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RESUMO

As caracteristicas da propria cana-de-aclcar, aliada as condicbes de seu
processamento, conferem uma alta concentracdo de carga microbiana ao caldo de
fermentacéo utilizado na producéo de bioetanol. Estudos comprovam que na maioria
dos casos, a levedura industrial selecionada visando o aumento da produtividade é
substituida logo no primeiro més por leveduras e bactérias selvagens, que apresentam
desempenho industrial inferior as leveduras selecionadas. A aplicacdo de um
tratamento térmico no caldo antes da fermentagéo se torna uma alternativa viavel para
a diminuicdo da contaminagao inicial do meio e consequentemente manutengdo de
maior concentracdo da levedura selecionada até o final da safra. O aquecimento por
microondas é uma alternativa ao aquecimento convencional em tratamentos térmicos,
capaz de reduzir o tempo de processo e ainda aumentar a qualidade do produto final.
Diante disso o objetivo desse projeto foi determinar e comparar os valores dos

parametros de resisténcia térmica da levedura Saccharomyces cerevisiae SA

utiizando o aquecimento convencional e o aquecimento dielétrico. A destruicao
térmica da levedura através do aquecimento convencional foi determinada nas
temperaturas de 55; 57; 57,8 e 59,1°C, através da metodologia do frasco de trés
bocas. Para o aquecimento por microondas foi utilizado um protétipo dimensionado
para esse estudo, e os testes foram realizados nas temperaturas de 57; 58,5; 60 e
62°C. Os valores de D e Z obtidos pelo aquecimento dielétrico foram em sua totalidade

inferiores aos encontrados no aquecimento convencional.
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ABSTRACT

The characteristics of sugar cane, allied to the conditions of their processing, confer a
high concentration of microbial load to fermentation broth used in the production of
bioethanol. Studies prove that in most cases, the industrial yeast selected aimed at
increasing productivity is replaced in the first month by wild yeasts and bacteria, which
present lower industrial performance on selected yeasts. The application of heat
treatment on juice before fermentation becomes a viable alternative to reducing the
initial contamination of the environment and consequently maintaining greater
concentration of yeast selected by the end of the harvest. Microwave heating is an
alternative to conventional heating, heat treatments can reduce the process time and
increase the quality of the final product. So the goal of this project was to determine
and compare the values of the parameters of thermal resistance of the Yeast
Saccharomyces cerevisiae SA using the conventional heating and dielectric heating.
The thermal destruction of the yeast through conventional heating was determined at
temperatures of 55; 57; 59.1° C 57.8 and, through the methodology of the flask three
mouths. For microwave heating was used a prototype scale to this study, and the tests
were carried out at temperatures of 57; 58.5; 60 and 62° c. The values of D and Z
obtained by dielectric heating form in its entirety below those found in conventional

heating.

INTRODUCAO

A pasteurizagdo € um tratamento térmico empregado para a inativacdo enzimatica,
destruicdo de microrganismos patogénicos e deterioradores de baixa resisténcia ao
calor, sendo utilizada quando tratamentos mais rigorosos podem influenciar
negativamente as propriedades do produto (GAVA, 1984). Para o correto
dimensionamento do processo se faz necessario o conhecimento dos parametros de
resisténcia térmica D e Z do objeto de estudo.

O valor D é definido como o tempo necessario para a reducao de 90 % da populacao
ou concentracdo inicial do constituinte estudado, que no caso € a populacdo
microbiana. A determinacdo do valor de D em vérias temperaturas possibilita a
determinagcdo da constante de resisténcia térmica, valor Z, que é definida como o
aumento de temperatura necessario para a reducao de 90% do valor de D. Esses
valores sdo funcdo de diversos fatores, como por exemplo, microrganismo, meio em
gue se encontra, ph do meio. Entre outros fatores que tem influencia sobre os valores

D e Z esta a metodologia empregada nessa determinacao.
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A metodologia do frasco de trés bocas consiste em um baldo com trés aberturas onde
€ inserido um termopar, para controle de temperatura, um agitador para manutencao
da homogeneidade do meio e a terceira abertura é utilizada para a inoculacdo da
levedura e para a retirada de amostra. Uma vez que a suspensédo de levedura sé é
introduzida no meio apdés este ter atingindo a temperatura de teste, o atraso térmico
decorrente da troca térmica com o meio é desprezivel, o que garante melhores valores
deDeZ

A utilizacdo da energia de microondas é um método alternativo de aquecimento e se
da devido a interacdo do campo elétrico com o material dielétrico. A eficiéncia da
absorcdo de microondas é distinta para cada material e dependente de suas
caracteristicas de armazenar energia eletromagnética e capacidade de transforma-la
em calor (ROSINI et al., 2004; FORTUNY et al., 2008). Em geral, o uso dessa forma
de energia garante menores tempos de processamento e melhores qualidades no

produto final.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae SA, na

forma liofilizada em quantidade suficiente a garantir concentrac¢des iniciais na ordem
de 10°® UFM/m.
Optou-se pela utilizacdo de uma solugcdo modelo de agua e sacarose comercial, a

18°Brix, a fim de evitar qualquer interferéncia do meio nos resultados encontrados.

