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RESUMO

A agroindustria sucroalcooleira do Brasil corresponde a
2,2% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional e representa uma
parcela significativa da economia, com tendéncia ao crescimento
em funcdo da grande procura mundial por energias renovaveis a
partir de biomassas. Um dos pontos a ser explorado visando o
aumento geral das eficiéncias industriais na obtencdo de etanol é
o controle das contaminagbes microbianas, especialmente as
bactérias produtoras de acido latico (BAL). Esta pesquisa procurou
aplicar uma metodologia que propiciasse um controle de tais
microrganismos. Utilizaram-se as linhagens CCT4143; CCT4144;
CCT4145; CCT4146 e FT038B de Lactobacillus fermentum que
foram submetidas ao aquecimento gerado por radiagdes
eletromagnéticas (microondas) e aquecimento convencional.
Verificou-se que ocorreu a eliminagcado total de L. fermentum
quando irradiadas com microondas (2450MHZ) em 9 segundos
quando a temperatura atinge 58,3°C; ao passo que quando
submetidas ao aquecimento convencional nesta mesma
temperatura a diminuicdo foi de 80% apdés 10 minutos. O
experimento foi acompanhado por contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) em meio MRS; quantificacdo de
acido latico mediante analise enzimatica e absorbancia por
espectrofotometria com luz visivel (A=550nm), em meio MRS e
mosto de caldo de cana-de-agucar. Concluiu-se que a eliminagéao
de L. fermentum mediante a aplicacdo de calor é mais rapida e
eficiente quando se utiliza irradiacdo de microondas em detrimento

ao aquecimento convencional.

Palavra chave: Lactobacillus fermentum; acido latico; microondas;

bactérias; cana-de-acgucar.
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SUMMARY

Brazilian sugar and alcohol industry corresponds to
2,2% of Gross Domestic Products (GDP) and represents a
significant part of the country’s economy, with tending to grow due
to the world-wide demand for recyclable biomass energies. One of
the topics to be explored focusing on the general increase of the
industrial efficiencies in ethanol productions, is the microbial
contaminations control, principally lactic acid bacteria (LAB). This
research tried to apply a methodology that attempted to control this
microorganism. Strains CCT4143; CCT4144; CCT4145; CCT4146
and FT038B of Lactobacillus fermentum were submitted to heat
generated by electromagnetic radiations (microwaves) as well as
conventional heating. The cells of L. fermentum were quantified by
“pour plate” methods in MRS medium. The lactic acid concentration
was evaluated by enzymatic method and the biomass concentration
by spectofotometry (A=550nm) in both MRS medium and sugar
cane most. It was verified that total elimination of L. fermentum
occurred when radiated with microwaves (2450MHZ) for 9 seconds
at 58,3°C. Whereas when submitted to conventional heating at the
same temperature, the reduction of the cells was only 80% after 10
minutes. Thus, it can be concluded that the control of L. fermentum
by microwaves was faster and more efficient than the conventional

heating treatment.

Key word: Lactobacillus fermentum; lactic acid; microwaves;

bacteria; sugar cane.



1. INTRODUCAO

A agroindustria da cana-de-acucar no Brasil é uma
atividade econédmica que, no plano da producdo do ano de 2004,
representa 2,2% do PIB nacional. Este segmento do setor
produtivo fatura, anualmente, mais de US$ 8 bilhdes e gera
aproximadamente um milhdo de empregos diretos, 400 mil deles
em Sao0 Paulo — maior Estado produtor de acgucar e alcool do Pais
— promovendo o desenvolvimento de um grande numero de

municipios brasileiros.

Qualquer que seja a matéria-prima (cana-de-agucar,
beterraba, milho etc.) da qual o agucar extraido seja transformado
em alcool, o setor sucroalcooleiro do Brasil é dos mais
competitivos do mundo. Gragas ao elevado teor de fibra, que lhe
confere independéncia em relagdo a energia externa, a cana-de-
agucar apresenta, em termos energéticos, claras vantagens

competitivas na comparacao com outras culturas.

No Brasil o fotoperiodo € em média de 14 horas diarias
de luz, um ativo que poucos paises dispdem e que merece receber
mais atencdo, uma vez que o Pais também dispde de terras para

ampliar sua "agricultura energética".



A vanguarda brasileira ndo s6 na tecnologia de cana-
de-agucar, bem como o pioneirismo no uso do etanol combustivel
como aditivo a gasolina, ou direto no tanque dos veiculos tem
atraido a admiragdo e o interesse de diversas nagbdes, como
China, India, Colédmbia, Tailandia, Japdo, Estados Unidos e

Canada, interessadas em limpar sua matriz energética.

A utilizagdo extensiva do alcool etilico como
combustivel automotivo no Brasil, seja em mistura de 25% com a
gasolina, como combustivel dos veiculos equipados com motor a
alcool ou, ainda, nos recentemente langcados veiculos com
tecnologia “flexfuel” que operam com gasolina, alcool ou qualquer
mistura desses combustiveis, confere ao Pais lideran¢a no cenario
internacional quanto ao sequUestro de carbono e a mitigagdo do

efeito estufa.

A importancia do alcool combustivel na reducédo da
dependéncia do petréleo € uma estratégia que ganha espacgo
diante n&do sé dos problemas geopoliticos em suas reservas,
principalmente no Oriente Médio, como também pelo fato de ser
féossil e finito o que aponta para uma escalada do prego do

petréleo neste século.

Tema de discussdes generalizadas, o prego do petrdoleo
parece que virou motivo de aposta: "Sera que vai ficar na faixa de
US$ 50 o barril? Sera que consegue ficar abaixo dos US$ 40?" As
analises mais sérias projetam que a produgcadao mundial de petrdleo
alcance o seu pico em 2012 - no mais tardar, 2017. E de la para
frente, a expectativa é de queda rapida. Se o petréleo esta com os
dias (ou anos) contatos, estd mais que na hora do mundo se
mobilizar em torno de fontes alternativas de energia - e

renovaveis, de preferéncia.



Tal preocupacao ja atingiu politicas publicas, como a
Diretiva de Biocombustiveis da Unido Européia, o Programa de
Oxigenacado de Combustiveis dos Estados Unidos e o Protocolo de
Kyoto que entrou em vigor em 16 de fevereiro de 2005 para impor
limites e metas para a reducdo de emissdes de didéxido de carbono
(CO2) e cinco outros gases causadores do efeito estufa. As
alternativas ao petréleo baseiam-se na diversificagcdao das fontes
como fator de seguranca energética; redugdo da poluigao
atmosférica e do efeito estufa; criagdo de emprego, renda e
divisas a partir do agronegdécio de energia. Tudo em busca de uma
melhor qualidade de vida para as geracgdes atuais e futuras. E
estratégico incluir na questdo energética o desenvolvimento
sustentado. E € nesse ponto que o Brasil tem muito a ganhar e a
ensinar. Nosso Pais € o maior produtor e usuario mundial de um
biocombustivel - o etanol -, um dos grandes substitutos do

petréleo e fomentador da "agricultura energética".

O consumo mundial por gasolina esta perto de 1,2
bilhdo de metros cubicos ao ano (7,7 bilhdes de barris/ano),
enquanto o de etanol representa cerca de 2,5% da demanda atual
de gasolina (UNICA, 2004).

Isto nos remete a um terreno fértil para o surgimento de
um enorme mercado mundial de biocombustiveis, particularmente
o etanol - o mais difundido, mas ainda com pequena presenca
internacional. O mercado potencial esta a nossa frente, pronto

para ser construido.

A producgdo de alcool etilico na safra 2003/2004 deve
atingir o expressivo volume de 14,75 bilhdes de litros, muito
superior aos 550 milhdes de litros de 30 anos atras, cabendo a
regido Centro-Sul, que inclui o Estado de Sao Paulo, a
participacdo de 89,6% desse total. (UNICA, 2004).



A produgdo e o consumo mundial de etanol cresceu
2,77% ao ano entre os anos de 1997 e 2003, atingindo 38,72
bilhbes em 2004.

Destacam-se como maiores produtores o Brasil, com
14,75 bilhdes de litros de alcool de cana-de-agucar, e os EUA,
com 11,5 bilhdes de litros de alcool de milho. Pelo peso da
participagdo destes dois paises na produgcao mundial, o continente
americano representa 70,6% da produgcdo mundial, seguido pela
Asia com 16,9%, onde se destaca a producdo da China e a Europa
com 10,5%. (UNICA, 2004).

A novidade para este setor no Brasil é o fato de que
agora ha perspectivas reais de uma retomada no crescimento do
consumo de alcool, pelos seguintes motivos: o sucesso nas
vendas de veiculos flexiveis ou bi-combustivel, o crescimento das
exportagdes e o inicio da producado em larga escala de biodiesel,
combustivel obtido a partir de Oleos vegetais transesterizados

contendo cerca de 20% de etanol.

No Brasil, a melhoria tecnoldégica para os préximos
anos devera concentrar-se em diversos aspectos, dentre os quais
destaca-se: - diminuicdo de perdas no processo; - menor uso de
produtos quimicos no processo industrial de fabricacdo de acgucar
e alcool; - inovacdes no processo de producao de acucar e alcool;

- gerenciamento da producgao; - co-geragao de energia elétrica.

Um ponto a ser explorado nas unidades industriais
sucroalcooleiras, visando uma redug¢dao de perdas industriais e
elevagcao nos rendimentos € a eliminagcdo ou diminuicdo de
agentes contaminantes microbioldgicos e entre estes tem-se como
de primordial importancia em funcédo dos prejuizos que acarretam,
as bactérias formadoras de acido latico que para sua producéo

neste caso utilizam os agucares da cana-de-agucar.



Uma das formas para eliminagdo de microrganismos
consiste em submeter o material contendo a flora microbiana ao
aquecimento, a acao de produtos quimicos ou uma interagcao entre
estes dois tratamentos. (TROST e STEELE, 2002).

No processo de producdo de acucar e alcool a partir da
cana-de-acgucar, uma das etapas € a “limpeza” do caldo mediante
tratamento térmico. Esta operagdo que consiste em elevar a
temperatura do caldo préximo ao ponto de ebuligdo (90 - 115°C),
deixando-o em aquecimento nesta temperatura por cerca de quinze
minutos (MEADE e CHEN, 1977), visando fluidificar o caldo,
objetivando a decantagdo de particulas coloidais em suspensao,
tendo como insumo auxiliar de decantacao o hidroxido de calcio.
Pela temperatura aplicada e pelo tempo de residéncia do caldo,
tém-se como consequéncia uma reducdo dos contaminantes

microbianos.

Os tratamentos térmicos convencionais objetivando a
eliminagdo microbiolégica sdo em sua grande maioria de
transferéncia de calor e aliam duas variaveis: temperatura

adequada e tempo de residéncia do material a ser tratado.

Uma das formas de se obter calor é a utilizagcao de

ondas de radiofrequéncia ou mais especificamente de microondas.

