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Resumo geral

Nesta pesquisa é proposto um processo de tratamento térmico do mosto,
com maxima preservacao do conteudo em agucares fermentesciveis (sacarose,
glicose e frutose), a fim de promover a inativagdo térmica de seus contaminantes
bacterianos e por extenséo os da fermentacgao alcodlica.

Com esse objetivo foram examinadas as cinéticas de degradagao térmica
da sacarose, glicose, frutose e agucares redutores totais (ART) (110 — 140°C) e
também dos esporos de B. stearothermophilus (98 — 130°C), esporulado termo-
resistente contaminante tipico de mosto.

Todos os fatores termodegradaveis estudados apresentaram cinéticas de
destruicao térmicas nao-lineares de forma que o indice de redugéo decimal (D),
obtido por regressao linear, ndo foi representativo da velocidade de inativagao
térmica, e assim as cinéticas foram analisadas mediante modelos ndo lineares
que permitiram obter as constantes de velocidade de inativacdo (k).
Seguidamente utilizando um grafico tipo Arrhenius a energia de ativacédo Ea foi

determinada e o valor de z foi obtido.

As curvas de sacarose remanescentes obtidas durante estudo da sua
hidrolise térmica, foram ajustadas por modelos logisticos que se mostraram
apropriados para descrever ombros planos e caudas finais nas curvas cinéticas. A
energia de ativagdo e valor z obtidos foram 112,32 kJ/mol e 26,99°C,
respectivamente. Essa reagdo se mostrou praticamente equimolecular quanto as

hexoses produzidas.
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As curvas de concentracdo de ART vs tempo remanescentes foram
ajustadas por modelos logisticos bipopulacionais, apropriados em casos em que o
processo global é descrito por duas fragbes de compostos, as hexoses glicose e
frutose, que se degradam em velocidades diferentes e apresentam ombros e
caudas. Os valores de energia de ativagao obtidos para a frutose e glicose foram
bem proximas: 140,37 kJ/mol e 140,23 kJ/mol, respectivamente. Os valores z
obtidos foram 21,59°C e 21,61°C. Quanto as velocidades de degradacao a frutose
apresentou velocidade 9 vezes maior do que a da glicose.

A suspensdo de esporos se mostrou heterogénea em resisténcia. A
temperatura influenciou a forma das curvas de sobreviventes, para os esporos de
B. stearothermophilus ATCC1518. Nas temperaturas mais baixas, as curvas de
inativagao térmica apresentaram ombro plano, passando por comportamento de
modelos de fragdes lineares consecutivas, e finalmente na temperatura mais
elevada apresentou modelo linear com eliminagdo da fracdo termo-sensivel. Os
valores de energia de ativacdo e z obtidos foram 249,52 kJ/mol e 11,48°C,
respectivamente.

O processo térmico para inativagdo dos contaminantes do mosto foi
definido apos o decantador, onde foram quantificados grandes grupos microbianos
em amostras coletadas de Usinas situadas em regides de clima e umidade
distintas. A concentracdo maxima de esporos termofilicos produtores de acidez
plana foi de 9x10'esporos/ml de mosto em Usina localizada em regiao quente e
umida enquanto um valor de 4 esporos/ml de mosto foi encontrado em Usina
localizada em regido de clima seco e com predominancia de solo com baixa

capacidade de retencdo de agua.
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Foi determinada a letalidade do processo de decantagdo para os
contaminantes do caldo de cana e mosto através da determinacdo da historia
térmica minima detectada no ponto mais frio de dois decantadores industriais.
Baseado no tempo de residéncia médio e na temperatura mais fria detectada foi
possivel estimar que a decantagdo produz, em média, 4,0 x 10° reducdes
decimais da populacdo de Lactobacillus fermentum e apenas 0,14 redugdes
decimais nos esporos de B. stearothermophilus.

Baseado no conhecimento da cinética dos principais fatores
termodegradaveis foi definida uma regido de tratamento térmico que se extende
dos 114 a 140°C e de 3000 a 4 segundos. Graficamente essa regido € um
triangulo delimitado, abaixo pela reta correspondente a 5 redugdes decimais dos
esporos de B. stearothermophilus e acima pela reta correspondente a preservagao
de 98,7% dos ART do mosto. O nivel de preservacao de 98,7% dos ART foi
escolhido pela precisdo das analises usadas na determinacdo dos mesmos
(1,3%). Qualquer processo térmico dentro dessa regido sera capaz de satisfazer o
requisito de 5 redugbdes decimais dos esporos de B. stearothermophilus e
preservacao de 98,7% dos ART do mosto.

A pratica desse processo térmico implica na adogao de uma estratégia
preventiva no controle da contaminacdo da fermentacdo em oposicdo as
estratégias corretivas baseadas no uso de antibidticos que se pratica nas Usinas

de Acucar e Alcool Brasileiras.
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Abstract

In this research is proposed a thermal treatment process for sugar cane
must with maximum retention of fermentable sugar (sucrose, glucose and
fructose), to promote a thermal inactivation of its bacterial contaminants and
therefore, those of alcoholic fermentation.

With this objective were examined the thermo degradation kinetics of
sucrose, glucose, fructose, total reducing sugars (TRS) (110 — 140°C) and also B.
stearothermophilus spores (98 — 130°C), a typical thermo resistant sporulated
contaminant of musts.

All thermo degradable factors showed non-linear thermal destruction
kinetics due to this the D value, obtained for linear regression, could not be used,
thus the kinetics were reported by Arrhenius model, obtaining the reaction rates
(k), Activation Energy (Ea) and the z value through out Ea values.

Sucrose remaining curves obtained as a function of time during its thermal
hydrolysis, were fitted by logistic models which are suitable to describe flat
shoulders and ending tales in the kinetic curves. Activation Energy and z value
were 112,32 kJ/mol and 26,99°C, respectively. This reaction showed to be
equimolecular in regard to the produced hexoses.

TRS remaining curves vs time were adjusted by logistic bipopulational
models, suitable when the overall process presents two fractions, the hexoses
glucose and fructose, with different degradation rates with shoulders and tales. Ea

and z values for fructose and glucose were quite close: 140,37 kJ/mol, z of
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21,59°C and 140,23 kd/mol, z of 21,61°C, respectively. As far as degradation rates
are concerned, fructose showed to degrade 9 times faster than glucose.

Spores suspension showed heterogeneity in thermal resistance.
Temperature affected the shape of survival curves for B. stearothermophilus
ATCC1518 spores. At lower temperatures, it showed flat shoulder, passing through
consecutive linear fraction models behaviors, and finally at higher temperatures
followed linear model with elimination of the thermo-sensible fraction. Ea and z
values were 249,52 kd/mol and 11,48°C respectively.

A thermal process for sugar cane must contaminant inactivation was defined
after the decanter, where microbiological quantification of various microbial groups
was carried out on samples from sugar cane mills located in region with different
climate and humidity conditions. The maximum thermophilic flat-sour spores count
was of 9 x 10" spores/ml of must and was originated from a sugar cane mill located
at the warmest and most humid region, while a count of 4 spores/ml of must was
found in a plant with dry climate and with soil of low capability for water retention.

Decanters lethality of must contaminant was determined based on the
minimum detected thermal history in two industrial equipments. Applying the
average residence time with this thermal history, it was estimated that the
decantation results, on average, 4,02*10° log reductions of Lactobacillus
fermentum and only 0,13 log reductions in the counting of B. stearothermophilus
spores.

Based on the kinetic knowledge of the thermo degradable major factors it
was established a thermal process region from 114 to 140C and 3000 to 4

seconds. Graphically, this region is a triangle delimited by the line for 5 log

XVii



reductions of B. stearothermophilus (lower limit), and the line for 98,7% retention of
the must TRS. This preservation level was adopted considering the accuracy of
the sugar analysis methodology (1,3%). Any thermal process within this region will
be able to satisfy the requirement of 5 log reductions for B. stearothermophilus and
98,7% retention of must TRS.

The implementation of this thermal process implies in the adoption of a
preventive strategy in the contamination control of the fermenting process,
opposite to the corrective strategies currently applied based on antibiotics, which is

common practice in Brazilian Sugar Canes mills.
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Capitulo 1

INTRODUCAO



O alcool produzido no Brasil é obtido por fermentacédo de agucares contidos
no mosto, formado de caldo de cana e melago que é proveniente do processo de
fabricacao de agucar.

O agronegocio sucroalcooleiro movimenta cerca de R$ 36 bilhdes por ano,
0 que corresponde a aproximadamente 3,5% do PIB nacional. Este setor faz do
Brasil o maior produtor mundial de cana e agucar e o principal pais do mundo a
implantar, em larga escala, um combustivel renovavel alternativo ao petréleo. Hoje
o alcool é reconhecido mundialmente pelas suas vantagens ambientais, sociais e
econdbmicas e os paises do primeiro mundo estdo interessados na tecnologia
brasileira. As recentes vitérias do Brasil na Organizacdo Mundial de Comércio
(OMC) e a crescente adeséo dos paises ao protocolo de Kyoto (1997) acenam
para um aumento gradativo do uso de combustiveis renovaveis, entre os quais o
alcool Brasileiro, com impactos significativos para a balanga comercial Brasileira.

Aproximadamente 50% das 340 milhdes de toneladas de cana de agucar
processadas no ano de 2003, foram direcionadas para a producédo de 14 bilhdes
de litros de alcool.

O caldo de cana e por extensdo o mosto permitem o desenvolvimento de
uma série de microorganismos, pois tem concentracdo de acgucares, pH,
temperatura, macro e micro-nutrientes favoraveis para a sustentacdo de uma
microbiota diversa que € enviada ao processo de fermentagédo alcodlica. Essa
microbiéta tem sido identificada por diversos autores como sendo bactérias
predominantemente gram-positivas, dos géneros Lactobacillus e Bacillus.

Em termos de eficiéncia na industria sucro-alcooleira, o setor de producéao

de Aalcool nas usinas, dependendo da proporgdo de alcool produzido, é
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responsavel por 30-60% das perdas totais determinadas, sendo a maior parte
delas associadas com a presengca desses contaminantes no processo de
fermentacdo. Alguns desses contaminantes consomem agucar, outros alcool,
causam a morte e ou floculagdo do fermento, aumento do tempo de fermentacao,
exigindo grandes gastos em insumos para a condug¢ao do processo.

As estratégias de combate a infecgdo adotadas, se concentram
basicamente no uso de antibiéticos. Sao produtos que foram desenvolvidos para
uso em veterinaria, onde sdo usados como aditivos alimentares antibacterianos na
criagao intensiva de animais, e sao efetivos contra bactérias gram-positivas, dai a
sua aplicabilidade no controle da infecgdo na fermentacao.

E crescente a preocupagdo com relacdo ao uso em larga escala desses
antibacterianos. Os riscos associados ao desenvolvimento de resisténcia a
antibidticos sao crescentes e ndao podem ser desprezados, pois as potenciais
consequéncias tanto para a saude animal como humana sao sérias. Na Europa,
principalmente nos paises noérdicos, o uso desses produtos tem sido severamente
restrito. Existem fortes correlagdes entre o uso em larga escala desses produtos e
o desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos mais potentes disponiveis, caso
dos antibidticos vancomicina e sinercid nos Estados Unidos, associados ao uso do
produto virginiamicina, na criagao de frangos e porcos. Este produto também é
usado no controle de infeccbes na fermentacao.

A decisdo de se projetar um processo térmico para inativagdo dos
contaminantes do mosto pressupde o estudo da resisténcia térmica tanto do
microrganismo alvo do processo quanto da sacarose, ambos nas condi¢cdes de

Brix e pH encontrados nas Usinas.



Objetivos

Este projeto teve como objetivo a adogdo de uma estratégia preventiva no
controle dos contaminantes do processo de fermentacdo alcodlica, baseada na
definicdo de um processo térmico de inativacdo das bactérias contaminantes de
mosto de caldo de cana, em oposigdo as estratégias corretivas, em vigor nas
usinas brasileiras, baseadas no uso intensivo de antibidticos. Este processo
térmico foi dimensionado com maxima preservacdo do conteudo dos acgucares
sacarose, glicose e frutose do mosto e adotando como alvo do processo o B.
stearothermophilus.

Para atingir este objetivo principal os seguintes objetivos parciais foram

executados:

a) Foi estudada a cinética de degradagao térmica da sacarose em
mosto de caldo de cana e estabelecidos seus parametros
cinéticos.

b) Foram determinados os parametros cinéticos de degradacéo
térmica da glicose, frutose e ART em mosto de caldo de cana.

C) Foram determinados os parametros cinéticos de degradacéao
térmica dos esporos de B. stearothermophilus em mosto de caldo
de cana.

d) Com os parametros cinéticos dos itens a, b, ¢ foi projetado um

processo térmico otimizado para o mosto de caldo de cana que
garante 5 redugdes decimais nos esporos de B.

Stearothermophilus e preservacgao de 98,7% dos ART do mosto.



Capitulo 2

REVISAO BIBILIOGRAFICA



Bactérias contaminantes de mostos e Fermentacao

Na avaliacdo da flora contaminante nas principais etapas do processo de
producdo do agucar e do alcool, constatou-se que 0s microorganismos de
importancia no setor de extragdo do caldo sdo essencialmente aqueles oriundos
do solo e vegetais. Dentre esses, os fungos, as leveduras, as bactérias lacticas e
esporogéneas desempenham papel de importancia em um ou mais pontos da
usina. No processo utilizado no Brasil, extracdo mecanica, as bactérias
esporogéneas tém uma importancia relativa, mas as bactérias lacticas sao
extremamente importantes tanto na extragcdo como no setor de fermentagao, como
principais promotores da fermentagdo indesejavel (CENTRO DE TECNOLOGIA
COPERSUCAR, 1983b). As bactérias do acido acético, acetobacter, tém alguma
importancia no setor de moendas e das peneiras removedoras de bagacilho,
partes mais expostas ao ar (MAEDA, 1999).

Na avaliagdo de pontos criticos para controle microbioldgico na fabricagédo
de acucar e alcool, feito em Usinas Cooperadas ao sistema Copersucar,
constatou-se que os equipamentos de extracdo de caldo (moendas, caixas,
peneiras, tubulagdes) continham focos de crescimento de bactérias lacticas e que
o pH na agua de lavagem de cana, controlado na faixa de 10-11 mantinha a
contagem total de microorganismos no caldo misto, sempre inferior a 10’UFC/m.
Na fermentagcdo recomendou-se ndo apenas o controle da concentragdo de
bactérias lacticas, mas também as quantidades relativas dessas com as leveduras

vivas, além de um intenso controle no pé de cuba, através do uso de pHs



proximos ou inferiores a 2,0 (CENTRO DE TECNOLOGIA COPERSUCAR,
1983a).

Em avaliacdo da evolugcao e perspectivas para aumento da produtividade e
da eficiéncia na fermentacdo alcodlica em Usinas cooperadas ao sistema
Copersucar, foram citados, entre outros, a necessidade de melhor controle
microbioldgico, melhor controle de perdas e projeto sanitario de tanques e
tubulagées (FINGUERUT; LUCREDI; ROSSEL,1983). Nessa diregcao, outros
autores constataram contagens elevadas apos os aquecedores do caldo que
operavam a 105C, e sugeriram modificacbes para aumentar a turbuléncia e a
instalacdo de um tubo de espera para conseguir uma esterilizagdo pratica, além
de melhorias nos procedimentos de limpeza na sec¢ao de resfriamento final do
caldo (LUCREDI et al,1984). Visando fermentagdes mais eficientes, foram
apontados alguns itens a serem obedecidos no tratamento do caldo destinado
para a fermentacao e destilagédo: eliminagdo de impurezas grosseiras (areia, terra,
bagacilho etc), preservagdo de nutrientes como vitaminas, aminoacidos etc e
redugdo da contaminagdo microbioldgica (OLIVEIRA et al.,1987). Comparando
quatro tipos de tratamento em funcionamento nas Usinas Cooperadas ao sistema
Copersucar, os mesmos autores avaliaram que o tratamento primario de
peneiramento do caldo seguido de aquecimento e decantagdo € o0 que
apresentava os melhores resultados para a produtividade da fermentacao.
Constataram o aumento de contagem bacteriana de 10" bactérias/g na saida do
decantador para 10° bactérias/g ao fim do processo de resfriamento do caldo,

imediatamente antes de ser enviado a fermentagdo, mas n&o conseguiram avaliar



de forma definitiva a influéncia de uma contagem bacteriana elevada do caldo,
para o rendimento da fermentacéo.

Disturbios significativos causados por Leuconostoc mesenteroides néo sao
esperados nas dornas de fermentagdo, em virtude do efeito inibidor do etanol
sobre essas bactérias em concentragcbes bem mais baixas das efetivamente
encontradas nas fermentagbes em Usinas (KAJI,1989). Leuconostoc
mesenteroides € um género de bactéria ha muito tempo conhecida como
produtora de gomas e substancias gomosas em caldo de cana, beterraba e outros
fluidos a base de sacarose (EVANS; HIBBERT, 1946).

Um total de 334 isolados bacterianos de mostos e de dornas de
fermentacéo alcodlica foram identificados a nivel de espécie (GALLO, 1990). De
acordo com o autor, os contaminantes bacterianos mais importantes no processo
de fermentagdo alcodlica eram as bactérias Gram-positivas (98,52%), Gram-
negativas (1,48%), bastonetes Gram-positivos (86,28%), cocos Gram-positivos
(12,24%), bastonetes Gram-negativos (1,48%), esporulados (26,05%) e né&o
esporulados ( 73,95%). Os géneros bacterianos mais frequentes nas amostragens
foram Lactobacillus (59,75%) e Bacillus (26,58%). Em relagdao as espécies
predominantes isoladas destacaram-se em ordem decrescente B. coagulans, L.
fermentum, L. helveticus, B. stearothermophilus, L. plantarum, L. animalis e L.
buchneri. O autor atribuiu ao tratamento térmico do caldo (aproximadamente
100°C) o fato de n&o ter encontrado a bactéria L. mesenteroides, tdo mencionada
na literatura sobre contaminantes da fermentagéo alcodlica.

Uma excelente revisdo sobre contaminantes na fermentacéo alcodlica pode

ser encontrada em Gallo e Canhos (1991).
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Prejuizos causados pelos contaminantes

Em investigacédo da degradacao de sacarose por bactérias hipertermofilicas
durante o processo de extracdo do caldo por difusdo em Usinas de Agucar da
Africa do Sul, o acido lactico representou, em média, 92% do total de acidos
organicos produzidos. A partir de dados de fermentagcédo de sacarose em caldo de
cana de difusores, sugeriu-se que duas partes de sacarose eram consumidas para
a produgéo de uma parte de acido lactico (MACMASTER; RAVNO, 1975). As
perdas de sacarose associadas aos contaminantes da linha de caldo varia de 1 a
2,5 kg de sacarose/tonelada de cana, dependendo das condigbes de higiene e
operacionais (YOKOYA 1989 apud GALLO; CANHOS, 1991).

Dentre os problemas associados com a presenca de contaminantes na
fermentacéao, a floculacdo da levedura foi apontada como um dos mais sérios na
fermentacao industrial de alcool. A reducdo na produgcao de alcool se da através
de consumo de agucar pelos contaminantes, consumo de alcool por algumas
bactérias, morte de fermento por toxinas langcadas ao meio pelos contaminantes,
morte do fermento por substancias utilizadas no combate a contaminagéo, perda
do fermento retido no fundo das dornas ou nas centrifugas causada pela
floculagdo, aumento do tempo de fermentacao devido a queda do teor de fermento
nas dornas, podendo uma contaminagao violenta acabar com a fermentagao
(TROMBINI et al., 1988). O problema torna-se mais acentuado com o uso da
reciclagem de células para aumentar a produtividade, reduzir o tempo e o custo da
fermentacao, porque essa pratica tende a acumular a causa do problema a cada

ciclo do processo (YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991).



Aproximadamente 85% da floculagdo verificada em Usinas Cooperadas
Copersucar durante a safra 93/94 foram causadas por bactérias. Em teste da
influéncia da proporcao entre bactérias e leveduras nas floculagcées, observou-se
que o nivel seguro, a prova de floculacdo, era 10°UFC/ml para as bactérias nas
dornas de fermentagcdo (NOLASCO; FINGUERUT, 1993). Neste trabalho,
amostras originais de vinho provenientes de fermentacgdes floculadas tinham seus
contaminantes e leveduras quantificados, separados e crescidos para serem
misturados fixando a populagéo de leveduras igual a concentragcdo da amostra
original e reduzindo a concentragdo dos contaminantes bacterianos desde a
concentragdo encontrada na amostra original até a concentracdo em que nao
ocorria a floculagdo. O efeito da proporgédo entre células de bactérias e leveduras
também foi avaliado por outros autores sendo que esses autores, expressaram as
quantidades dos microorganismos em massa seca (YOKOYA; OLIVA-NETO,
1991; BROMBERG; YOKOYA, 1995; ALCARDE; YOKOYA, 2003) .

