  a  Equação  13 ,  

tem-se  que :  

( ) niparaxPaisxPxxP iin ≥≥= ∏ 0))(\(...1 ,  es ta  pode  ser  

reesc r i ta  como:  

( ) ),...,()...\(... 1111 xxPxxxPxxP nnnnn −−=  

Repe te -se  es te  p rocesso  a té  se  ob te r  uma con junção  menor ,  

reduz indo  cada  con junção  de  p robab i l i dade  em uma probab i l i dade  

cond ic iona l .  

( ) )1...\()()\(...),...,()...\(... 11121211 xXxPxPxxPxxPxxxPxxP iinnnnn −−− ∏==  

                    nipara ≥≥0                                       Equação  (20)  

Comparando  es ta  equação  com a  Equação  13 ,  observa-se  

que  a  espec i f i cação  de  uma tabe la  de  con junção  de  

p robab i l i dades ,  é  equ iva len te  à  equação  gera l :  

{ }1111 ...)())(\(),...,\( xxXPaisparaXPaisXPXXXP iiiiii −− ⊆=  Equação  (21)  

Es ta  equação  expressa  que  a  rede  Bayes iana  é  a  

represen tação  cor re ta  de  um domín io ,  se  e  somente  se ,  cada  nó  é  

cond ic iona lmente  independente  de  seus  p redecessores ,  dado  seu  

pa i .  
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Um escopo  do  mode lo  fo i  cons t ru ído  para  p ré -se lec ionar  as  

var iáve is  que  fa r iam par te  dos  nós  da  rede  u t i l i zando-se  como 

fon te  os  resu l tados  ob t idos  na  Aná l i se  de  Sobrev ivênc ia  

apresen tados  na  F igura  16 .  

Neutralizado
true
false

50.0
50.0

Talqual
true
false

50.0
50.0

Lmonocytogenes
true
false

50.0
50.0

tempo
true
false

50.0
50.0

Temperatura
true
false

50.0
50.0

Lacidophilus
true
false

50.0
50.0

Saureus
true
false

50.0
50.0

Ecoli
true
false

50.0
50.0

Lsake
true
false

50.0
50.0

Lrhamnosus
true
false

50.0
50.0

pH
true
false

50.0
50.0

 

F igura  16 – Mode lo  da  rede ,  cons t ru ído  para  p ré -se lec ionar  as  

var iáve is  Sobrenadantes ,  Tempera tu ra ,  pH,  Aw,  Tempo e  

m ic ro rgan ismos  Pa tógenos .  

A  p resen te  rede  Bayes iana  é  um mode lo  g rá f i co  que  tem 

como es t ru tu ra  um gra fo  d i rec ionado  ac íc l i co .  Os  nós  e  a rcos  do  

mode lo  represen tam,  respec t i vamente ,  as  var iáve is  do  un ive rso  

U= (A 1 ,  A 2 , . . . ,  A n )  e  as  dependênc ias  en t re  es tas .  Na  rede  
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cons t ru ída  para  o  p rob lema do  an tagon ismo aqu i  mode lado ,  a  

d i reção  dos  a rcos  represen ta  re lações  de  causa-conseqüênc ia  

en t re  as  var iáve is .  

Assoc iado  ao  g rá f i co ,  ex is te  uma represen tação  de  

p robab i l i dades .  As  redes  Bayes ianas  ado tam uma represen tação  

compac ta  onde  são  de f in idas  somente  as  p robab i l i dades  

cond ic iona is  de  cada  nó  em re lação  aos  seus  pa is .  Para  a  

ap l i cação  das  redes  Bayes ianas  é  necessár io  que  se  obedeça  a  

cond ição  de  Markov ,  apresen tada  na  Equação  (13) .  

Em ap l i cações  p rá t i cas ,  os  va lo res  da  p robab i l i dade  con jun ta  

não  são  mu i to  s ign i f i ca t i vos  na  aná l i se  do  p rob lema mode lado .  De  

ma io r  in te resse  são  as  p robab i l i dades  pos te r io res  de  cada  nó  não  

observado .  U t i l i zando-se  a  p robab i l i dade  con jun ta ,  podem-se  

ob te r  as  p robab i l i dades  pos te r io res  somando-se ,  para  cada  es tado  

de  cada  var iáve l ,  t odas  as  p robab i l i dades  em que  a  var iáve l  

encon t ra -se  no  es tado  dese jado .  Em segu ida ,  norma l i zam-se  as  

p robab i l i dades  ob t idas  e  ob têm-se  as  p robab i l i dades  pos te r io res  

para  cada  nó .   

4 .4 .2  O aprend izado  em redes  Bayes ianas  

O aprend izado  em redes  Bayes ianas  (HECKERMAN;  

GEIGER;  CHICKERING,  1995)  pode  te r  como ob je t i vo  a  ob tenção  

das  p robab i l i dades  da  rede ,  da  es t ru tu ra  da  rede ,  ou  ambos .  Os  

ob je tos  u t i l i zados  no  aprend izado  são  um a lgor í tmo de  

aprend izado  e  uma base  de  dados ,  es ta  cor respondente  ao  

domín io  do  p rob lema mode lado  pe la  rede .  A  es t ru tu ra  in ic ia l  da  

rede  pode  ser  ob t ida  a  par t i r  das  p robab i l i dades  de f in idas  por  

técn icas  es ta t í s t i cas  que  poss ib i l i t am a  ob tenção  de  

p robab i l i dades  a  p r io r i ,  e  podem ser  usadas  como pon to  de  

par t ida  para  a lgor í tmos  de  aprend izado .  Ou,  en tão ,  pode-se  ob te r  

as  p robab i l i dades  por  aprend izado ,  que  ser iam pos te r io rmente  
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ver i f i cadas  por  espec ia l i s tas .  De  qua lquer  fo rma,  o  ob je t i vo  f ina l  é  

ob te r  as  p robab i l i dades  que  me lhor  co r respondam à  rea l idade  do  

p rob lema mode lado  pe la  rede  Bayes iana .  

4 .4 .3  L im i tações  na  es t ru tu ra  da  rede  

A lguns  fa to res  não  puderam ser  inser idos  na  es t ru tu ra  da  

rede  em função  de  d i f i cu ldades  no  levan tamento  dos  dados :  

•  O excess ivo  número  de  p robab i l i dades  necessár ias  

para  a  quan t i f i cação  da  rede  (HECKERMAN;  BREESE,  

1994) .  Em um nó  X ,  com k  ca tegor ias ,  o  número  de  

p robab i l i dades  a  serem espec i f i cadas  é  dado  pe la  

Equação  22 :  

∏=°
)(

)(^)(
xpa

xpacategoriasnKxtabeladaelementosden      Equação  (22)  

Na  ma io r ia  dos  casos ,  cada  var iáve l  a lea tó r ia  é  d i re tamente  

in f luenc iada  por  no  máx imo k  ou t ras  var iáve is .  Suponha-se ,  por  

ques tões  de  s imp l i c idade ,  que  as  var iáve is  a lea tó r ias  possam 

assumi r  apenas  va lo res  boo leanos ,  nes te  caso ,  a  quan t idade  de  

in fo rmação necessár ia  para  se  espec i f i ca r  uma de te rm inada  tabe la  

de  p robab i l i dades  cond ic iona is  se rá  no  máx imo 2k  números ,  em 

con t ras te  com uma tabe la  de  con junção  de  p robab i l i dades ,  2n .  

Apenas  como um exemplo  do  poder  de  compac tação ,  suponha-se  

uma rede  com 20  nós  (n=  20) ,  cada  nó  com no  máx imo 5  pa is   

( k=  5 ) ,  uma rede  Bayes iana  necess i ta r ia  de  640  números ,  

enquanto  uma tabe la  “ j o in 2”  ( ro t ina  de  c lass i f i cação ,  cu ja  

operação  c r ia  um novo  e lemento  em um novo  banco  de  dados  para  

cada  e lemento  da  tabe la  p r inc ipa l )  que  c lass i f i ca  ma is  de  1  

m i lhão .   

                                            

2 http://dev.mysql.com/doc/refman/4.1/pt/join.html, acessado em novembro de 2007. 
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Ent re tan to ,  ex is tem domín ios  que  requerem que  cada  nó  se ja  

in f luenc iado  por  todos  os  ou t ros .  Nes tes  casos ,  a  espec i f i cação  

de  uma tabe la  de  con junção  de  p robab i l i dades  requer  a  mesma 

quan t idade  de  in fo rmação que  uma rede  Bayes iana .  Porém,  na  

p rá t i ca ,  a  ma io r ia  dos  p rob lemas  podem ser  s imp l i f i cados  de  

fo rma a  se  garan t i r  que  a  rede  não  se ja  conexa ,  sem perda  de  

in fo rmação ú t i l .   