Muitos estudos referentes a utilizacdo da radiacao de
microondas na eliminagdo de microrganismos vém sendo
desenvolvidos e relatados por PROCTOR e GOLDBLITH, (1951);
ROSENBERG e BOGL, (1987); SCHLEGEL, (1992); HARLFINGER,
(1992); NASA (1996); ZHANG et al., (1999); US-FDA, (2000) e
VALSECHI et al., (2004).

Em funcdo do exposto, tem-se como hipdétese que é

possivel a eliminagcdo de contaminantes bacterianos produtores de



acido latico, mais especificamente Lactobacillus fermentum,
considerado como microrganismo contaminante de maior
importancia econbmica na producao de agucar e de alcool a partir
da cana-de-agucar, em menor periodo de tempo e em
temperaturas mais baixas, utilizando a radiagcdo de microondas em

detrimento ao aquecimento convencional.

Este trabalho expde o comportamento de diferentes
linhagens de Lactobacillus fermentum, submetidas ao aquecimento
através de banho térmico convencional e também a radiagcao de
microondas, tendo-se como referéncia temperaturas iguais em

ambos os tratamentos.



2. REVISAO DA LITERATURA.

2.1. Contaminacédo da cana-de-acuUcar.

A obtengdo comercial de alcool no Brasil € por via
fermentativa do caldo da cana-de-agucar realizada por

Saccharomyces cerevisiae.

Alguns microrganismos podem interferir no processo de
producédo, alterando a qualidade final dos produtos e reduzindo as

eficiéncias das etapas de fabricacgéo.

O processo de fabricagcao de agucar e alcool, onde é
utilizada a cana-de-agucar como matéria prima, também n&o foge

a regra.

A cana-de-agucar, como material vegetal, esta sujeita a
acao de microrganismos, atividade esta, que pode ser iniciada no
campo, dependendo das condigdes fitossanitarias da cultura,
desenvolvendo-se acentuadamente apdés o corte, durante o

armazenamento e no processamento.



As principais fontes de microrganismos contaminantes
sdo: a propria flora epifita da cana-de-acucar, o solo carreado com
os colmos, a poeira e 0os equipamentos infeccionados ou mesmo 0s
materiais contaminados utilizados no corte e no processo. A carga
microbiana normal pode ser aumentada sensivelmente quando a
cana-de-acgucar for atacada por pragas e doengas, um exemplo
classico é o complexo broca-podriddo, causando maiores prejuizos

para o processamento.

Os microrganismos que acompanham a matéria prima
sdo muito diversificados, sendo constituidos principalmente de

fungos e bactérias.

Entre as bactérias, as gram positivas sdo as mais
comumente encontradas segundo citagdes literarias de SILVA
(1988), GALLO (1989), ROSALES (1989).

ALTERTHUM et al., (1984 e 1985), GALLO (1989),
OLIVA-NETO (1990, 1995), HYNES et al., (1997), OLIVA-NETO e
YOKOYA (1994, 1997 e 2001) e LEATHERS e SKINNER, (2004)
citam que as bactérias laticas, principalmente as pertencentes ao
género Lactobacillus, sdo comumente responsaveis pela

diminuicdo do rendimento alcodlico nas unidades sucroalcooleiras.

Dentre o0os microrganismos que causam esta
biodeterioragdo da cana cortada, os que maiores prejuizos causam
sdo as bactérias produtoras de acido latico, comumente
denominadas de Bactérias do Acido Latico (BAL); sendo estimada
a perda diaria de sacarose recuperavel da ordem de 4,75%
(VALSECHI, 2000).

Segundo AMORIN et al., (1996), sendo o acido latico o
principal produto do metabolismo das bactérias contaminantes em

mosto de cana-de-acucar em fermentagdes etandlicas, a sua



quantificagcdo pode ser um indicador bastante preciso do grau de
contaminacdo do sistema (e das perdas de alcool, feitas as

devidas correlagdes).

Teoricamente, uma molécula de sacarose pode ser
convertida de uma a quatro moléculas de acido latico, dependendo
das condi¢cdes do meio (pH, temperatura, concentragdo de
acucares e teor de alcool), e da caracteristica da bactéria (homo
ou heterofermentativa). Porém, a média das perdas em
fermentacdo etandlica medida por HYNES et al., (1997) estaria em

um mol de etanol para cada mol de acido latico gerado no sistema.

Outros efeitos negativos do acido latico sdao notados na
queda da viabilidade e na inibicdo da atividade metabdlica das
leveduras, como atestado por CHIN et al., (1994), acarretando na
diminuicdo da conversdo de alcool, aumento do tempo de
fermentacdo e maior producdo de glicerol, como citado por
GODOY, (2002). Com o aumento de células mortas de leveduras,
ha grande liberagdo de material intracelular no meio, fornecendo
complexos nutrientes essenciais para as fastidiosas bactérias
laticas, conforme constatado por LEATHERS e SKINNER (2004).

Tanto as leveduras como algumas bactérias, competem
pela mesma fonte de substrato para sua manutencdo e
proliferacdo que no caso da cana-de-agucar sdo o0s acgucares

contidos nesta matéria prima em suas diversas formas.

Os efeitos dessa atividade microbiana na fabricagdo do
agucar e do etanol sdao multo bem conhecidos, tanto pela perda de
sacarose como também pelos problemas operacionais causados
pelos produtos resultantes, sem somar sua interferéncia no préprio

controle da fabricagao.
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Entretanto, os efeitos econbmicos da biodeterioracéao
da cana-de-acucar e de seus produtos intermediarios durante a
fabricacao sao dificeis de serem dimensionados, tendo em vista os

efeitos diretos e indiretos na recuperacao de sacarose.

Os efeitos da atividade microbiana na fabricagcdo do
agucar e do alcool podem ser caracterizados como: perdas de
sacarose por inversao e oxidag¢ao, influéncia na polarizagao e
consequentemente no controle quimico e tecnolégico, aumento da
viscosidade dos produtos intermediarios e problemas operacionais

causados por entupimento de bombas, tubulagdes e filtros.

MAIORELLA et al., (1983), estudando o efeito da
presenca de acido latico em fermentagcbées etandlicas relata que
40g/L deste acido foi suficiente para que houvesse um decréscimo
de 80% na populacdo de Saccharomyces cerevisiae crescidas em

meio sintético.

As causas e efeitos dessa atividade sdo manifestadas

em diferentes fases da agroindustria.

Na lavoura envolve a rigor o ciclo da planta e a

armazenagem no campo € no depdsito da usina.

Durante o ciclo da cultura, a planta esta sujeita a
variagdes na condicdo fitossanitaria. O principal efeito € causado
pela perda de sacarose consequente do ataque do complexo
broca-podriddao. A perda inicial € causada pela broca da cana-de-
acucar (Diatreae saccharalis) no colmo, que resulta no consumo
do parénquima, dando condi¢cdes de entrada de fungos,
especialmente do Colletotrichum falcatum que causa inversdo da

sacarose, e do Fusarium spp. (VALSECHI, 2000).

A atividade desses microrganismos no interior do colmo

provoca a formacdo de gomas e de uma substéncia avermelhada,
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esta consequente da reacdo de defesa natural da planta contra os

microrganismos.

Logo apds o corte, comecga ocorrer a biodeterioragado da
cana-de-agucar, com o crescimento de microrganismos dentro do
colmo, especialmente bactérias do acido lactico, causando a
queda do pH do caldo, perda da sacarose e formagao de goma,
esta provocando problemas nas etapas de fabricagcdo do acgucar e
do alcool. Durante a estocagem da cana, o numero de
microrganismos cresce rapidamente. A microbiota da cana-de-

agucar € muito diversa, porém com predominancia de bactérias.

Na industria, deve-se considerar as varias etapas do
processo que compreende a lavagem de cana, preparo, extragcao e

demais operacdes de processo.

Trabalhos realizados envolvendo agua de lavagem de
cana mostraram uma correlagcao entre o nivel de contaminacao da

agua de lavagem com o do caldo misto (OLIVEIRA et. al. 1996).

A microflora do caldo misto &€ muito variada, sendo
constituida de bactérias, fungos e leveduras, com origem no
proprio caldo extraido (flora epifita da cana-de-agucar), no solo

aderente e na propria moenda.

Como resultado da atividade desses microrganismos
ocorre uma perda de sacarose e como efeito secundario da
infeccdo microbiana ocorre aumento de acidez do caldo e
consequente queda do pH e de pontos de pureza, além do
aumento da viscosidade dos caldos, com subsequente efeito

prejudicial na fabrica.

A despeito do curto intervalo de tempo entre os
processos de moagem e clarificacdo, ha wum significativo

crescimento do numero de microrganismos nos dois estagios de
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retencdo de impurezas grosseiras do caldo, peneiragem e
separador de areia, que antecedem a clarificacdo, e que causam
uma significativa perda de sacarose. As peneiras de caldo,
estaticas ou vibratorias, pela propria constituicdo e dificuldade de
limpeza se constituem em pontos de infec¢cdo, que continuamente
inoculam uma carga adicional de microrganismos no caldo e no
bagaco que retorna a moagem. No separador de areia a tendéncia
€ aumentar o numero de microrganismos, agravada em

equipamentos superdimensionados.

Na clarificagdo, o comportamento dos microrganismos
pode ser diferenciado em funcdo do processo. Na defecagao’
simples, a temperatura dos tanques de caleagem é favoravel ao
desenvolvimento especialmente de bactérias formadoras de acido
latico e de gomas. Neste estagio do processo de fabricagdo do
agucar bruto (demerara), os caldos provenientes de cana
deteriorada contendo um excesso de acidos, requerem uma adigcao
extra de cal para neutralizar esta acidez. Na etapa de aquecimento
(105°C), o numero de microrganismos decresce acentuadamente,
estando presente apenas os termodfilos mediante as suas formas
de resisténcia. Por outro lado, o excesso de cal usado na
neutralizagdao de caldos deteriorados, especialmente quando a cal
€ de baixo teor de CaO disponivel, pela formacdo de mais
incrustagdes, pode concorrer para decrescer a eficiéncia de
transmissédo de calor. Na operagado subsequente, a decantacéao, o
numero de microrganismo ndo sofre alteracdo, mas é acentuado o
efeito da cana deteriorada, e consequentemente do seu caldo. A
presenga de maior teor de gomas provoca aumento da viscosidade
do caldo, a qual aumenta o tempo de decantagdo e evita uma

remocgao satisfatéria do material em suspensdo. Desse modo, o

' Quim.: Eliminagcdo de impurezas que turvam um liquido, mediante

precipitagdo ou coagulagdo. (Dicionario Aurélio Eletrénico — Século XXI.
Versdo 3.0 - 1999).
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caldo clarificado pode ser turvo, resultando também um maior

volume de lodo.

Na filtracdo do lodo, o numero de microrganismos
cresce de maneira altamente significativa, com perda de sacarose,
devido as condigdes favoraveis do lodo em nutrientes (nitrogénio e
fésforo), temperatura, pH e o teor de sacarose e da propria
inoculagcao de microrganismos através do bagago. A filtragcdo do
lodo ¢é dificultada pela viscosidade, agravada com canas

deterioradas, e pela obstrugédo parcial dos crivos da tela.