Nem todas as linhagens de Lactobacillus sao capazes de causar o
problema floculacdo (YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991). Os contaminantes L.
fermentum, L. plantarum, L. fructivorans, L. fructosus e L. buchneri, podem
provocar a floculagéo de leveduras enquanto que B. subtilis e B. coagulans nao
(ALCARDE; YOKOQOYA, 2003).

Estudo de culturas mistas Levedura-Lactobacillus indicaram que um dos
mecanismos de estimulagédo dos Lactobacillus era a hidrélise do agucar do melago
pelas leveduras (NGANG et al., 1992). Oliva-Neto e Yokoya (1997) avaliaram que
aminoacidos (leucina, isoleucina, valina) eram essenciais para o crescimento das

bactérias lacticas durante a fermentacédo e nao sais, vitaminas ou agucares como
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se pensava. Gobbetti, Corsetti e Rossi (1994) avaliaram que culturas mistas dos
Lactobacillus com levedura em meio isento de valina ou leucina, ndo inibiu o
crescimento dos Lactobacillus devido a excregdo desses aminoacidos pelas
leveduras.

A producdo de acidos organicos pelas bactérias contaminantes da
fermentacdo eram responsaveis, em meédia, pela redugdo de aproximadamente
1,5% no rendimento fermentativo, embora esse valor pudesse chegar até
aproximadamente 5% dependendo de como fosse conduzido o processo de
fermentacdo (FORMAGGIO; FINGUERUT, 1998). Oliva-Neto e Yokoya (1997)
relataram forte inibicdo das leveduras em seus estudos de cultura mista levedura-
Lactobacillus apds 8 a 12 ciclos, provocada pelo aumento da acidez que chegou a
15¢g/l. Stroppa e outros (1998) encontraram que a relagcdo consumo de
acucar/crescimento celular para os Bacillus foi 1,61 a 4,97 g/ciclo logaritmico
enquanto que para Lactobacillus, 1,01 a 1,56 g/ciclo logaritmico. Oliveira-Freguglia
e Horii (1998) relataram uma reduc&o, em 12 horas, de 96% na viabilidade das
leveduras em cultura mista com L. fermentum. Stroppa e outros (2000) estudando
os efeitos dos antibidticos monensina e penicilina sobre linhagens de Bacillus e
Lactobacillus isolados de fermentacdes industriais brasileiras, avaliaram que todos
0s microrganismos testados foram inibidos até mesmo na mais baixa dosagem de
antibioticos. Segundo os mesmos autores as perdas de agucares em
fermentagdes contaminadas variaram com as linhagens de bactérias e soO
puderam ser detectadas na auséncia de antibidticos e ainda sugeriram que o uso
combinado dos dois antibidticos pode ser vantajoso devido a diferencas

detectadas nas formas de agdo dos mesmos. O setor de fermentagédo é
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responsavel por 30 a 60% das perdas totais determinadas na industria de agucar e
alcool (CENTRO DE TECNOLOGIA COPERSUCAR, 1996).

Negro, Yokoya e Eberlin (2003) encontraram uma associagdo de
microrganismos (leveduras e bacilos) em amostragens realizadas em “canjicas”
(material polimérico insoltivel em agua) isoladas em Usinas de Acucar e Alcool.
Este fato, aliado ao isolamento de grande numero de Lactobacillus produtores de
homopolissacarideos a partir de caldo de cana fresco, sugeriu que tais
microorganismos  estivessem envolvidos no processo, conferindo as
caracteristicas granulosas e de insolubilidade apresentadas pela “canjica”, embora
nenhuma cultura de Lactobacillus quando crescida em meio de sacarose,

produzisse gomas com aspecto caracteristico da “canjica”.

Tratamentos propostos e resultados

Varios autores tém avaliado o desempenho de desinfetantes quimicos,
antibiéticos na fermentacéo e biocidas nas moendas, como forma de controlar e
minimizar as perdas decorrentes da contaminagdo microbiolégica. Brazzach
(1970), propbs o uso de desinfetantes quimicos para controle da contaminagéo
nas fermentacdes alcodlicas em substituicdo aos antibidticos, com reducdo de
50% na acidez dos vinhos fermentados. Alcarde, Gallo e Oliveira (1996) avaliando
a atividade dos produtos comerciais antimicrobianos Virginiamicina®, Penicilina V
Potassica®, Kamoram HJ®, Tetraciclina®, Bactol Q® e Adesol A-207®, utilizados
em industrias sucroalcooleiras, avaliaram que Bactol Q® pode ser utilizado para

controlar o aumento de contaminacdo em caldo de cana apds aquecimento e
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decantagao, recomendando um tempo de contato entre bactérias e o produto de 3
horas. Stroppa e outros (1998) constataram a efetividade dos antibi6ticos Biopen
450®, que tem penicilina como principio ativo, e Kamoran WP®, cujo principio
ativo é a monensina, sobre linhagens de bactérias isoladas de fermentacao
industrial, sendo que L. plantarum foi a bactéria mais resistente enquanto L.
fermentum foi a mais sensivel. Oliva-Neto e Yokoya (2001) avaliaram o efeito
antimicrobiano de varios produtos incluindo formulagdes comerciais utilizadas em
usinas, através do teste da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI), em S.
cerevisiae, L. fermentum e L. mesenterdides. Penicilina V acida® e clindamicina®
foram os mais efetivos contra o crescimento bacteriano em 24h. Entre os produtos
quimicos sulfito, nitrito e sulfato de cobre, foram os mais efetivos.
Metilditiocarbamato foi eficiente apenas para L. fermentum (CMI= 2,5 ug/ml) e S.
cerevisiae (CMI= 5,0 ug/ml). Tiocianato, bromofenato e n-alquildimetilbenzil cloreto
de amoénio afetaram o crescimento de S. cerevisiae em concentragdes inibitorias
similares a L. mesenteroides e L. fermentum. Formaldeido foi mais efetivo contra
as bactérias que contra as leveduras em dois pHs avaliados (4,5 € 6,0).

Nolasco e Finguerut (1996), através de um modelo preditivo para o acumulo
de infecgdo na fermentagdo, concluiram que a recentrifugacao total do leite de
levedura operada de forma constante e uniforme, rejeitava mecanicamente mais
de 75% das bactérias da fermentacdo e avaliaram que essa tecnologia em
conjunto com uma redugao drastica do nivel de contaminantes no mosto, podem
conferir longos periodos de operacdo, antes de se atingir nivel critico de

bactérias,10®° UFC/ml, nas dornas de fermentacdo. Em outras pesquisas, foram
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avaliadas a qualidade microbiolégica de mostos e a qualidade do tratamento do
caldo que era enviado a destilaria (NOLASCO; FINGUERUT, 1998;
CHRISTOFOLETTI; NOLASCO; FINGUERUT, 1998). Estes autores constataram
que o tratamento praticado no caldo para a destilaria era inferior ao tratamento
praticado no caldo para fabricacdo de agucar e como consequéncia, grandes
quantidades de solidos eram enviados ao volume de controle da fermentacéo,
onde eram reciclados (60%), através das centrifugas. Esses sdlidos, segundo os
autores, dificultavam as estratégias de combate a infecgao, levando-os a propor a
padronizagao fisico-quimica e microbioldgica do mosto através da decantagéo

conjunta de caldos (caldo misto, caldo do filtro) e mel.

Riscos associados ao uso intensivo de antibioticos

O uso dos chamados promotores de crescimento na criagdo intensiva de
animais, tem sido apontado como uma das fontes ndo humanas principais, que
sustenta o aparecimento de bactérias nocivas ao Homem, resistentes a
antibiéticos. O mecanismo de transferéncia de resisténcia que essa pratica exerce
sobre as bactérias nocivas ao Homem, é bastante controverso embora haja clara
evidencia que o aumento no consumo de antibidticos na veterinaria, tem sido
acompanhado por um similar aumento no numero de linhagens de patégenos
humanos resistentes a antibioticos. Estudos com Salmonella, Escherichia coli,
Enterococos e Campylobacter tém sustentado a reivindicagao de que novos genes
resistentes podem ser selecionados na flora bacteriana de animais, como

consequéncia direta do uso de antibioticos (THAL; ZERVOS, 1999).
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Van Den Bogaard e outros. (2002) relataram a ocorréncia de resisténcia de
Enterococos a antibiéticos comumente usados na terapia em frangos ou como
promotores de crescimento. Relataram ainda a prevaléncia da resisténcia a um
vasto painel de antibidticos testados, em isolados fecais de toda a populagéo
exposta aos antibiéticos, desde os frangos até os trabalhadores, na fazenda e no
frigorifico.

O uso de antibidticos na agricultura inclui o tratamento e prevencao de
doengas em animais e plantas e como aditivos alimentares como promotores de
crescimento na criagcdo intensiva de animais. Esse uso tem sido criticado e
reavaliado com a crescente preocupacdo com o fato de que o uso intensivo e
extensivo de antibidticos leva ao estabelecimento de genes resistentes a
antibioticos no ambiente com varios relatos de resisténcia detectados com
algumas linhagens de Campylobacter resistentes a ciprofloxacina®, tetraciclina® e
eritromicina®, principais antibiéticos para tratamento de infecgcbes por
Campylobacter em humanos (ASM, 2002; LEDERGERBER et al., 2003). Existem
relatos na Europa sobre bactérias resistentes a vancomicina®, uma das drogas de
ultimo recurso para tratamento de certas infecgdes, possivelmente associado ao
uso na agricultura do avoparcina®, uma droga quimicamente similar a
vancomicina®. Nos EUA foi relatado fendmeno similar com o synercid®, a droga
usada para tratar infeccdes resistentes a vancomicina®, possivelmente associado
ao uso da virginiamicina®, quimicamente relacionada ao synercid®, como
promotor de crescimento em aves e porcos (MELLON, 1998).

Preocupacbdes com bactérias resistentes a antibidticos levaram a Uniao

Européia a banir o uso de quatro antibiéticos como promotores de crescimento em
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frangos em 1999. A Administragao de Drogas e Alimentos Americana (FDA) baniu
0 uso de uma classe particular de antibiéticos chamada fluoroquinolonas na
criacédo de frangos. (LEDERGERBER et al., 2003).

Lima, Grisi e Bonato (1999) realizaram um rastreamento num agrossistema
de cana de acucar para obtencdo de bactérias capazes de sintetizarem
polihidroxialcanoatos (PHA), e que usem a sacarose como principal fonte de
carbono além de serem resistentes a antibidticos. De acordo com os autores,
oitenta e duas linhagens de bactérias, pertencentes a dezesseis géneros e trinta e
cinco espécies foram isoladas, dentre as quais setenta e trés (89%) apresentaram
multipla resisténcia a antibiéticos em dosagens de 10 — 100 U/ml de penicilina e
100 — 300 ug/ml de virginiamicina®, antibidticos usados na fermentagdo das
Usinas. Para os autores esse fendmeno de resisténcia encontrado nessas
linhagens, estaria ligado a presséao seletiva exercida pela fertirrigagado da vinhaga

no sistema de manejo e cultivo de cana de agucar.

Resisténcia térmica dos contaminantes

A resisténcia térmica dos esporos esta relacionada a fatores intrinsicos,
como espécies ou variedade de linhagens dentro das espécies, e fatores
extrinsicos, como desidratagcao do protoplasto, mineralizagao pela incorporagao de
ions minerais como calcio, manganés, magnésio, potassio e adaptacao térmica
(PFLUG, 1990; BENDER; MARQUIS, 1985, BEAMAN; GERHARDT, 1986).
Periago e outros (1998) avaliaram que o aumento da concentragdo de NaCl no

meio de recuperacdo aumenta a resisténcia térmica de esporos de B.
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stearothermophilus tratados termicamente. Varios trabalhos publicados avaliam
0os parametros cinéticos de destruicdo térmica de esporos de B.
stearothermophilus a partir de dados obtidos em condicbes diversas como
sistemas continuos, batelada, em meios tamponados, agua, leite (WESCOTT,;
FAIRCHILD; FOEGEDING, 1995; BUSTA, 1967; PERKIN et al., 1977; BURTON et
al., 1977; DAVIES et al., 1977; ABRAHAM et al., 1990; PFLUG, 1990).

O valor D, para B. stearothermophillus em caldo de cana a temperatura de
120,130 e 140°C, foi relatado como sendo 11,3 minutos, 9,5 minutos e 8,1
minutos, respectivamente (GOUTHIER; MASSAGUER, 1987), usando cinética de
primeira ordem.

Franchi e outros (2003a) determinaram o valor Dgyc, para as bactérias
contaminantes do género Lactobacillus, em Usinas de agucar e alcool, em meio de
caldo de cana clarificado a 14°Brix e pH = 6,5. Entre as espécies testadas, a L.
confusus, se mostrou a mais sensivel ndo sendo possivel a determinacao do valor
Dsoc para esse contaminante, enquanto o Leuconostoc, o mais resistente. Os
valores de Dgoc obtidos foram: 0,75 minutos para L. fermentum, 0,29 minutos para
L. plantarum e 1,57 minutos para Leuconostoc mesenteroides. Ainda de acordo
com Franchi e outros (2003b), pode-se observar uma agdo sinérgica do
tratamento térmico associado a acdo de uma combinacdo de bioprotetores como
Novasin (10ppm, contendo 1000000 Ul/g de nisina), 30 ppm de Novagard
(lisozima) e Tween 20(0.1%), que produziu uma reducao de 16,7% no valor Dgoc
para o Lactobacillus fermentum, escolhido como alvo pela comparagao entre os
valores D obtidos, devido ao fato de o Leuconostoc mesenteroides, embora sendo

0 mais resistente, ndo ser um contaminante importante das dornas de
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fermentacdo alcodlica, pela sua baixa tolerancia ao alcool (KAJI, 1989). O
parametro z encontrado para Lactobacillus fermentum foi 7,7°C.

Casadei e outros (2001) avaliando o efeito do pH e do etanol sobre a
resisténcia térmica para L. delbueckii e esporos de B. cereus, constataram que a
resisténcia térmica desses microorganismos € negativamente afetada com o
abaixamento do pH e aumento no teor alcodlico. Para B. cereus a queda no pH de
7 para 3 na auséncia de etanol causou uma redugao média de sete vézes no valor
D enquanto que em concentragdo de etanol de 10% a redugdo média foi de 12
vézes. O valor D encontrado para a inativagdo de L. delbrueckii a 60°C na
auséncia de etanol em pH = 7 e a 54°C em pH = 3 foram 2,4 e 0,9 minutos,
respectivamente.

Em leite a 121°C, os valores de D e z relatados para esporos mesofilicos
foram 11 segundos e 10,4°C respectivamente, enquanto que para os esporos
termofilicos 25 segundos e 10,3°C, respectivamente (KESSLER, 1981).

Nos ultimos anos, varios modelos tém sido propostos para descrever curvas
de sobreviventes semilogaritmicas nao lineares complexas, multifasicas com
retardos e atrasos, ombros e caudas, obtidas muito mais frequentemente do que
as curvas semilogaritmicas lineares de 12 ordem durante a inativagao térmica de
microrganismos, sem que se tenha chegado a conclusdo sobre o melhor modelo
(ABRAHAM et al., 1990; PRUITT; KAMAU, 1993; PELEG, 1997; RODRIGUEZ et
al., 1992; GEERAERD; HERREMANS; VAN IMPE, 2000; VAN BOEKEL, 2002).
Para Pflug (1990), curvas de sobreviventes semilogaritmicas curvilineas séo
obtidas em ensaios para determinagéo de resisténcia térmica de microrganismos

envolvendo flora microbiana heterogénea ou com variagdes de resisténcia dentro
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de cada espécie, indicando a presenga de um grande numero de organismos com
muito baixa resisténcia e um pequeno numero de organismos altamente
resistentes. Além disso a cada batelada de esporos produzidos, mutacdes
genéticas da ordem de 107 a 10® produzem espécies mutantes mais ou menos
resistentes do que o restante da suspenséo.

A recomendagao do segundo “IFT’s Research Summit 2003” para o avango
no entendimento da cinética de inativacdo microbiana € que a comunidade
técnico-cientifica deve reconhecer modelos alternativos e parametros para
descricdo e comunicagcao de sobreviventes de populacdes microbianas quando
expostas a varios agentes letais, em virtude de haver evidéncia significativa de
que as curvas de sobreviventes podem ser descritas por expressdes cinéticas
semi logaritmicas nao lineares (HELDMAN; NEWSOME, 2003). Para esses
autores, o conceito classico de D e z (BIGELOW; ESTY, 1920 appud PFLUG,
1990) ndo sao apropriados para tratar tais cinéticas complexas nao lineares. Pruitt
e Kamau (1993) revisaram a historia das teorias de crescimento e mostraram
como os modelos classicos de crescimento podem ser derivados como casos
especiais de uma equacdo da taxa de crescimento genérica. Além disso,
considerando que matematicamente a diferenga entre crescimento e morte é
questao de sinal, converte curvas de crescimento em curvas de morte mudando o
sinal da equacao de crescimento.

Abraham e outros (1990) e Pruitt e Kamau (1993) propuseram modélos de
regressao ndo lineares para representar curvas de sobreviventes complexas,

multifasicas com retardos e atrasos, ombros e caldas respectivamente, e
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mostraram que os meétodos tradicionais de estimativa de valores D, ndo séo
sempre apropriados para o tratamento de dados cinéticos.

Abraham e outros (1990) avaliaram as curvas de sobreviventes de
suspensdo aquosa de B. stearothermophilus para seis temperaturas variando
entre 105 a 130°C assumindo que a suspensdao de esporos continha uma
populacéo de esporos ativa e termo sensivel e uma populagdo dormente que tinha
que ser ativada antes de ser destruida. As curvas de sobreviventes obtidas
revelaram aumento na contagem dos esporos nos instantes iniciais do tratamento.
Esses autores consideraram que os dois mecanismos de inativacédo e ativacéo a
temperatura constante seguiam cinéticas de primeira ordem com constantes K, e
Kq e demonstraram através dos seus dados que a dorméncia era independente da
temperatura de aquecimento e que o fendmeno limitante era a ativacdo dos
esporos. Suas constantes cinéticas de inativagao térmica a 105, 110, 115, 121,
126 e 130°C foram para o fenébmeno limitante K, 0,008, 0,022, 0,12, 0,8, 3,5 e 11
minutos™, respectivamente. Avaliando esses dados verifica-se que essas
constantes seguem Arrhenius com Ea igual a 377,20 kd/mol e valor z igual a
7,74°C obtido a partir do valor da energia de ativagdo de acordo com a férmula de

Ramaswamy , Van de Voort e Ghazala (1989).

Reacoes de degradacao de acucares

A existéncia de pelo menos duas fungdes organicas (C=0O e C-OH), na
maioria dos carboidratos, da a esses compostos sempre varias opg¢des de

transformacgdes quimicas, aumentadas ainda pelas diferencas de reatividade dos
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diferentes grupos hidroxilas na mesma molécula. Entre essas degradagdes
encontram-se a degradacao alcalina, degradagdo em meio acido, reagbes de
Maillard com a degradacao de Strecker e a caramelizag&do (Bobbio; Bobbio, 1992).

Segundo Kelly e Brown (1978), a molécula de sacarose € termicamente
estavel a menos que seja hidrolisada produzindo as hexoses termolabeis glicose e
frutose, sendo a frutose mais termolabil que a glicose. As taxas de reacdo de
catalise hidrolitica sdo uma funcdo complexa da concentracao, temperatura, pH e
sais. Em ordem decrescente, as taxas de hidrolise sao: catalise por bases > sais
>acido. Como primeira aproximacado, a sacarose € mais estavel a pH=8. Meios
acidos (pH < 4,5), favorecem a formagao de 5-hydroxi-metil-furfural (HMF), ao
passo que a degradagdo alcalina dando origem a produtos estaveis,
principalmente o acido lactico, é favorecida em pHs superiores a 9. De acordo com
Van Der Poel, Schiwek e Schwartz (1998) e De Bruijn, Kieboom e Van Bekkum
(1986), o passo chave para as complexas rea¢des de degradagao alcalina envolve
a formagao de um anion enediol e seu respectivo enediol. Segundo os autores,
como regra, assume-se que 1,9 moles de acidos totais resultam de 1 mol de
monossacarideos, dentre esses acidos de um a mais de seis atomos de carbono,
sendo o acido lactico o principal produto formado (30-50% em base molar), nas
condi¢des de manufatura de agucar de beterraba.