Determinacdo de D e Z com aquecimento convencional:

Os valores de D e Z com o agquecimento convencional foram determinados
utilizando a metodologia do baldo de trés bocas, conforme descrito anteriormente na
introdugéo. Os testes foram realizados nas temperaturas de 55; 57; 57,8 e 59,1 °C.

Em cada tempo pré-determinado, de acordo com a temperatura de teste, uma

amostra de 3ml foi retirada e analisada microbiologicamente.

Determinacédo de D e Z com aquecimento dielétrico:
Os testes nessa etapa foram realizados em um protétipo dimensionado para tal

finalidade e é apresentado na Figura 1.
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[1] Gerador de micro-ondas [9] Teflon tube [17] Tubo de cobre
[2] Guia de onda [10] Tanque de alimentacao [18] Retirada de amostras
[3] Porta de circulacao [11] Tanque auxiliar [19] Sensor de fibra otica
[4] Coupler [12] Valvulas de 1 via [20] Aquisitor MyPC Lab
[5] Potenciometro [13] banho termostatico [21] Computer.
[6] Medidor de potencia [14] Tubo de vidro [22] Tanque de
estocagem
[7] Aplicador de MW [15] Bomba Peristaltica
[8] Sliding short circuit [16] banho termostatico

A solucdo com a levedura previamente inoculada foi bombeada pelo sistema e
recebeu a microondas [7], ap0s passar por um banho termostatico [13], para que a
temperatura inicial de entrada no sistema se mantivesse constante. A temperatura do
meio ap6s o0 aquecimento delétrico foi mantida constante durante o periodo
determinado para cada ensaio através de um tubo de retencdo de cobre em espiral
[17] imerso em no banho termostéatico [16].0 tubo de retencao [17] € munido de 5
saidas igualmente espacadas para retirada de amostra e apresenta um volume total
de 106,5 ml. Os diferentes tempos de retencao foram ajustados utilizando o volume da
espira e a vazado da bomba.

Esse mesmo procedimento foi realizado para as temperaturas de 57,0°C, 58,5°C,
60,0°C e 62,0°C.
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Analise microbioldgica :

A andlise microbiolégica foi realizada de acordo com o método de
plagueamento em superficie, utilizando o meio seletiva para leveduras WLN
(Wallerstein Laboratory Nutrient — Oxoid) com adiccdo de acido nalidixico e ampicilina
para inibicdo do crescimento de possiveis bactérias.(SILVA et al., 1997)

As placas foram encubadas invertidas por 5 dias a 33°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacdo de D e Z com aquecimento convencional:

A figura 2 mostra as curvas de morte térmica obtidas nas temperaturas de teste de 55; 57; 57,8
e 59,1°C.
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Figura 1- curva de morte térmica nas temperaturas de teste

A Tabela 3 resume os resultados de D e Z obtidos pelo método de
agquecimento convencional.

Tabela 1- Valores de D e Z obtidos pelo método de aquecimento convencional.

Z=4727°C
Temperatura (°C) D exp. (min)
55,0 7,31
57,0 2,15
57,8 1,46
59,1 0,81
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Com os valores obtidos de D nas 4 temperaturas indicadas foi determinado o
valor de Z através da confecgdo do grafico de log (D) X Temperatura. A curva

apresentou um R’ de 0,993.
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Determinacédo de D e Z com aquecimento dielétrico:

Durante 0s ensaios dessa etapa duas vertentes de resultados surgiram. Apos uma
andlise dos resultados obtidos em comparacdo com os dados de outras pesquisas,
sdo apresentados a seguir os valores que seguem essa mesma tendéncia e
demonstram a coeréncia dos valores encontrados nesse estudo. Apesar dessa
constatacdo novos estudos devem ser realizados a fim de que se comprovem essas
afirmacodes.