Durante as etapas de concentracdo, evaporagao e
cozimento, o numero de microrganismos presentes é relativamente
baixo, em virtude da destruicdo pelo calor e parte das bactérias
termdfilas, sofre eliminagdo durante a decantagcdo, quando
concentram-se no lodo. A populagcdo microbiana do xarope e da
massa cozida é constituida especialmente de bactérias que

apresentam formas de resisténcia especialmente esporuladas.

2.2. Bactérias.

As bactérias sdo os mais numerosos e 0os mais antigos
organismos existentes na Terra - foram provavelmente as
primeiras formas de vida. S&o organismos microscopicos
unicelulares, desprovidos de nucleo individualizado, pertencente
ao grupo que abrange todos os procariotes (GUNSALUS e
STAINER, 1962). E bem possivel que todos os outros organismos
tenham evoluido das bactérias. Os mais antigos fosseis registram
cerca de 3,8 bilhdes de anos o que pode ser um indicio de que as
bactérias existiram muito antes que outras formas da vida
evoluida. As bactérias evoluiram em muitas formas diferentes, e

sdo hoje, parte de cada ambiente distinto na Terra. Foram
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encontradas nas profundezas oceédnicas a cerca de dez
quildbmetros abaixo da linha da agua e em regibes articas e
antarticas (BROCK e MADIGAN, 1994)

Comparando as sequéncias do RNA ribossémico, os
cientistas descobriram que existem dois tipos diferentes de
bactérias: do reino eubactéria, ou simplesmente bactéria e do
reino arqueobactéria, estas as mais antigas, atualmente pouco
abundantes na natureza, encontradas em meios altamente
inospitos, como aguas excessivamente salgadas, ou com
temperatura acima de 70°C (BOTTAZZI, 1988).

Tipicamente, as bactérias sdo células singelas, sejam
cocos, bastonetes ou espirais. A forma de cocos varia de 0,5 a 4pu
de diametro, bastonetes de 0,5 a 20u de comprimento e 0,5 a 4pu
de largura e as espirais que podem ser maiores que 10u de
comprimento e cerca de 0,5u de largura (GUNSALUS e STAINER,
1962). As células bacterianas cilindricas ou em forma de
bastonetes, sdo denominadas de bacilos, podendo ser encontradas
em pares, denominadas diplobacilos ou mesmo em cadeias,
denominadas estreptobacilos, porém nenhuma destas formas pode
ser considerada como caracteristica morfolégica, uma vez que
podem ser resultantes de uma fase de crescimento ou mesmo em

fungdo das condi¢gdes da cultura.

PELCZAR et al., (1996), referindo-se as dimensdes das
bactérias em forma de bastonetes, citam que estas podem variar
de tamanho, estando seu comprimento entre 1,0pn a 5,0p e sua
largura entre 0,3u a 1,0u, sendo que estas especificagcdes podem
ser utilizadas para sua caracterizacdo. As células bacterianas
podem se duplicar em periodos que variam entre 15 a 20 minutos,
podendo chegar até algumas horas. Este tempo varia de acordo

com o tipo de bactérias e das condigdes ambientais em que se
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encontram. Condicdo especifica para uma otima multiplicagcao se
faz necessario, embora as bactérias sejam capazes de utilizar
diferentes alimentos para sua manutencdo e desenvolvimento.
Existem algumas que se alimentam de carboidratos, produzindo

acido lactico, sendo estas denominadas bactérias lacticas.

2.2.1. Os Lactobacilli

O maior dos géneros incluidos no grupo das bactérias
acido-lacticas sao os Lactobacilli; s&o também os mais
heterogéneos compreendendo uma grande variedade de
propriedades bioquimicas e fisiolégicas. Mais de cinquenta tipos
de bactérias tém sido associadas com a cana-de-agucar segundo
TROST e STEELE, (2002), sendo os Lactobacilli os mais
numerosos conforme AXELSSON, (1993).

A heterogeneidade e o grande numero sao devidos a
definicao deste género, que engloba basicamente qualquer
bastonete acido-lactico. Com base em caracteres fisiolégicos os
Lactobacilli foram subdivididos em trés grupos, que sé&o:
homofermentativo obrigatério, heterofermentativo facultativo e
heterofermentativo obrigatério. A heterogeneidade se reflete pela
extensao do teor percentual de G+C por mol. Essa extensao é de
32-53 mol %, que é duas vezes a extensdao comumente aceita para
um unico género (PRIEST e AUSTIN, 1993).

Os Lactobacilli sao caracterizados como gram-
positivos, ndo esporulados, sao catalase negativa, geralmente sem
motilidade, ndo reduzem o nitrato, e utilizam a glicose
fermentativamente. (KANDLER e WEISS, 1986). Podem ser
homofermentativo, quando produzem mais de 85% de acido latico

da glicose, ou heterofermentativo, produzindo o acido latico, COg,
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etanol, e/ou o acido acético em quantidades equimolares. (SERRA
et al., 1979).

Segundo COLLINS e LYNE (1970), sao reconhecidos
trés grupos dentro do género dos Lactobacilli: Thermobacterium,

Streptobacterium e Betabacterium.

Os Lactobacilli sédo estritamente fermentativos e tém as
exigéncias nutritivas complexas, necessitando suplementagcao de
carboidratos, aminoacidos, peptideos, ésteres de acido graxo,
sais, derivados de acidos nucléicos, e vitaminas. A grande
quantidade de acido latico e pequenas quantidades de outros
compostos sdo os produtos de seu metabolismo dos carboidratos.
Os Lactobacilli crescem em variado habitat, sempre que ocorrerem
niveis elevados de carboidratos soluveis, produtos de
decomposi¢cao protéica, vitaminas, e uma baixa tensdo de
oxigénio. Sao aciduricas ou acidofilas, diferentes bactérias
adaptam-se para crescer sob circunstancias ambientais
extremamente diferentes, e sua producdo de elevados niveis de
acido latico abaixam o pH do substrato e eliminam muitas outras
bactérias; estes fatores esclarecem a larga distribuicdo dos
Lactobacilli e seu estabelecimento bem sucedido em diferente
habitat (SHARPE, 1981).

Sao deficientes em citocromo e catalase e muitos sé&o
microaerofilicos e acido-tolerantes. Alguns séao termédfilos,
existindo quatro géneros: Lactobacillus, Estreptococcus,
Leuconostoc e Pediococcus conforme descreve COLLINS e LYNE
(1970).

Bioguimicamente, as bactérias lacticas ndo possuem o
ciclo de Krebs e a cadeia respiratoria classica, o que as limita a
ambientes de baixa concentragdo de oxigénio (microaerofilia), ou
mesmo auséncia total conforme BRYAN-JONES (1973).
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BORZANI et al., (2001), citam que os Lactobacilli s&o
bactérias ndo patogénicas, imoveis, gram positivas, néao
esporuladas, crescem em pH 5,5 a 6,0, catalase negativa. Em
relacdo ao metabolismo de carboidratos sdo consideradas
sacaroliticas, podendo ser diferenciadas pelo metabolismo
fermentativo em: homofermentativa, que sdo as mais importantes e
com grande interesse para a fabricagdo de acido lactico;
heterofermentativas que, terminada a fermentagao Ilactica,

produzem CO,, etanol e acido acético, além do acido lactico.

Segundo BOTTAZZI (1988), o Lactobacillus ¢é
encontrado no trato intestinal de humanos saudaveis e animais,
como também em vegetais fermentados, produtos carneos, vinhos
e cervejas. Por outro lado, é largamente utilizado na preparagao
de uma variedade de alimentos como culturas iniciadoras em

queijos e outros laticinios.

OLIVEIRA et al., (1996), citaram em seu trabalho,
caracteristicas morfoléogicas e citologicas de algumas bactérias
isoladas do processo de producao de acucar e de alcool e referem-
se ao Lactobacillus fermentum como sendo bastonetes de 0,5 a
0,9u de largura e comprimento muito varidvel que aparecem
isolados e/ou aos pares, gram positivos, ndo esporulados e
raramente com motibilidade. Segundo os autores estas bactérias
apresentam as seguintes caracteristicas fisioldégicas: sao
anaerdbias facultativas, heterofermentativas, apresentam catalase
negativa, temperatura de crescimento entre 15 e 45°C, tendo como
6timo entre 30 a 40°C, pH de melhor desenvolvimento na faixa de
5,5a5,9.

As bactérias lacticas podem ser recuperadas das

superficies de folhas de algumas gramineas e hortalicas em



18

numeros de 10 a 1.000 por g onde representam 0,01 a 1% da flora
microbiana total. (DAESCHEL et al., 1987).

STIRLING e WHITTENBURY, (1963), encontraram que
os Lactobacilli constituiram 10% das isoladas de plantas, incluindo
homofermentativos e heterofermentativos representados

principalmente por L.plantarum e L.fermentum, respectivamente.

Os Lactobacilli também foram relatados para uma
grande variedade de plantas de uma area subtropical. (MUNDT e
HAMMER, 1968).

O numero dos Lactobacilli varia com o clima e a
estacdo, sendo mais elevados em ambientes mornos e umidos e
durante o florescimento (KVASNIKOV et al., 1983). Além disto, as
flores, as estruturas frutiferas, e as lesbes das plantas com
liberacdo de seiva proporcionam numeros mais elevados. Apds a
colheita, as lesbes fornecem mais nutrientes, conduzindo ao

aumento do numero.

As bactérias lacticas da rizosfera foram estudadas por
KVASNIKOV et al., (1983), onde o L.plantarum, o L.brevis e o
L.fermentum foram os mais frequentemente encontrados. A
presenca difundida dos Lactobacilli suporta a hipétese de que as
plantas sao um “habitat” preliminar para alguns Lactobacilli.
(DAESCHEL et al., 1987).

Pouco se sabe sobre a interdependéncia entre as
plantas e os Lactobacilli. Um efeito protetor dos Lactobacilli em
plantas foi discutido por DAESCHEL et al., (1987).

Determinadas bactérias lacticas produzem compostos
antagdnicos que contribuem para a inibicdo de Xanthomonas
campestris, Erwinia carotovora e de Pseudomonas syringae.

(VISSER et al., 1986). Além disso, continua o autor, o acido
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formado que abaixa o pH nas partes lesadas das plantas, age
adicionalmente impedindo o crescimento de fitopatdégenos
oportunistas. Por outro lado, os fitocitos provavelmente néo
exercem efeitos fortes em bactérias lacticas, como se observa por

seu excelente crescimento durante a fermentagdo dos vegetais.

KLAENHAMMER (1984), estudando (genética de
Lactobacillus citou que o pouco progresso quanto ao conhecimento
da genética deste género esta relacionado a dificuldade em
realizar a lise celular com lisozima e ao desenvolvimento de
procedimentos confiaveis para o isolamento de DNA plasmidial.
Ainda assim tem sido descritos DNA plasmidial de L. acidophilus,
L. reuteri, L. casei, L. fermentum e L. helveticus, sendo que sua
deteccao tem sido limitada a um numero selecionado de linhagens.
Isto demonstra a ineficiéncia dos métodos usuais para esse

género.