De acordo com Bobbio e Bobbio (1992), a reagdo de Maillard, muito
importante nas condi¢gdes de concentracdo de acgucares e temperatura elevadas,
vem sendo estudada ha quase 100 anos sem que se tenha chegado ao
conhecimento completo do seu mecanismo. Van Der Poel, Schiwek e Schwartz

(1998) e Bobbio e Bobbio (1992) apresentaram uma revisdo completa do
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mecanismo aceito para essas reac¢des. Muitas variaveis afetam a velocidade da
reacdao de Maillard, entre elas estrutura e concentracdo dos compostos, pH,
temperatura, atividade de agua e a presenga de catalizadores ou inibidores, bem
como luz e tempo (HARDY; PARMETIER; FANNI, 1999).

Segundo Van Der Poel, Schiwek e Schwartz (1998) em condi¢gbes de
baixas concentragdes, pH neutro ou levemente acido, a reagcdo de Maillard pode
ser negligenciada (extragdo do caldo); em condigdes de baixas concentragdes e
pH alcalino (purificagdo do caldo), a reagdo de Maillard € de menor importancia
comparada a degradacdo alcalina nas condigbes encontradas na industria de
acucar de beterraba. Entretanto as reagdes de hidrdlise alcalina, ndo sé&o
relevantes para a industria de agucar de cana, por suas condi¢des de calagem
muito mais brandas, pH < 9. Em altas concentragdes, condi¢cdes alcalinas e
temperatura elevada (evaporagao e cristalizagao), entretanto, a reagao de Maillard
€ de maior importancia.

Karpun, Pisimennyi e Semenova (1989) avaliaram que as perdas de
acgucares durante a esterilizacdo de solugdes de melago dependem do pH inicial,
da proporgdo de acgucares invertidos em relagdo ao agucar total e das
propriedades de tamponantes das solugbes de melago. A esterilizagdo das
solugbdes de melago foram conduzidas da seguinte maneira: 70°C por 30 minutos
e 125°C por 10 minutos seguido de resfriamento a 30°C durante 180 minutos.
Para melacos com pH inicial menores que 6,5 e que produziram queda de pH
ap6s a esterilizacdo, as perdas de agucares foram inferiores a 2%. Valores de
perda de acgucares tao baixos quanto 0,2 e 0,4% foram obtidos com solu¢des de

melagado com pHs iniciais de 5,55 e 5,75 respectivamente.
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Numa revisédo sobre o efeito do calor sobre a funcionalidade de nutrientes
(proteinas, carboidratos, lipideos e micronutrientes) em alimentos, Hardy,
Parmetier e Fanni (1999) concluiram que o uso do calor € ainda o processo
industrial mais efetivo porque os efeitos positivos sobre as propriedades
organolépticas e sensoriais prevalecem, sendo apenas uma questdo de

otimizagao. E este tipo de enfoque que foi aplicado na presente pesquisa.

23



Nomenclatura
D: indice de reducéo decimal a temperatura constante (unidades de tempo)
Deoc: indice de redugao decimal a 60C (unidades de tempo)
Ea : Energia de ativacéo, (kJ/mol)
Ka: constante de ativagado térmica da populagéo de esporos dormentes (unidades
de tempo™).
Kq: constante de inativacdo térmica da populagdo de esporos ativa e termo
sensivel (unidades de tempo™).
z : Coeficiente térmico para reduzir o valor D a 10% do seu valor inicial (unidades

de temperatura).
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Artigo que sera submetido a revista Journal of Food Process

Engineering, segundo normas de submissao da revista.

37



DETERMINAGCAO DOS PARAMETROS CINETICOS DA HIDROLISE DA
SACAROSE EM MOSTO DE CALDO DE CANA PARA FERMENTACAO
ALCOOLICA

J. Nolasco Junior ' e P.R. De Massaguer®

2 Universidade de Campinas-UNICAMP, Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA) /Departamento de Ciéncia de Alimentos, Rua Monteiro
Lobato, 80, Campinas-Sao Paulo/Brasil C.P. 6121 — CEP 13083-862.

'A quem correspondéncia deve ser enviada. R 13 de maio, 1727, 13419-270,
Piracicaba-SP-BRASIL, fone +55-021-19-34225966,
Jonas.nolasco@terra.com.br.

Running Title: Hidrélise Térmica da Sacarose Em Mosto

38



Resumo

Avaliou-se a cinética de hidrdlise da sacarose em mosto de fermentacao
alcodlica a base de caldo de cana e melago contendo 21.5% de solidos soluveis e
pH = 6.14 nas temperaturas 110, 120, 130 e 140C, pelo método do tubo TDT,
determinando a sacarose remanescente por HPLC. A curva da sacarose
remanescente apresentou forte ndo linearidade com ombro inicial ou atraso
térmico e cauda final que foram bem ajustadas através de modelo logistico. As
constantes cinéticas, k, variaram de 0.21 h™ a 2.64 h”', enquanto os atrasos
térmicos variaram de 13.27 h a 1.14 h na faixa de temperatura estudada. A
energia de ativagao através da equagao de Arrhenius e valor z obtidos foram

112.32 kJd/mol e 26.99°C, respectivamente.
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Introducao

O alcool produzido no Brasil é obtido por fermentacédo de agucares contidos
no mosto que é formado de caldo de cana e melago proveniente do processo de
fabricacdo de agucar. O mosto, por suas caracteristicas fisico-quimicas, sustenta
uma microbiota diversa que é enviada ao processo de fermentacdo onde compete
pelo substrato com a levedura do processo, e é frequentemente associada com o
elevado nivel de perdas encontrado no setor de produgéo de alcool, 1.5 a 5% de
queda no rendimento fermentativo (Evans e Hibbert 1946; Centro de Tecnologia
Copersucar 1983a; Centro de Tecnologia Copersucar 1983b; Kaji 1989;
Klaushofer et al. 1998; Gallo e Canhos 1991; Centro de Tecnologia Copersucar
1996; Formaggio e Finguerut 1998; Trombini et al. 1988; Yokoya e Oliva-Neto
1991; Nolasco e Finguerut 1993; Bromberg e Yokoya 1995; Alcarde e Yokoya
2003; Oliva-Neto e Yokoya 1997; Stroppa et al. 1998; Oliveira-Freguglia e Horii
1998; Negro et al. 2003).

As estratégias de controle desses contaminantes tem se concentrado no
uso de produtos antibidticos (Stroppa et al. 2000), sendo que o uso industrial
desses produtos tem sido correlacionado com o aparecimento do fenbmeno de
resisténcia a antibidticos por bactérias nocivas ao Homem (Thal e Zervos 1999;
Van Den Bogaard et al. 2002, Lima et al. 1999).

A decisdo de se projetar um processo térmico para inativacdo desses
contaminantes do mosto pressupde o estudo da resisténcia térmica tanto do
microrganismo alvo do processo quanto da sacarose, ambos nas condi¢cdes de

Brix e pH encontrados nas Usinas. Quanto a resisténcia térmica, a sacarose
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invariavelmente hidrolisa primeiro para as hexoses termolabeis glicose e frutose,
sendo a frutose mais termolabil que a glicose, em qualquer reagcéo de degradagao
térmica. Esta € uma reacdo estudada ha muito tempo, embora a maioria dos
estudos cinéticos estejam relacionados principalmente a hidrolise em solugdes
diluidas e fortemente acidificadas, condi¢gdes estas em que a energia de ativagao
variou de 108.4 a 111.3 kd/mol (Kelly e Brown 1978; Edye e Clarke 1996). Wienen
e Shallenberger (1988) avaliando solu¢des de sacarose em pHs 1.0, 1.5 e 2.0
concluiram que a hidrélise acida independe do tipo de acido mas sim do pH da
solucao e propuseram uma equacao em funcao do pH e temperatura que estima o
tempo em horas para inversdo de 99,99% da sacarose. Vukov (1965) analisando
extensa coletanea de dados de hidrolise de sacarose publicados, avaliou que a
energia de ativagdo variou de 25.1 a 26.8 kcal/mol. Baseado nessa extensa
coletanea de dados, propés uma equacgao para o calculo da constante da cinética
de primeira ordem da hidrdlise da sacarose em meio acido, basico e em fung¢ao da
presenca de sais. Em meio acido a equagao abrange dados de concentragédo de
sacarose na faixa de 0 a 0.9 g/ml, temperaturas de 20 a 130C e valores de pH de
1.0 a 6.5. Clarke et al. (1977), estudando a hidrélise da sacarose utilizando HPLC,
ressaltaram na revisdo bibliografica sobre o assunto que os estudos anteriores de
cinética da hidrolise da sacarose, fartamente disponiveis na literatura ha mais de
cem anos, usaram na sua maioria, solucdes diluidas de sacarose com
aproximadamente 3°Brix obtendo-se cinéticas de primeira ordem, comportamento
freqUentemente esperado de nutrientes em geral quando submetidos a tratamento
térmico (Leonard et al. 1986; Stumbo 1973 gpud Lenz e Lund 1980). Ainda sobre

tais estudos anteriores, Clarke et al. (1977) citaram problemas relativos a
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metodologia adotada como o uso de métodos inespecificos tais como polarizagao
ou titulagdo das substancias redutoras de cobre e variacdo de pH. Vukov e Patkai
(1981), sugeriram um valor de z igual a 26K = 26C para a hidrdlise da sacarose
em pH 10 -11.

Esta pesquisa teve como objetivo a determinagao dos parametros cinéticos
da hidrdlise da sacarose nas hexoses termolabeis glicose e frutose, por ser este o0
primeiro passo nas reacdes de decomposi¢ao térmica da sacarose. Esses dados
sdo necessarios em projeto de otimizagao do processo de tratamento térmico para

inativacao das bactérias contaminantes de mostos de fermentacao alcodlica.

Materiais e Métodos

Ensaio de cinética

A determinacdo da cinética da hidrdlise da sacarose, primeiro passo da
destruicao térmica dos agucares do mosto (sacarose, glicose e frutose), foi feita
pelo método do tubo TDT fechado, segundo Stumbo (1973). As temperaturas para
0s ensaios cinéticos foram 110, 120, 130 e 140C. Os tubos TDT (6 mm DI x 8 mm
DE x 100mm de comprimento), em duplicata para cada um de pelo menos 8
tempos de tratamento, foram preenchidos com 2 ml do mosto, selados com
macarico e colocados em banho de 6leo termostatico Polystat® PolyScience
modelo G12105-20, IL. USA, precisao +0.1C, ajustado a temperatura do ensaio.
A cronometragem de tempo para a amostragem foi adicionado um atraso térmico

(lag) de 3 minutos para o tubo atingir a temperatura do ensaio.
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Determinacao do atraso térmico (lag) do tubo TDT

O atraso térmico (lag) para cada temperatura foi determinado com um tubo
TDT contendo 2 ml de mosto e com um termopar tipo T flexivel, TT-36 fio Omega
duplex, localizado no centro geométrico do tubo e medido em minutos para atingir

a temperatura de tratamento.

Preparo do mosto

O mosto a 21.5°Brix composto por 15% (v/v) de caldo dos filtros a 13.2°Brix,
22% (v/v) de mel final a 60°Brix e o restante 63% (v/v) de caldo de cana do
segundo terno de extragdo da moenda a 10°Brix, foi clarificado para remogéao de
impurezas a semelhangca do processo de clarificacdo industrial, e mantido
resfriado a 0C em camera fria até a realizagdo dos ensaios cinéticos. O processo
de clarificagdo consistiu de adicdo de acido fosférico 0.25 ml/litro de mosto,
calagem com leite de cal a 10°Be até pH = 6.4 seguido de aquecimento até fervura
a pressao atmosférica, dosagem de polimero aniénico (4 ml/litro de mosto) e
decantacao a temperatura levemente abaixo da temperatura de ebulicdo, em kit
de decantagdo composto de quatro provetas graduadas de 1 litro, dotado de
lampadas incandescentes com regulador de intensidade luminosa para controle
de temperatura interna do kit. Apds o processo de clarificacdo o mosto resultante
apresentou 21.5°Brix e pH = 6.14. Os tratamentos térmicos foram realizados no

laboratério de Termobacteriologia da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

Unicamp.
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Metodologia de analise da sacarose

A cinética da hidrolise da sacarose foi estudada pela andlise da sacarose
remanescente, determinada por HPLC (lcunsa-Method GS7-23 1994), em
cromatografo com membrana de filtragdo de amostra de acetato/nitrato de
celulose de 0.45 p de porosidade, pré coluna Shodex KS-801 (6 mm DI x 50 mm
de comprimento), coluna Shodex KS-801 (8 mm DI x 300 mm de comprimento),
detector de indice de refragao e solucdo de NaOH 0,0005 N a 0.4 mL/min como
fase movel, realizada no Centro de Tecnologia Copersucar em Piracicaba-SP.

Na temperatura de 140C foram realizados ensaios de cinética
complementares em nos tempos 2, 2.25 e 2.5 h em que a sacarose remanescente
foi analisada por HPLC em cromatdgrafo com coluna CarboPac Pa-1, detector de
amperometria pulsada e solugdo de hidréxido de sédio 150 mM a 1.0 mL/min
como eluente, realizada na Universidade Estadual de Campinas, Centro

Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA).

Ajuste do modelo cinético

Os dados de sacarose remanescentes foram tratados através de modelo
logistico em virtude desse modelo se ajustar bem a cinéticas que apresentam
atraso térmico inicial (lag) e cauda (tail) final (Pruitt e Kamau 1993). Esses autores
propuseram o uso do modélo logistico (Eq.1), para a destruicdo de bactérias cujas
curvas de sobreviventes apresentam atraso térmico e onde os modélos
exponenciais simples fornecem ajuste pobre. O mesmo modelo foi usado para

estudar a cinética de hidrolise térmica da sacarose.
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(1 + e F*

S = 1+ e ) (1)

Os parametros cinéticos foram obtidos por regressao nao linear através do

Software Statistica® 6.0.

Relacao entre constantes de velocidade, Energia de Ativacao e os
parametros De z

O valor de energia de ativacédo foi obtido da equagéo de Arrhenius que
relaciona as constantes cinéticas de inativacdo térmica com o inverso da
temperatura absoluta. A transformacédo para z foi implementada mediante a
férmula de Ramaswamy et al. (1989) utilizando Tminimo= 383.15 K € Tmaxima =
413.15 K.

Pruitt e Kamau (1993), sugeriram que uma melhor estimativa para os
valores de D para curvas ajustadas pelo modelo logistico, sdo obtidas usando os
parametros estimados para calcular o tempo em que S = 0.1, o que por definigcao &

o valor D. Substituindo t = D e resolvendo para D a Eq.(1) resulta na Eq. (2).

Deri [1n(9+1]£)><e’” )] 2
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Os valores z também foram calculados segundo (Bigelow e Esty 1920 apud
Pflug, 1990) em que z é o inverso negativo da inclinagéo da curva fantasma log D

versus temperatura.

Resultados e Discussao

Os parametros cinéticos k e t ( Fig. 1, Tab. 1 ) do modelo logistico, Eq.(1),
foram obtidos pela regressao nao-linear de dados de sacarose remanescente em
funcdo do tempo. A extensdo da reacdo de hidrolise foi acompanhada pela
determinagdo da sacarose remanescente ao invés de se estudar os produtos
formados, porque a diminuicdo da concentracdo da sacarose nao pode ser
seguida integralmente pela respectiva formacdo das hexoses glicose e frutose,
devido a ocorréncia concomitante tanto da hidrélise da sacarose quanto da
decomposicao térmica das hexoses termolabeis. O parametro t que expressa o
tempo de atraso térmico, diminui com o aumento da temperatura, passando de

13.27 horas a 110C para 1.14 horas a 140C.

Figura 1

Tabela 1

A energia de ativagdo da hidrdlise, determinada avaliando a influéncia da
temperatura nas constantes de velocidade de reagdo, segundo o modélo de
Arrhenius, foi de 112.2 kJ/mol ( 26.83 kcal/mol ), Fig. 2A, o que fornece um valor
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de z de 26.99C na faixa de temperatura de 110 a 140C, calculado segundo
Ramaswamy et al. (1989). Os valores de D calculados segundo a Eq. (2) estdo na
Tabela 1 e foram usados para calcular o valor z, determinado pelo inverso
negativo da declividade da curva de log ( D ) versus temperatura, Fig. 2B. O valor
z calculado dessa forma foi de 27.56C e difere em 2.11% dos valores calculados a

partir da energia de ativagdo como sugere Ramaswamy et al. (1989).

Figura 2

As energias de ativagdo e o parametro de resisténcia térmica z obtidos
nesse trabalho estdo em conformidade com os dados fornecidos por Vukov (1965)
e por Vukov e Patkai (1981), respectivamente. Entretanto as magnitudes das
constantes de velocidade de hidrolise térmica da sacarose obtidas neste trabalho
de pesquisa foram muito maiores quando comparadas com as constantes de
velocidade calculadas através da Eq. (3) abaixo, proposta por Vukov (1965). Os
valores das constantes de primeira ordem da hidrolise térmica da sacarose,
calculadas substituindo os valores apropriados do mosto (Tab. 2) na Eq.(3) de
Vukov (1965) a 110C, 120C e 130C, foram 0.0048h™, 0.0112 h™, 0.0253h™,
respectivamente. Esta equacdo, além de expressar o efeito da temperatura na
velocidade de reagao, também leva em conta o efeito do pH e das caracteristicas

de densidade e concentragao de sacarose da solugao.

log(k,)=16.91+1log(d —c)—56T70— pH (3)
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Tabela 2

De acordo com Clarke et al. (1977) a hidrélise da sacarose € uma reagao
de segunda ordem, dependente do pH e do solvente e diretamente dependente da
temperatura. Esses autores avaliaram a hidrodlise da sacarose a 60°Brix por HPLC,
mesma metodologia de analise da sacarose aqui adotada, e obtiveram curvas de
sacarose remanescentes sigmoidais embora nao calcularam as constantes
cinéticas. Ainda segundo os mesmos autores em solugdes de sacarose a 3°Brix, a
concentracao de agua pode ser considerada constante e seguir cinética linear de
inversao, o que néo é o caso das condi¢gdes encontradas nas refinarias (60°Brix ou
40% agua). O pH tem sido considerado fator nao influenciar em solugdes muito
diluidas o que nao é o caso de solugdes mais concentradas. A nao linearidade das
curvas da sacarose remanescentes (Fig. 1) encontradas neste trabalho a 21.5°Brix
e pH=6.14 estdo de acordo com os resultados obtidos por Clarke et al. (1977) em

solugdes mais concentradas.

Conclusao

A hidrdlise da sacarose em mosto de 21.5°Brix e pH=6.14 induzida pelo
calor mostrou-se nitidamente nao linear apresentando atrasos térmicos e cauda
final que foram muito bem ajustados por um modelo logistico. Quanto as
condicdes do mosto o pH é essencialmente o usado nas Usinas, entretanto o Brix
pode variar em fungdo das estratégias de produgdo adotadas. Optou-se por

21.5°Brix, porque altas concentragcbes de agucares no mosto resultam em vinhos
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fermentados de teores alcodlicos elevados, e fermentagbes mais eficientes.
Entretanto & interessante avaliar essa cinética variando a concentracdo do mosto
desde 10-25°Brix por ser uma faixa de concentracdo que atende a mais ampla
faixa de estratégia de producdo nas Usinas. Os parametros aqui obtidos seréo
importantes na otimizagdo do processo de esterilizagdo do mosto a ser
desenhado, 0 que exige o estudo da resisténcia térmica das hexoses termolabeis

glicose e frutose e do microrganismo alvo.
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Nomenclatura

C:concentragao da sacarose (g/ml)

d : densidade da solugéo em g/ml

D: indice de redugéo decimal a temperatura constante (unidades de tempo)
DE: didmetro externo dos tubos TDT (mm)

DI: diametro interno dos tubos TDT (mm)

Ea : Energia de ativagao, (kJ/mol)

HPLC: “High Pressure Liquid Chromatography”

ks : constante de hidrolise da sacarose da equacao de Vukov (1965) (min™")

k : a constante de degradac&o hidrolitica especifica maxima, (h™)
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°Be: densidade especifica de solugbes. Na industria sucroalcooleira € usada para
expressar concentragdo de solugdes de leite de Cao (2g de substancia seca/100
ml de solugéo)

°Brix: concentragao de solidos soluveis (Y%om/m)

R: constante geral dos gases = 8.314 x 10™ kJ/molK

S: (x/ xo) : Fracédo de sacarose remanescente no tempo t

T: temperatura absoluta (K)

TDT: tempo de destruicdo térmica

X : a concentracao de sacarose (%om/m) no tempo t

Xp : concentragdo de sacarose (Y%om/m) quando t=0

z : coeficiente térmico para reduzir o valor D a 10% do seu valor inicial (unidades
de temperatura)

7 : uma medida do atraso térmico na reagéo de hidrdlise, (h)
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TABELA 1.