A figura 3 mostra as curvas de morte térmica da levedura nas temperaturas de 57,
58,5; 60°C.
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Figura 2- Grafico de morte térmica por microondas
Com os valores de Dy foi calculado o Z a partir da curva de Log de D pela

temperatura. O gréafico € apresentado na figura 4.
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Figura 3- Grafico de Z- aquecimento microondas
O levantamento bibliogréfico feito sobre estudos que utilizaram o aquecimento
convencional para a inativacdo térmica de microrganismos classificados no mesmo

grupo da Saccharomyces cerevisiae e de estudos que comparam a destruicao térmica

de microrganismos pelo método convencional e assistido por microondas mostra que

os valores obtidos sao coerentes. Esses dados sao mostrados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2- Dados de estudos e literatura utilizando aquecimento convencional

Fonte Microrganismo Valor (s) de D g5.c  Valor (s) de Z (°C)
Presente trabalho S. cerevisiae SA 0,031 4,27
Reveron S. cerevisiae 0,026 4.6
Vérias cepas de (temp.de 62°C)
Garza o 3,2-5,88
S. cerevisiae 0,026- 0,130
Lactobacillus
Augusto 2,6 8,9
Plantarum

Bactérias ndo
esporuladas,
Stumbo 0,5-3,0 8-12
fungos e

leveduras.
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Tabela 3-Resultados encontrados em estudos comparativos entre aquecimento

convencional e aguecimento dielétrico.

] Valor de D Valor de Z D Valor de Z
) Objeto de ) ) ) )
eferéncia - convencional convencional microondas microondas
estudo
(s) (°C) (s) (°C)
Presente  Saccharomyces (1)-8,72
. (57°C)-129 4,27 (57°C)-43,8
trabalho cerevisiae (2)-3,10
(TAJCHAK  Saccharomyces
AVIT et al., cerevisiae em (55°C)- 25,0 13,4 (55°C)- 2,1 7,0
1999) suco maca
(TAJCHAK Lactobacillus
AVIT et al., plantarum em (60°C)- 22,0 15,9 (60°C)- 3,8 4,48
1999) suco de maca
(TAJCHAK
AVIT & Pectina metil
(60°C)-154,0 17,6 (60°C)-7,33 13,4
RAMASWA esterase
MY, 1997)

Pode-se observar que os valores de D e Z encontrados para 0 aguecimento
convencional séo coerentes com os apresentados em estudos que utilizaram a mesma
levedura em diferentes meios. Porém quando comparado com os valores para o

Lactobacillus plantarum h& uma discrepancia. Esses fatos demonstram que os

parametros de resisténcia térmica sdao funcdo da temperatura e devem ser
dimensionados para cada microrganismo alvo em seu meio especifico. Outra
informacdo que se pode obter € que a literatura contém valores que podem ser
utilizados como referencia, mas nao descarta a necessidade dos experimentos.

Ao comparar a variagdo dos valores de D e Z pelos diferentes métodos de
aquecimento verifica-se que os resultados obtidos neste estudo também seguem a
linha de tendéncia de diminuicdo desses valores. Esse fato comprova a maior
eficiéncia do aquecimento dielétrico em relacdo ao convencional.

Baseados em processos de pasteurizacdo que objetivam uma reducdo de 5
ciclos logaritmicos (5D) na contagem inicial de micro-organismos, a Tabela 4 sugere
alguns tratamentos térmicos que causam equivalentes reducdes microbianas. Na
hipétese do mosto apresentar uma contaminacdo inicial de 107, os tratamentos
sugeridos nesta tabela visam a reducéo de 5 ciclos, resultando em uma contaminacao

apds pasteurizacdo de 107,
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Tabela 4-Sugestdes de tempos X temperatura visando reducéo da contaminacao

inicial do caldo de fermentacao de 5 ciclos logaritmicos.

Convencional Microondas (1) Microondas (2)
Des-c=0,031 min De2oc=0,21 min D60°c20,07min
Z2=4,27 °C Z=8,72°C Z=3,10 °C
T (°C) D (min) 5D (min) D (min) 5D (min) D (min) 5D (min)
57 2,317 11,584 0,786 3,932 0,650 3,249
60 0,460 2,298 0.356 1,781 0,070 0,350
62 0,156 0,781 0.210 1,050 0,016 0,079

CONCLUSAO

Neste estudo forma encontrados os valores de D e Z para a Saccharomyces
cerevisiae SA em uma solucdo modelo de agua e sacarose a 18°Brix utilizando o
aqguecimento convencional e 0 aquecimento dielétrico. Para o0 aquecimento
convencional encontrou-se valores de Ds7c de 2,15 minutos e Z de 4,27°C, enquanto
gue com o aquecimento por microondas obteve-se Ds;-c de 0,73 minutos e Z de
3,10°C.

Conforme os dados da Tabela 4, a intensidade dos tratamentos térmicos para
uma pasteurizacdo completa do mosto corresponde ao bindmio de 11,6min/57°C ou
2,3min/60°C para aquecimento convencional e ao bindmio de 3,3min/57°C ou
0,35min/60°C para 0 aquecimento dielétrico.

Esses valores revelam claramente a maior eficiéncia da energia de microondas
em comparacdo ao aquecimento convencional o que viabiliza ainda mais a insercdo
da etapa de pasteurizacdo na cadeia produtiva do etanol, gerando, além do aumento

de rendimento, o0 aumento da qualidade desse biocombustivel.
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