Algumas propriedades funcionais de plasmideos em
Lactobacillus descritas por MCKAY (1983), e por FREDERICK
(1994), relacionam utilizacdo de lactose, resisténcia a
bacteri6fagos, produgéao de bacteriocinas, atividade de

proteinases, entre outras.

A producao de bacteriocinas, substancia antimicrobiana
de natureza protéica, é uma caracteristica genética bastante
difundida entre as bactérias lacticas. Estas bacteriocinas
produzidas pelas bactérias lacticas possuem um efeito bactericida
que diminui rapidamente células viaveis em cultivo ap6s alguns
minutos de tratamento. As bacteriocinas, em formas nativas,
produzidas por diversos Lactobacillus sp. tendem a formar
agregados protéicos, de um peso molecular de 100.000 a 300.000
Daltons que dissociam por ultrafiltragdo, com wuréia ou com
diversos detergentes. (MURIANA e KLAENHAMMER, 1991).
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As fermentagdes lacticas dos vegetais e das frutas séo
processos tradicionais para proteger a matéria prima da
deterioragdo. Os produtos e os microrganismos envolvidos foram
estudados por HEIDEL e HAMMES, (1990); STEINKRAUS, (1983) e
WOOD, (1985). Os processos ocorrem geralmente pela
fermentacdo espontadnea. A populacdo microbiana das matérias
primas frescas é dominada pelas bactérias e pelas leveduras
segundo KANDLER et al., (1986) e PEDERSON, (1979).

A fermentacdo lactica é produzida por um grande
numero de bactérias, sendo que a maioria pertencente a familia
Lactobacillaceae. A fermentacao lactica desenvolve-se em mosto
ligeiramente acido, préximo da neutralidade, sendo a acidez
excessiva desfavoravel ao seu desenvolvimento. Geralmente
ocorre a temperaturas relativamente elevadas, por exemplo, o
Streptococcus lactis e o Lactobacillus casei a 30-35°C, o
Lactobacillus delbrueckii e o Lactobacillus bulgaricus a 40-45°C ou
mais, segundo GALLI (1961).

Alguma informacdo da ocorréncia dos Lactobacilli em
plantas €& devido aos estudos microbiolégicos de processos
fermentativos. Desta forma, é conhecida a populagdo microbiana
no inicio do processo para o repolho (BUCKENHUSKES, 1997),
materiais crus de silagem (LANGSTON e BOUMA, 1960a, 1960b),
cenouras e beterrabas (ANDERSSON, 1984), e frutas como uvas
(WEILLER e RADLER, 1970) e péras (HEINZL e HAMMES, 1986).
Embora os numeros detectados nestes estagios né&o reflitam
aqueles da planta viva, indicam que tipos de organismos podem se
potencializar no processo de fermentacdo ou podem se

transformar em agentes de deterioragado dos alimentos.

A presenca dos Lactobacilli no solo e na agua depende
do indice de substrato fermentescivel ali presente (KVASNIKOV et
al., 1983).
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Em fontes aquaticas um grande numero de
Lactobacillus heterofermentativos e homofermentativos foi isolado
(WEISS et al., 1981). Sendo que do total das bactérias lacticas
25% eram heterofermentativos, compreendidos principalmente de

L.fermentum, L.reuteri. e L.brevis.

Para a producao de destilados de frutas, as pastas das
frutas, tais como macgas, péras, ameixas, e cerejas, sao
fermentadas e destiladas. Para assegurar uma “assepsia’ da
fermentacdo, é adicionado acido sulfurico para diminuir o pH a
aproximadamente 3,0. Neste ambiente, as bactérias lacticas
altamente acidéfilas e alcool-resistente crescem e podem abaixar
o rendimento de alcool ou adicionar compostos indesejados.
(HEINZL e HAMMES, 1986; KLEYNMANS et al., 1989).

Os Lactobacilli ocorrem geralmente em muitos tipos de
vinho, apesar do elevado nivel do etanol, do pH baixo de 3,2 a 3,8
e da adicao do SO, presente. Podem exercer efeitos profundos na
qualidade do vinho. Quando estdo presentes em numeros
elevados, produzem uma combinacdo dos varios defeitos tipicos

do vinho, dependendo das linhagens presentes (DITTRICH, 1977).

BRYAN-JONES (1973), em estudo sobre determinacgao
de bactérias produtoras de acido lactico, na fermentacao de
destilados de malte, isolou e quantificou as seguintes bactérias:
Lactobacillus fermentum, L. brevis, L. delbrueckii, L. plantarum, L.
casei, Leuconostoc sp, Streptococcus lactis e Pediococcus

cerevisiae.

Durante a fabricagdo do malte do whisky, os
Lactobacilli podem se multiplicar e alcangar numeros elevados
durante o processo de fermentacao. Contrariamente as cervejarias
o0 malte ndo é fervido e os Lactobacilli estdo frequentemente ativos

na cevada maltada. As linhagens terméfilas podem se multiplicar
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durante a fermentacdo quando uma rica fonte dos nutrientes esta
prontamente disponivel. Isto diminui rapidamente o pH a tal
extensdo que a atividade enzimatica e as leveduras sao inibidas, a
fermentacdo nao é terminada, e resulta num rendimento muito
mais baixo do alcool segundo MACKENZIE e KENNY, (1965) e
SIMPSON, (1968). Além disto, compostos prejudiciais de sabor
podem ser produzidos conforme cita GEDDES, (1986).

Os Lactobacilli isolados das fermentacbes das
destilarias incluem o L.fermentum, o L.brevis, o L.casei,
L.delbrueckii e L.plantarum (BRYAN-JONES, 1973).

E de grande interesse o efeito de bactérias lacticas
durante a producao de acgucar (SHARPE, 1981). Estas podem
causar perdas no rendimento e, devido a formacédo de dextrana e
compostos organicos, interferir na eficiéncia do processo de

produgcdo e na formacgéao de cristal.

As bactérias sao originarias da prépria cana e do
equipamento contaminado. Perdas similares ocorrem com a
produgdo de agucar da beterraba (TILBURY, 1975), causados por
L.casei, L.plantarum, L.cellobiosus e L.fermentum (KVASNIKOV et
al., 1976).

As bactérias infectam a cana principalmente durante o
periodo da colheita. A sua presenga nas plantas reduz o
rendimento de acgucar e produz substancias derivadas que
consequentemente baixam a pureza do agucar e criam problemas
durante o refino (TROST e STEELE, 2002).

Trabalhando apenas com caldo de cana-de-agucar,
SILVA (1988) isolou bactérias, sendo que cerca de 88% destas

eram gram positivas.
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GALLO (1989), trabalhando com amostras do mosto de
cana-de-acucar em processo fermentativo, cita que 98,52% da
microbiota encontrada era de bactérias gram positivas, sendo que
o Lactobacillus fermentum ocorre com maior freqiéncia, em torno
de 60%.

ROSALES (1989) trabalhando com mais de duzentos
grupos de bactérias encontradas em processos fermentativos
relata que deste total, 75,63% eram pertencentes ao grupo de
gram positivas, e cerca de 45% eram Lactobacillus fermentum.
Além destes contaminantes que acompanham a matéria prima de
boa qualidade desde o campo até a fabrica, outros também séo
encontrados em canas velhas, esmagadas por ag¢des fisicas,
infestadas por pragas e infectadas por doengas, elevando
sensivelmente a quantidade de microrganismos indesejaveis no

processo de producdo de agucar e do alcool.

2.3. As radiacbes de microondas.

A palavra “radiagdo”, comumente associada a
radioatividade, raios X e outros “perigos”, refere-se, de maneira
geral a “energia radiante”, energia que se propaga no espago,
inclusive no vacuo, sem necessidade de um suporte fisico. Em
particular, “radiagcdo eletromagnética” € energia que se propaga
sob a forma de ondas caracterizadas por campos elétricos e

magnéticos variaveis no tempo e no espaco (SENIZE, 1996).

O aquecimento de alguns materiais quando exposto a
campos de alta freqliéncia (acima de 10%Hz) é conhecido desde o
século XIX sendo este utilizado em aplicagdbes em larga escala
desde as primeiras décadas do século XX (ZLOTORZINSKI, 1995).
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A temperatura de um corpo é a medida do seu conteudo
de energia calorifica. Para aumentar a temperatura de um corpo é
preciso fornecer ao mesmo, energia sob a forma de energia
calorifica, ou sob outra forma transformavel em energia calorifica.
Nos processos de aquecimento mais conhecidos ditos
“convencionais”, recorre-se a transmissdao de calor, isto é, a
transferéncia de energia calorifica de um meio “quente” para o
material “frio” que se quer aquecer. Em outros processos de
aquecimento, entre os quais os de indugcédo eletromagnética e o de
histerese dielétrica, o material recebe um acréscimo de energia
sob outra forma, que é transformada em energia calorifica no
interior do proprio material, nao havendo transmissao de calor do

meio externo para o material (SENIZE, 1996).

A transferéncia de energia por microondas é muito
diferente dos processos ditos convencionais de aquecimento.
Estes transferem energia para a matéria por condugao, convecgao
e irradiagado enquanto as microondas interagem diretamente com a
matéria provocando aquecimento devido a interagcdo do campo
elétrico das moléculas com as ondas eletromagnéticas em
diferentes fases produzindo a conducédo i6nica e rotacao dipolar
(KINGSTON e JASSIE, 1988).

Consideram-se microondas todas as radiacbes
eletromagnéticas nédo ionizantes, cuja frequéncia se encontra no
intervalo compreendido entre 3 e 300.000 MHz, sendo que as mais
utilizadas sao as de 915 e 2450 MHz (TEJERA e DE LA TORRE,
1991).

O aquecimento por microondas refere-se ao uso de
ondas eletromagnéticas de determinadas frequUéncias para gerar
calor em um material (METAXAS e MEREDITH, 1988; METAXAS,
1996; ROUSSY e PEARCE, 1995). As radiagbes nao ionizantes

sdo todas as radiagbes eletromagnéticas com energia do foéton
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inferior a 10eV. Valor esse minimo para “arrancar” elétrons de
moléculas em material biolégico. Energia de 10eV corresponde a
freqliéncia de 2,4x10"°Hz, ou seja, na regido do ultravioleta curto.
Na freqliéncia dos fornos de microondas (2,45x10°Hz) o féton tem
energia um milhdo de vezes menor, nao tendo qualquer
possibilidade de provocar ionizacdo em alimentos, animais ou
pessoas expostas (GREENE, 1992).

No caso de fornos de microondas, a frequéncia de onda
de radio comumente usada é aproximadamente 2500 megahertz
(2,5 gigahertz). Ondas de radio nesta frequéncia tém uma
propriedade interessante: elas sdo absorvidas por agua, gorduras
e acucares. Quando estas ondas sao absorvidas, convertem-se
diretamente em movimento atémico, gerando calor. Microondas
nesta frequéncia tém outra propriedade interessante: elas nao sao
absorvidas pela maioria dos plasticos, vidro ou ceramica (SENIZE,
1996).