PARAMETROS CINETICOS ESTIMADOS PARA OS MODELOS LOGISTICOS
AJUSTADOS A HIDROLISE TERMICA DA SACAROSE EM MOSTO (pH = 6.14,

21.5°BRIX) E VALORES D

TCC)| t(h) | k(hy | r Teste F F de 3D (h)
significagao

110 | 13.27 | 0.21 | 99.93 | 20574.24 < 0.01 24.05

120 | 5.37 | 0.45 |99.48 | 1341.75 <0.01 10.44

130 | 2.40 | 1.16 | 99.90 | 5994.00 <0.01 4.35

140 | 1.14 | 2.64 |99.81 | 6238.00 <0.01 1.99

Calculados segundo a equagéo (2).
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TABELA 2.

PARAMETROS DO MOSTO (pH = 6.14, 21.5°BRIX) PARA USO NA EQ. (3) DE

VUKOV (1965).
TC)| T(K) D 1 ¢(g/ml) | pH
(g/ml)

110 | 383.15 | 1.0196 | 0.1741 | 6.14
120 | 393.15 | 1.0121 | 0.1748 | 6.14
130 | 403.15 | 1.0033 | 0.1737 | 6.14
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FIG. 1. DEGRADAGCAO TERMICA DA SACAROSE. PONTOS EXPERIMENTAIS
DOS TRATAMENTOS A TEMPERATURA CONSTANTE E AS CURVAS
AJUSTADAS A MODELO LOGISTICO SIMPLES (EQ. 1) EM MOSTO (pH = 6.14,

21.5° BRIX). CONSTANTES CINETICAS NA TABELA 2.
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FIG. 2. (A) GRAFICO DE ARRHENIUS PARA OBTENGCAO DA ENERGIA DE
ATIVACAO DA HIDROLISE DA SACAROSE EM MOSTO (pH = 6.14, 21.5°BRIX)
(R*=0.997, F = 753.36, F DE SIGNIFICACAO = 0.0013), (B) CURVA FANTASMA
PARA OBTENGCAO DO PARAMETRO z PARA HIDROLISE DA SACAROSE EM
MOSTO (pH = 6.14, 21.5°BRIX) (R? = 0.9996, F = 4469, F DE SIGNIFICAGAO =

0.000224).
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Capitulo 4

DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS DA
DEGRADACAO TERMICA DE GLICOSE E FRUTOSE EM MOSTO

DE CALDO DE CANA PARA FERMENTACAO ALCOOLICA

Artigo que sera submetido a revista Journal of Food Process

Engineering, segundo normas de submissao da revista.
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Resumo

Avaliou-se a cinética de destruicdo térmica dos agucares presentes em
mosto a base de caldo de cana e melago (21.5°BRIX e pH = 6.14) para
fermentacao alcodlica em temperaturas entre 110-140C, pelo método do tubo TDT
usando HPLC como metodologia de analise dos agucares remanescentes. O
estudo analisou a cinética tanto dos acucares redutores totais remanescentes,
ART, como a cinética dos acucares glicose e frutose remanescentes
individualmente a partir do instante em que toda sacarose foi hidrolisada e os
monossacarideos apresentaram concentragdo maxima. Todas as curvas de
cinéticas de degradacao térmica apresentaram forte ndo linearidade com ombro
inicial ou atraso térmico e cauda final, que foram bem ajustadas através de
modelos logisticos bipopulacionais para os ART e monopopulacional para a
glicose e frutose tratados individualmente. As energias de ativagao obtidas para a
frutose e glicose foram bastante coincidentes, 140.37 e 140.23 kJ/mol,

respectivamente, e os valores z foram 21.59 e 21.61C, respectivamente.
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Introducao

O alcool produzido no Brasil é obtido por fermentacédo de agucares contidos
no mosto formado de caldo de cana e melago que é proveniente do processo de
fabricacdo de acucar. O mosto, por suas caracteristicas fisico-quimicas, sustenta
uma microbiota diversa que é enviada ao processo de fermentacdo onde compete
pelo substrato com as leveduras do processo, e é frequentemente associada com
o elevado nivel de perdas encontrado no setor de producgao de alcool, 1.5 a 5% de
queda no rendimento fermentativo (Evans e Hibbert 1946; Centro de Tecnologia
Copersucar 1983b; Centro de Tecnologia Copersucar 1983a; Kaji 1989;
Klaushofer et al. 1998; Gallo e Canhos 1991; Centro de Tecnologia Copersucar
1996; Formaggio e Finguerut 1998; Trombini et al. 1988; Yokoya e Oliva-Neto
1991; Nolasco e Finguerut 1993; Bromberg e Yokoya 1995; Alcarde e Yokoya
2003; Oliva-Neto e Yokoya 1997; Stroppa et al. 1998; Oliveira-Freguglia e Horii
1998; Negro et al. 2003).

As estratégias de controle desses contaminantes tem se concentrado no
uso de antibidticos (Stroppa et al. 2000; Oliva-Neto e Yokoya 2001), sendo que o
uso industrial desses produtos tem sido correlacionado com o aparecimento do
fendbmeno de resisténcia a antibioticos por bactérias nocivas ao Homem (Thal e
Zervos 1999; Van Den Bogaard et al. 2002; Lima et al. 1999). A deciséo de se
projetar um processo térmico para inativagdo dos contaminantes do mosto
pressupde o estudo da resisténcia térmica tanto dos microrganismos quanto da
sacarose e dos produtos da sua hidrélise, as hexoses glicose e frutose, todos nas

condicdes de Brix e pH encontrados nas Usinas.
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A existéncia de pelo menos duas fungdes organicas (C=0O e C-OH), na
maioria dos carboidratos, da a esses compostos varias opgdes de transformacdes
quimicas aumentadas ainda pelas diferengas de reatividade dos diferentes grupos
hidroxilas na mesma molécula. Entre essas degradagbes encontram-se a
degradacao alcalina, degradacédo em meio acido com HMF como principal produto
de degradacgado, reagbes de Maillard com a degradagdo de Strecker e a
caramelizagdo (Bobbio e Bobbio 1992). Segundo Vander Poel et al. (1998) em
condi¢des de baixas concentracdes, pH neutro ou levemente acido, a reagao de
Maillard e degradacgao alcalina podem ser negligenciadas. Estas sao as condigbes
encontradas tanto na extracdo como também no processo de clarificacdo do caldo
de cana para fabricagdo de agucar e alcool no Brasil. Dessa forma, a degradacéao
em meio acido do caldo de cana para fabricagao de alcool é mais relevante para o
caso Brasileiro.

Quanto a degradagéo em meio acido, Kelly e Brown (1978) em sua revisao
indicou que a molécula de sacarose € termicamente estavel a menos que seja
hidrolisada produzindo as hexoses labeis glicose e frutose, sendo a frutose mais
termolabil que a glicose. Os mesmos autores relataram diversos trabalhos
envolvendo solugdes tamponadas de glicose em ampla faixa de concentragao (1 a
40%), pH (1-7) e temperatura (40 - 190C), condicdbes em que a energia de
ativacado da glicose variou de 123.5 a 138.2 kJ/mol. Para a frutose Kelly e Brown
(1978) reportaram energia de ativagao entre 92.9 a 96.3 kd/mol e relatos de que a
produgcdo de HMF via degradagao de frutose foi aproximadamente doze vezes
maior daquela obtida com degradagao de glucose. Kharin e Sapronov (1969) apud

Kelly e Brown (1978) partindo de solug¢des de sacarose 0.2 a 2.0 M, tamponizada
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em pH 5.6 a 100C, encontraram que a decomposi¢cdo das hexoses apresentou
comportamento de reagdes consecutivas e que para a solugao 0.2 M sacarose, a
concentracao de frutose alcangou a concentragcdo maxima apos 127 h com uma
constante de decomposicdo de 7.5 x 10° h™ e a glicose alcangou a concentragao
maxima ap6s 237 h com uma constante de decomposicdo de 1.77 x 102 h™.

Esta pesquisa teve como objetivo a determinagao dos parametros cinéticos
da degradacgao térmica das hexoses termolabeis glicose e frutose do mosto de
caldo de cana. Esses dados serdo utilizados em projeto de otimizagao do
processo de tratamento térmico para inativacdo das bactérias contaminantes de

mostos de fermentacgao alcodlica.

Materiais e Métodos
Ensaio de cinética

A determinacado da cinética de degradacao térmica das hexoses (glicose e
frutose) em mosto foi feita pelo método do tubo TDT fechado segundo Stumbo
(1973). As temperaturas para os ensaios cinéticos foram 110, 120, 130 e 140C.
Os tubos TDT (6 mm DI x 8 mm DE x 100mm de comprimento), em duplicata para
cada um de pelo menos 11 tempos de tratamento, foram preenchidos com 2 ml do
mosto, selados com magarico e colocados em banho termostatico de 6leo
Polystat® PolyScience modelo G12105-20, IL. USA, precisdao +0.1C, ajustado a
temperatura do ensaio. A cronometragem de tempo para a amostragem foi
adicionado um atraso térmico (lag) de 3 minutos para o tubo atingir a temperatura

do ensaio.
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Determinacao do atraso térmico (lag) do tubo TDT

O atraso térmico (lag) para cada temperatura foi determinado com um tubo
TDT contendo 2 ml de mosto e com um termopar tipo T flexivel TT-36 fio Omega
duplex, localizado no centro geométrico do tubo e medido em minutos para atingir

a temperatura de tratamento, antes do inicio da hidrélise da sacarose.

Preparo do mosto

O mosto a 21.5°Brix composto por 15% (v/v) de caldo dos filtros a 13.2°Brix,
22% (v/v) de mel final a 60°Brix e o restante 63% (v/v) de caldo de cana do
segundo terno de extragdo da moenda a 10°Brix, foi clarificado para remogao de
impurezas a semelhangca do processo de clarificacdo industrial, e mantido
resfriado a 0C em camera fria até a realizagdo dos ensaios cinéticos. O processo
de clarificagdo consistiu de adicdo de acido fosférico 0.25 ml/litro de mosto,
calagem com leite de cal a 10°Be até pH = 6.4 seguido de aquecimento até fervura
a pressao atmosférica, dosagem de polimero anidnico (4 ml/ litro de mosto) e
decantacao a temperatura levemente abaixo da temperatura de ebulicdo, em kit
de decantagcdo composto de quatro provetas graduadas de 1 litro, dotado de
lampadas incandescentes com regulador de intensidade luminosa para controle
de temperatura interna do kit. Apds o processo de clarificacdo o mosto resultante
apresentou 21.5°Brix e pH = 6.14. Os tratamentos térmicos foram realizados no
laboratério de Termobacteriologia da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

Unicamp.
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Metodologia de analise dos monossacarideos glicose e frutose

A degradacdo térmica dos agucares do mosto foi estudada de duas
maneiras: pela andlise das hexoses glicose e frutose remanescentes e pela
determinagcao dos ART remanescentes.

A cinética da degradacao térmica dos agucares do mosto baseado nas
hexoses, foi realizada pela analise dos produtos glicose e frutose remanescentes
a partir do instante de concentragdo maxima dessas espécies quimicas, que
ocorreu quando a concentragcdo de sacarose se aproximou de zero, ou seja,
quando toda a sacarose foi hidrolisada nas hexoses glicose e frutose. Isso ocorreu
apos os seguintes tempos de tratamentos térmicos: 36 horas a 110C, 12 horas a
120C, 6 horas a 130C e 2.5 horas a 140C. Dessa forma foram estudadas as
cinéticas de degradacao térmica de forma individual das hexoses glicose e frutose.

A cinética da degradacéao térmica dos agucares do mosto baseado no ART,
por sua vez, foi estudada desde o inicio do aquecimento, quando o processo
predominante era a hidrolise da sacarose, até o final dos tratamentos isotérmicos.

Os agucares do mosto (sacarose, glicose e frutose) foram determinados
pelo método HPLC (lcunsa-Method GS7-23 1994), em cromatografo com
membrana de filtragdo de amostra de acetato/nitrato de celulose de 0.45 u de
porosidade, pré coluna Shodex KS-801 (6 mm DI x 50 mm de comprimento),
coluna Shodex KS-801 (8 mm DI x 300 mm de comprimento), detector de indice
de refracdo e solugdo de NaOH 0,0005 N a 0.4 mL/min como fase moével,

realizada no Centro de Tecnologia Copersucar em Piracicaba-SP.
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Na temperatura de 120C, tempos de tratamento de 48, 96, 144, 168, 192,
240 h, e na temperatura de 140C, tempos de tratamento 2, 2.25 e 2.5 h, foram
realizados ensaios de cinética complementares em que a glicose e frutose
remanescentes foram analisadas por HPLC em cromatégrafo com coluna
CarboPac Pa-1, detector de amperometria pulsada e solugdo de hidroxido de
soédio 150 mM a 1.0 mL/min como eluente, realizada na Universidade Estadual de
Campinas, Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas

(CPQBA).

Ajuste do modelo cinético

Os dados das concentragdes das hexoses glicose e frutose, tomando-se
como ponto inicial o instante em que atingiram concentragdo maxima, foram
tratados através de modelo logistico simples (monopopulacional) e atraso térmico

nulo, 7 = 0, Eq. (1A).

2

S (T (i

A Eq.(1A) foi obtida substituindo t = 0 na Eq. (1B) que representa o modelo

logistico simples com atraso n&o nulo.

(1 + e *°

- (1 N ek(t—r)) (1B)
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Os dados dos ART remanescentes, calculados pela Eq. (3), foram tratados

através de um modelo logistico para duas espécies, Eq. (2).

5 {a[(u )]} . {(1— a )i+ et )]}

(1 + ek'(’_f‘)) (1 + ekZ(t_TZ))

Os parametros cinéticos foram obtidos por regressao nao linear através do
Software Statistica® 6.0.
As concentragdes de ART para cada tempo de tratamento foram calculadas

conforme a Eq. (3) abaixo.

X\(t), arose
X(t)ART = [%] + X(t)glicose + X(t)fmtose (3)

Os modelos logisticos foram escolhidos por se ajustarem bem a cinéticas
que apresentam atraso térmico inicial (lag) e cauda (tail) final. Pruitt e Kamau
(1993) propuseram o uso de modelos logisticos simples para populagéo Unica e o
estenderam para sistemas envolvendo destruicdo de duas populagdes de
bactérias cujas curvas de sobreviventes apresentam atraso térmico, e onde os
modelos exponenciais simples fornecem ajuste pobre. Os mesmos modelos foram
aqui usados para estudar as cinéticas de degradagao térmica dos ART, da glicose

e frutose.
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Relacao entre constantes de velocidade, Energia de Ativacao e os

parametros D e z

O valor da energia de ativacado foi obtido da equagcado de Arrhenius que
relaciona as constantes cinéticas de inativagcdo térmica com o inverso da
temperatura absoluta. A transformacdo para z foi implementada mediante a
férmula de Ramaswamy et al. (1989) utilizando Tminimo= 383.15 K € Traxima= 413.15
K.

Pruitt e Kamau (1993), sugeriram que uma melhor estimativa para os
valores de D, para curvas ajustadas pelo modelo logistico, é obtida usando os
parametros estimados para calcular o tempo em que S= 0.1, que por definicdo é o
valor D. Substituindo t = D e resolvendo para D a Eq. (1B) resulta para cada

espécie:

 info+10xe™)

Dl = Tl k (4a)
1

—kyt,
Dr—rs [in(9+ 1](:: e ) -

Os valores z também foram calculados considerando (Bigelow e Esty 1920
apud Pflug 1990) em que z é o inverso negativo da inclinagdo da curva log D

versus temperatura.
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Resultados e Discussao

Os parametros cinéticos, Kgicose © Krutose, d0 modelo logistico simples
(monopopulacional) e atraso térmico (t) nulo ajustados aos dados experimentais
de glicose e frutose remanescentes em fungdo do tempo, Fig. 1 e Fig. 2, a partir
do instante em que estas espécies atingiram concentracdo maxima, estédo

mostradas na Tabela 1.

Figura 1

Figura 2

Tabela 1

Os parametros cinéticos a, k1, k2, 1, € 72, mostrados na Tabela 2 referentes
ao modelo logistico ajustado aos dados experimentais dos ART remanescentes
em fungao do tempo, Figura 3, foram obtidos por regressao nao linear dos dados
de ART remanescentes em fungédo do tempo. Os valores de o indicaram que a
reacao de hidrélise térmica da sacarose foi praticamente equimolecular para todas
as temperaturas estudadas. Todos os graficos da Figura 3 para temperaturas de
110, 120, 130 e 140C mostraram que existiam duas fragbes que se degradavam a

velocidades diferentes.

Figura 3
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Tabela 2

As energias de ativagdo de degradacao térmica, Eas e Eay, determinadas
avaliando a influéncia da temperatura nas constantes cinéticas ki e ko segundo
Arrhenius, Fig. 4A e Fig. 4B, foram de 140.37 e 140.23 kd/mol, respectivamente.
Esses valores de energia de ativagao forneceram valores de z= 21.59C e z;, =
21.61C, calculados na faixa de temperatura de 110 a 140C, aplicando a equacéao

de Ramaswamy et al.(1989).

Figura 4

Os valores k4 e ky, do modelo logistico bipopulacional obtidos da regresséo
dos dados dos ART remanescentes em fungdo do tempo pela Eq. (2), foram
convertidos para valores D1 e D, mostrados na Tabela 3 através da Eqgs. (4a) e
(4b), os quais foram usados para obtengcdo dos parametros z; e z, segundo
Bigelow e Esty (1920) apud Pflug (1990). Determinados pelo inverso negativo da
declividade da curva fantasma TDT (Tabela 3, Fig. 5A, Fig. 5B), os valores de z4 e
z, foram 22.56C e 21.95C e diferiram em 4.3% e 1.6%, respectivamente, dos
valores z calculados a partir da energia de ativagéo pela equagao de Ramaswamy
et al. (1989). Os parédmetros de resisténcia térmica z; e z; sdo de mesma
magnitude enquanto que os parametros de reducéo decimal, D4 e D, relativos aos
componentes 1 e 2 do modelo logistico bipopulacional ajustado aos ART

remanescentes durante os tratamentos térmicos, sdo bastante diferentes
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mostrando nitidamente que o componente 1 é degradado em média nove vezes

mais rapido que o componente 2.

Tabela 3

Figura 5

A regressao linear entre os valores de k obtidos para a degradagdo da
glicose mostrados na Fig.1 e Tabela 1 e valores de k; obtidos da modelagem da
degradacao dos ART mostrados na Fig. 3 e Tabela 2, e entre os valores de k
obtidos para a degradacéo da frutose mostrados na Fig. 2 e Tabela 1 e valores kj
obtidos da modelagem de degradacéo dos ART mostrados na Fig. 3 e Tabela 2,
podem ser vistas na Fig. 6 e pode-se afirmar que ki e ko do modelo cinético do
ART sao referentes as constantes de velocidade de degradacéao térmica da frutose
e glicose respectivamente. O valor de g reflete a proporgéo entre glicose e frutose
formados durante a hidrélise da sacarose do mosto, na fase inicial da degradagao
térmica em que os processos de hidrolise da sacarose acontecem
simultaneamente a degradacdo das hexoses. Ambas as constantes kq e k; do
ajuste de dados dos ART remanescentes incorporam os valores das constantes
cinéticas de hidrdlise da sacarose que ocorre no inicio dos tratamentos térmicos e

cujas magnitudes sdo em média doze vezes maiores do que as constantes
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cinéticas de degradagao térmicas da frutose e setenta vezes maiores do que as

constantes cinéticas de degradagao térmicas da glicose.