4 .4 .4  Obtenção  de  p robab i l i dades  

Para  a  quan t i f i cação  da  rede  Bayes iana  apresen tada  nes te  

t raba lho  fo i  u t i l i zada  a  quan t i f i cação  de  p robab i l i dade  a  par t i r  do  

es tudo  da  Aná l i se  de  Sobrev ivênc ia .  Ta l  método  poss ib i l i t ou  a  

ob tenção  das  p robab l idades  de  uma mane i ra  ráp ida ,  segu ida  de  

cor reções  nos  va lo res  de  a lguns  resu l tados  que  se  mos t ra ram 

incoeren tes  duran te  as  ava l iações  e fe tuadas .   

4 .4 .5  Probab i l i dades  marg ina is  

As  p robab i l i dades  marg ina is  co r respondem aos  nós  sem 

pa is ,  e  são  de  fác i l  ob tenção .  Gra f i camente ,  são  apresen tadas  na  

par te  super io r  da  rede .  

Nas  Tabe las  7  a  10 ,  es tão  represen tadas  as  p robab i l i dades  

marg ina is  da  rede .  A  p r ime i ra  l i nha  de  cada  tabe la  represen ta  as  

ca tegor ias  do  nó ,  e ,  a  segunda,  o  teor  de  cada  ca tegor ia .  

Tabe la  7- Tempera tu ra  (°C)  

5-15  30-45  35-47  

5% 70% 15% 
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Tabe la  8 - Tempo (horas )  

<3 6  >24  

26% 55% 19% 

 

Tabe la  9 –  pH 

0,1  -  5 ,4  5 ,4  -  8 ,5  8 ,5  –  11 ,5  

18% 80% 2% 

Tabe la  10 – Aw 

<0,8  0 ,8 -0 ,9  >0 ,9  

0,2% 18% 81 ,8% 

4 .4 .6  Probab i l i dades  Cond ic iona is  

Os  demais  nós  da  rede  têm probab i l i dades  cond ic iona is  em 

re lação  aos  respec t i vos  pa is .  A  t í t u lo  de  exemplo ,  na  F igura  17 ,  

os  nós  fo ram d iv id idos  em do is  g rupos :  o  dos  lac tobac i los  aqu i  

represen tado  pe lo  nó  do  sobrenadante  do  L.  sake  e  o  dos  

m ic ro rgan ismos  pa tógenos  (E.  co l i ,  L .  monocy togenes  e  S .  

aureus ) .  O  g rupo  dos  lac tobac i los  tem a  sua  p robab i l i dade  de  

sobrev ivênc ia  dependente  somente  das  cond ições  amb ien ta is  

( tempera tu ra ,  pH,  Aw e tc . ) ,  somente  espec i f i cada  na  rede  

comple ta ,  em cap í tu lo  pos te r io r .  No  segundo g rupo ,  a  dos  

m ic ro rgan ismos  pa tógenos ,  os  nós  represen tam a  p robab i l i dade  de  

sobrev ivênc ia   dadas  as  cond ições  espec i f i cas  que  lhe  são  

a t r ibu ídas  na  rede .  
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F igura  17 – Rede Bayes iana  com qua t ro  nós  (p in tu ra  g rá f i ca  

aprox imada,  por  fa l ta  de  reso lução) .  

Nas  Tabe las  11  e  12 ,  encon t ram-se  l i s tadas  as  

p robab i l i dades  cond ic iona is  de  apenas  um nó  da  rede  a  t í t u lo  de  

exemplo  do  cá lcu lo  das  p robab i l i dades ,  sendo ,  na  p r ime i ra  co luna  

de  cada  tabe la ,  cons ideradas  as  poss íve is  combinações  de  pa is  e ,  

na  p r ime i ra  l i nha  as  ca tegor ias  do  nó .  Em cada  l inha  subseqüente  

es tão  cons ideradas  as  p robab i l i dades  cond ic iona is  para  cada  

combinação  de  pa is .  

Tabe la  11 - Va lo res  de  P(A) .  

P(a 1 )=0 ,72  P(a 2 )=0 ,28  

Tabe la  12  – Va lo res  das  p robab i l i dades  cond ic iona is .  

P(b 1 \ a 1 )=0 ,80  P(b 2 \ a 1 )=0 ,20  

P(b 1 \ a 2 )=0 ,29  P(b 2 \ a 2 )=0 ,71  

P(c 1 \ a 1 )=0 ,74  P(c 2 \ a 1 )=0 ,26  

P(c 1 \ a 2 )=0 ,28  P(c 2 \ a 2 )=0 ,72  

P(d 1 \ a 1 )=0 ,78  P(d 2 \ a 1 )=0 ,20  

P(d 1 \ a 2 )=0 ,29  P(d 2 \ a 2 )=0 ,71  

L. sake 
sim 72,3     
não 27,7     

A 

E. coli 
sim 53,9     
não 46,1     
 

B 
L. monocytogenes 

sim 51,2     
não 48,8     
 

C 

S. aureus 
sim 53,2     
não 46,8     
 

D 
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A par t i r  das  tabe las  an te r io res ,  ob tém-se  a  tabe la  con jun ta  

(Tabe la  13) ,  P(A ,  B ,  C ,  D) ,  con tendo  dezesse is  va lo res ,  dados  

pe la  equação  21 .  

P(A ,  B ,  C ,  D)  =  P(A)  *  P(B |A)  *  P  (C |A)  *  P  (D |A)        Equação  (24)  

Tabe la  13 - Probab i l i dade  con jun ta .  

P(a1 ,b1 ,c1, d1) 

0,332 

P(a1 ,b1 ,c1, d2) 

0,093 

P(a1 ,b1 ,c2, d1) 

0,116 

P(a1 ,b1 ,c2, d2) 

0,032 

P(a1 ,b2 ,c1, d1) 

0,083 

P(a1 ,b2 ,c1, d2) 

0,031 

P(a1 ,b2 ,c2, d1) 

0,029 

P(a1 ,b2 ,c2, d2) 

0,029 

P(a2 ,b1 ,c1, d1) 

0,129 

P(a2 ,b1 ,c1, d2) 

0,036 

P(a2 ,b1 ,c2, d1) 

0,045 

P(a2 ,b1 ,c2, d2) 

0,012 

P(a2 ,b2 ,c1, d1) 

0,032 

P(a2 ,b2 ,c1, d2) 

0,009 

P(a2 ,b2 ,c2, d1) 

0,011 

P(a2 ,b2 ,c2, d2) 

0,003 

Para  o  caso  em que  o  nó  B  é  observado  como B= b 2 ,  rea l i za -

se  um processo  de  in fe rênc ia  para  os  nós  A  e  C.   

Para  P(a 1  |  B=  b 2 ) ,  po r  exemplo ,  rea l i za -se  o  segu in te  cá lcu lo :  

+
+++

+==
),,,(),,,(),,,(),,,(

),,,(),,,(
)bB\(

2221122121211121

21211121
21 dcbaPdcbaPdcbaPdcbaP

dcbaPdcbaP
aP

 

),,,(),,,(),,,(),,,(
),,,(),,,(

2222122221221122

22211221

dcbaPdcbaPdcbaPdcbaP
dcbaPdcbaP

+++
++  

Como é  observado  que  {B=  b 2 } ,  t odas  as  p robab i l i dades  em 

P(A,  B ,  C ,  D)  con tendo  b 1  não são  u t i l i zadas .  Rea l i zando-se  o  

p rocesso  an te r io r  para  todos  os  es tados  de  A,  C e D,  ob têm-se  as  

p robab i l i dades  cond ic iona is  para  cada  nó ,  ex ib idas  na  Tabe la  14 :  

Tabe la  14 - Probab i l i dades  cond ic iona is  para  cada  nó .  

P( a1 | B = b2) = 0,75 
 

P( c1 | B = b2) = 0,86 P( d1 | B = b2) = 0,79 

P( a2 | B = b2) = 0,25 
 

P( c2 | B = b2) = 0,14 
 

P( d2 | B = b2) = 0,21 
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Nas  Tabe las  15  e  16  encon t ram-se  l i s tados  as  p robab i l i dades  

cond ic iona is  in ic ia is  para  uso  na  rede  bayes iana  comple ta ,  sendo  

na  p r ime i ra  co luna  de  cada  tabe la  cons iderada  as  poss íve is  

combinações  de  pa ís ,  e  na  p r ime i ra  l i nha  as  ca tegor ias  dos  nós .  

Tabela 15 - U t i l i zação  dos  Lac tobac i l l us  em função  do  t ra tamento  

com os  sobrenadantes  dos  Lac tobac i l l us .  