Normalmente, o processamento de alimento com
microondas usa as duas frequéncias de 915 e 2450 megahertz.
Destas duas, a frequéncia de 2450 megahertz é a mais comumente
utilizada para os fornos convencionais ou domésticos, e ambas
sdo usadas em aquecimento industrial. O aquecimento por
microondas envolve primariamente dois mecanismos: dielétricos e
ibnico. A agua no alimento é frequentemente o componente
preliminar responsavel pelo o aquecimento dielétrico. Devido a sua
natureza dipolar, as moléculas de agua tendem seguir o campo
elétrico associado com a radiacdo eletromagnética. Tais
oscilagdes das moléculas de agua produzem o calor. O segundo
principal mecanismo de aquecimento com microondas e frequéncia
de radio é através da migragcédo oscilatoria dos ions no alimento
que gera o calor sob a influéncia da oscilagdo do campo elétrico

(US-FDA, 2000).



26

A taxa de geracdo do calor por volume de unidade, Q,
em uma posicao particular no alimento durante o aquecimento por

microondas e frequéncia de radio pode ser caracterizada por:
Q=2nfegsE?,
onde;
Q = a taxa de geragao do calor por volume de unidade;
f = a frequéncia de microondas ou das ondas de radio;
€0 = a permissividade do espacgo livre (uma constante fisica),

€ = o fator de perda dielétrica (uma propriedade material chamada
propriedade dielétrica) que representa a habilidade do material de

absorver a onda e
E = a forca do campo elétrico da onda no local.

Existe também wuma outra propriedade dielétrica
chamada de constante dielétrica e, que afeta a forca do campo
elétrico dentro do alimento (BUFFLER 1993; DATTA e
ANANTHESWARAN 2000).

As propriedades dielétricas dependem da composicao
(ou da formulagcédo) do produto, da umidade e do sal que s&o as
duas determinantes preliminares de interesse (MUDGETT 1994;
DATTA et al., 1994).

A utilizacdo de microondas pode oferecer inumeras
vantagens se comparado com os métodos convencionais de
processamento térmico. O aquecimento por microondas pode ser
mais rapido e mais uniforme e a distribuicdo do calor através do

produto pode ser alcangada de melhor forma do que nos
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procedimentos convencionais, segundo CALVO e OLANO (1992) e
DATTA e HU, (1992).

O controle do binbmio tempo/temperatura em
aquecimento por microondas nao pode ser comparado ao
aquecimento convencional. As mudancas nas propriedades dos
materiais durante o aquecimento tém um efeito mais pronunciado
no aquecimento por microondas em comparagdo ao aquecimento
convencional. Enquanto o produto se aquece, sua potencialidade
de absor¢cdo de microondas aumenta sensivelmente, o que
aumenta a ascensdao da temperatura e consequentemente
aumentos adicionais da taxa de absorcdo de microondas. Tal uniao
poderia conduzir ao aquecimento desgovernado conforme citam
ZHANG et al., (1999) e ZHANG e DATTA, (2000).

A partir da invencao da pilha de Volta, em 1800,
desenvolveram-se inumeras aplicagcbes médicas de corrente
continua. D’ARSONVAL, citado por DURNEY et. al., (1986),
provavelmente, foi o primeiro a estudar os efeitos fisiolégicos da

corrente alternada e de campos elétricos e magnéticos variaveis.

No inicio do século 20, os efeitos térmicos dos campos
de radiofreqiéncia eram bem conhecidos e utilizados em
diatermia. DURNEY et. al., (1986). Ao longo da historia, a
introducdo de novos aparelhos e novas técnicas relacionadas com
a eletricidade provocou e continua a provocar reagdes pessoais e
coletivas de todo tipo. O efeito biolégico mais conhecido dos
campos eletromagnéticos e mais facilmente de se entender é o
efeito térmico. A pele aquece-se ao sol. Os alimentos cozinham no

forno de microondas.

Nos anos 30 e 40, desenvolveram-se geradores de
radio frequéncia (RF) de alta poténcia. Operadores desses

transmissores logo observaram, talvez como fato curioso, que a
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exposicdo a RF podia produzir sensacao de calor. Nestas mesmas
décadas, comecaram a ser determinadas, de maneira sistematica,
as propriedades dielétricas dos tecidos bioldgicos, objetivando o
entendimento dos mecanismos de interagdo com 0Ss campos
eletromagnéticos (SENIZE, 1996).

O uso da radiacdo de microondas tornou-se popular na
industria de alimento, para dourar, secar, e cozer alimentos, bem
como para a inativacdo dos microrganismos (ROSENBERG e
BOGL, 1987; KAKITA et al., 1995).

O rapido aquecimento e o pouco tempo de exposi¢cao a
radiacdo €& menos prejudicial ao alimento do que os longos
aquecimentos convencionais FUJIKAWA et al., (1992). A
capacidade em diminuir o tempo de aquecimento dos produtos
depende da poténcia do forno de microondas, da umidade do
alimento e do volume do produto. A eficacia da penetragao pelas
microondas se determina através da profundidade pela qual a
metade da energia eletromagnética que incide sobre a superficie
do produto, se transforma em calor. Esta penetragcdo estd em
relacao inversa com a frequéncia, de modo que para produtos de

maior espessura, deve-ser utilizar as ondas de baixa frequéncia.

2.3.1. Os microrganismos e as microondas.

A destruicdo microbiolégica pela radiagdo de
microondas tem grande potencial na pasteurizagcdo dos alimentos
(ROSENBERG e BOGL, 1987).

O aquecimento por microondas para a pasteurizacao e
esterilizagdo é preferido ao aquecimento convencional por ser
rapido e requerer consequentemente menos tempo para atingir a

temperatura de processo desejada. Outra vantagem do sistema de
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aquecimento por microondas € que pode ser ligada ou desligada
imediatamente e o produto pode ser pasteurizado apds ser
empacotado. Os sistemas de processamento com microondas

também podem ser mais eficientes em energia. (US-FDA, 2000).

Os sistemas industriais de pasteurizagcdo e de
esterilizacao por microondas estdo sendo relatados por mais de
trinta anos por PROCTOR e GOLDBLITH, (1951); JEPPSON e
HARPER, (1967); HAMID et al., (1969); KENYON et al., (1971);
MUDGETT e SCHWARTZBENRG, (1982); DECAREAU, (1985);
KNUTSON et al., (1988); BURFOOT et al., (1988 e 1996); KUDRA
et al (1991); SCHLEGEL, (1992); HARLFINGER, (1992)
CASASNOVAS et al., (1994); NASA, (1996); VILLAMIEL et al.,
(1997) e ZHANG et al., (1999).

Os sistemas operacionais incluem processamento de
iogurte nos copos e processamento continuo do leite com grande

vantagem na elimina¢cao de contaminantes (SALE, 1976).

A absorgdo de energia de microondas pode aumentar a
temperatura do alimento rapidamente inativando microrganismos
para uma eficaz pasteurizagdo ou esterilizagcado. Estudos relatados
por GOLDBLITH e WANG, (1967); ROSEN, (1972) e FUJIKAWA et
al., (1992), provaram que o efeito térmico é o contribuinte

essencial a destruicdo dos microrganismos.

Desde o comeg¢o do processamento por microondas,
tem havido controvérsia sobre um possivel efeito nao térmico
(MCKINLEY, 1936; BURTON, 1949; FUNG e CUNNINGHAM, 1980;
CROSS e FUNG, 1982). Estes pesquisadores reportaram efeitos
ndo térmicos, embora as discussbes detalhadas desses efeitos
sejam dificeis de se localizar na literatura. Alguns efeitos

separados foram propostos: aquecimento seletivo dos
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microrganismos, ruptura da membrana da célula, e lise da célula

devido a absorcéo eletromagnética da energia.

HEDDLESON e DOORES, (1994), relataram que existe
um consenso de que os efeitos ndo térmicos sao provavelmente
devido a falta de medidas precisas da relacdo de tempo e

temperatura e de suas variagcdes espaciais de microondas.

E muito dificil comparar precisamente a eficacia do
aquecimento de microondas ao aquecimento convencional
baseando-se na literatura, em funcdo das diferentes técnicas
empregadas ou da falta do detalhe nos métodos ou nos materiais
utilizados, especialmente com relagdo a monitoragdo de
temperatura (HEDDLESON e DOORES, 1994).

Atualmente, pesquisas vém sendo desenvolvidas em
algumas Universidades (do Estado de Washington e de Cornell) e
nos laboratérios do exército de Estados Unidos em Natick, MA)
para o uso comercial da esterilizacdo por microondas,
particularmente no contexto de fornecer alimentos de melhor
qualidade para os soldados. (US-FDA, 2000). Alguns estudos
dirigem-se ao efeito do aquecimento de microondas em

microrganismos patogénicos nos alimentos.

Os relatados de inativacdo de Dbactérias pelo
aquecimento de microondas incluem o Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens, patogénicos
Escherichia coli, Enterococcus, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus  aureus, e Salmonella (CHIPLEY, 1980;
ROSENBERG e BOGL, 1987; KNUTSON et al., 1987; HEDDLESON
e DOORES, 1994).

KOZEMPEL et al. (1998) projetaram um sistema em que

varios liquidos foram expostos a energia de microondas e logo
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apos, refrigerados para manter temperaturas dos liquidos em
40°C. Os liquidos foram inoculados com linhagem da bactéria
Pediococcus antes da exposi¢cao. Foi observado maior reducao de
células (4,6 Log) em suco de maca submetido a mais de uma
exposicdo e menor letalidade (0,7 log) em solugdo de agua com
10% de glicose em apenas uma exposigcdo. A morte das células
nao foi constante com multiplas exposi¢gcdées. Em alguns produtos a
taxa da letalidade foi reduzida depois da primeira passagem.
Quase nenhuma letalidade foi demonstrada com leite desnatado,
suco de abacaxi, suco do tomate, cidra da macé, ou cerveja. Além
da influéncia do préprio produto, o meio de cultura usado para
crescimento do Pediococcus pareceu também afetar a contagens
das células; entretanto, nenhuma das caracteristicas do produto
tais como sélidos insoluveis, pH, e condutividade puderam explicar
inteiramente a variagdo. Os autores concluiram que tinham
demonstrado mortes significativas do microrganismo em alguns
liquidos usando a energia de microondas em temperatura sub-

letal.

KOZEMPEL et al., (2000), projetaram
subsequentemente um novo sistema que fosse capaz de isolar
efeitos térmicos e n&o térmicos da energia de microondas. Com
este sistema, ndo encontraram nenhuma inativagdo do inéculo em
temperatura subletal do Enterobacter aerogenes, E.coli, Listeria,
Pediococcus, ou de uma levedura em varios liquidos incluindo a
agua, clara do ovo, o ovo inteiro, o suco do tomate ou a cerveja.
Concluiram que, na auséncia de outros estresses tais como o pH
ou o calor, a energia de microondas nao inativa microrganismos;
entretanto, sugeriram que a energia de microondas pode

complementar ou ampliar efeitos térmicos.