Figura 6

Conclusao

Avaliou-se a cinética de destruicdo térmica dos agucares presentes em
mosto a base de caldo de cana e melago (21.5°Brix e pH = 6.14) para fermentacéo
alcoodlica, em temperaturas entre 110-140C pelo método do tubo TDT, usando
HPLC como metodologia de analise dos acgucares remanescentes. O estudo
analisou a cinética tanto de degradagao de acgucares redutores totais, ART, como
dos acgucares glicose e frutose individualmente a partir do instante em que estas
atingiram suas concentragdes maximas. Durante o acompanhamento da
degradacédo térmica dos agucares contidos no mosto, baseado nas espécies
remanescentes, observaram-se duas fases distintas: a primeira em que a
sacarose € hidrolisada nas hexoses glicose e frutose e estas, séao
concomitantemente degradadas termicamente cada qual a sua velocidade, e uma
segunda fase quando toda a sacarose foi totalmente hidrolisada e as hexoses
atingiram suas concentracbes maximas e decaem com o tempo de tratamento.
Nesta segunda fase, foi possivel estudar as cinéticas de degradacéo térmica da
glicose e frutose individualmente, obtendo-se as respectivas constantes cinéticas

de destruicao térmica.
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O processo tratado desde o inicio como um todo, englobando as duas
fases, foi monitorado pelos agucares redutores totais (ART) remanescentes em
funcdo do tempo. Estas curvas apresentaram forte nao linearidade com rapido
decaimento e cauda final que foram bem ajustadas através de modelo logistico
bipopulacional com duas constantes k¢ e kp, as quais pela analise conduzida
especificamente sobre as espécies individuais a partir de suas concentragdes
maximas, revelaram-se referentes a degradagcdo de frutose e glicose
respectivamente. As energias de ativagao para a frutose e glicose foram 140.37 e
140.23 kJ/mol, respectivamente, enquanto os valores z também para a frutose e
glicose foram 21.59 e 21.61C, respectivamente. Os dados de energia de ativagao
para a glicose e frutose aqui determinados foram similares. Kelly e Brown (1978)
reportaram valores distintos de energia de ativacéo para as duas hexoses: 123.5—
138.2 kJ/mol para a glicose e 92.9 — 96.3 kd/mol para a frutose. Os valores das
constantes de velocidade aqui obtidos revelam que a frutose se degrada
aproximadamente nove vézes mais rapido que a glicose, valor parecido com o
informado por Kelly e Brown (1978) que reportaram que a frutose se decompde

cérca de dez vezes mais rapido que a glicose.

Quanto as condicbes do mosto usadas nesta pesquisa, o pH ¢é
essencialmente o encontrado nas condi¢des reais do processo, entretanto o Brix
pode variar em fungdo das estratégias de produgédo das Usinas. Optou-se por
21.5°Brix porque altas concentragdes de acgucares no mosto resultam em vinhos

fermentados de teores alcodlicos mais elevados e fermentacbes mais eficientes.
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Entretanto é interessante avaliar essa cinética variando a concentragcdo do mosto

desde 10 — 25°Brix.

Esses dados sdo importantes tanto para avaliar a destruicdo térmica de
acgucares durante a etapa de clarificacdo do caldo de cana em Usinas de Agucar e
Alcool nas condigbes em que esse processo é tipicamente conduzido, quanto na
otimizacao do futuro projeto do processo de tratamento térmico do mosto, onde os

parametros cinéticos serao utilizados para minimizagédo de perdas desse nutriente.
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Nomenclatura

(1-a): fragdo da populagédo que se degrada com velocidade de degradagao térmca

k = kz.
1,2: indices para especificar espécies 1 e 2.
ART: acucares redutores totais

D: indice de reducéo decimal a temperatura constante (unidades de tempo)

DE: didmetro externo dos tubos TDT
DI: didmetro interno dos tubos TDT

Ea : Energia de ativagao, (kJ/mol)
k ; é a constante de velocidade degradagao térmica (h™")
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kirutose: CONstante de velocidade de degradagao térmica maxima da frutose (h™')
Kgicose: cOnstante de velocidade de degradag&o térmica maxima da glicose (h™"

°Be: densidade especifica de solugbes. Na industria sucroalcooleira € usada para
expressar concentracdo de solugdes de leite de Cao (2g de substancia seca/100
ml de solugéo)

°Brix: concentragdo de solidos soluveis (Y%om/m)

R: constante geral dos gases = 8.314 x 10 kJ/molK

S(X/ Xo): Fragdo de sacarose, glicose, frutose ou ART remanescente no tempo t,
t: tempo de tratamento térmico do mosto em cada temperatura (h)

TDT: Tempo de Morte Térmica

X:concentragao (%m/m) de sacarose, glicose, frutose ou ART no tempo t

Xo: concentracao (Y%om/m) de sacarose, glicose, frutose ou ART quandot=10

z: coeficiente térmico para reduzir o valor D a 10% do seu valor inicial (unidades
de temperatura).
a.; fragdo da populagéo que se degrada com velocidade de degradagao térmica k

= kj

1: medida do atraso nas reagdes de degradagao térmica do modelo logistico (h)
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TABELA 1.

PARAMETROS CINETICOS DE DESTRUICAO TERMICA DE GLICOSE E

FRUTOSE ESTIMADOS PARA OS MODELOS LOGISTICOS AJUSTADOS (Eq.

1) A PARTIR DE SUAS CONCENTRAGCOES MAXIMAS ATE O FINAL DOS

TRATAMENTOS ISOTERMICOS, EM MOSTO (pH=6.14, 21.5°BRIX)

a.2

C

a2

°F

T(C) Kglicose r bF p kfrutose r p
(h™) (h™")

110 10.002540 |0.98 [364 [<0.01 |0.012465 |0.95 | 150 |<0.01

120 1 0.005527 |0.96 |[116 |<0.01 |0.046901 |0.98 |237 |<0.01

130 1 0.021492 | 096 |[159 [<0.01 |0.109236 |0.97 |167 |<0.01

140 10.054924 |0.94 |118 |<0.01 0.243502 |[0.96 | 183 |<0.01

?r?= coeficiente de correlagdo
°F= teste estatistico
°p = nivel de significancia.
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TABELA-2.

PARAMETROS CINETICOS DE DESTRUICAO TERMICA ESTIMADOS PARA
OS MODELOS LOGISTICOS AJUSTADOS (Eq. 2) AOS ART REMANESCENTES
DURANTE OS TRATAMENTOS ISOTERMICOS, EM MOSTO (pH=6.14,

21.5°BRIX)

TC) [ « ki T ko w | | °F P
(h™) (h) (h) (h)
110 |0.52 | 1.58E-2 |0.10 1.96E-3 | 0.11 0.994 | 3219 | <0.01
120 | 0.55 | 5.53E-2 |12.61 |4.39E-3 |0.07 0.999 | 6809 |<0.01
130 | 0.49 | 2.27E-1 | 7.74 1.75E-2 | 0.12 0.999 | 7289 | <0.01

140 | 0.58 | 3.41E-1 |1.20 4.33E-2 | 7.80 0.998 | 8173 | <0.01

3r’= coeficiente de correlagdo
PF= teste estatistico
°p = nivel de significancia
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TABELA 3.

VALORES D1(h) E D2(h) CALCULADOS A PARTIR DE k1 e ko DO AJUSTE

CINETICO DOS ART REMANESCENTES

T(C) “D1(h) °D2(h)
110 186.2352 1502.473
120 60.31221 670.7055
130 18.20951 168.6089
140 9.250705 72.07694

@ Determinado pela equagao (4a).
® Determinado pela equagao (4b).
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FIG 1. GRAFICOS DAS FRACOES DE GLICOSE REMANESCENTES
ADOTANDO COMO PONTO INICIAL O TEMPO EM QUE A GLICOSE ATINGIU A
CONCENTRACAO MAXIMA E AJUSTANDO MODELO LOGISTICO
MONOPOPULACIONAL E ATRASO TERMICO IGUAL A ZERO (Eq. 1), EM

MOSTO (pH=6.14, 21.5°BRIX)
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FiG 2. GRAFICOS DAS FRACOES DE FRUTOSE REMANESCENTES
ADOTANDO COMO PONTO INICIAL O TEMPO EM QUE A FRUTOSE ATINGIU
A CONCENTRACAO MAXIMA E AJUSTANDO MODELO LOGISTICO
MONOPOPULACIONAL E ATRASO TERMICO IGUAL A ZERO (Eq. 1A), EM

MOSTO (pH=6.14, 21.5°BRIX)
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FIG 3. FRACOES DOS ART REMANESCENTES EM FUNGAO DO TEMPO
AJUSTADOS POR MODELO LOGISTICO BIPOPULACIONAL (Eg. 2), EM

MOSTO (pH=6.14, 21.5°BRIX)
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FIG 4. GRAFICOS DE ARRHENIUS PARA OBTENCAO DA ENERGIA DE
ATIVACAO DA DEGRADACAO TERMICA DOS ART, EM MOSTO (pH=6.14,
21.5°BRIX). (A) BASEADO NA ESPECIE 1, K; ( R?*= 0.966, F= 56.1, P= 0.017 ),

(B) BASEADO NA ESPECIE 2, Ky( R*=0.988, F= 171.64, P= 0.0058 )
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FIG 5. DETERMINACAO DOS PARAMETROS z EM MOSTO (pH=6.14,
21.5°BRIX), SEGUNDO BIGELOW & ESTY (1920) PARA AS ESPECIES 1 E 2
DO MOSTO. (A) CURVA FANTASMA PARA OBTENGCAO DO PARAMETRO z; (
R%= 0.987, F= 152.89, P= 0.0065 ), (B) CURVA FANTASMA PARA OBTENGAO

DO PARAMETRO z;, ( R?= 0.989, F= 178.91, P= 0.0055 )
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FIG 6. REGRESSAO LINEAR ENTRE AS CONSTANTES k- E k, DO AJUSTE
DOS DADOS DOS ART REMANESCENTES EM MOSTO (pH=6.14,
BRIX=21.5°BRIX) E (A): OS VALORES DE krruytose (R*=0.97, F=42, P=0.022) E

(B): keLicose (R*=0.99, F=12780, P=7.8E-5), RESPECTIVAMENTE
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Capitulo 5

DETERMINACAO DOS PARAMETROS CINETICOS DE
DESTRUICAO TERMICA DE ESPOROS DE B.
stearothermophilus EM MOSTO DE CALDO DE CANA
PARA FERMENTACAO ALCOOLICA

Artigo que sera submetido a revista Journal of Food Process

Engineering, segundo normas de submissao da revista.
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Resumo

Avaliou-se a cinética de destruicdo térmica de esporos de B.
stearothermophilus ATCC 1518 em mosto de caldo de cana em sete temperaturas
constantes variando entre 98 e 130C, pelo método do tubo TDT e contagem de
sobreviventes. As curvas dos sobreviventes apresentaram forte nio linearidade
com ombro inicial ou atraso térmico variando sua forma com a temperatura, sendo
ajustadas ao modelo logistico nas temperaturas de 98-110C, modelo de
populagdes com resisténcia térmica heterogénea nas temperaturas de 120-125C
e modelo linear a 130C. A energia de ativagdo e valor z obtidos foram 249.52
kJ/mol e 11.48C, respectivamente. Os valores k variaram de 0.019 min™ a 13.63
min™. Em comparagdo com comportamento n3o linear deste microrganismo
disponivel na literatutra observou-se coincidéncia em temperaturas acima de 120C
e divergéncia em temperaturas inferiores no inicio dos tratamentos térmicos.

Enquanto este trabalho reporta ombro nitido, a literatura reportou forma curvilinea

inicial devido a aumento inicial da populagéo dos esporos.
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Introducao

O alcool produzido no Brasil é obtido por fermentacédo de agucares contidos
no mosto formado de caldo de cana e melago que é proveniente do processo de
fabricacdo de agucar. O mosto, por suas caracteristicas fisico-quimicas, sustenta
uma microbiota diversa formada predominantemente por bactérias Gram positivas
dos géneros Lactobacillus e Bacillus (Evans e Hibbert 1946; Centro de Tecnologia
Copersucar 1983b; Centro de Tecnologia Copersucar 1983a; Kaji 1989;
Klaushofer et al. 1998; Gallo 1990; Gallo e Canhos 1991). A nivel de espécie Gallo
(1990) reportou para Lactobacillus e Bacillus, respectivamente: L. fermentum
(15,04%), L. helveticus (14,08%), L. plantarum (5,69%), L. animalis (4,55%), L.
buchneri (3,76%), L. acidophilus (3,07%), L. vitulinus (2,96%), L. viridescens
(2,35%), L. amylophilus (1,88%), L. agilis (1,25%), L. reuteri (1,22%), L. delbruechii
subsp. Lactis (1,04%), L. murinus (1,02%), L. delbrueckii subsp bulgaricus
(0,71%), L. coryniformis subsp torquens (0,71%) e L. saki (0,42%), B. coagulans
(15,09%), B. stearothermophilus (6,91%), B. megaterium (2,43%), B. brevis
(1,23%), B. lentus (0,70%) e B. pasteurii (0,22%). Essa microbiota € enviada ao
processo de fermentacdo onde, além de competir pelo substrato com a levedura
do processo, provoca a floculagao do fermento e é frequentemente associada com
o elevado nivel de perdas no processo de produgdo de alcool (Centro de
Tecnologia Copersucar 1996; Formaggio e Finguerut 1998; Trombini et al. 1988;
Yokoya e Oliva-Neto 1991; Nolasco e Finguerut 1993; Bromberg e Yokoya 1995;
Alcarde e Yokoya 2003; Oliva-Neto e Yokoya 1997; Stroppa et al. 1998; Oliveira-

Freguglia e Horii 1998; Negro et al. 2003). Nem todas as bactérias sao capazes de
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provocar floculagéo. L. fermentum, L. plantarum, L. fructivorans, L. fructosus e L.
buchneri tém sido reconhecidas como tendo capacidade de provocar a floculagéo
de leveduras enquanto que B. subtilis e B. coagulans, ndo (Yokoya e Oliva-Neto
1991; Alcarde e Yokoya 2003).

As estratégias de controle desses contaminantes no processo de
fermentacdo alcodlica se concentram basicamente no uso de antibidticos. Sao
produtos que foram desenvolvidos para uso em veterinaria, onde sdo usados
como aditivos alimentares antibacterianos na criagdo intensiva de animais, e sao
efetivos contra bactérias gram-positivas, dai a sua aplicabilidade no controle da
infeccao na fermentacéo (Oliva-Neto e Yokoya 2001; Stroppa et al. 2000). Alguns
sdo quimicamente, relacionados com os antibiéticos reservados para tratamento
de infeccdes em humanos. E crescente a preocupacdo com relagdo ao uso em
larga escala desses anti-bacterianos. Os riscos associados ao desenvolvimento de
resisténcia a antibidticos sdo crescentes e ndao podem ser desprezados, pois as
potenciais consequéncias tanto para a saude animal como humana sao sérias. Na
Europa e principalmente nos paises nordicos, o uso desses produtos tem sido
severamente restrito. Existem fortes correlagdes entre o uso em larga escala
desses produtos e o desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos mais
potentes disponiveis, caso dos antibidéticos vancomicina® e sinercid® nos Estados
Unidos, associados ao uso dos produtos avoparcina® e virginiamicina® na criagéao
de frangos e porcos. Este produto também é usado no controle de infecgbes na
fermentacdo (Thal e Zervos 1999; Van Den Bogaard et al. 2002; Lima et al. 1999).

A decisdo de se projetar um processo térmico para inativagdo desses

contaminantes do mosto pressupde o estudo tanto da destruicdo térmica dos
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agucares sacarose, glicose e frutose que compde o mosto e que devem ser
preservados para sua utilizacdo como substrato na fermentacdo, quanto dos
microrganismos contaminantes que competem com a levedura, nas mesmas
condi¢des de Brix e pH encontrados nas Usinas.

Os contaminantes do género Bacillus por produzirem esporos estdo entre
0s que apresentam maior resisténcia térmica e dentre esses, o B.
stearothermophilus é de longe o microrganismo terméfilo mais resistente e
adaptado ao pH do mosto. A resisténcia térmica dos esporos esta relacionada a
fatores intrinsicos, como espécies ou variedade de linhagens dentro das espécies,
e fatores extrinsicos, como desidratacdo do protoplasto, mineralizagdo pela
incorporacdo de ions minerais como Calcio, Manganés, Magnésio, Potassio e
adapatacao térmica (Pflug 1990; Bender e Marquis 1985; Beaman e Gerhardt
1986). Periago et al. (1998) avaliaram que o aumento da concentracdo de NaCl no
meio de recuperacdo aumenta a resisténcia térmica de esporos de B.
stearothermophilus tratados termicamente. Varias pesquisas publicadas avaliam
0s parametros cinéticos de destruicdo térmica de esporos de B.
stearothermophilus a partir de dados obtidos em condicbes diversas como
sistemas continuos, batelada, em meios tamponados, agua, leite (Wescott et al.
1995; Busta 1967; Perkin et al. 1977; Burton et al. 1977, Davies et al. 1977,
Abraham et al.1990; Pflug 1990). Os valores do indice de reducéo decimal, D, em
caldo de cana para B. stearothermophillus a temperatura de 120,130 e 140C,
aplicando modelo cinético de inativagao linear, foram relatados como sendo 11.3

minutos, 9.5 minutos e 8.1 minutos, respectivamente (Gouthier e Massaguer
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1987). Em leite a 121°C, os valores de D e z relatados para os esporos
termofilicos foram 25 segundos e 10.3C, respectivamente (Kessler 1981).

Quanto a resisténcia de Lactobacillus sp em meio de caldo de cana podem
ser citados os valores de indice de reducédo decimal, Dgoc, obtidos para L.
fermentum, L. plantarum e Leuconostoc mesenteroides em caldo de cana
clarificado a 14°Brix e pH = 6.5, como sendo 0.75, 0.29 e 1.57 minutos
respectivamente e um valor z para L. fermentum de 7.7C (Franchi et al. 2003a,b).
Casadei et al. (2001), avaliando o efeito do pH e do etanol sobre a resisténcia
térmica para L. delbueckii e esporos de B. cereus, constataram que a resisténcia
térmica desses microorganismos € negativamente afetada com o abaixamento do
pH e aumento no teor alcodlico.

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos por diversos autores
propondo modelos para descrever curvas de sobreviventes tais como, curvas
semi-logaritmicas nao lineares complexas, multifasicas com retardos e atrasos,
ombros e caudas. Estas ultimas sao obtidas muito mais frequentemente do que as
curvas semi-logaritmicas lineares de 12 de ordem durante a inativacao térmica de
microrganismos. Nestes estudos ndo foi possivel chegar a conclusdo sobre o
melhor modelo a ser usado (Abraham et al. 1990; Pruitt e Kamau 1993; Peleg
1997; Rodriguez et al. 1992; Geeraerd et al. 2000; Van Boekel 2002). Curvas de
sobreviventes semilogaritmicas curvilineas sao obtidas em ensaios para
determinagdo de resisténcia térmica de microrganismos envolvendo flora
microbiana heterogénea ou com vari¢gées de resisténcia dentro de cada espécie,
indicando a presenca de um grande numero de organismos com muito baixa

resisténcia e um pequeno numero de organismos altamente resistentes. Além
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disso a cada batelada de esporos produzidos, mutagcdes genéticas da ordem de
107 a 10® produzindo espécies mutantes mais ou menos resistentes do que o
restante da suspensao (Pflug 1990). A recomendacdo do segundo “IFT’s
Research Summit 2003” para o avango no entendimento da cinética de inativacéo
microbiana é que a comunidade técnico-cientifica deve reconhecer modelos
alternativos e parametros para descricdo e comunicagdo de sobreviventes de
populagbes microbianas quando expostas a varios agentes letais, em virtude de
haver evidéncia significativa de que as curvas de sobreviventes podem ser
descritas por expressdes cinéticas semi logaritmicas nao lineares (Heldman e
Newsome 2003). Para esses autores, o conceito classico de D e z de Bigelow
nao sao apropriados para tratar tais cinéticas complexas nao lineares. Pruitt e
Kamau (1993) revisaram a historia das teorias de crescimento e mostra como os
modelos classicos de crescimento podem ser derivados como casos especiais de
uma equagao da taxa de crescimento genérica. Além disso, considerando que
matematicamente a diferenca entre crescimento e morte é questdo de sinal,
converte curvas de crescimento em curvas de morte mudando o sinal da equacéao
de crescimento.

Este trabalho tem como objetivo a determinagdo dos parametros cinéticos
da destruicdo térmica dos esporos de B. stearothermophilus ATCC 1518 em
mosto de caldo de cana. Esses dados serdo utilizados em projeto de otimizagao
do processo de tratamento térmico para inativacdo das bactérias contaminantes

de mostos de fermentacao alcodlica.
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Materiais e Métodos

Definicao do microrganismo alvo

Como alvo do processo térmico, foram utilizados esporos de B.
stearothermophilus, devido a sua alta resisténcia térmica. A suspensao de esporos
de B. stearothermophilus ATCC 1518 foi preparada, limpa e coletada segundo
descrito por Pflug (1990) em meio nutriente agar DIFCO® proveniente de um
mesmo lote, atingindo concentragdo de 10'° esporos/ml e denominada de
suspensdo-mée. Esta suspensédo foi estocada a 4C por até 4 meses, tempo de
duracdo dos ensaios. Suspensdes com concentracdo de 10° esporos/ml foram
preparadas a partir da suspensdo mae para que a concentragao inicial de esporos

nos ensaios cinéticos nos tubos TDT fosse da ordem de 10’ esporos/ml.