Var iáve is  Cond ic ionan tes  S im Não 

Lac tobac i l l u s  ac i doph i l us  ATCC 4356  =  neu t ra l i z ado  83,30  16 ,70  

Lac tobac i l l u s  ac i doph i l us  ATCC 4356  =  t a l qua l  88,90  11 ,10  

Lac tobac i l l u s  s ak e  ATCC 15521  =  neu t ra l i z ado  83,30  16 ,70  

Lac tobac i l l u s  s ak e  ATCC 15521  =  t a l qua l  88,90  11 ,10  

Lac tobac i l l u s  r hamnos us  H-19  =  neu t ra l i z ado  83,30  16 ,70  

Lac tobac i l l u s  r hamnos us  H-19  =  t a l qua l  88,90  11 ,10  

 

 

Tabe la  16  -  Redução  do  tempo de  sobrev ida  em função  do  

Lac tobac i l l us  e  do  t ra tamento  (Grupo  dos  m ic ro rgan ismos  

pa togenos)  

Var iáve is  Cond ic ionan tes  S im Não 

L i s te r i a  monoc y togenes  ATCC 15313=neu t ra l i z ado  82,40  17 ,60  

L i s te r i a  monoc y togenes  ATCC 15313= ta l qua l  58,09  41 ,91  

Es c he r i c h i a  c o l i  ATCC 25922=neu t ra l i z ado  81,90  18 ,10  

Es c he r i c h i a  c o l i  ATCC 25922= ta l qua l  63,00  37 ,00  

Staphy loc oc c us  au reus  ATCC 25923=neu t ra l i z ado  82,40  17 ,60  

Staphy loc oc c us  au reus  ATCC 25923= ta l qua l  57,69  42 ,31  
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O processo  de  in fe rênc ia  é  a  base  da  u t i l i dade  das  redes  
Bayes ianas .  Ex is tem a lgor í tmos  e f i c ien tes  em tempo e  espaço ,  
que  não  ex igem o  cá lcu lo  de  todas  as  tabe las  con jun tas  (JENSEN,  
2001) .  

4 . 4 . 7  “No isy -nor ”  

O mode lo  “no isy -nor ”  (HECKERMAN;  BREESE,  1994)  perm i te  

ca lcu la r  as  p robab i l i dades  a  par t i r  de  ou t ras  e  não  espec i f i cadas  

d i re tamente ,  com as  res t r i ções  de  que  os  pa is  do  nó  possam 

con t r ibu i r  independentemente  para  a  p robab i l i dade  do  nó  em que  

é  ap l i cado  o  mode lo .  

Para  es te  t raba lho ,  é  necessár io  que  o  nó  em ques tão  

também se ja  b inár io ,  i s to  é ,  possua  somente  duas  ca tegor ias :  

ve rdade i ro  ou  fa lso .  No  caso ,  uma redução  da  concen t ração  

in ib i tó r ia  mín ima pode  ser  a t ing ida ,  dev ido  aos  vár ios  fa to res  de  

r i sco /causa .  Para  o  nó  in ib ição  do  m ic ro rgan ismo E.  co l i ,  os  

fa to res  r i sco /causa  são :  tempo,  tempera tu ra ,  pH e  a t i v idade  de  

água ,  j un to  a  um dos  sobrenadantes .  Fo i  u t i l i zado  o  mode lo  

“no isy -nor ”  para  os  nós  L.  monocy togenes ,  S .  aureus  e  E.  co l i .  

Mode lando  o  s is tema de  sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos ,  tem-

se  um nó  C com ca tegor ias  c  represen tando  uma redução  do  

c resc imento ,  cu jas  causas  são :  r 1 ,  r 2 , . . . , r n .  As  p robab i l i dades  para  

C são  dadas  pe la  tabe la  con jun ta  de  p robab i l i dades  cond ic iona is  

P(C\ r 1 , r 2 , . . . r n ) .  

Os  va lo res  in ic ia is  para  o  cá lcu lo  são  as  p robab i l i dades  

cond ic iona is  P(C\ r 1 , r 2 , . . . r n ) ,  ob t idas  a  par t i r  da  Aná l i se  de  

Sobrev ivênc ia ,  s i s temas  espec ia l i s tas  ou  dados  b ib l iog rá f i cos .  

Obtêm-se  as  p robab i l i dades  de  l ink  a  par t i r  das  

p robab i l i dades  cond ic iona is ,  ca lcu lando-se  (N IKOVSKI ,  2000) :  

                   1
)\(1

)\()\(
≠

−
−

= sek
CrcP

CrcPCrcP
CP

li

liki
kr                        Equação (205) 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No es tudo  das  fo rças  an tagôn icas  que  agem sobre  o  

c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  na  p resença  de  uma 

bac té r ia  ác ido- lá t i ca ,  o  des fecho  de  in te resse  acon tece  quando os  

va lo res  de  absorbânc ia  a t ingem a  concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima  

(Equação  14) .   

Na  F igura  18 ,  es tão  apresen tados  os  tempos  ver i f i cados ,  

exper imenta lmente ,  para  os  3  m ic ro rgan ismos  em es tudo .  O  

s ímbo lo  (ο ) ,  i nd ica  censura  (nes te  caso ,  todas  as  censuras  

ocor re ram ao  té rm ino  do  es tudo) ,  e  o  s ímbo lo  (• )  i nd ica  a  

ocor rênc ia  de  fa lha ,  i s to  é ,  o  momento  no  qua l  o  m ic ro rgan ismo 

a t ing iu  a  concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima.  Como um mic ro rgan ismo 

pode  vo l ta r  a  assumi r  um aumento  nos  va lo res  de  absorbânc ia  

após  haver  a t ing ido  uma concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima em função  

do  aumento  dos  metabó l i t os  (bac te r ioc inas ,  ác ido  lác t i co ,e tc . ) ,  

pode-se  re la ta r  que  es te  fa to  t ra ta -se  de  um even to  recor ren te :  o  

m ic ro rgan ismo vo l ta  a  fazer  par te  do  g rupo  de  r i sco ,  devendo ser  

observado  a té  o  f ina l  do  es tudo .  

 

F igura  18 - Ocor rênc ia  de  fa lha  (• )  ou  censura  (ο )  dos  

m ic ro rgan ismos .  
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Pode-se  observar  da  F igura  18  que  a  ma io r ia  dos  

m ic ro rgan ismos  a t ing iu  sua  CIM na  sex ta  hora  de  

acompanhamento ,  onde  os  va lo res  de  absorbânc ia  f i ca ram 

in fe r io res  aos  ob t idos  nas  so luções  de  con t ro le .  A  re tomada do  

c resc imento  após  o  ep isód io  de  redução ,  fo i  cons iderada  como um 

ún ico  ep isód io  para  não  in f lac ionar  a  taxa  de  inc idênc ia  uma vez  

que  a  f reqüênc ia  do  tempo de  sobrev ida  é  pequena.   

5.1  DIFERENCIAÇÃO ENTRE OS SOBRENADANTES TQ E N 

Nas  F iguras  19(a )  e  19(b ) ,  es tão  i lus t radas  as  curvas  da  

função  de  sobrev ivênc ia  em sobrenadante  neu t ra l i zado  e  TQ,  

respec t i vamente .  In ic ia -se  com S(0)=  1 ,  ou  se ja ,  onde  a  

p robab i l i dade  de  um mic ro rgan ismo sobrev ive r  no  in íc io  do  es tudo  

é  1 ,  ou ,  100%,  nes te  caso ,  in i c ia -se  a  fase  Lag  na  qua l  todos  os  

m ic ro rgan ismos  es tão  adap tados  ao  me io ,  para  in ic ia r  o  p rocesso  

de  c resc imento  exponenc ia l .  

 

F igura  19 - (a )  Sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  med ian te  

a  u t i l i zação  do  sobrenadante  neu t ra l i zado ;  (b )  u t i l i zação  do  

sobrenadante  TQ.   

A  função  de  sobrev ivênc ia  S( t )  dec resceu  rap idamente  

con fo rme a  F igura  19(a ) ,  ind icando ,  como conseqüênc ia ,  uma 

d im inu ição  acen tuada  da  taxa  de  sobrev ivênc ia  dos  
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mic ro rgan ismos  pa tógenos .  Somente  40% dos  m ic ro rgan ismos  

t i ve ram sobrev ida  aba ixo  do  tempo de  es tudo ,  i s to  é ,  in fe r io r  a   

24  h ,  sendo  a  sobrev ida  méd ia  de  9  h .  Os  60% res tan tes  fo ram 

represen tados  pe lo  S.  aureus ,  que  não  apresen tou  redução  em 

sua  concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima duran te  o  tempo de  es tudo  

com a  u t i l i zação  do  sobrenadante  L.  sake .  Es te  resu l tado  será  

comprovado ,  pos te r io rmente ,  no  es tudo  do  c resc imento  ind iv idua l .  

Com a  u t i l i zação  do  sobrenadante  TQ,  con fo rme mos t rado  na  

F igura  19(b ) ,  o  tempo med iano  de  sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos  

cor respondeu a ,  aprox imadamente ,  9  h .  Es te  fo i  o  tempo em que  

50% dos  m ic ro rgan ismos  em es tudo  a inda  não  hav iam 

exper imentado  uma redução  de  sua  concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima 

(S(9 )=0 ,5 ) .  Os  percen tua is  80  e  20  represen tam o  tempo em que  

os  m ic ro rgan ismos  sobrev ive ram ao  t ra tamento .   