Nos testes com o Saccharomyces cerevisiae e de

Lactobacillus plantarum no suco de maca, RAMASWAMY et al.,
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(2000), encontraram também que o efeito ndo térmico da energia
de microondas em temperatura subletal ¢é insignificante.
Entretanto, determinaram que, em tratamentos de calor
equivalentes, as microondas realgcaram a inativagdo dos

microrganismos.

Materiais homogéneos podem ser pasteurizados ou
esterilizados por microondas sem superaquecimento das bordas
superficiais ou sub aquecimento do centro, em contraste aos
métodos de aquecimento convencionais com lenta penetragdo do
calor. Assim elevadas temperaturas superficiais ndo séo
empregadas em aquecimento por microondas e a temperatura do
centro necessaria para a destruicdo dos microrganismos mais
rapidamente alcancada. Isto leva ao desenvolvimento de
processos com utilizacdo de microondas para alimentos com maior
retencdo de nutrientes termolabeis, vitaminas e constituintes de
“flavor” e com tempo de processamento tao pequeno quanto 5-10%
daqueles obtidos no aquecimento convencional. Os fluidos
aquosos podem ser processados em banho ou em tratamento
continuo segundo relatam MUDGETT e SCHWARTZBERG (1982).

Para FUNG e CUNNINGHAM (1980), um dos principais
aspectos envolvidos no uso de microondas tem sido a idéia de
pasteurizar ou esterilizar alimentos em mais baixas temperaturas e
menores tempos do que aqueles necessarios aos métodos

convencionais.

Muitos estudos foram realizados no que se refere ao
uso de microondas para a redugcao dos microrganismos em varios
alimentos, incluindo o peru, a carne, o leite, milho em espiga, a
galinha, alimentos congelados, e batatas. Todos estes trabalhos
conduziram a conclusdao que a radiacdo de microondas auxilia a
preservacao de alimento, diminuindo o numero de células de
microrganismos (CRAVEN e LILLARD, 1974; BOOKWALTER et al.,
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1982; SPITE, 1984; ALEIXO et al., 1985; DAHL et al., 1985; LIN e
SAWYER, 1988; FARBER et al., 1998).

Os efeitos de microondas sobre os microrganismos em
alimentos sao influenciados pelas caracteristicas intrinsecas dos
alimentos (pH. umidade, potencial de oxi-redugdo. constituintes
antimicrobianos, estruturas biolégicas. composi¢cdo quimica,
tamanho ou forma do alimento) e fatores extrinsecos (temperatura,
umidade e gases do ambiente, frequéncia e intensidade da
irradiacdo, tempo de exposicao as microondas, posicdo do
alimento no campo efetivo da irradiagédo, entre outros). Além do
mais, a composi¢gao quimica e fisica dos microrganismos que estéao
sendo irradiados, seu estagio de crescimento (célula vegetativa,
esporo ou fase de crescimento, umido ou seco, etc.) e a
quantidade inicial, também sao fatores importantes. As bactérias
diferem quanto a susceptibilidade a inativagdo por microondas
(FUNG e CUNNINGHAM, 1980).

Existem trabalhos conflitantes na literatura com relacéao
aos efeitos letais de microondas sobre os microrganismos
(CUNNINGHAM, 1980; AKTAS e OZILGEN, 1992).

Apesar dos estudos sobre a destruicdo microbioldgica
pela radiacdo de microondas, o mecanismo da destruicdo ainda
nao € compreendido inteiramente. Supde-se que a destruicdo dos
microrganismos seja causada, principalmente devido a um efeito
térmico da exposicdo as microondas (STILES, 1963; FUNG e
CUNNINGHAM, 1980).

Entretanto, um outro argumento foi proposto também
para explicar a inativagdo microbiolégica por microondas. Diversos
pesquisadores tentaram verificar se tal radiagcao teria um efeito
ndo térmico nos microrganismos (CARROLL e LOPEZ, 1969;
CULKIN e FUNG, 1975; KOZEMPEL, 1998).
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MUDGETT e SCHWARTZBERG (1982), relatam que as
energias das elevadas frequéncias foram estudadas
extensivamente por muitos pesquisadores para determinar se os

efeitos eram de origem térmica ou atérmica.

FLEMING, citado por MUDGETT e SCHWARTZBERG
(1982), acreditava que a destruicdo microbiana era devido a algum
efeito atérmico misterioso. Entretanto, tem sido demonstrado que o
efeito letal da energia de microondas sobre microrganismos é

apenas de origem térmica.

MOROZOV e PETIN (1998), em estudos objetivando
examinar o mecanismo de inativagao da célula microbiolégica pelo
aquecimento de microondas em bactérias gram positivas e gram
negativas, concluem que as solugdes hiperténicas (1,0%) de
cloreto de sodio foram menos efetivas na protegédo celular durante
0 aquecimento de microondas do que durante o aquecimento

térmico convencional.

A letalidade microbiana ¢é agora conhecida como
resultado da penetragcdo em um material biologicamente umido
pelas ondas eletromagnéticas, as quais aquecem fluidos intra e
extracelulares por transferéncia de energia das moléculas
dipolares da agua e ions dissolvidos. Isto resulta em geracédo de
calor dentro do material devido a atividade molecular. SENIZE
(1996).

Outros pesquisadores acreditam que, efeitos
eletromagnéticos ndo térmicos de microondas, s&o responsaveis
pela inativagdo microbiana. YOUNG e JOLLY, (1990), afirmam que
as microondas certamente podem ter efeito atérmico sobre as

reagdes quimicas.
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Ainda €& de pouco conhecimento a variagcdo do
mecanismo de morte microbiana pelas radiagdes de microondas,
segundo FUNG e CUNNINGHAM, (1980); e também AKTAS e
OZILGEN, (1992).

Segundo AKTAS e OZILGEN, (1992), ha poucos
estudos disponiveis na literatura com relagdo a injuria microbiana
pelas microondas. Estes avaliariam a injuria e a morte de E. colli
por microondas em um reator tubular continuo de pasteurizacao e
encontraram que geralmente 15 a 25% dos microrganismos
sobreviventes foram injuriados. Esta porcentagem aumentou

drasticamente em condi¢des préximas a de esterilizacao total.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Material

3.1.1. Culturas de bactérias

Para estes estudos, foram utilizadas diferentes
linhagens de culturas isoladas de Lactobacillus fermentum
provenientes do Centro de Culturas Tropicais da Fundacdo André
Tozello, Campinas, SP e também da Fermentec, Piracicaba, SP e
identificadas como: CCT4143; CCT4144; CCT4145; CCT4146 e
FT038B.

As culturas, segundo os fornecedores, foram obtidas e
isoladas de dornas de fermentagcdo alcodlica de unidades

sucroalcooleiras do Estado de Sao Paulo.

3.1.2. Meios de cultura



37

3.1.2.1. Manutencao e reativacdo das bactérias.

As linhagens de bactérias provenientes do Centro de
Culturas Tropicais da Fundacdo André Tozello foram repicadas
para transporte em meio Litmus Milk (DIFCO®, 1984), enquanto

que as da Fermentec foram recebidas liofilizadas.

3.1.2.2. Meios para producdo de &cido latico.

Para os testes de producdo de acido latico foram
utilizados meios esterilizados de MRS® - MAN, ROGOSA e
SHARPE (MERCK, 1992/93) na forma liquida, mel diluido a 10°
Brix proveniente da Companhia Agro Industrial Sdo Jodo, Araras,
SP com pH 5,5 e 4,5.

3.1.2.3. Meios de cultura para contagem de células.

Utilizou-se de MRS®/Agar (DIFCO®) para crescimento e

contagem das culturas de Lactobacillus, pois o mesmo é adequado
para tanto, conforme ROGOSA e HANSEN, (1971).

3.1.3. Vidraria, reagentes e equipamentos

3.1.3.1. Vidraria

A vidraria utilizada é de uso geral em laboratério de

microbiologia.



3.1.3.2. Reagentes

3.1.3.2.1. Meio de cultura MRS®.
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O meio de cultura padrao utilizado foi o de MRS® -

Man, Rogosa e Sharpe (MERCK,

seguinte composic¢ao:

Caseina peptona...........coooviiiiiiiiiiininn

Extrato de Carne.........coooieiii i,

Tween 80.. ..o
Fosfato de Potassio dibasico (K;HPOy)....
Acetato de SOdiO.......oooi
Citrato de Aménia..............cooiiiiiiiiin...
Sulfato de Magnésio (MgSOy4).......evven.....
Sulfato de Manganés (MnSOy4)................
Agua destilada (9.8.p.).ccvovviiniiiiiiiann,
pH ajustado para 6,5

3.1.3.2.2. Mel de cana-de-acgucar.

1992/93) esterilizado, com a

10,09
10,09
5,09
20,09
1,09
2,09
5,09
2,09
0,29
0,05¢g
1000mL

O mel obtido em unidade produtora de acgucar e alcool

(Companhia Agro Industrial Sao Joao, Araras,
caracterizacao descrita a seguir:
Brix...oooovviiiiinn. 64°
Polarizacgéao.......... 48,26%
Pureza................. 75,4%
Cinzas................. 0,72%

Magnésio............. 0,34%

SP), com a



39

(OF-1 o] [« 0,85mg/kg
SOdio....ceviiiiiinn... 30 mg/kg
PH.......o 5,5

3.1.3.2.3. Solucéao Salina

As suspensdes celulares foram feitas em solugéo salina

estéril de Cloreto de Sédio com concentragédo de 0,85%.

3.1.3.3. Equipamentos

Analisador de acido latico de fluxo continuo dotado de
sonda equipada com enzima imobilizada lactato oxidase, cujo
principio de operagcado € baseado na medicdo da corrente elétrica
liberada pela redugcdo do L-lactato a piruvato e peréxido de
hidrogénio YSI-1500 Sport. L-Lactato Analyzer Yellow Spring
Company. Ohio — USA

Banho térmico Haake modelo G/D3 com circulagéao

forcada de agua.
Camara de fluxo laminar Veco modelo MM200600.

Centrifuga de bancada Excelsa Baby Il modelo 206R —

Fanem.
Contador de Colbénias Phoenix, modelo CP-608.

Espectrofotometro digital Perkin EImer modelo Coleman
55.

Forno de microondas modelo MB318ML - LG Eletronics

do Brasil.
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Termémetro, modelo Handy Flex TSHHDL - FISO -
Technologies Inc. — Quebec, Canada com sensor de temperatura
de haste flexivel de fibra 6ptica FOT-L, faixa de temperatura de -
40°C a 250°C, resolucdo de 0,1°C, precisdo de =+ 0,1°C,
repetibilidade de 0,1°C e tempo de resposta menor que 0,5

segundo.

3.2. Método

3.2.1. Reativacdo e manutencédo do Lactobacillus fermentum

As culturas foram reativadas para posterior repicagem

e obtenc&o de novos tubos estoque.

Para a manutengao das bactérias, as mesmas foram
repicadas periodicamente, em intervalos nunca superiores a quatro

dias.