Preparo do mosto

O mosto a 21.5°Brix composto por 15% (v/v) de caldo de cana proveniente
dos filtros a vacuo das Usinas a 13.2°Brix, 22% (v/v) de mel final a 60°Brix e o
restante 63% (v/v) de caldo de cana do segundo terno de extragdo da moenda a
10°Brix, foi clarificado para remog¢éo de impurezas a semelhanga do processo de
clarificagao industrial, esterilizado a 121C, 40 minutos e mantido resfriado a 0C em
camera fria até a realizagdo dos ensaios cinéticos. O processo de clarificagao
consistiu de adi¢gao de acido fosférico 0.25 mL/litro de mosto, calagem com leite de
cal a 10°Be até pH = 6.4 seguido de aquecimento até fervura a pressao

atmosférica, dosagem de polimero aniénico (4 ml/litro de mosto) e decantacdo a
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temperatura levemente abaixo da temperatura de ebulicdo, em kit de decantacao
composto de quatro provetas graduadas de 1 litro, dotado de lampadas
incandescentes com regulador de intensidade luminosa para controle de
temperatura interna do kit. Apds o processo de clarificagdo o mosto resultante
apresentou 21.5°Brix e pH = 6.14. Os tratamentos térmicos foram realizados no
laboratério de Termobacteriologia da FEA/UNICAMP. Para efeito de simplicidade
toda referéncia a mosto neste trabalho sera relativa a mosto com a composicao

acima descrita.

Ensaio de cinética

A determinacgao da cinética de destruicdo térmica da suspensao de esporos
de B. stearothermophilus ATCC 1518 foi feita pelo método do tubo TDT fechado,
segundo Stumbo (1973) nas temperaturas de 98, 110, 120, 122,5 e 130C. Tubos
TDT estéreis (6 mm DI x 8 mm DE x 100mm comprimento), em duplicata para
cada um de pelo menos 6 tempos de tratamento, foram preenchidos com 0.2 ml
da suspensao de esporos e 1.8 ml do mosto preparado conforme descrito acima,
selados com macarico e colocados em banho termostatico dleo Polystat®
PolyScience modelo G12105-20, IL. USA, precisdo =+0.1C, ajustado a
temperatura do ensaio. A cronometragem de tempo para a amostragem foi
adicionado um atraso térmico (lag) de 3 minutos para o tubo atingir a temperatura

do ensaio.
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Determinacao do atraso térmico (lag) do tubo TDT

O atraso térmico (lag) para cada temperatura foi determinado com um tubo
TDT contendo 2 ml de mosto e com um termopar tipo T flexivel TT-36 fio Omega
duplex, localizado no centro geométrico do tubo e medido em minutos para atingir

a temperatura de tratamento.

Determinacao da curva de ativacao para obtencao da concentracao inicial
(No)

A determinacdo da ativagcdo otima da suspensdo dos esporos para a
determinagao da concentracao inicial N, foi realizada em mosto a 98C nos tempos
10, 15, 20,30, 40, 50 e 60 minutos, seguido de resfriamento rapido, diluicdo e

contagem de sobreviventes em meio Triptona Soja Agar (TSA, Oxoid®).

Contagem de esporos sobreviventes

Apos cada tempo de aquecimento aplicado, os tubos foram retirados do
banho e resfriados imediatamente em banho de gelo sendo higienizados
externamente com acido peracético 0.3% p/v. Em seguida, os tubos foram abertos
assepticamente em camara de fluxo laminar e através de diluicdes decimais
sucessivas e em duplicata, fez-se plagueamento em profundidade em meio TSA
(Ox0id®). As placas foram incubadas a 55C em estufa e as colénias formadas

contadas apds 48 horas e o resultado expresso em UFC/ml.
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Ajuste do modelo cinético

Em ensaios preliminares foi observado que a forma da curva de
sobreviventes mudou conforme as temperaturas de aquecimento. Dois modelos
cinéticos foram utilizados cada qual em uma faixa de temperatura: um que
descreve curvas de sobreviventes que apresentam ombro inicial, Eq. (1), ou sua
transformada logaritmica, a curva do logaritmo natural de sobreviventes em fungao
do tempo, Eq. (2), e outro que leva em conta a variabilidade de resisténcia dentro

da populagao, Eq. (3), (Pruitt e Kamau 1993).

g _ (1 + e 7

N EED (1)
1 (S )_ 1 1+ €_kT
n R R () (2)
In(S)= ln[ae_klt +(1-a)e™ ] 3)

Os parametros cinéticos foram obtidos por regressao nao linear através do
Software Statistica® verséo 6.0, entretanto em virtude de se obter mais de uma
solugdo para o modelo quando a Eq. (3) foi aplicada optou-se por,
preliminarmente, determinar os parametros k4 e ky através de linearizagado dos
dados de sobreviventes das porgdes termo sensivel e termo resistentes
separadamente, e inserir estes parametros no modelo e calcular a.. Dessa forma, o
Software Statistica® forneceu o valor de a e informacdes estatisticas do ajuste
obtido. Pruitt e Kamau (1993) sugeriram que melhores estimativas para os valores

de D para curvas ajustadas pelo modelo logistico, Eq (1) e Eq. (2), s&o obtidas
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usando os parametros estimados para calcular o tempo em que S = 0.1 o que por
definicdo é o verdadeiro valor D. Substituindo t = D na Eq. (1) e resolvendo para D
resulta a Eq. (4), valida para estimativa dos valores D nas temperaturas 98 e

110C. Assim para S= 0.1:

Deri [1n(9 +i0€‘k’ )]

(4)

Para as temperaturas 120, 122,5 e 125C, os valores D foram obtidos pela

Equacao (5) por se tratar de duas fragbes com cinéticas lineares consecutivas.

2.303
D; = ko (5)

1

Sendo i = fracdo 1 ou 2.

Relacao entre constantes de velocidade, Energia de Ativacao e os
parametros D e z:

O valor de energia de ativacao foi obtido da equacédo de Arrhenius que
relaciona as constantes cinéticas de inativagcdo térmica com o inverso da
temperatura absoluta. A transformacado para z foi implementada mediante a
féormula de Ramaswamy et al. (1989) utilizando Tminimo= 371.15 K € Trmaxima =

403.15 K.
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Resultados

Dois picos de ativagdao a 98C foram observados: a 15 e a 50 minutos
indicando claramente a presenga de populagcdo de esporos heterogénea como
pode ser visto na Fig. 1. Até 120 minutos ndo se observaram diferengas
significativas nas contagens obtidas apds os choques térmicos. Foi selecionado o
choque de 15 minutos pois seu efeito foi igual ao de 50 minutos porém com menos
dano térmico sobre o produto.

Para todos os ensaios de cinética aqui reportados, a concentragao inicial de
esporos, Ny, foi determinada a 98C, com choque de 15 minutos mais 3 minutos de

tempo de atraso térmico.

Figura 1.

As curvas de sobreviventes dos esporos de B. stearothermophilus em
mosto, (Tabela 1, Fig. 2), apresentaram dois tipos de comportamento: a presenca
de ombro marcante na temperatura de 98C e ombro menor a 110C, em que o
modelo logistico monopopulacional, Eq. (2), foi especialmente apropriado; ja para
as temperaturas 120, 122,5 e 125C o modelo exponencial com dois termos para
populagdo de resisténcia heterogénea, Eq. (3), foi empregado. A curva de
sobreviventes a 130C apresentou um pequeno ombro de menos de 2 segundos
possibilitando tanto o ajuste do modelo logistico, Eq. (2), quanto o modelo semi
logaritmico linear. Em virtude do tamanho do ombro ser muito pequeno, podendo
estar associado a erros experimentais, optou-se, nessa temperatura, pela cinética

linear de destruicdo térmica avaliando que esse comportamento estaria associado
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ao desaparecimento instantdneo da fragdo termo sensivel. Esses resultados
indicaram que a temperatura influenciou na forma da curva de sobreviventes. Nas
temperaturas mais baixas, 98C e 110C onde a fragdo dormente é alta, a fracéo
mais resistente ditou a forma da curva de sobreviventes com a manifestacdo de
ombro, enquanto que nas temperaturas intermediarias (120, 122,5 e 125C) as
duas fragdes com suas cinéticas proprias se manifestaram consecutivamente, e a
130C o tradicional modelo linear de inativacdo térmica foi apropriado devido ao
desaparecimento instantdneo de uma das fragdes.

A energia de ativacao, segundo Arrhenius (Fig. 3A), e o valor z determinado
segundo Ramaswamy et al. (1989), para destruicdo térmica de esporos de B.
stearothermophilus ATCC 1518 em mosto foram 249.52 kJ/mol e 11.48C,
respectivamente. As constantes de velocidade, k, foram convenientemente
convertidas para parametros de resisténcia térmica, D, de acordo com as Eqs. (4)
e (5) com a finalidade de obtencdo do valor z que € o inverso negativo da
declividade do grafico de log D versus temperatura, Fig. 3B. O valor z assim obtido
foi de 9.19C e difere cerca de 20% do valor z calculado a partir da energia de

ativacdo acima.

Tabela 1

Figura 2

Figura-3
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Discussao

Os dados reportados nesta pesquisa mostraram claramente a nao
linearidade das curvas de sobreviventes para B. stearothermophilus ATCC 1518
em mosto. A heterogeneidade em resisténcia térmica dos esporos na suspenséo
utilizada neste trabalho pode ser vista pela curva de ativagao térmica obtida. A
manifestacdo de uma fragdo com alta resisténcia térmica pode ser verificada na
Fig. 1, uma vez que mesmo apds 120 minutos de tratamento térmico, a contagem
dos esporos recuperados nao diferiram significativamente das contagens maximas
obtidas. Observou-se que apenas apds 240 minutos de tratamento térmico a 98C
se iniciou a morte térmica logaritmica (Fig. 2). A curva de ativagdo mostrou que de
fato ndo houve aumento da populacédo de esporos no inicio do tratamento térmico,
mas sim nitido atraso térmico ou ombro, que foi bem ajustado através da
aplicagéao do logaritmo natural ao modelo logistico, Eq. (2), para as temperaturas
98C e 110C. A medida que a temperatura subia (120, 122.5 e 125C) observou-se
o desaparecimento do ombro e manifestacdo de duas populacdes de esporos com
cinéticas de destruicdo térmicas semi-logaritmicas lineares e diferentes, sendo a
primeira termo sensivel e a segunda termo resistente, ajustadas pela Eq. (3).
Nessa populagdo de resisténcia heterogénia observou-se a predominéncia da
fracdo termo sensivel, a > 0,99 (tabela. 1), e apds seu desaparecimento ainda foi
possivel contar uma populagdo mais resistente da ordem de 103 10° e 10*
esporos/ml a 120, 122.5 e 125C, respectivamente. Nestas temperaturas, o
prolongamento do tratamento térmico produziu aproximadamente trés redugdes

decimais também através de cinética de morte térmica linear. Esse
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comportamento foi descrito por Pflug (1990) para flora microbiana heterogénea e
microrganismos com resisténcias variadas dentro da mesma espécie. A 130C dois
ajustes de modelos cinéticos foram possiveis: um logistico, Eq. (2), que calculou
um ombro de menos de 3 segundos, e o classico linear. Neste trabalho optamos
pelo modelo linear por consideramos que um ombro de 3 segundos pode estar
associado a erros experimentais e que o modelo linear pode ser explicado pelo
desaparecimento completo e instantdneo da fracdo termo sensivel em
temperatura mais elevada.

Embora os valores k tenham sido convenientemente convertidos para
valores D, este parametro carece de significado quando a curva de sobreviventes
nao obedece cinética de primeira ordem. Por esse motivo os valores de destruicao
térmica para reportar estes dados, ndo sdo comparaveis a grande maioria de
dados disponiveis na literatura pelo fato de estes ultimos terem sido obtidos
através de cinéticas lineares de primeira ordem.

Quanto aos valores z e energia de ativagéo, Pflug (1990) citou valores de z
para B. stearothermophilus em diferentes meios entre 7.6 e 10.3C. Busta (1967)
reportou valores de z de 6.7 e 8.9C e detectou influéncia do meio de esporulagao
na forma da curva de sobreviventes. Davies et al. (1977) reportaram 7.3 e 11.8C
como valores de z para B. stearothermophilus em agua e leite, respectivamente. O
valor de z reportado por esses autores para o leite se aproxima do valor de z
determinado nesta pesquisa. Alderton e Snell (1970) reportaram curvas de
sobreviventes semi-logaritmicas n&o lineares e energias de ativagao entre 173 e
193 kJ/mol em baixa atividade de agua, aw = 0.28. Os dados de Wescott et al.

(1995) em tampao de fosfato (pH = 6.8) para energia de ativagdo em batelada, em
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processo continuo pelo método tradicional e pelo método do ponto equivalente,
foram respectivamente 377, 366 e 405 kJ/mol, enquanto os valores de z foram 8.1,
7.5 e 7.3C, respectivamente. Para garantir ativagdo e evitar ombros nas curvas de
sobreviventes, estes autores submeteram a suspensdo de esporos de B.
stearothermophilus ATCC 12980, utilizada durante o estudo, a choques térmicos a
105C por 15 minutos, 1 hora antes de cada experimento. Dessa forma obtiveram
cinéticas lineares de destruicdo térmica.

Abraham et al. (1990) avaliaram as curvas de sobreviventes de suspensao
aquosa deste microrganismo para seis temperaturas variando entre 105 a 130C,
ajustando um modelo idéntico a Equagao (3), assumindo que a suspensao de
esporos continha uma populacdo de esporos ativa e termo sensivel e uma
populacdo dormente que tinha que ser ativada antes de ser destruida. As curvas
de sobreviventes obtidas por esses autores revelaram aumento na contagem dos
esporos nos instantes iniciais do tratamento. Esses autores consideraram que os
dois mecanismos destruigao e ativagao a temperatura constante seguiam cinéticas
de primeira ordem com constantes Ky e K, e demonstraram, através dos seus
dados, que a dorméncia era independente da temperatura e que o fenbmeno
limitante era a ativagdo dos esporos. Suas constantes cinéticas de inativagao
térmica a 105, 110, 115, 121, 126 e 130C foram para o fendmeno limitante K,
0.008, 0.022, 0.12, 0.8, 3.5 e 11 min™, respectivamente. Avaliando esses dados,
verifica-se que as constantes seguem Arrhenius com energia de ativagao de
377.20 kd/mol e valor z de 7.74C, obtido a partir do valor da energia de ativagao
de acordo com a formula de Ramaswamy et al. (1989). Como pode ser observado

pela Fig. 4, os valores das constantes aqui calculadas e as reportadas por
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Abraham et al. (1990) sdo bastante coincidentes nas temperaturas acima de
120C. As diferencas se acentuaram nas temperaturas mais baixas nas quais,
neste trabalho, foram detectados ombros planos enquanto que os autores
reportaram aumento da contagem de esporos no inicio dos tratamentos térmicos
realizados por eles. As diferencas entre os parametros obtidos certamente estao

relacionadas as formas das curvas de sobreviventes, em substratos diversos.

Figura 4

Embora as constantes cinéticas aqui calculadas sigam Arrhenius (Fig. 3A)
com bom ajuste estatistico (R>=0.948, F=73 e p=0.001025), observou-se um claro
desvio da linearidade nas temperaturas mais altas. Pflug (1990) citou a
possibilidade de desvios da linearidade das constantes cinéticas em relacdo a
Arrhenius. Efeito similar foi observado por Davies et al. (1977) para esporos de B.
stearothermophilus em agua a partir de 132.5C e em leite a partir de 142.5C. As
constantes obtidas por Abraham et al. (1990) ndo apresentaram desvios da
linearidade em grafico de Arrhenius como pode ser visto na Fig. 4.

Os dados desta pesquisa confirmaram a nao linearidade das curvas de
sobreviventes de B. stearothermophilus ATCC1518 muito provavelmente
relacionada a heterogeneidade na resisténcia térmica da populagdo de esporos ou
também poderia ser devido a degradagdo dos componentes do meio de
aquecimento que certamente afeta a recuperagao dos esporos injuriados. A nao
linearidade das curvas de sobreviventes € amplamente reconhecida e muitos

modelos nao lineares tém sido propostos e testados para descrevé-la. Nao foi
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possivel, com nossos dados, ajustar apenas um tipo de curva de sobreviventes. A
Eq. (3) é apropriada para descrever processos com incremento inicial da
contagem de microrganismos nos instantes iniciais (Abraham et al. 1990) e nao
para descrever ombros planos como o0s encontrados aqui nas temperaturas
inferiores que foram bem ajustados pelo modelo logistico, Eq. (2). Entretanto os
dois modelos concordaram que essa fase inicial de ativagao é a fase limitante do

processo.
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Nomenclatura

(1-a): fracéo 2 de sobreviventes, termo-resistente

D: indice de redugao decimal (minutos)

D+: indice de reducgéo decimal da fragao 1 da populagao de esporos (minutos)
D»: indice de reducéo decimal da fracdo 2 da populagao de esporos (minutos)

DE: didmetro externo dos tubos TDT
Di diametro interno dos tubos TDT

Ea: Energia de ativacéao, (kdJ/mol)

k1 e ky as constantes de destruicdo térmica das fragdes 1 e 2 da populagéo de
esporos, respectivamente (min'1) na eq.(3)

ka: constante de ativacao térmica da populacédo de esporos dormente (minutos‘1)
kq: constante de destruicido térmica da populagcdo de esporos ativa e termo
sensivel (minutos™)

k: constante de destruicéo térmica (min™")

N: esporos/ml no tempo =t

No: esporos/ml no tempo inicial = tp

°Be: densidade especifica de solugcdes. Na industria sucroalcooleira é usada para
expressar concentracdo de solugdes de leite de Cao (2g de substancia seca/100
ml de solugéo)

°Brix: concentracao de sélidos soluveis (Y%om/m)

R:constante geral dos gases = 8,314 x 10 kJ/mol K

S (N/Np): Fragao de esporos sobrevivente no tempo t

TDT: Tempo de Morte Térmica
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z: coeficiente térmico para reduzir o valor D a 10% do seu valor inicial (°C).
o: fracdo 1 de sobreviventes, mais termo-sensivel

T: medida do atraso letal (min).
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TABELA 1.
PARAMETROS CINETICOS DE INATIVAGAO TERMICA DE B.