A  p robab i l i dade  de  um mic ro rgan ismo sobrev ive r  3  h  fo i  de  

80%.  Em 9  h ,  50% dos  m ic ro rgan ismos  já  hav iam apresen tado  uma 

redução  em sua  absorbânc ia  e ,  em 24  h ,  20% dos  m ic ro rgan ismos  

a inda  não  hav iam a t ing ido  a  redução  em sua  concen t ração  

in ib i tó r ia  mín ima.  

O  in te resse  es tá  nas  curvas  que  decrescem rap idamente ,  

uma vez  que  se  tem como respos ta  o  tempo a té  que  o  

m ic ro rgan ismo a t in ja  sua  concen t ração  in ib i tó r ia  mín ima.  Es ta  

represen tação  es tá  me lhor  iden t i f i cada  na  F igura  19(b ) ,  po r  

apresen ta r  dec résc imo ma is  acen tuado  em re lação  ao  tempo.  

 

 

 

 



 64

5.2  EFICÁCIA DOS SOBRENADANTES COMO INIBIDORES DE CRESCIMENTO 

Com o  ob je t i vo  de  ava l ia r  a  e f i các ia  do  an tagon ismo 

promov ido  pe la  u t i l i zação  das  bac té r ias  lá t i cas  como in ib idor  de  

c resc imento  dos  m ic ro rgan ismos  pa togên icos ,  fo ram comparados  

os  t rês  g rupos  de  sobrenadantes  usando a  técn ica  de  aná l i se  de  

sobrev ivênc ia  por  me io  do  es t imador  de  Kap lan-Me ie r .  O  va lo r  da  

es ta t í s t i ca  “ log - rank”  (Equação18)  apresen tada  na  Tabe la  17  que ,  

sob  a  h ipó tese  de  igua ldade  das  curvas  de  sobrev ivênc ia ,  tem 

uma d is t r ibu ição  qu i -quadrado  com do is  g raus  de  l ibe rdade  com 

va lo r  de  4 ,1  (p=0 ,12) ,  ind ica  a  não  ex is tênc ia  de  d i fe renças  en t re  

o  tempo de  sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos  pe la  u t i l i zação  dos  

sobrenadantes .  

Tabe la  17– D is t r ibu ição  da  ocor rênc ia  de  even tos  pe la  es ta t í s t i ca  

de  “ log - rank” .  

 N  Obs e rvado  Es pe rado  (O-E )^2 /E  (O-E )^2 /V  

L.  ac idoph i lus  108 108  66 ,8  0 ,086  0 ,345  

L.  rhamnosus  108 108  105 ,2  0 ,516  1 ,930  

L.  Sake  108 102  106 ,0  1 ,000  3 ,881  

N o t a .  C h i s q =  4 , 1 ,  c o m  2  g r a u s  d e  l i b e r d a d e ,  p =  0 , 1 2 8  

5.3  SOBRENADANTE COM TRATAMENTO NEUTRALIZADO 

Na Tabe la  18 ,  es tão  apresen tadas  as  p robab i l i dades  de  

sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos  em função  da  u t i l i zação  dos  

sobrenadantes  med ian te  ao  t ra tamento  neu t ra l i zado .  

Aprox imadamente  96% dos  pa tógenos  não  apresen ta ram redução   

do  índ ice  de  CIM com a  u t i l i zação  do  sobrenadante .  

Aprox imadamente  66%,  apresen ta ram sobrev ida  após  6  h .  No  

in te rva lo  de  3  a  6  h ,  a  p robab i l i dade  de  que  todos  os  

m ic ro rgan ismos  es t i vessem v ivos  fo i  de  35%.  Com 24  h ,  5% dos  
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mic ro rgan ismos  em es tudo  fo ram censurados  à  d i re i ta  por  não  

apresen ta rem redução  na  absorbânc ia .   

Tabe la  18 – Es t imat ivas  S( t )  pa ra  a  sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos  

pa tógenos  com o  uso   do  sobrenadante  neu t ra l i zado .  

T e m p o  

( h )  
n . r i s c o  n . e v e n t  s o b r e v i d a  s t d . e r r  C I  i n f e r i o r  

9 5 %  
C I  s u p e r i o r  

9 5 %   

0  84  3  0 ,9654  0 ,0196  0  0 ,840  
3  19  1  0 ,6667  0 ,0907  0 ,5106  0 ,670  
6  7  1  0 ,3556  0 ,1071  0 ,1970  0 ,642  

24  2  1  0 ,0593  0 ,0570  0 ,0090  0 ,390  

F o n t e : A u t o r  ( 2 0 0 7 )  

A in ib ição  de  m ic ro rgan ismos  po tenc ia lmente  pa togên icos  

por  metabó l i t os  ob t idos  a  par t i r  do  c resc imento  de  Lac tobac i l l us  

ac idoph i lus ,  j á  fo i  desc r i ta  em es tudos  an te r io res  de  Gonzá lez  e t  

a l .  (1993) ,  Fang  e t  a l .  (1996)  e  Ogawa e t  a l .  (2001) ,  co r roborando  

os  resu l tados .  A  ação  do  ác ido  lá t i co  fo i  apon tada  por  e les  como o  

p r inc ipa l  mecan ismo de  in ib ição .  

5.4  ESTUDO UTILIZANDO O TRATAMENTO TQ 

No in íc io  da  observação  ( tempo 0 ) ,  97% dos  m ic ro rgan ismos  

não  hav iam apresen tado  uma redução  em sua  concen t ração  

in ib i tó r ia  mín ima.  Após  a  te rce i ra   hora ,  a  es t imat i va  de  sobrev ida  

e ra  de  51%,  reduz indo  para  38% na  sex ta  hora .  Pe la  Tabe la  19 ,  

pode-se  observar  também que  em 24  h ,  aprox imadamente  25% dos  

m ic ro rgan ismos  não  apresen ta ram uma redução  dos  va lo res  de  

absorbânc ia  em re lação  ao  g rupo  con t ro le ,  sendo  censurados  a  

d i re i ta .  
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Tabe la  19 – Es t imat ivas  S( t )  pa ra  os  dados  do  t ra tamento  TQ.   

T e m p o  

( h )  

n . r i s c o  n . e v e n t  s o b r e v i d a  s t d . e r r  C I  
i n f e r i o r  

9 5 %  

C I  
s u p e r i o r  

9 5 %   

0  87  2  0 ,9770  0 ,0161  0  0 ,970  
3  40  1  0 ,5109  0 ,0564  0 ,5106  0 ,860  

6  30  1  0 ,3799  0 ,0551  0 ,1970  0 ,532  

24  21  2  0 ,2489  0 ,0493  0 ,0980  0 ,365  
Fonte: Autor (2007). 

Lac tobac i l l us  p lan ta rum  exerce  e fe i to  in ib i tó r io  sobre  um 

amplo  espec t ro  de  m ic ro rgan ismos ,  inc lu indo  bac té r ias  Gram 

pos i t i vas  e  Gram negat i vas ,  den t re  e las  L is te r ia  innocua  e  

Escher ich ia  co l i  (LASH e t  a l . ,  2005) .  Segundo es tes  au to res  o  

e fe i to  de  in ib ição  do  sobrenadante  suspensão  de  L.  p lan ta rum ,  

quan to  a  sua  es tab i l i dade  f ren te  a  d i fe ren tes  tempera tu ras  e  pH,  

sobre  espéc ies  de  bac té r ias  pa togên icas  perdem a  a t i v idade  

an t im ic rob iana  em tempera tu ras  super io res  a  30ºC e  o  mesmo 

ocor re  quando o  pH é  a jus tado  para  va lo res  ma io res  que  5 ,0  e  

menores  que  4 ,0 ,  suger indo  que  o  compos to  causador  da  in ib ição  

é  a t i vo  somente  nessa  fa ixa  de  pH.  Ta lvez  es te  fa to  j us t i f i que  a   

inc idênc ia  de  m ic ro rgan ismos  que  fo ram censurados  após  24  h  de  

es tudo  no  p resen te  t raba lho ,  com o  uso  do  sobrenadante  TQ.   

5.5  MODELO FINAL 

Após  ob t idas  as  p robab i l i dades  in ic ia is  com o   uso  da  

aná l i se  de  sobrev ivênc ia ,  fo i  f e i ta  uma ú l t ima ava l iação  com casos  

em que  os  nós  das  var iáve is  de  in f luênc ia  não  fo ram observados ,  

s imu lando  a  fa l ta  des tas  in fo rmações  por  não  es ta rem d ispon íve is .  

O  nó  tempera tu ra  t raba lha  somente  com duas  poss ib i l i dades ,  

ou  se ja ,  a  u t i l i zação  ou  não  da  tempera tu ra  idea l  para  o  

c resc imento ,  no  caso ,  cond ic ionada  a  37  °C.  Se  fo r  u t i l i zada  a  

tempera tu ra  padrão ,  tem-se  99% de  chances  do  m ic ro rgan ismo 

c rescer  no  me io ,  con t ra  apenas  1% caso  con t rá r io .  
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O mode lo  apresen tado  na  F igura  20  carac te r i za  as  suas  

p robab i l i dades  in ic ia is ,  cons t ru ído  de  acordo  com as  var iáve is  

p ré -se lec ionadas ,  u t i l i zando-se  como par t ida  os  resu l tados  de  

p robab i l i dade  ob t idos  na  Aná l i se  de  Sobrev ivênc ia .  