Utilizou-se de meios esterilizados de MRS® - MAN,
ROGOSA e SHARPE (MERCK, 1992/93) na forma liquida para a

reativagcdo e manutencgéo.

3.2.2. Contagem de coldnias.

Os plaqueamentos, para a contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC/mL), objetivando a confecg¢cdo da
curva de crescimento da bactéria e também a avaliagcdo da
eficiéncia dos tratamentos, foram realizados utilizando-se da
técnica de “pour plate”, também denominada de semeadura em
profundidade (BUSTA et al.,1984; NEDER,1992), utilizando
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MRS®/Agar, (DIFCO®), seguindo metodologia convencional
(NEDER, 1992) e incubadas a 35°C por 48 horas.

As diluicdes seriadas das amostras foram realizadas
em tubos contendo meio de cultura homogeneizado ou solugdes
salinas e mantidas em banho a 35°C, no interior da camara de
fluxo laminar Veco modelo MM200600.

As contagens das UFC/mL foram realizadas em

Contador de Col6nias Phoenix, modelo CP-608.

3.2.3. Determinacdo da variacdo do desenvolvimento das
bactérias em Unidades Formadoras de Coldénias/mL (UFC/mL) e

densidade 6tica de absorbéancia.

As linhagens de bactérias em cultura pura, apdés serem
reativadas, foram inoculadas em meio MRS® e incubadas a 35°C
para crescimento. Amostras com volume de 1mL foram retiradas
em intervalos sucessivos de seis horas até totalizar sessenta e
seis horas, plagueadas em triplicata em profundidade em
MRS®/Agar e incubadas a 35°C por quarenta e oito horas, para
entdo se proceder a contagem das UFC/mL. Este ensaio constou
de trés repeticdes sendo que para cada repeticdo considerou-se a

meédia dos resultados de cinco placas.

O acompanhamento do crescimento do microrganismo
foi efetuado através de leitura da densidade 6tica em cubetas de
0,5cm do material, em comprimento de onda (A) de 550
nandmetros (nm), em espectrofotbmetro digital Perkin Elmer
modelo Coleman 55, tendo como referéncia o proprio meio de
cultura. Para tanto, amostras do microrganismo em crescimento
em meio MRS® liquido foram retiradas em intervalos sucessivos de

seis horas até completar sessenta e seis horas.
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3.2.4. Tratamento e preparo das linhagens dos Lactobacillus

fermentum para os tratamentos térmicos.

Para a utilizagcdo das culturas estoques de
Lactobacillus, mantidas congeladas em meio Litmus Milk (DIFCO®,
1984), as mesmas foram reativadas e transferidas para tubo de
cultura contendo 10mL de caldo MRS® e incubadas a 35°C por 48
horas. Destas culturas transferiu-se aliquotas de 0,1mL para tubo
de cultura contendo 10mL de caldo MRS®, constituindo-se a
cultura de manutencao, a qual foi mantida em temperatura

ambiente, com repique periédico nunca superior a quatro dias.

A multiplicacdo celular foi realizada em frasco de
Erlenmeyer contendo 100mL de caldo MRS®, onde foram
adicionados 10mL da cultura de manutencdo e Ilevadas a

incubadora por um periodo de 24 horas a 35°C.

Apds a incubacao, a suspensao celular foi submetida a
centrifugagdo, descartando-se o sobrenadante e a cultura
novamente foi suspensa e agitada em solugao salina, repetindo-se
esta operagao por mais duas vezes. Em seguida transferiu-se o
conteudo para um béquer completando com solugdo salina até

50mL, o qual foi denominado de “suspensao padrao”.

Para a centrifugagcdo das amostras e subsequente
lavagem e suspenséao, utilizou-se 1000G de gravidade por trés
minutos em centrifuga de bancada Excelsa Baby Il modelo 206R —

Fanem.

3.2.5 Tratamentos térmicos.
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3.2.5.1. Determinacdo das temperaturas de referéncia e

tratamento térmico em forno de microondas.

As amostras, em frascos de Erlenmeyer, com
capacidade de 50mL contendo 10mL da suspensdo de células em
solugao salina, todas em temperatura inicial de 35°C, foram
submetidas ao aquecimento com radiagdo de microondas, em forno
modelo MB318ML - LG Eletronics do Brasil, em dez diferentes
tempos, iniciando-se com o tempo de “zero segundo”, seguindo-se
com intervalos sucessivos de um segundo até completar nove
segundos. As temperaturas foram aferidas com o auxilio de um
termdédmetro, modelo Handy Flex TSHHDL - Nortech Inc. com haste
flexivel de fibra o6ptica, submerso nas amostras, faixa de
temperatura de -40°C a 250°C, resolucao de 0,1°C, precisao de +
0,1°C, repetibilidade de 0,1°C e tempo de resposta menor que 0,5
segundo. As leituras maximas foram consideradas para a

referéncia térmica.

De posse dos valores iniciais e finais de temperaturas
das amostras submetidas a radiacdo de microondas, determinou-
se a quantidade de energia em Watt que foram absorvidas por
cada amostra (IEC-60705, 1999-2004).

Imediatamente apdés o aquecimento, as amostras foram

imersas em agua gelada para um rapido resfriamento.

3.2.5.2. Preparo e tratamento das amostras em microondas
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A “suspensdo padrao” foi dividida em aliquotas de
10mL cada e colocada em frascos de Erlenmeyer com volume de

50mL, resultando assim cinco aliquotas denominadas de amostra.

As amostras em triplicatas foram submetidas a
exposicao de radiagdo de microondas, absorvendo cada uma 108,6
Watts em tempos de um a nove segundos, com intervalos
sucessivos de um segundo, sendo que a testemunha nao foi

exposta a radiagao.

Apds a exposicdo a radiagcao, os tratamentos sofreram
diluicbes de acordo com valores referenciais da curva de

crescimento.

Efetuada as diluicdes, realizou-se plaqueamento
através da técnica de “pour plate” (BUSTA et al.,1984;
NEDER,1992) e incubadas a 35°C durante 48 horas, onde apos
este periodo contou-se as UFC/mL. As diluicbes se fizeram
necessarias para que fosse possivel realizar as contagens das
UFC/mL apo6s crescimento, sendo consideradas as que
apresentaram numero de UFC/mL no intervalo entre 30 e 300
(NEDER, 1992), optando-se desta forma pelas placas com

diluicbes que proporcionaram melhor visualizagéo.

O resultado obtido de cada tratamento foi oriundo da

meédia aritmética de cinco placas.

O tratamento térmico em microondas esta representado

mediante fluxograma do tratamento (Figura 1).
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CRESCIMENTO E CONTAGEM DAS UFC/mL

Figura 1. Fluxograma do tratamento das amostras em microondas.
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3.2.5.3. Tratamento em banho térmico convencional.

by

Volume de 1mL a 35°C das amostras suspensas em
solugdo salina, foram adicionados em frascos de Erlenmeyer,
contendo 9mL da mesma solugdo em temperatura de referéncia
estabilizada, imersos em banho térmico Haake modelo G/D3 com
circulagdo forgcada de 4&agua, ficando ali residente em seis
diferentes intervalos de tempos iniciando-se com o tempo de “zero
minuto”, seguindo-se com intervalos sucessivos de dois minutos

até completar dez minutos.

Imediatamente apés o aquecimento, as amostras foram

imersas em agua gelada para um rapido resfriamento.

3.2.5.3.1. Preparo e tratamento das amostras em banho térmico

convencional.

Como no tratamento em microondas, a “suspensao
padrao” foi dividida em aliquotas de 10mL cada e colocada em
frascos de Erlenmeyer com volume de 50mL, resultando assim

cinco aliquotas denominadas de amostras.

Tomou-se 1mL de cada amostra a qual foi somada a
9mL de solugao salina contidas em frascos de Erlenmeyer imersos

em banho térmico, com temperatura estabilizada.

As amostras, também em triplicatas, foram tratadas
com sete diferentes temperaturas, por cinco periodos de tempos
consecutivos em intervalos sucessivos de dois, minutos até

totalizar dez minutos.

As temperaturas foram as mesmas observadas nos

tratamentos em microondas, partindo-se da referéncia de 35°C



47

seguida da verificada aos quatro segundos de exposigao indo até a
referéncia dos nove segundos, o0 que equivale aos valores de:
45,6; 48,7; 50,8; 52,5; 55,6 e 58,3°C.

Apds os tratamentos as amostras foram resfriadas e
diluidas e realizados plagueamentos mediante da técnica de “pour
plate”. Incubadas a 35°C durante 48 horas, onde decorrido este
periodo fez-se as contagens das UFC/mL. As diluicdes fizeram-se
necessarias para que fosse possivel realizar as contagens das
UFC/mL apds crescimento, sendo consideradas também as que
apresentaram numero de UFC/mL no intervalo entre 30 e 300
(NEDER, 1992), optando-se pelas placas com diluigcdes que

proporcionaram melhor visualizagao.

O resultado obtido de cada tratamento foi oriundo da

meédia aritmética das cinco placas.

O tratamento em banho térmico convencional esta

representado mediante fluxograma do tratamento (Figura 2).
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Figura 2. Fluxograma do tratamento das amostras em banho

térmico convencional.
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3.2.6. Preparo e tratamento das amostras para avaliagao de
producdo de acido latico e indicacdao da densidade o6tica apods

tratamento em microondas.

Para a determinacdo da produgao de acido latico e
também para a leitura da densidade Ootica apos radiacdo em
microondas, o microrganismo foi colocado para crescimento em
Erlenmeyer com 150mL de meio MRS® liquido, mosto de mel com
10° Brix com pH de 5,5 e 4,5.a 35°C por 48 horas.

Apds o crescimento o material foi dividido em parcelas
duplicadas de 1mL. Estas foram transferidas para Erlenmeyers de
50mL contendo 9 mL do meio de cultura e em seguida irradiadas

em tempos de zero; 3; 4; 5;6; 7; 8, 9 e 10 segundos.

Apdés a radiagdo as amostras foram colocadas em

crescimento a 35°C por 24 horas.

As leituras nas amostras em duplicatas objetivando a
aquisicao dos dados referentes a formacao de acido latico e
desenvolvimento da cultura mediante a elevagdo da densidade
otica foram efetuadas em trés intervalos distintos de zero; 10 e 24

horas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1. Variacdo do desenvolvimento do L. fermentum em

Unidades Formadoras de Colénias/mL (UFC/mL) e absorbancia.

Objetivando definir e padronizar o momento da coleta
das amostras dos microrganismos a serem submetidos aos
tratamentos propostos, determinou-se previamente a curva de
desenvolvimento das cinco linhagens de L.fermentum em func¢ao

do tempo decorrido apds a inoculagdo em meio MRS.

Segundo AIBA et. al. (1971) e PELCZAR et. al., (1996)
as bactérias possuem maior “vigor”’, ou seja, apresentam-se em
suas melhores condi¢cdes de resisténcia e adaptabilidade em sua
fase estacionaria. Contudo, para estudos de fisiologia, genética,
bioquimica ha tendéncia de se efetuarem experimentos na etapa

logaritmica de crescimento.