STEAROTHERMOPHILUS ATCC1518 EM MOSTO (pH = 6.14, 21.5°BRIX)

T Modelo P ks ko o *(R*)/[FKp}
(C) cinético (min) (min) | (min") Fracdo
termo-
sensivel)
(0,990)/[704]
98 Eq [2] 295,39 0,0194 {<0,01}
(0,981)/[306]
110 Eq[2] 45,82 0,1114 {0,01}
(0,999)/[5548]
120 Eq8 | - 1,71* | 0,51° 0,996 {0,01}
(0,998)/[2748]
122, Eq[3 | - 550a | 1,51b 0,965 {<0,01}
5
125 (0,988)/[426]
EqQ3) | - 16,25% | 4,29° 0,9992 {<0,01}
130 Linear |  -———-- 13,63 (0,987)/[308]
{<0,01}

drelativo a fragdo termo-sensivel.
®relativo & fracdo termo-resistente.
©~ R®= coeficiente de correlacio

F= teste estatistico
p = nivel de significancia.
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FIG. 1. ATIVACAO TERMICA DOS ESPOROS DE B. STEAROTHERMOPHILUS

ATCC 1518 EM MOSTO(pH=6.14, 21.5°BRIX) A 98C.
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FIG. 2. PONTOS EXPERIMENTAIS E CURVAS DE SOBREVIVENTES DE B.
STEAROTHERMOPHILUS ATCC 1518 AJUSTADAS AOS TRATAMENTOS
ISOTERMICOS EM MOSTO (pH = 6.14, BRIX=21.5°BRIX) (CONSTANTES

CINETICAS NA TABELA 1).
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FIG. 3. (A): GRAFICO DE ARRHENIUS PARA DESTRUICAO TERMICA DE
ESPOROS B. STEAROTHERMOPHILUS ATCC 1518 EM MOSTO (pH = 6.14,
21.5°BRIX) (R? = 0.948; F = 73; P = 0.001025) E (B) CURVA FANTASMA PARA
OBTENGAO DO PARAMETRO z PARA DESTRUICAO TERMICA DE ESPOROS
DE B. STEAROTHERMOPHILUS ATCC 1518 EM MOSTO (pH = 6.14, 21.5°BRIX)
(R*= 0.973, F=143, P=0.000278), UTILIZANDO APENAS OS VALORES DA

FRACAO RESISTENTE
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FIG. 4. COMPARAGCAO DO GRAFICO DE ARREHNIUS: DADOS DE ABRAHAM

et al. (1990) E DESTA PESQUISA.
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RESUMO:

Definiu-se a localizagdo do processo de tratamento térmico do mosto apds
a etapa de decantagao e determinou-se a carga microbiolégica de grandes grupos
microbianos deteriorantes neste ponto. A concentracdo maxima encontrada para
os esporos termofilicos produtores de acidez plana foi 9.0 x 10" esporos/ml. A
letalidade média da decantacdo para L. fermentum e B. stearothermophilus foi
4.0x10° e 0.14 reducdes decimais, respectivamente. A partir de dados cinéticos de
destruicao térmica dos acgucares e dos esporos de B. stearothermophilus ATCC
1518, eleito microrganismo alvo, foi possivel desenhar um processo térmico
otimizado para inativacao das bactérias contaminantes do mosto de caldo de cana
para fermentacao alcodlica. Este processo é compreendido por binbmios tempo x

temperatura que vao desde 114C/(3000 segundos) até 140C/(3-335segundos).
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Introducao

O alcool produzido no Brasil é obtido por fermentacédo de agucares contidos
no mosto formado de caldo de cana e melago que é proveniente do processo de
fabricacdo de acucar. O mosto, por suas caracteristicas fisico-quimicas, sustenta
uma microbiota diversa formada predominantemente por bactérias gram positivas
dos géneros Lactobacillus e Bacillus (Evans e Hibbert 1946; Centro de Tecnologia
Copersucar 1983b; Centro de Tecnologia Copersucar 1983a; Kaji 1989;
Klaushofer et al. 1998, Gallo 1990; Gallo e Canhos 1991). A nivel de espécie Gallo
(1990) reportou para Lactobacillus e Bacillus, respectivamente: L. fermentum
(15,04%), L. helveticus (14,08%), L. plantarum (5,69%), L. animalis (4,55%), L.
buchneri (3,76%), L. acidophilus (3,07%), L. vitulinus (2,96%), L. viridescens
(2,35%), L. amylophilus (1,88%), L. agilis (1,25%), L. reuteri (1,22%), L. delbruechii
subsp. Lactis (1,04%), L. murinus (1,02%), L. delbrueckii subsp bulgaricus
(0,71%), L. coryniformis subsp torquens (0,71%) e L. saki (0,42%), B. coagulans
(15,09%), B. stearothermophilus (6,91%), B. megaterium (2,43%), B. brevis
(1,23%), B. lentus (0,70%) e B. pasteurii (0,22%). Essa microbiota & enviada ao
processo de fermentagcdo onde, além de competir pelo substrato com a levedura
do processo, provoca a floculagao do fermento e é frequentemente associada com
o elevado nivel de perdas no processo de produgdo de alcool: 30% das perdas
totais determinadas ou 1.5 -5.0% de queda de rendimento fermentativo (Centro
de Tecnologia Copersucar 1996; Formaggio e Finguerut 1998; Trombini et al.
1988; Yokoya e Oliva-Neto 1991; Nolasco e Finguerut 1993; Bromberg e Yokoya

1995; Alcarde e Yokoya 2003; Oliva-Neto e Yokoya 1997; Stroppa et al. 1998;
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Oliveira-Freguglia e Horii 1998; Negro et al. 2003). Nem todas as bactérias sao
capazes de provocar floculagéo: L. fermentum, L. plantarum, L. fructivorans, L.
fructosus e L. buchneri tém sido reconhecidas como tendo capacidade de
provocar a floculacdo de leveduras enquanto que B. subtilis e B. coagulans nao
(Yokoya e Oliva-Neto 1991; Alcarde e Yokoya 2003).

Nolasco e Finguerut (1998) avaliaram diferentes fluxogramas de processo
de preparo e transporte de mosto até a fermentacao e os equipamentos existentes
alocados nesse processo com seus respectivos niveis de contaminantes. Além
disso caracterizaram do ponto de vista microbioldgico todas as correntes
formadoras do mosto além do préprio mosto em 39 Usinas de Acucar e Alcool.
Apesar de encontrarem diferengas significativas nos tipos de equipamentos
usados e temperaturas ao longo da linha de mosto, verificaram invariavelmente
que os mostos a chegada na fermentagao apresentavam contagens de bactérias
lacticas da ordem 10° UFC/mL além de esporos mesofilicos e termofilicos da
ordem de 10" UFC/mL.

Christofoletti et al. (1998) avaliando a carga microbiolégica de todas as
correntes formadoras do mosto e a quantidade de sélidos que eram tipicamente
enviados a fermentacédo, onde ficavam aprisionados, propuseram misturar todas
as correntes formadoras do mosto (caldo da moenda, caldo dos filtros, mel e
agua) antes do decantador e de forma diferente do que se pratica, propuseram
transformar o decantador de caldo em decantador de mosto, conduzindo essa
decantagdo de forma muito mais rigorosa com o objetivo de obter um padrao
fisico-quimico e microbiol6gico muito mais rigoroso ao mosto. Os mesmos autores

chamaram atencédo para a necessidade de procedimentos de higienizagdo que
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garantissem a manutengdo dessa qualidade do mosto até a sua chegada ao
processo de fermentacao.

As estratégias de controle dos contaminantes do processo de fermentagao
alcodlica se concentram basicamente no uso de antibidticos. Sdo produtos que
foram desenvolvidos para uso em veterinaria, onde sdo usados como aditivos
alimentares antibacterianos na criagcéo intensiva de animais, e sédo efetivos contra
bactérias gram positivas, dai a sua aplicabilidade no controle da infecgdo na
fermentacao (Oliva-Neto e Yokoya 2001; Stroppa et al. 2000). Quimicamente, s&o
relacionados com os antibidticos reservados para tratamento de infeccbes em
humanos. E crescente a preocupagdo com relagdo ao uso em larga escala desses
antibacterianos. Os riscos associados ao desenvolvimento de resisténcia a
antibidticos sdo crescentes e ndo podem ser desprezados, pois as potenciais
consequéncias tanto para a saude animal como humana sao sérias. Na Europa, e
principalmente nos paises noérdicos, o uso desses produtos tem sido severamente
restrito. Existem fortes correlagdes entre o uso em larga escala desses produtos e
o desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos mais potentes disponiveis, caso
dos antibidticos vancomicina® e sinercid® nos Estados Unidos, associados ao uso
dos produtos avoparcina® e virginiamicina® na criagao de frangos e porcos (Thal
e Zervos 1999; Van Den Bogaard et al.2002; Lima et al.1999). A virginiamicina® é
um produto também usado no controle de infecgdes na fermentacéo.

A decisdo de se projetar um processo térmico para inativagdo desses
contaminantes do mosto pressupde o estudo tanto da destruicdo térmica dos
agucares sacarose, glicose e frutose que compde o mosto e que devem ser

preservados para sua utilizagdo, como substrato na fermentagdo, quanto dos
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microrganismos contaminantes que competem com a levedura. Estes estudos
devem ser realizados nas mesmas condicbes de Brix e pH encontrados nas
Usinas. Os contaminantes do género Bacillus por produzirem esporos estdo entre
0s que apresentam maior resisténcia térmica e dentre esses, o B.
stearothermophillus é de longe o microrganismo mais resistente e adaptado ao pH
do mosto.

Baseado nos parametros cinéticos obtidos em mosto de fermentagcao
alcoolica para a hidrolise da sacarose, degradagcdo térmica dos agucares
redutores totais, ART, e destruigao térmica dos esporos de B. stearothermophilus
ATCC1518 (Nolasco Junior e De Massaguer 2005a,b,c), foi possivel definir as
curvas limites para determinagdo da regido de processo térmico a exemplo de

Kessler(1981) para leite UHT.

Materiais e Métodos
Localizacao do processo térmico:

O processo de esterilizagao foi localizado apés a decantagdo conforme
figura-1 abaixo, onde as linhas tracejadas representam as modificagbes no
processo existente. Pela proposta, todas as correntes formadoras do mosto
passam a ser misturadas num tanque de caldo para destilaria. O mosto assim
preparado segue para a etapa de clarificagdo usualmente praticada nas Usinas
qgue consiste de calagem, aquecimento, resfriamento evaporativo (“flash”) e adigao
de polimero anidnico antes de ser enviado ao decantador de mosto. O mosto
clarificado é entdo enviado ao processo de tratamento térmico antes de ser

enviado a fermentagao.
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Figura 1

Determinacao da histéria térmica minima nos decantadores para calculo da

letalidade:

Como no decantador, o mosto fica em temperatura préxima a ebulicao a
pressao atmosférica por 0.8-3.0 horas, procedeu-se a determinagdo da
distribuicdo interna de temperatura em decantadores industriais com capacidade
de 500 e 700 m®, para avaliar a letalidade do processo nestes equipamentos aos
contaminantes do mosto. A medi¢cdo das temperaturas nas diversas posi¢des
internas, Figura 2 e Figura 3, dos equipamentos foi feita através da alocagéo de
sensores de temperatura por resisténcia (PT-100, 3 fios, classe 1/10 DIN, com
bainha rigida em inox, 6x20 mm com rabicho de 12 m em teflon para imersao) e
aquisicdo dos dados em Indicador multiponto Presys® DMY-2015-1-0-0-1-2-0,
alimentacdo 90-240 VAC, conectado em PC para armazenagem dos dados que
foram coletados a cada minuto. Cada decantador foi monitorado em média 15 dias
durante 24 horas. Esse trabalho foi realizado em Usina de Acucar e Alcool,
localizada no Estado de Sao Paulo. Cada ponto interno aos decantadores foi
caracterizado por sua respectiva temperatura média com intervalo de confianca
igual a 95%.

A letalidade foi calculada para o ponto mais frio identificado, utilizando a
menor temperatura dentro do intervalo de confianga, considerando um tempo
meédio de residéncia no decantador convencional e decantador rapido igual a 2.5

horas e 1.15 horas, respectivamente. O efeito letal integral ou valor de
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Ty

produzido por cada tipo de

- ~ min
esterilizacdo do processo (F,), expresso em
minT
decantador foi calculado para L. fermentum e esporos de B. stearothermophillus

ATCC 1518, multiplicando-se o respectivo tempo de residéncia médio pela

(T-Tg)

letalidade calculada para o ponto frio pela equacéo L=10 = utilizando
120C como temperatura de referéncia, obtendo-se assim a letalidade média de
cada processo de decantacao. Considerando que segundo Franchi et al. (2003) a
destruigdo térmica de L. fermentum é linear, o valor z = 7.7C encontrado pelos
autores pode ser utilizado para obter uma estimativa da letalidade média do
processo de decantagdo sobre o L. fermentum. Para os esporos de B.
stearothermophilus ATCC 1518, o valor z = 11.48C reportado por Nolasco Junior
e De Massaguer (2005c) para a fragdo mais resistente dos esporos foi utilizado

para essa finalidade. O numero de redug¢des decimais na populacdo de cada
microrganismo, y, foi calculado pela equagdo £, = yD ¢ .

A avaliacao do efeito térmico do processo de decantacado sobre a hidrdlise
da sacarose e sobre a degradacdo de ART foi baseada nos dados a 110C de

Nolasco Junior e De Massaguer (2005a,b), substituindo-se os parametros

cinéticos, Tabela 3 e Tabela 4, ajustados aos respectivos modelos e calculando-se

~ , X
a fracdo de aglcares remanescentes, S:(—], correspondente aos tempos
Xo

médios de residéncia encontrados nos decantadores. Estes calculos foram feitos

através da rotina Solver® do software Statistica® 6.0. A temperatura de 110C foi a
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mais baixa usada por esses autores em suas pesquisas sobre degradagao térmica

de acucares em mosto de caldo de cana.

Determinacao da carga microbioldgica a saida dos decantadores:

Determinacdo da carga microbiolégica no mosto clarificado na saida do
decantador (NO). Conhecer a flora neste ponto foi importante pois seria o ponto de
entrada do mosto para o processo térmico a ser implementado. Essa
determinacao foi feita através de uma amostra de 1 litro proveniente de cada uma
de 4 Usinas, e contagens por diluigdo e plaqueamento no laboratério de
Termobacteriologia da faculdade de Engenharia de Alimentos da Unicamp. Os
seguintes grupos microbianos foram quantificados: Contagem de esporos
mesofilicos aerdbios em Agar Triptona Glicose Extrato de carne (TGE, DIFICO®)
segundo Stevenson e Segner (2001).

Contagens de esporos mesofilicos anaerdbios em meio PE-2 (extrato de
levedura, 3g; peptona, 20; solugdo de bromocresol purpura em etanol a 2%, 2mil;
1000 ml agua destilada) segundo Scott et al. (2001).

Contagem de esporos termofilicos totais e produtores de acidez plana em
Dextrose Triptona Agar (DTA, Oxoid®) segundo metodologia geral para agucar
liquido de Olson e Sorrells (2001) com expressao do resultado em UFC/ml de
mosto. Para isso ndo foi considerada a concentracdo de agucares no mosto.
Foram diluidos 10 ml de mosto em 90 ml de agua destilada estéril, procedeu-se o
choque térmico e resfriamento rapido de acordo com a metodologia, seguido de

complementacédo do volume com agua destilada estéril, distribuido o volume total
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da suspensao de 10 ml em 5 placas (2 ml por placa). O resultado foi expresso
pela soma das colénias contadas por ml de mosto.

Contagem de bactérias lacticas em Agar de Man, Rogosa and Sharpe
(MRSA, ACUMEDIA®) segundo Hall et al. (2001) acrescido de actidione
(100ppm).

Contagem de Leuconostoc Mesenteroides em TBY (extrato de levedura, 5g;
triptona, 10g; sacarose, 100g; glicose, 10; agar, 12g; agua, 1000 ml). Foi
adicionado 100 ppm de actidione e 0.5 ml de solugéo de azida sodica 1% para
cada 100 ml de meio, segundo metodologia descrita em Centro de Tecnologia
Copersucar (2000) para contagem de bactérias produtoras de goma, inibindo
leveduras.

Contagem de bactérias mesdfilas aerdbias totais em Agar Padrdo para
Contagem (PCA, Oxo0id®) segundo Morton (2001).

Contagens de bactérias sulfito redutoras em Agar sulfito (Oxoid®) segundo
Donnelly e Hannah (2001).

Contagem de bolores e leveduras em Batata Dextrose Agar (PDA, Ox0id®)
acidificado com solugédo acido tartarico para pH = 3.5, segundo Mislivec et al.

(1992).

Desenho do processo térmico:

Como alvo do processo de tratamento térmico, foram utilizados esporos de
B. stearothermophilus ATCC1518, devido a sua alta resisténcia, levando em conta
que o nivel da populacdo final deste organismo devera ser reduzido para 10-*

esporos / mL de mosto, considerando uma populag3o inicial de 1x10" esporos /
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mLde mosto conforme (Nolasco e Finguerut, 1998). Este tipo de processo devera
ser bem mais que suficiente para atingir o L. fermentum, reconhecido agente
floculante (Yokoya e Oliva Neto 1991), que por tratar-se de nao esporulado tem
resisténcia térmica inferior. A maxima perda de agucares admitida no tratamento
térmico foi definida de forma a causar o minimo impacto no rendimento da
fermentacdo e contrabalancear as perdas de rendimento associadas a infecgao-
floculagéo, estimadas em até 5% (Formaggio e Finguerut, 1998). Baseado nesse
fato foi admitida uma perda maxima de agucares de 1.3%, mesma magnitude da
precisdo das analises cromatograficas utilizadas nos estudos cinéticos de
degradacéo térmica dos agucares do mosto. Assim variacbes de até 1.3% na
concentragcado dos agucares durante os tratamentos térmicos, ficaram dentro da
margem de erro analitico e ndo foram consideradas como perdas. Com base nos
dados cinéticos coletados para os esporos de B. stearothermophilus ATCC1518
(Nolasco Junior e De Massaguer 2005c) e para os agucares (Nolasco Junior e De
Massaguer 2005a,b), num diagrama tempo-temperatura, foram tragadas as curvas
TDT limites para causar 5 redugbes decimais em esporos de B.
stearothermophilus (limite inferior da regidao de tratamento térmico) cruzando com
as curvas limites para perda de agucares de 1.3%, ou seja uma preservagao de
98.7% (limite superior da regido de tratamento térmico). O calculo para
determinacao do tempo referente a esses impactos foi feito com a rotina Solver®
do software Excel®, utilizando as curvas de sobreviventes e o0s respectivos
parametros cinéticos calculados que podem ser encontrados nas Tabelas 1,

Tabela 2 e Tabela 3. Para o microrganismo alvo foi fixado uma fracdo de
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sobrevivéncia, S, igual a -11.51, In(107°) e para os agucares foi fixado uma fragao

de agucares remanescentes, S, igual a 0,987. A partir desses dados, a rotina
Solver® calculou o tempo para se obter os valores de sobreviventes, S, fixados
para cada fator termodegradavel, definindo cada uma das curvas limites
envolvidas. Na porcao inferior do cruzamento das retas definiu-se a regido 6tima
do processo. Um enfoque similar foi desenvolvido para definir a regido UHT de
processamento de leite por Kessler (1981). Consideragées econdmicas sobre o
custo energético do processo térmico sdao de menor importancia em unidades

auto-suficientes em energia.

Tabela 1.

Tabela 2.

- feliee ) (ol )

(1 + ekz(t_”))

Tabela 3.
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In(S) = In|oe™ +(1-a)e™ | @)

Resultados e Discussao

A carga microbiana do caldo a saida do decantador e que devera ser
inativada pelo processo térmico, pode ser vista na Tabela 4 abaixo. As Usinas 1 e
3 estdo localizadas em regides bastante umidas e solo com alta capacidade de
retencdo hidrica e clima muito quente, enquanto que as Usinas 2 e 4 estao
situadas em regides bastante secas. O solo da regido de localizagao da Usina 2 é
um solo predominantemente arenoso com baixa capacidade de retencao hidrica
enquanto que o solo da regido de localizagdo da Usina 4 é um solo
predominantemente com alta capacidade de retengcdo hidrica. O grupo de
bactérias lacticas inclusive os Leuconostoc sp, bem como os bolores e leveduras
ndo foram detectados na menor diluigdo de plaqueamento realizado, 107,
confirmando o efeito térmico do processo de decantagdo na flora menos
resistente. As bactérias do género Sporolactobacillus e Bacillus sao membros de
significancia do grupo dos formadores de esporos mesofilicos aerdbios e
apresentam baixa resisténcia térmica. Os esporos mesofilicos anerdbios
sacaroliticos sdo tdo sensiveis ao calor que sua presenga em alimentos
minimamente processados sdo tratados como contaminacdo pds processamento
ao invés de subprocessamento. As bactérias sulfito redutoras detectadas sao
classificadas como termofilas estritas e apresentam elevada resisténcia térmica,
com valores Dqzc de 2.0 a 3.0 minutos e pH minimo para crescimento de 6.2

(Donnelly E Hannah 2001). Essa deterioracdo poderia ocorrer em mostos de
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fermentacdo porém ndo ocorreria em vinhos fermentados cujos pHs variam de 3.5
a 4.5 tipicamente. As bactérias B. Stearothermophilus e B. Coagulans s&o
membros do grupo dos esporos termofilicos produtores de acidez plana. Ambas
produzem acidos a partir da glicose sendo B. Coagulans considerado termofilo
facultativo enquanto B. Stearothermophilus é termofilo. Os esporos de B.
Stearothermophilus apresentam excepcional resisténcia térmica. O valor médio
encontrado nessas contagens realizadas para determinagao da carga microbiana
a saida do decantador, 3.5 x10" UFC/mL, esta de acordo com o valor reportado
por Nolasco e Finguerut (1998) avaliado em 37 Usinas cooperadas ao sistema
Copersucar e trata-se do grupo de esporulados de maior presenga no mosto. O
desenho de um processo térmico para inativagao das bactérias contaminantes de
mosto de fermentagdo alcodlica tendo esporos de B. Stearothermophilus como
alvo sera mais que suficiente para inativacdo de todos os demais contaminantes,
inclusive o B. Coagulans que cresce melhor nas condi¢cdes de pH (3.5 a 4.5) e

temperatura (32-35C) da fermentacgé&o alcodlica.

Tabela 4.

Realizou-se o monitoramento das temperaturas internas dos decantadores
industriais durante operagao normal da Usina. As Figuras 2 e Figura 3 mostram a
localizagdo dos PT-100 dispostos no interior dos decantadores industriais e a

Tabela 5 resume os pontos e suas respectivas temperaturas.

Figura 2
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Figura 3

Tabela 5

Os pontos 04 e 06 estao localizados no mesmo local do decantador rapido
sem bandeja. A diferenca entre eles é que no ponto 04 o PT-100 foi colocado
imerso no caldo do decantador enquanto que no ponto 06, como nos demais, 0s
sensores estavam dentro de bainhas contendo 6leo. Observa-se que nao houve
necessidade de corregcdes das temperaturas pelo fato de os sensores todos terem
sido colocados em bainhas contendo 6leo.