Todos  os  nós  têm uma probab i l i dade  a l ta  para  a  ca tegor ia  

s im,  ind icando  que  a  var iáve l  fo i  u t i l i zada  no  mode lo .  Fo i  

observada  uma sobrev ivênc ia  de ,  aprox imadamente ,  52% dos  

m ic ro rgan ismos  pa tógenos  nes tas  cond ições .  
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25.0
60.0
15.0

45 ± 19

 

F igura  20 - Mode lo  cons t ru ído  de  acordo  com as  var iáve is  p ré -

se lec ionadas .  
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Na F igura  21 ,  encon t ra -se  represen tado ,  esquemat icamente ,  

o  caso  em que  se  u t i l i za  o  t ra tamento  TQ,  com a  tempera tu ra  de  

37  °C,  pH neu t ro  e  o  sobrenadante  do  L.  ac idoph i lus .  O  resu l tado  

mos t rou  que ,  aprox imadamente ,  46% dos  m ic ro rgan ismos  E.  co l i  e  

S.  aureus  t i ve ram uma redução  em sua  carga  in ib i tó r ia  mín ima,  

con t ra  48% para  o  m ic ro rgan ismo L.monocy togenes .  
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sim
nao

 100
   0

Temperatura
sim
nao

 100
   0
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nao

72.3
27.7

Neutralizado
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nao

57.3
42.7

Talqual
sim
nao

 100
   0

1

tempo
time0
time3
time6
time24

   0
 100
   0
   0

0.627

Saureus
sim
nao

53.2
46.8

Lmonocytogenes
sim
nao

51.2
48.8Ecoli

sim
nao

53.9
46.1

pH
Acidofilo
Neutro
Alcalifilicos

   0
 100
   0

60

 

F igura  21 -  Mode lo  u t i l i zando  L.  ac idoph i lus ,  com o  t ra tamento  TQ 

em 3  h .  

Em 6  h ,  a  sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos  S.  aureus  e  L.  

monocy togenes  t eve  uma redução  em to rno  de  4% (F igura  22) ,  

enquanto  que  para  o  m ic ro rgan ismo E.  co l i  não  houve  a l te ração  

em te rmo de  es t imat ivas ,  mantendo-se  cons tan te  as  demais  

va r iáve is .  
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F igura  22 - Mode lo  u t i l i zando  L.  ac idoph i lus ,  t ra tamento  TQ,  em  

6  h .  

Na  F igura  23 ,  es tá  represen tada ,  esquemat icamente ,  a  

u t i l i zação  do  sobrenadante  L.  ac idoph i lus ,  com o  t ra tamento  

neu t ra l i zado  com a  tomada de  tempo em 3  h ,  mantendo-se  

cons tan te  a  var iáve l  tempera tu ra  e  o  pH neu t ro .  Observou-se  que  

as  chances  de  sobrev ida  reduz i ram para  44% em 3  h  para  os  

m ic ro rgan ismos  E.  co l i  e  S.  aureus ,  sendo  mant ida  a  sobrev ida  do  

m ic ro rgan ismo L.  monocy togenes  em 48% após  3  h .  
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F igura  23 - Mode lo  u t i l i zando  L.  ac idoph i lus ,  t ra tamento  

neu t ra l i zado ,  em 3  h .  

Em 6  h  o  pa tógeno E.  co l i ,  ap resen tou  44% de  sobrev ida ,  

con t ra ,  aprox imadamente ,  50% do  L.  monocy togenes  e  51% do  S.  

aureus  com o  t ra tamento  neu t ra l i zado  (F igura  24) .  O  

m ic ro rgan ismo E.  co l i  ap resen tou  redução  em sua  CIM em 3  h ,  ao  

passo  que  os  ou t ros  do is  m ic ro rgan ismos  apresen ta ram me lhores  

resu l tados  em 6  h  na  p resença  do  sobrenadante .   

No  Quadro  1 ,  encon t ra -se  demons t rado  que  a  rede  es tá  bem 

a jus tada .  Observou-se  que ,  a  par t i r  de  6  h  de  acompanhamento ,  

os  percen tua is  de  sobrev ivênc ias  a t ig i ram pa tamares  em to rno  de  

50%,  o  que  se  cor robora  com a  Aná l i se  de  sobrev ivênc ia  que  

apon tou  uma redução  na  CIM para  50% em to rno  de  9  h .   
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F igura  24 - Mode lo  u t i l i zando  L.  ac idoph i lus ,  t ra tamento  

neu t ra l i zado ,  em 6  h .  
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Quadro  1 – S imu lação  das  p robab i l i dades  de  sobrev ivênc ia  dos  

m ic ro rgan ismos  pa tógenos  pe la  rede  Bayes iana .  

L .  m o n o c y t o g e n e s  E .  C o l i  S .  a u r e u s  T e m p o  

( h )  

S o b r e n a d a n t e  

T Q  

( % )  

N  

( % )  

T Q  

( % )  

N  

( % )  

T Q  

( % )  

N  

( % )  

L . a c i d o p h i l u s  5 4 , 7  5 7 , 7  5 4 , 5  5 7 , 3  5 4 , 3  5 6 , 9  

L . r h a m n o s u s  5 7 , 5  5 7 , 6  5 7 , 2  5 7 , 3  5 6 , 8  5 6 , 9  0  

L . s a k e  6 0 , 1  6 1 , 4  5 9 , 7  6 0 , 9  5 9 , 2  6 0 , 4  

L . a c i d o p h i l u s  5 1 , 2  5 2 , 0  5 3 , 9  5 6 , 4  6 1 , 6  5 5 , 2  

L . r h a m n o s u s  5 9 , 0  5 6 , 3  5 6 , 1  7 0 , 1  5 5 , 0  6 6 , 6  3  

L . s a k e  5 2 , 6  5 3 , 0  5 8 , 4  5 9 , 5  5 6 , 9  5 7 , 8  

L . a c i d o p h i l u s  4 9 , 9  4 9 , 8  5 3 , 3  5 5 , 4  5 3 , 2  4 8 , 5  

L . r h a m n o s u s  4 9 , 8  4 9 , 8  5 5 , 3  5 5 , 4  4 8 , 5  4 8 , 5  * 6  

L . s a k e  4 9 , 8  4 9 , 8  5 7 , 1  5 8 , 0  4 8 , 0  4 7 , 7  

L . a c i d o p h i l u s  4 8 , 1  4 6 , 9  5 1 , 5  5 2 , 4  4 7 , 7  4 6 , 3  

L . r h a m n o s u s  4 6 , 9  4 7 , 0  5 2 , 4  5 2 , 4  4 6 , 3  4 6 , 4  2 4  

L . s a k e  4 5 , 8  4 5 , 3  5 3 , 2  5 3 , 6  4 5 , 0  4 4 , 3  

 

Os  va lo res  observados  na  sex ta  hora  na  tabe la  ac ima fo ram 

semelhan tes  aos  resu l tados  ob t idos  pe la  aná l i se  de  sobrev ivênc ia  

(Tabe las  18  e  19) .  I s to  demons t ra  a  robus tez  da  rede  Bayes iana  

para  de f in i r  as  p robab i l i dades  de  sobrev ivênc ia  dos  

m ic ro rgan ismos  den t ro  das  cond ições  espec i f i cadas .  O  emprego  

das  p robab i l i dades  ob t idas  pe la  técn ica  de  aná l i se  de  

sobrev ivênc ia  como parâmet ros  in ic ias  da  rede  Bayes iana  

poss ib i l i t ou  uma ráp ida  convergênc ia  aos  resu l tados  f ina is .  Os  
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resu l tados  ob t idos  com o  uso  dos  sobrenadantes  não  

apresen ta ram d i fe renças  s ign i f i ca t i vas  na  v igés ima quar ta  hora  

(p>0 ,05) .  O  m ic ro rgan ismo E.co l i  t eve  o  ma io r  percen tua l  de  

sobrev ida  no  té rm ino  do  acompanhamento  (52%) ,  con t ra  46% de  

sobrev ida  do  S.aureus  e  L.monocy togenes .  
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6 CONCLUSÕES 

As bac te r ioc inas  ex t ra ídas  dos  lac tobac i los  apresen ta ram 

uma d isc re ta  redução  na  sobrev ida  dos  m ic ro rgan ismos  pa tógenos  

comprovados  pe la  le i tu ra  de  absorbânc ia  a  660  nm,  quando 

comparados  com o  con t ro le ,  comprovando ass im ex is t i r  um 

an tagon ismo en t re  os  lac tobac i los  e  os  pa tógenos .  

A  rede  Bayes iana  fo i  ú t i l  pa ra  p red ize r  a  p robab i l i dade  de  

sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  Escher ic ia  Co l i ,  L is te r ia  

monocy togenes  e  Staphy lococus  aureus ,  quando u t l i zado  os  

sobrenadantes  obt idos  dos  Lac tobac i l l us  ac idoph i lus ,  

Lac tobac i l l us  sake  e  Lac tobac i l l us  rhamnousus .  

O  desempenho da  rede  Bayes iana  fo i  cons iderado  adequado,  

ou  se ja ,  as  p robab i l i dades  fo rnec idas  pe la  rede  fo ram 

semelhan tes  aos  resu l tados  ob t idos  em es tudos  e fe tuados  por  E l -

Naggar  (2004)  que  demons t ra ram a  a t i v idade  an tagôn ica  das  

cepas  lác t i cas  f ren te  a  E.  co l i .  

As  p robab i l i dades  in ic ia is  de f in idas  pe la  técn ica  de  Aná l i se  

de  Sobrev ivênc ia  poss ib i l i t ou  uma ráp ida  convergênc ia  para  os  

va lo res  f ina is  da  rede ,  economizando es fo rço  computac iona l .  

Também,  a  u t i l i zação  do  mode lo  “Noys i -nor ”  co laborou  com o  bom 

desempenho da  rede .   

A  rede  Bayes iana  mos t rou  que  se  podem c r ia r  s i tuações  que  

s imu lam o  compor tamento  v i ta l  dos  m ic ro rgan ismos ,  bas tando  

para  i s to  um cu idado  na  esco lha  das  var iáve is  in ic ia is ,  que  

con temp lem a  ma io r ia  dos  parâmet ros  que  possam a fe ta r  o  c ic lo  

de  v ida  com a  in tenção  de  in fe r i r  no  resu l tado  f ina l .  

 A  s imu lação  da  curva  de  sobrev ivênc ia  dos  m ic ro rgan ismos  

pa tógenos  para  a  carac te r i zação  da  v ida  de  p ra te le i ra  mos t rou  
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que é  poss íve l  u t i l i za r  a  metodo log ia  da  rede  Bayes iana  para  

de te rm inar  um in te rva lo  de  tempo de  a rmazenamento  do  p rodu to .  
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Como propos tas  para  es tudos  fu tu ros ,  fo ram levan tados  os  

segu in tes  tóp icos ,  que  poderão  con t r ibu i r  pa ra  o  p rogresso  da  

segurança  a l imenta r :  

•  �ap l i ca r  o  mode lo  p ropos to  a  p rodu tos  de  o r igem an ima l  

e  vege ta l ;  

•  �obte r  ma is  in fo rmações  sobre  os  m ic ro rgan ismos  

pa togên icos  e  seus  e fe i tos  no  homem e  no  a l imento  em 

re lação  a  compet i t i v idade ;  

•  �es tudo  da  curva  de  sobrev ivênc ia  de  cada  

m ic ro rgan ismo pa togên ico  e  respec t i vos  mode los  

matemát icos  que  ma is  se  a jus tam;  

•  obtenção  de  parâmet ros  de  p rocessos  de  vár ias  

empresas  fabr i can tes  de  a l imentos  para  pos te r io r  

ap l i cação  do  mode lo  e  comparação  dos  resu l tados ;  

•  �apr imorar  novas  a l te rna t i vas  e  cor re lac ioná- las  aos  

seus  cus tos  de  imp lementação ;  e ,  

•  desenvo lver  so f tware  que  poss ib i l i t e  s imu lações  a  

respe i to  do  p rocesso  com resu l tados  imed ia tos  da  v ida  

ú t i l  do  p rodu to .  
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APÊNDICE A –  Va lores  de  densidade ót ica  re ferentes  à  

u t i l i zação do sobrenadante  L.ac idophi lus .  
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Valores  de  densidade ót ica  re ferentes  à  u t i l i zação do 

sobrenadante  L.ac idophi lus .  
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APÊNDICE B –  Va lores  de  densidade ót ica  re ferentes  à  

u t i l i zação do sobrenadante  L.  sake .  
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Valores  de  densidade ót ica  re ferentes  à  u t i l i zação do 

sobrenadante  L.  sake  .  
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APÊNDICE C –  Va lores  de  densidade ót ica  re ferentes  à  

u t i l i zação do sobrenadante  L. rhamnousus.  
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Valores  de  densidade ót ica  re ferentes  à  u t i l i zação do 

sobrenadante  L. rhamnousus.  
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ANEXO A –  Va lo res  de  absorbânc ia  para  amos t ra  neu t ra l i zada .  
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Valores  de  absorbância  para  amostra  neut ra l i zada.  

B A L  P a t ó g e n o  p H  R E P  A b s o b  c o n t r o l e  t  E s t a d o  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 0 8 4  0 , 0 7 9  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 0 8 4  0 , 0 7 7  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 0 8 4  0 , 0 8 0  0  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 0 8 7  0 , 0 7 9  0  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 0 8 6  0 , 0 7 7  0  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 0 8 6  0 , 0 8 0  0  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 0 8 6  0 , 0 7 9  0  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 0 8 4  0 , 0 7 7  0  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 0 8 4  0 , 0 8 0  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 5 6  0 , 1 3 6  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 5 1  0 , 1 4 4  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 5 4  0 , 1 7 4  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 7 5  0 , 1 3 6  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 7 9  0 , 1 4 4  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 8 2  0 , 1 7 4  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 7 2  0 , 1 3 6  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 5 7  0 , 1 4 4  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 7 6  0 , 1 7 4  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 5 5  0 , 1 4 6  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 5 3  0 , 1 4 2  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 5 4  0 , 1 3 1  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 8 4  0 , 1 4 6  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 8 9  0 , 1 4 2  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 7 7  0 , 1 3 1  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 7 0  0 , 1 4 6  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 6 2  0 , 1 4 2  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 6 4  0 , 1 3 1  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 5 7  0 , 1 4 5  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 5 3  0 , 1 4 3  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 5 4  0 , 1 3 0  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 7 7  0 , 1 4 5  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 9 0  0 , 1 4 3  3  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 9 0  0 , 1 3 0  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 1 7 1  0 , 1 4 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 1 6 7  0 , 1 4 3  3  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 1 6 5  0 , 1 3 0  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 3 5 4  0 , 4 7 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 4 0 4  0 , 4 8 0  6  1  
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L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 4 1 9  0 , 4 4 4  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 4 7 6  0 , 4 7 5  6  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 4 5 7  0 , 4 8 0  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 4 8 5  0 , 4 4 4  6  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 3 8 9  0 , 4 7 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 4 4 3  0 , 4 8 0  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 4 8 7  0 , 4 4 4  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 3 2 4  0 , 4 7 3  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 4 5 8  0 , 4 8 1  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 3 8 6  0 , 4 5 2  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 4 3 5  0 , 4 7 3  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 4 3 1  0 , 4 8 1  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 4 5 4  0 , 4 5 2  6  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 3 6 6  0 , 4 7 3  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 3 6 6  0 , 4 8 1  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 4 9 0  0 , 4 5 2  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 3 1 4  0 , 4 8 3  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 3 2 8  0 , 4 8 4  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 3 3 7  0 , 4 6 0  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 4 1 8  0 , 4 8 3  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 3 7 5  0 , 4 8 4  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 4 3 6  0 , 4 6 0  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 3 7 5  0 , 4 8 3  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 4 2 1  0 , 4 8 4  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 4 5 8  0 , 4 6 0  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 9 5 7  0 , 6 7 1  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  1 , 0 9 2  0 , 6 5 1  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  1 , 2 7 4  0 , 6 2 0  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  1 , 1 9 1  0 , 6 7 1  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  1 , 5 6 8  0 , 6 5 1  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  1 , 2 7 4  0 , 6 2 0  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  1 , 5 8 5  0 , 6 7 1  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  1 , 3 6 9  0 , 6 5 1  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  1 , 4 9 3  0 , 6 2 0  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 9 3 9  0 , 6 6 9  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  1 , 0 3 0  0 , 6 5 0  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 9 9 8  0 , 6 2 0  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  1 , 1 5 2  0 , 6 6 9  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  1 , 3 7 4  0 , 6 5 0  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  1 , 3 7 4  0 , 6 2 0  2 4  0  



 