O ponto 07 do decantador convencional com bandeja e os pontos 07 e 08
do decantador rapido sem bandejas foram os pontos mais frios detectados nesses
equipamentos (ver Tabela 5). No primeiro, a letalidade foi avaliada a temperatura
de 93.61C, obtida subtraindo do valor médio de temperatura neste ponto (96.55C),
o valor do intervalo de confianga correspondente (2.94C). Para o ultimo, o ponto
07 é o mais frio e a letalidade foi avaliada a temperatura de 95.20C, obtida
subtraindo do valor médio de temperatura neste ponto (97.12C), o valor do
intervalo de confianga correspondente (1.92C). No decantador convencional o
ponto frio fica localizado no fundo préximo ao costado do equipamento, e no
decantador rapido no centro.

As temperaturas mais frias detectadas situam-se fora da faixa em que se
obtiveram os dados cinéticos tanto para o L. fermentum (50-65C) de Franchi et al.
(2003) quanto para os esporos de B. stearothermophilus ATCC 1518 (98-130C) de

Nolasco Junior e De Massaguer (2005c) e também para hidrélise da sacarose e
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degradacao térmica dos agucares (110-140C) de Nolasco Junior e De Massaguer
(2005a,b). Porém fazendo um exercicio de calculo foi possivel estimar o efeito
térmico da etapa de clarificagcdo sobre o L. fermentum e os esporos de B.
stearothermophilus. O decantador convencional com seu tempo de residéncia
meédio de 2.5 horas e temperatura de 93.61C no ponto mais frio, produz um valor

g _ 0.056minal20C 0.789 min al20C
de esterilizagdo Fp = e , para L. fermentum e

min a93.61C mina93.61C

esporos de B. stearothermophilus ATCC 1518, respectivamente. O decantador
rapido sem bandejas com seu tempo de residéncia médio de 1.15 horas e
temperatura de 95.20C no ponto mais frio, produz um valor de esterilizacdo Fp =

0.0415minal20C 0.498 min al20C

- e - , para L. fermentum e esporos de B.
min a95.20C min a95.20C

stearothermophilus ATCC 1518, respectivamente. O paréametro de resisténcia
D120c para L. fermentum estimado utilizando os dados de Franchi et al. (2003) foi
de 1.21*10® minutos. Para os esporos de B. stearothermophilus ATCC 1518, um
valor D120c para a fragao resistente foi calculado em 4.52 minutos com a ressalva
de que esse parametro perde significado em cinéticas de destrui¢ao térmicas nao
lineares. Com esses dados a letalidade calculada do decantador convencional foi
4.6*10° redugdes decimais sobre L. fermentum e 0.17 reducdes decimais nos
esporos termofilicos, enquanto que no decantador rapido a letalidade calculada foi
3.43*10° redugdes decimais sobre L. fermentum e 0.11 redugdes decimais nos
esporos termofilicos.

A fracado de sacarose nao hidrolisada a 110C foi de 0.961 e 0.985 para os

decantadores convencional e rapido, respectivamente. A fracdo dos ART
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remanescentes nessa temperatura foi de 0.989 e 0.995 para os decantadores
convencional e rapido, respectivamente. Portanto as temperaturas médias de
operagao da decantagdo qualquer que seja o tipo de decantador, Tabela 5, as
fracbes de acgucares remanescentes deverdo ser superiores aos valores aqui
estimados a 110C.

O desenho otimizado do processo de tratamento térmico para inativagao
dos contaminantes do mosto foi possivel gragas ao conhecimento das varias
espécies presentes na matriz original do mosto bem como de seus papeis
relativos nessa matriz e aos estudos cinéticos conduzidos por Nolasco Junior e De
Massaguer (2005a,b,c), sobre a hidrolise térmica da sacarose, a degradacéo
térmica dos acgucares, expressos em ART e sobre a resisténcia térmica dos
esporos de B. stearothermophilus ATCC1518, todos em mosto nas condigbes de
pH e Brix de 6.14 e 21.5%, respectivamente.

Na Figura 3 foram construidas as curvas para preservacéo de 98.7% de
sacarose, 98.7% de ART e 5 redugbes decimais dos esporos de B.
stearothermophilus ATCC1518, na faixa de temperatura estudada. Nesta figura, a
linha tracejada referente ao esporo de B. stearothermophilus representa uma
extrapolagao para a temperatura de 140C, ja que em temperaturas acima de 130C
os tempos de amostragem ficam muito pequenos, e prejudicam a precisao das
analises. Por outro lado a temperaturas abaixo de 110C, os ensaios de acucares
demandaram tempos excessivamente longos para se conduzir os ensaios com
segurancga, dai a linha tracejada indicando uma extrapolagéo para 98C.

A regido de processo 6timo desenhada esta limitada por uma temperatura

de 114C (3000 segundos) até uma temperatura de 140C (4 e 335 segundos).
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Bindmios dentro dessa regido asseguram as 5 redugdes decimais do
microrganismo alvo e retencédo de 98.7% da sacarose do mosto, oferecendo a
industria uma maneira eficiente e segura de eliminar a contaminagdo do mosto. E
fundamental que junto com a aplicacdo do processo térmico 6timo, o tratamento
do produto pos processo seja suficientemente cuidadoso para evitar a

recontaminagao.

Figura 3.

Conclusao

Os resultados da determinagcdo da carga contaminante a saida do
decantador revelou uma diferencga significativa em esporos termofilicos produtores
de acidez plana e bactérias mesofilicas aerdbias totais na Usina 2. Esta Usina
esta localizada numa regido bastante seca e com solo predominantemente
arenoso com baixa capacidade de retencdo de agua. Talvez estes fatores
climaticos estejam relacionados com uma menor carga de contaminantes a
entrada do decantador. Por outro lado nas Usinas localizadas em regides de clima
quente e umido a carga de termdfilos foi muito mais elevada.

O processo de decantagdo assegura a total eliminagdo dos lactobacilos
contaminantes da fermentagcdo alcodlica, de forma que se eles aparecem

posteriormente na fermentacao é por recontaminacgao.
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O processo térmico desenhado abrangeu uma faixa relativamente ampla de
tempo e temperatura de modo que pode acomodar as muitas diferengcas e

particularidades encontradas nas Usinas, sem prejudicar o objetivo do processo.

Sugestoes:

Uma vez desenhado o processo térmico é urgente e imperativo a
implantagcdo de um processo de higienizagao e limpeza das linhas e equipamentos
das Usinas, adequado as caracteristicas das sugidades de mostos de forma a
garantir a entrega do mosto a fermentagédo com a mesma qualidade microbiolégica
conferida a ele pelo processo térmico projetado.

Apesar de a regidao otima de tratamento térmico ser bastante ampla
deveria-se trabalhar em binbmios de tempo x temperatura menos rigorosos por
dois motivos: economia de energia e retengdes nutricionais maiores que podem
ser benéficas para o processo de fermentagao. Este trabalho restringiu-se apenas
a otimizar a destruicdo do microrganismo alvo e a retengdo dos agucares, a

implementacao pratica do processo devera confirmar este estudo.
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Nomenclatura

(1-a): fracédo da populagédo que se degrada com velocidade de degradacéao térmca

k = k2.
ART: acucares redutores totais

D: indice de redugado decimal a temperatura constante da substancia (unidades
de tempo)

D120: indice de reducdo decimal a temperatura constante de 120C (unidades de
tempo)

Fp: valor de esterilizacdo a temperatura de referéncia equivalente a temperatura
de processo (minutos a temperatura Tr/minuto a temperatura T de processo).

k ; é a constante de velocidade degradacdo térmica (unidade de tempo™)

k1 e ko : constantes de velocidade degradacgao térmicas maximas das substancias

1 e 2 previstas no modelo logistico bipopulacional, eq.(2), respectivamente (h™)

L: letalidade do processo

N: esporos/ml no tempo =t
No: esporos/ml no tempo= t

°Brix: concentragao de solidos soluveis (Y%om/m)
S=(x/ Xp): Fracado de sacarose, glicose, frutose ou ART remanescente no tempo t,
egs. (1) e (2) ou S=(N/No): Fragao de esporos sobrevivente no tempo t, egs. (4) e

(5)

T: temperatura do processo (C)
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t: tempo de tratamento térmico do mosto ou da suspenséo de esporos em cada

temperatura (unidades de tempo)

Tgr: temperatura de referéncia (C)
UHT: ultra alta temperatura

X :concentracao (%m/m) de sacarose, glicose, frutose ou ART no tempo t
Xo:concentragao (%m/m) de sacarose, glicose, frutose ou ART quando t=0

z: coeficiente térmico para reduzir o valor D a 10% do seu valor inicial (unidades
de temperatura).
o.; fracdo da populagcédo que se degrada com velocidade de degradacgéao térmica k

:k,]

v: numero de redu¢des decimais na populagdode microrganismos (log (N/No)
7: medida do atraso nas reag¢des de degradagéo ou inativagcao térmica do modelo

logistico, eq. (1) e (4), (unidades de tempo)

T, € To: medidas do atraso nas reagdes de degradacgao térmica das substancias 1

e 2 previstas no modelo logistico bipopulacional, eq.(2), (h)
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TABELA 1.

PARAMETROS CINETICOS PARA A HIDROLISE TERMICA DA SACAROSE
DURANTE OS TRATAMENTOS ISOTERMICOS EM MOSTO (pH=6.14;

21.5°BRIX) (NOLASCO JUNIOR e DE MASSAGUER 2005a)

T(C) 7 (h) % (h™)
110 13.27 0.21
120 5.37 0.45
130 2.40 1.16
140 1.14 2.64

Calculados segundo a Eq. (1).

164



PARAMETROS CINETICOS DE DESTRUICAO TERMICA DE ART DURANTE OS

TABELA 2.

TRATAMENTOS ISOTERMICOS, EM MOSTO (pH = 6.14; 21.5°BRIX)

(NOLASCO JUNIOR e DE MASSAGUER 2005b)

T(°C) 20 K1 a1, ks 412
(h (h) (h") (h)
110 0.52 1.58E-2 0.10 1.96E-3 0.11
120 0.55 5.53E-2 12.61 4.39E-3 0.07
130 0.49 2.27E-1 7.74 1.75E-2 0.12
140 0.58 3.41E-1 1.20 4.33E-2 7.80

Calculados pela Eq. (2).
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TABELA 3.
PARAMETROS CINETICOS DE INATIVACAO TERMICA DE B.
STEAROTHERMOPHILUS ATCC1518 EM MOSTO (pH= 6.14, 21.5°BRIX)

(NOLASCO JUNIOR e DE MASSAGUER 2005c)

T (°C) Modelo cinético T k1 ko o
(min) (min™) | (min") | Fragéo
termo-

sensivel)

98 Eq. (3) 29539 | 0.0194 | - | e
110 Eq. (3) 45.82 0.1114 | - | e
120 Eq.(4) | - 1.71° 0.51° 0.996
122,5 Eq.(4) | -——o 5.50° 1.51° 0.965
125 Eq.(4) | - 16.25° 4.29 0.9992
130 Linear | - 13.63 | -——— |

drelativo a fragdo termo-sensivel.
®relativo & fracdo termo-resistente.
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TABELA 4.

CARGA MICROBIANA DO CALDO A SAIDA DO DECANTADOR

USINA 1 |USINA2 |USINA3 |USINA4 |MEDIA
ANALISE/USINA
DATA AMOSTRA 20/09/2002 | 04/10/2002|27/09/2002|21/11/2002| ------
AMOSTRA caldo caldo caldo caldo | --—-—--
pH 6.58 6.60 6.50 6.8 | --——--
%Brix 17.5 17.8 19.6 19.7 18.15
Esporos Mesofilicos Aerdbios 23 30 17 35 26.25
[esporos/ml]
 Esporos Mesofilicos 6'/6 07/6 6'/6 47/6 4776
Anaerobios
Esporos Termofilicos 27 4 90 20 353
Produtores de Acidez Plana
[esporos/ml]
Esporos Termofilicos Totais 0 7 6 13 6.5
[esporos/ml]
“Bactérias Sufito Redutoras 17/6 1%/6 0/6 17/6 17/6
Bactérias Mesoéfilas Totais 1.6E02 4.0E01 5.6E02 3.8E02 | 2.9E02
[UFC/ml]
Bactérias Lacticas|[UFC/ml] <10 <10 <10 <10 <10
Bactérias Produtoras de <10 <10 <10 <10 <10
Goma[UFC/ml]
Bolores/Leveduras|UFC/ml] <10 <10 <10 <10 <10

* Semi-quantitativo: nimero de tubos positivos em 6 tubos incubados.
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MEDIAS DAS TEMPERATURAS POR PONTO NO INTERIOR DOS

TABELA 5.

DECANTADORES
DECANTADOR DECANTADOR
CONVENCIONAL RAPIDO
(COM BANDEJAS) | (SEM BANDEJAS)
TEMPO DE 2-3 0.8-1.5
RESIDENCIA (h)
T(°C) PONTO 1 97.12 97.51
(precis&do)/(N)? (0.67)/(16260) (0.73)/(22818)
T(°C) PONTO 2 97.06 97.39
(precisdo)/(N)® (0.69)/(16361) (0.51)/(7559)
T(°C) PONTO 3 97.48 97.46
(precisdo)/(N)® (0.43)/(23344) (0.84)/(22699)
T(°C) PONTO 4 97.58 97.33
(precisdo)/(N)® (0.39)/(25564) (0.71)/(8684)
T(°C) PONTO 5 97.60 97.34
(precis&o)/(N)® (0.41)/(25775) (0.78)/(22825)
T(°C) PONTO 6 97.50 (97.45)
(precis&o)/(N)® (0.41)/(24664) (0.80)/(22782)
T(°C) PONTO 7 96.55 (97.12)
(precisdo)/(N)? (2.94)/(9975) (1.92)/(15082)
T(°C) PONTO 8 97.55 (97.41)
(precis&do)/(N)? (0.43)/(10400) (1.78)/(15181)
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FIG. 1. FLUXOGRAMA SIMPLES DA PRODUCAO DE ALCOOL MOSTRANDO A

POSSIVEL LOCALIZACAO DO PROCESSO TERMICO DO MOSTO
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FIG. 2. LOCALIZAGAO DOS PT-100 NO INTERIOR DE DECANTADOR
INDUSTRIAL CONVENCIONAL COM BANDEJAS COM CAPACIDADE PARA 700
m*h COM EIXO CARTESIANO COM ESCALA EM MM INDICANDO O CENTRO

GEOMETRICO DO EQUIPAMENTO E AS POSICOES DOS PT-100
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FIG. 3. LOCALIZAGAO DOS PT-100 NO INTERIOR DE DECANTADOR
INDUSTRIAL SEM BANDEJAS COM CAPACIDADE PARA 500 m®h, COM EIXO
CARTESIANO COM ESCALA EM MM INDICANDO O CENTRO GEOMETRICO
DO EQUIPAMENTO E AS POSIGCOES DOS PT-100 (TUBO DA POSICAO 4 COM
FUNDO ABERTO LOCALIZADO NA MESMA POSICAO DO TUBO POSICAO 6,

RESTANTE DOS TUBOS COM FUNDO FECHADO)
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FIG. 4. OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE TRATAMENTO TERMICO PARA

MOSTO (pH = 6.14, 21.5°BRIX)
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Capitulo 7

CONCLUSOES GERAIS E RECOMENDACOES
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Conclusoes gerais

J A cinética da hidrdlise da sacarose em mosto a base de caldo de cana de
21,5°Brix e pH = 6,14 avaliada em temperaturas entre 110-140°C mostrou-se
nitidamente nao linear apresentando atrasos térmicos e cauda final que foram
muito bem ajustados por um modelo logistico. Nessas condigdes as constantes
cinéticas, k, variaram de 0,21 h™ a 2,64 h™", enquanto os atrasos térmicos variaram
de 13,27 h a 1,14 h na faixa de temperatura estudada. A energia de ativagao
através da equacao de Arrhenius e valor z obtidos foram 112,32 kJ/mol e 26,99°C,
respectivamente.

. A cinética da degradacédo térmica dos agucares do mosto estudada pela
fracdo de ART remanescente em funcdo do tempo também nas condicbes de
21,5°Brix e pH = 6,14 e na mesma faixa de temperatura de 110-140°C, apresentou
forte ndo linearidade com rapido decaimento e cauda final que foram bem
ajustadas através de modelo logistico bipopulacional com duas constantes, k1 e ka,
as quais se revelaram referentes as constantes de degradacao térmica da frutose
e glicose respectivamente. Os dados aqui obtidos demonstraram que a frutose se
degrada aproximadamente nove vezes mais rapido que a glicose.

o A suspensado de esporos de B. stearothermophilus ATCC 1518 preparada
para 0s ensaios de cinética de destruicdo térmica em mostos, revelou-se
heterogénea em termos de resisténcia térmica.

. A cinética de destruicado térmica de esporos de B. stearothermophilus ATCC
1518 em mosto nas condicbdes de 21,5°Brix e pH = 6,14 em temperaturas variando

entre 98°C e 130°C apresentou comportamentos diferentes na faixa de
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temperatura estuda. As curvas de sobreviventes apresentaram forte nao
linearidade com ombro inicial ou atraso térmico nas temperaturas 98°C e 110°C e
foram ajustadas ao modelo logistico. Acima de 110°C, observou-se o
desaparecimento do ombro e manifestacao de duas populagcbes de esporos com
cinéticas de destruicdo térmicas semi-logaritmicas lineares e diferentes, sendo a
primeira termo sensivel e a segunda termo resistente. Nessa populagdo de
resisténcia heterogenia observou-se a predominancia da fragao termo sensivel. A
130°C, cinética linear pode ajustada gracas ao desaparecimento completo e
instantaneo da fragao termo sensivel nesta temperatura mais elevada. A energia
de ativagao e valor z obtidos foram 249.52 kJ/mol e 11,48°C, respectivamente. Os

valores de k variaram de 0,019 min™" a 13,63 min™.

. Quanto a letalidade do processo de decantagdo, o decantador tipo
convencional (com bandejas) ou rapido (sem bandejas) conferem em média 4x10°
reducbes decimais em Lactobacillus fermentum e 0,14 redugdes decimais em B.
stearothermophillus ATCC 1518 em caldo.

. A temperatura de operacdo do processo de decantagdo do caldo, a
degradacao térmica de agucares em qualquer tipo de decantador é desprezivel.
Nos decantadores convencionais preservagcao de ART é superior a 98,6%,
considerando um tempo de residéncia maximo de 3 horas. Nos decantadores
rapidos a preservagao de ART é superior a 99,3%. A hidrélise de sacarose é
significativa nos decantadores convencionais com tempos de residéncia de 3

horas. Entretanto essa hidrolise ndo significa perda se for considerado que a
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decantagao é realizada para a produgao de alcool, pois as hexoses produzidas
ficam preservadas e disponiveis para a fermentacao pelas leveduras do processo.
o Embora B. stearothermophilus ndo seja esperado como um contaminante
da fermentacdo, o desenho de um processo térmico baseado em 5 reducgdes
decimais deste microrganismo, sera suficiente para inativagao térmica de todos os
demais contaminantes microbioldgicos de mostos de fementagéo alcodlica, com
preservacao de 98,7% dos acucares do mosto.

. O processo térmico desenhado abrange uma faixa relativamente ampla de
binbmios de tempo e temperatura que pode acomodar as muitas diferengas e
particularidades encontradas nas Usinas, sem prejudicar o objetivo do processo.
As temperaturas possiveis para o tratamento projetado vao desde 114°C até

140°C e os tempos vao desde 4 segundos até 3000 segundos.

Recomendacoes:

. Quanto as condigdes do mosto utilizado nesta pesquisa, o pH é
essencialmente o usado nas Usinas, entretanto o Brix pode variar em fungao das
estratégias de produgao adotadas. Optou-se pelo mosto de 21,5°Brix porque altas
concentragdes de agucares no mosto resultam em vinhos fermentados de teores
alcodlicos elevados, e fermentacdes mais eficientes. E interessante estudar essas
cinéticas utilizando mostos numa faixa mais ampla de concentracéo (10-25°Brix)
para atender estratégias de produgcdo mais abrangentes nas Usinas.

. A implantacédo de procedimento de higienizagao das linhas e equipamentos

€ necessaria para garantir os resultados do tratamento térmico realizado.
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. Quanto ao tratamento térmico, deve-se procurar trabalhar em bindmios de
tempo x temperatura menos rigorosos por dois motivos: economia de energia e
maior retengdo nutricional, porque o processo aqui desenhado restringiu-se

apenas a otimizar a destruicido dos contaminantes alvos e retencdo dos acgucares.
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