 91

B A L  P a t ó g e n o  p H  R E P  A b s o b  c o n t r o l e  t  E s t a d o  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  1 , 3 1 3  0 , 6 6 9  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  1 , 2 1 7  0 , 6 5 0  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  1 , 4 5 0  0 , 6 2 0  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 9 3 3  0 , 6 7 1  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 9 3 4  0 , 6 5 2  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 9 8 6  0 , 6 2 3  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  1  0 , 9 9 1  0 , 6 7 1  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  2  1 , 2 7 9  0 , 6 5 2  2 4  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 9 5 9  0 , 6 2 3  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  1  1 , 2 6 1  0 , 6 7 1  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  2  0 , 9 4 7  0 , 6 5 2  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  6 , 0  3  0 , 9 9 8  0 , 6 2 3  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 0 8 4  0 , 0 7 9  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 0 8 2  0 , 0 8 1  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 0 8 4  0 , 0 7 9  0  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 0 8 5  0 , 0 7 9  0  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 0 8 3  0 , 0 8 1  0  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 0 8 3  0 , 0 7 9  0  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 0 8 4  0 , 0 7 9  0  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 0 8 4  0 , 0 8 1  0  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 0 8 3  0 , 0 7 9  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 4 8  0 , 1 3 4  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 4 7  0 , 1 4 3  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 1 5 5  0 , 1 4 5  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 6 2  0 , 1 3 4  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 7 1  0 , 1 4 3  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 1 7 2  0 , 1 4 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 6 3  0 , 1 3 4  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 6 7  0 , 1 4 3  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 1 8 4  0 , 1 4 5  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 5 1  0 , 1 3 5  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 5 1  0 , 1 4 4  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 1 6 1  0 , 1 4 6  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 6 6  0 , 1 3 5  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 8 0  0 , 1 4 4  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 1 8 1  0 , 1 4 6  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 6 9  0 , 1 3 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 7 3  0 , 1 4 4  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 2 0 1  0 , 1 4 6  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 5 2  0 , 1 3 5  3  0  
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L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 5 4  0 , 1 4 5  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 1 6 4  0 , 1 4 6  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 7 0  0 , 1 3 5  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 8 7  0 , 1 4 5  3  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 1 8 9  0 , 1 4 6  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 1 7 4  0 , 1 3 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 1 7 7  0 , 1 4 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 2 1 0  0 , 1 4 6  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 1 0  0 , 3 4 9  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 1 8  0 , 3 5 9  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 5 4  0 , 3 7 9  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 5 1  0 , 3 4 9  6  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 7 8  0 , 3 5 9  6  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 6 7  0 , 3 7 9  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 2 9  0 , 3 4 9  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 5 3  0 , 3 5 9  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 9 9  0 , 3 7 9  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 1 9  0 , 3 4 3  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 2 6  0 , 3 6 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 6 8  0 , 3 8 5  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 3 2  0 , 3 4 3  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 4 9  0 , 3 6 5  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 6 2  0 , 3 8 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 2 8  0 , 3 4 3  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 3 4  0 , 3 6 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 6 6  0 , 3 8 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 2 3  0 , 3 4 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 3 1  0 , 3 7 2  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 7 7  0 , 3 8 5  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 2 8  0 , 3 4 5  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 4 5  0 , 3 7 2  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 6 1  0 , 3 8 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  0 , 3 1 6  0 , 3 4 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 3 2 4  0 , 3 7 2  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 3 5 6  0 , 3 8 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 1 3 0  0 , 8 0 2  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  0 , 9 8 9  0 , 8 3 7  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  1 , 1 0 3  0 , 7 4 9  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 1 8 7  0 , 8 0 2  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 3 0 8  0 , 8 3 7  2 4  0  
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L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  1 , 1 0 3  0 , 7 4 9  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 0 6 8  0 , 8 0 2  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 0 4 6  0 , 8 3 7  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 9 5 3  0 , 7 4 9  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 0 6 1  0 , 8 0 6  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 0 0 2  0 , 8 3 5  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  1 , 1 0 3  0 , 7 5 9  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 2 1 1  0 , 8 0 6  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 3 7 7  0 , 8 3 5  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  1 , 1 0 9  0 , 7 5 9  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 0 8 2  0 , 8 0 6  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 0 5 0  0 , 8 3 5  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 9 6 6  0 , 7 5 9  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 0 4 3  0 , 7 8 5  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 0 0 6  0 , 8 2 1  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  1 , 1 0 4  0 , 7 5 0  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 2 5 2  0 , 7 8 5  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 3 7 2  0 , 8 2 1  2 4  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  6 , 0  3  1 , 1 1 7  0 , 7 5 0  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  1  1 , 1 0 0  0 , 7 8 5  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  2  1 , 0 5 3  0 , 8 2 1  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  6 , 0  3  0 , 9 7 7  0 , 7 5 0  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 8 0  0 , 0 7 6  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 8 3  0 , 0 7 4  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 8 4  0 , 0 7 6  0  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 8 5  0 , 0 7 6  0  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 8 3  0 , 0 7 4  0  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 8 4  0 , 0 7 6  0  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 8 2  0 , 0 7 6  0  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 8 2  0 , 0 7 4  0  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 8 3  0 , 0 7 6  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 9 4  0 , 0 8 5  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 9 6  0 , 0 8 5  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 7  0 , 0 8 5  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 1 0 3  0 , 0 8 5  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 1 0 1  0 , 0 8 5  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 7  0 , 0 8 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 9 5  0 , 0 8 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 9 8  0 , 0 8 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 7  0 , 0 8 5  3  0  
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L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 9 5  0 , 0 8 6  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 9 7  0 , 0 8 8  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 8  0 , 0 8 6  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 1 1 0  0 , 0 8 6  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 1 0 8  0 , 0 8 8  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 6  0 , 0 8 6  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 9 5  0 , 0 8 6  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 9 9  0 , 0 8 8  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 8  0 , 0 8 6  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 9 5  0 , 0 8 6  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 9 6  0 , 0 9 0  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 6  0 , 0 8 5  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 1 1 3  0 , 0 8 6  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 1 1 2  0 , 0 9 0  3  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 4  0 , 0 8 5  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 0 9 2  0 , 0 8 6  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 0 9 9  0 , 0 9 0  3  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 0 9 7  0 , 0 8 5  3  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 3 1 0  0 , 2 4 1  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 3 0 8  0 , 2 9 5  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 2 7  0 , 2 2 2  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 3 8 1  0 , 2 4 1  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 3 9 0  0 , 2 9 5  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 1 9  0 , 2 2 2  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 3 4 2  0 , 2 4 1  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 3 5 1  0 , 2 9 5  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 4 9  0 , 2 2 2  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 3 2 4  0 , 2 5 3  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 3 1 4  0 , 3 0 9  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 2 4  0 , 2 3 4  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 4 2 8  0 , 2 5 3  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 4 5 3  0 , 3 0 9  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 1 3  0 , 2 3 4  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 3 3 4  0 , 2 5 3  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 3 7 2  0 , 3 0 9  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 6 3  0 , 2 3 4  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 3 1 9  0 , 2 5 7  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 3 0 6  0 , 3 1 9  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 0 0  0 , 2 3 6  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 4 6 7  0 , 2 5 7  6  0  



 

 95

B A L  P a t ó g e n o  p H  R E P  A b s o b  c o n t r o l e  t  E s t a d o  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 4 8 9  0 , 3 1 9  6  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 2 8 8  0 , 2 3 6  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 3 0 4  0 , 2 5 7  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 3 8 4  0 , 3 1 9  6  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 3 5 6  0 , 2 3 6  6  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 7 6  0 , 6 3 7  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 7 2 8  0 , 6 5 5  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 8 4 7  0 , 6 2 8  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 7 0 3  0 , 6 3 7  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 7 1 9  0 , 6 5 5  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 6 9 7  0 , 6 2 8  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 7 9  0 , 6 3 7  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 7 3 2  0 , 6 5 5  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 7 0 9  0 , 6 2 8  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 7 6  0 , 6 3 2  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 6 9 3  0 , 6 5 4  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 7 2 1  0 , 6 2 7  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 5 0  0 , 6 3 2  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 6 5 7  0 , 6 5 4  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 7 3 7  0 , 6 2 7  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 7 9  0 , 6 3 2  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 7 3 7  0 , 6 5 4  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 7 7 9  0 , 6 2 7  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 7 7  0 , 6 3 8  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 6 7 6  0 , 6 5 4  2 4  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 7 4 7  0 , 6 2 8  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 7 2  0 , 6 3 8  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 6 9 6  0 , 6 5 4  2 4  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 7 6 4  0 , 6 2 8  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  1  0 , 6 9 8  0 , 6 3 8  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  2  0 , 7 4 9  0 , 6 5 4  2 4  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  6 , 0  3  0 , 7 8 4  0 , 6 2 8  2 4  0  
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ANEXO B –  Va lo res  de  absorbânc ia  para  a  amos t ra  Ta l  Qua l .  
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L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 7 9  0 , 0 7 8  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 0  0 , 0 7 8  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 0  0 , 0 7 9  0  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 0 7 8  0  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 0 7 8  0  0  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 0 7 9  0  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 0 7 8  0  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 0 7 8  0  0  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 0 7 9  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 7 3  0 , 2 8 1  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 7 3  0 , 2 8 7  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 7 9  0 , 2 8 0  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 2 2 3  0 , 2 8 1  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 2 2 5  0 , 2 8 7  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 2 2 6  0 , 2 8 0  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 2 1 8  0 , 2 8 1  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 2 1 9  0 , 2 8 7  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 2 2 5  0 , 2 8 0  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 9  0 , 1 4 5  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 8  0 , 1 5 6  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 9  0 , 1 6 5  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 1 2  0 , 1 4 5  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 1 4  0 , 1 5 6  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 1 5  0 , 1 6 5  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 0 6  0 , 1 4 5  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 0 7  0 , 1 5 6  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 0 5  0 , 1 6 5  3  1  
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L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 1 1 6  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 1 1 1  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 1 1 2  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 6  0 , 1 1 6  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 8  0 , 1 1 1  3  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 9 0  0 , 1 1 2  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 4  0 , 1 1 6  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 7  0 , 1 1 1  3  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 5  0 , 1 1 2  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 1 1 4  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 1 1 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 1 1 2  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 5  0 , 1 1 4  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 5  0 , 1 1 5  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 6  0 , 1 1 2  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 2  0 , 1 1 4  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 5  0 , 1 1 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 4  0 , 1 1 2  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 0 3  0 , 3 2 2  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 0 2  0 , 3 0 7  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 0 5  0 , 4 9 5  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 4 9  0 , 3 2 2  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 4 8  0 , 3 0 7  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 4 8  0 , 4 9 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 4 3  0 , 3 2 2  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 4 3  0 , 3 0 7  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 4 5  0 , 4 9 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 2 3 9  6  1  
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L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 2 3 5  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 2 4 0  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 7  0 , 2 3 9  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 8  0 , 2 3 5  6  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 9  0 , 2 4 0  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 2 3 9  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 6  0 , 2 3 5  6  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 7  0 , 2 4 0  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 2 3 6  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 2 2 6  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 3 9 9  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 4  0 , 2 3 6  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 5  0 , 2 2 6  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 6  0 , 3 9 9  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 0 8 2  0 , 2 3 6  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 0 8 5  0 , 2 2 6  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 0 8 4  0 , 3 9 9  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 2 2 1  0 , 4 9 8  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 2 2 3  0 , 5 2 6  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 2 2 8  0 , 5 1 3  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 2 7 7  0 , 4 9 8  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 2 7 8  0 , 5 2 6  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 2 7 7  0 , 5 1 3  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 2 7 2  0 , 4 9 8  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 2 7 5  0 , 5 2 6  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 2 7 6  0 , 5 1 3  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 4 0  0 , 3 5 0  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 4 1  0 , 3 5 0  2 4  1  
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L .  a c i d o p h i l u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 4 5  0 , 4 0 7  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 8 8  0 , 3 5 0  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 8 9  0 , 3 5 0  2 4  1  

L .  s a k e  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 8 7  0 , 4 0 7  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  1  0 , 1 8 6  0 , 3 5 0  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  2  0 , 1 8 9  0 , 3 5 0  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  E .  c o l i  5 , 5  3  0 , 1 8 9  0 , 4 0 7  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 0  0 , 0 7 7  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 0  0 , 0 7 7  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 7 9  0 , 0 7 7  0  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 0 7 7  0  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 1  0 , 0 7 7  0  0  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 1  0 , 0 7 7  0  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 0 7 7  0  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 1  0 , 0 7 7  0  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 0  0 , 0 7 7  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 8 0  0 , 2 9 8  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 8 5  0 , 3 0 0  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 8 7  0 , 3 1 2  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 2 2 0  0 , 2 9 8  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 2 1 8  0 , 3 0 0  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 2 1 5  0 , 3 1 2  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 2 2 1  0 , 2 9 8  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 2 2 5  0 , 3 0 0  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 2 2 6  0 , 3 1 2  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 7  0 , 1 7 3  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 9 0  0 , 1 7 7  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 9 0  0 , 1 9 0  3  1  
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L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 1 0  0 , 1 7 3  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 0 8  0 , 1 7 7  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 0 6  0 , 1 9 0  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 0 4  0 , 1 7 3  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 0 6  0 , 1 7 7  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 0 7  0 , 1 9 0  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 1 4 7  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 1 5 2  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 0  0 , 1 6 6  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 6  0 , 1 4 7  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 7  0 , 1 5 2  3  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 4  0 , 1 6 6  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 1 4 7  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 1 5 2  3  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 2  0 , 1 6 6  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 7 9  0 , 1 4 7  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 1  0 , 1 5 3  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 7 9  0 , 1 6 8  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 1 4 7  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 1 5 3  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 1  0 , 1 6 8  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 2  0 , 1 4 7  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 5 3  0 , 1 5 3  6  0  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 0  0 , 1 6 8  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 0 6  0 , 4 5 0  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 0 9  0 , 4 6 2  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 1 1  0 , 4 9 2  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 4 5  0 , 4 5 0  6  1  
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L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 4 1  0 , 4 6 2  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 3 8  0 , 4 9 2  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 4 6  0 , 4 5 0  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 4 9  0 , 4 6 2  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 5 0  0 , 4 9 2  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 3 8 9  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 1  0 , 4 0 6  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 1  0 , 4 3 8  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 9  0 , 3 8 9  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 6  0 , 4 0 6  6  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 5  0 , 4 3 8  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 3 8 9  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 4 0 6  6  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 4 3 8  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 0  0 , 3 9 1  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 0  0 , 4 0 8  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 0  0 , 4 3 9  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 5  0 , 3 9 1  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 4 0 8  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 2  0 , 4 3 9  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 0 8 2  0 , 3 9 1  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 0 7 6  0 , 4 0 8  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 0 8 1  0 , 4 3 9  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 2 3 2  0 , 9 1 6  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 2 3 4  0 , 9 1 5  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 2 3 8  0 , 9 4 6  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 2 7 3  0 , 9 1 6  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 2 7 1  0 , 9 1 5  2 4  1  
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L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 2 6 9  0 , 9 4 6  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 2 7 7  0 , 9 1 6  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 2 7 8  0 , 9 1 5  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 2 8 0  0 , 9 4 6  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 4 7  0 , 7 9 5  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 4 8  0 , 7 7 3  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 5 2  0 , 8 2 2  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 8 5  0 , 7 9 5  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 8 1  0 , 7 7 3  2 4  1  

L .  s a k e  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 7 9  0 , 8 2 2  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  1  0 , 1 9 0  0 , 7 9 5  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  2  0 , 1 9 1  0 , 7 7 3  2 4  1  

L .  r h a m n o s u s  S .  a u r e u s  5 , 5  3  0 , 1 9 4  0 , 8 2 2  2 4  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 7 8  0 , 0 7 4  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 7 8  0 , 0 7 5  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 7 9  0 , 0 7 9  0  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 0  0 , 0 7 4  0  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 0 7 5  0  0  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 1  0 , 0 7 9  0  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 0  0 , 0 7 4  0  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 0  0 , 0 7 5  0  0  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 0  0 , 0 7 9  0  0  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 1 9 6  0 , 2 3 7  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 1 9 9  0 , 2 3 7  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 2 0 1  0 , 2 4 1  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 2 0 6  0 , 2 3 7  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 2 0 3  0 , 2 3 7  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 2 0 2  0 , 2 4 1  3  1  
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L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 2 3 4  0 , 2 3 7  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 2 3 6  0 , 2 3 7  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 2 3 6  0 , 2 4 1  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 9 5  0 , 1 1 5  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 9 7  0 , 1 1 8  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 9 8  0 , 1 2 3  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 1 0 0  0 , 1 1 5  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 9 8  0 , 1 1 8  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 9 9  0 , 1 2 3  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 1 1 3  0 , 1 1 5  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 1 1 4  0 , 1 1 8  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 1 1 5  0 , 1 2 3  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 0 8 7  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 0 9 0  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 2  0 , 0 9 2  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 2  0 , 0 8 7  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 0 9 0  3  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 0 9 2  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 0 8 7  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 3  0 , 0 9 0  3  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 2  0 , 0 9 2  3  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 7 8  0 , 0 8 7  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 7 9  0 , 0 8 9  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 7 9  0 , 0 9 1  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 0 8 7  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 0  0 , 0 8 9  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 1  0 , 0 9 1  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 1  0 , 0 8 7  6  1  
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L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 0  0 , 0 8 9  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 0  0 , 0 9 1  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 1 1 8  0 , 3 0 7  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 1 2 2  0 , 3 2 7  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 1 2 4  0 , 2 8 6  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 1 2 8  0 , 3 0 7  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 1 2 5  0 , 3 2 7  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 1 2 5  0 , 2 8 6  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 1 5 8  0 , 3 0 7  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 1 6 1  0 , 3 2 7  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 1 6 0  0 , 2 8 6  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 0  0 , 2 5 6  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 2  0 , 2 8 3  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 1  0 , 2 3 7  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 2  0 , 2 5 6  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 1  0 , 2 8 3  6  1  

L .  s a k e  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 3  0 , 2 3 7  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 8 3  0 , 2 5 6  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  2  0 , 0 8 0  0 , 2 8 3  6  1  

L .  r h a m n o s u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  3  0 , 0 8 4  0 , 2 3 7  6  1  

L .  a c i d o p h i l u s  L .  m o n o c y t o g e n e s  5 , 5  1  0 , 0 7 8  0 , 2 5 9  2 4  1  
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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