Em funcdo dos resultados obtidos da curva de
crescimento das cinco linhagens de L. fermentum, as amostras das
culturas que foram submetidas aos tratamentos de aquecimento
em banho térmico convencional ou em microondas, foram

coletadas no intervalo de tempo entre dezoito e vinte horas
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incubagao a 35°C. Desta forma o L. fermentum apresentava-se no
final da fase de crescimento exponencial e inicio da fase

estacionaria.

A Fig. 3 descreve a curva meéedia de crescimento de L.
fermentum de cinco linhagens e assemelha-se as encontradas nas
literaturas basicas de microbiologia, possuindo as etapas
fundamentais do crescimento microbiano: lag, log, estacionaria e
morte microbiana. (COLLINS e LYNE, 1970; AIBA et. al. 1971;
AXELSSON, 1993; PELCZAR et. al., 1996).

12 ¢ T4

Log UFC/mL
Absorbancia x 2

Tempo em horas

—e—Log UFC/mL ---a--- Absorbancia

Figura 3. Curva média de crescimento das linhagens CCT4143;
CCT4144; CCT4145; CCT4146 e FT038B de L. fermentum em meio
MRS avaliadas em Log de Unidades Formadoras de Coldénia/mL
(UFC/mL) e absorbancia com A de 550 nanémetros, em fungédo do

tempo decorrido em horas na temperatura de 35°C.

Pode-se verificar na Fig. 3 que o crescimento
bacteriano ocorre de maneira linear entre 6 e 18 horas em meio
MRS a 35°C.
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O periodo de maior desenvolvimento das bactérias
coincide também com o tempo de enchimento e fermentacao das
dornas da maioria das unidades produtoras de etanol. Este fato

pode auxiliar na prevencado da contaminag¢ao dos mostos.

Qualquer tratamento preventivo no controle das
bactérias laticas (L. fermentum), portanto, devera ser aplicado até

6 horas de incubagao para que nao ocorra perda no processo.

A Fig.3 indica que as curvas de crescimento celular
acompanhadas por dois métodos, UFC/mL e mediante
absorbancia, foram semelhantes. Assim sendo, verificou-se a
possibilidade de ser estimada a populagcdo em UFC/mL mediante
uma forma de analise mais rapida realizada em espectrofotémetro

em detrimento ao método tradicional de cultura em placas.

4.2. Temperaturas de referéncia a microondas para tratamento

térmico convencional.

Na industria, um dos fatores que s&o relevantes para o
bom desempenho na obtencdo do etanol, esta no tempo de
duragcdo das etapas de processo. O tempo de execugdo das
diferentes fases esta relacionado ainda com a economia do

segmento sucroalcooleiro.

Na industria de fermentacdo o aquecimento do mosto é
feito via convencional, geralmente aplicando-se vapor, que

aquecera as tubulacdes e estas fardo a inducao térmica.

Considerando-se este procedimento e com o objetivo
de se comparar os resultados apdés cada tratamento, tendo como
variavel o tempo de exposicdo ao aquecimento em forno de

microondas e em banho térmico convencional, foi determinado o
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valor da temperatura correspondente nas amostras submetidas a
radiagdo das microondas a cada segundo em que foram expostas a

microondas (Fig. 4).

Torna-se praticamente impossivel obter um valor de
temperatura constante e estavel. Pois a temperatura da amostra
aquecida em microondas ¢é sempre crescente, até entrar em
ebulicdo em sistema aberto, enquanto houver radiagdo e

decrescente ao término da mesma.

Assim sendo, para efeito de definicdo das temperaturas
de referéncia a microondas que foram utilizadas nos tratamentos
em banho térmico convencional, o instante (menos de um
segundo) em que a amostra ficou sob efeito da radiacao,
considerando somente os valores maximos das temperaturas

verificadas, conforme exposto na Fig. 4.

Os resultados mostram que existe uma relagao
diretamente proporcional ao aquecimento e a exposi¢ao a radiacao
das microondas, ou seja, enquanto houver aplicacdo da radiagao
ocorre aquecimento, e em sistema aberto, o aquecimento,
estabiliza-se quando a substancia submetida a radiagcdo entrar em

ebuligao.
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Figura 4. Acompanhamento do aumento das temperaturas em °C,
em solugdo salina (NaCl) 0,85%, em fungcdo do tempo em
segundos, obtidas nas amostras que foram submetidas a

exposicdo de radiagcdao em forno de microondas durante nove
segundos.

4.3. Quantidade de calor absorvido pelas amostras em
microondas.

Com os valores das temperaturas obtidos no tratamento
em microondas, determinou-se a quantidade de calor que cada
amostra absorveu durante a exposicdo as microondas, sendo os

resultados transformados em Watt (Joule por segundo).
Para tanto a seguinte féormula foi utilizada:
P = CmATt"
onde;

P = a poténcia em Watt;
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C = o calor especifico da substéncia, em joule (para agua € de
4187);

m = a massa da substancia, em quilogramas;
AT = a variagado da temperatura, em graus centigrados e

t = o tempo, em segundos, que a substancia ficou exposta a
radiacdo das microondas. (OLIVEIRA et. al., 2000; IEC-60705,
1999-2004).

A Tabela 1. expressa os resultados das poténcias

absorvidas pelas amostras de solugéo salina 0,85%.

Tabela 1. Poténcia média de cinco repeticdbes, em Watt, absorvida

pelas amostras de solugdo salina 0,85%

t AT Cm P
0 0 41,87 0
1 2,50 41,87 104,7
2 5,08 41,87 106,3
3 7,84 41,87 109,4
4 10,60 41,87 110,5
5 13,70 41,87 115,1
6 15,80 41,87 110,3
7 17,50 41,87 104,4
8 20,60 41,87 107,9
9 23,30 41,87 108,6
Média 2,598 41,87 108,6

t = tempo, em segundos; AT = a variagdo da temperatura; C

calor especifico da substancia; m = a massa da substancia; P

poténcia em Watt.

A Tabela 1 mostra que cada amostra submetida ao

aquecimento em microondas absorveu em média 108,6 Watts de
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poténcia. Mostra também que a variagcdo de temperatura a cada
segundo de exposi¢cdo a radiagdo das microondas foi acrescida de
aproximadamente 2,6°C para cada segundo de exposi¢gao a
radiacao. Os resultados sao referentes a média de cinco

repeticdes.

4.4. Resultados obtidos do crescimento de L. fermentum apés

0os tratamentos térmicos.

As amostras submetidas aos tratamentos em
microondas e em banho térmico convencional apresentaram os
resultados (média de cinco leituras por repeticdo e com trés
repeticdes), das contagens das UFC/mL, os quais foram tabulados

e colocados em Figuras.

Para cada amostra tratada, foram realizadas as
diluicbes necessarias para obter-se o numero para a contagem das
UFC/mL. Foram consideradas para efeito de validagao dos dados,
apenas as placas que apresentaram numero entre 30 e 300
UFC/mL (NEDER, 1992).

Apdés a exposicdo das linhagens a radiagdo de
microondas, inoculacdo em placas de Petri com MRS/Agar em
profundidade e incubacado por 48 horas em temperatura de 35°C,
as mesmas foram retiradas, verificando o numero de UFC/mL

existente em cada uma.

A diversidade dos indices de UFC/mL dos tratamentos
na escala numérica decimal dificulta a visualizagao grafica de cada
repeticdo. Isto levou-nos a transformacdo dos valores médios

apurados para valores na escala logaritmica decimal.
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Ndo sendo detectado crescimento de UFC/mL apos
exposicado as microondas, o resultado correspondente na escala
decimal é “zero”. Na impossibilidade matematica de se transformar
este valor para a escala logaritmica decimal, foi utilizado de
artificio matematico somando-se uma unidade decimal a cada
meédia de valor das UFC/mL obtido, sendo o resultado expresso da

seguinte forma:
Log UFC/mL = Log (UFC/mL+1)
onde;

Log UFC/mL é o valor final equivalente na escala logaritmica

decimal.

O resumo dos dados das leituras das UFC/mL, das
placas, referente aos tratamentos das linhagens de L. fermentum

estudados, encontra-se no “Apéndice”.

4.4.1. Aquecimento em microondas das culturas de L.

fermentum.

Com os valores médios das repeticdes, obtidos no
tratamento de aquecimento com microondas para cada uma das
linhagens estudadas de L. fermentum, determinou-se um valor
médio de UFC/mL expresso em logaritmo para cada tempo de
exposicao e estes, refletem o comportamento geral desta bactéria
quando submetida ao aquecimento em microondas, servindo de
base comparativa com o tratamento de aquecimento em banho

térmico.

Os resultados médios obtidos de trés repeticoes apéds
aquecimento em microondas com as linhagens CCT4143,
CCT4144, CCT4145, CCT4146 e FT038B estao representados na
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Fig. 5. As amostras foram aquecidas por até nove segundos em

intervalos sucessivos de um segundo.

12,00
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8,00
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Log UFC/mL
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Tempo em segundos

—B— CCT4143 —-¢o---CCT4144 —-A-—CCT4145 ---X--- CCT4146 — - — FT038B

Figura 5. Avaliagcdo da média de morte térmica das UFC/mL das
linhagens CCT4143, CCT4144, CCT4145, CCT4146 e FT038B de
L. fermentum submetidas a radiacdo de microondas durante nove
segundos. Cada ponto representa a média de quatro experimentos

sendo que cada um representa a média de cinco repeticdes

Os resultados da Fig. 5 mostram que as linhagens de L.
fermentum apresentavam no inicio do tratamento em microondas,

quantidades de UFC/mL sempre superiores a nona poténcia.

Os dados obtidos permitem inferir que as bactérias
apresentam os mesmos comportamentos de redugdo de UFC/mL
em funcdo do tempo de exposicdo a microondas em todas as

linhagens estudadas. Os valores obtidos estdo de acordo com e
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aqueles encontrados nos experimentos realizados com outras
espécies de microrganismos descritos por CRAVEN e LILLARD,
(1974); BOOKWALTER et. al., (1982); SPITE, (1984); ALEIXO et.
al., (1985); DAHL et. al., (1985); LIN e SAWYER, (1988); FARBER
et. al., (1998)

Uma vez que as concentragdes iniciais das UFC/mL de
cada linhagem apresentam pequenas diferengcas entre si, e
visando facilitar a comparagcdo no comportamento das cinco
linhagens estudadas de L. fermentum apods aquecimento em
microondas, determinou-se uma relagcdo, entre o numero de
UFC/mL inicial (N) e os valores de UFC/mL final (n) de cada uma
delas. Cada valor foi obtido apdés cada periodo de tempo de
exposicdo a radiagdo de microondas, expresso em logaritmo

decimal e colocados na mesma Fig.6.

A Fig. 6 indica que todas as linhagens apresentaram
decréscimo de UFC/mL préximos a dez por cento do valor total
inicial de células, durante o periodo dos primeiros quatro segundos
de exposicdo as microondas para depois deste intervalo de tempo
apresentarem um decaimento mais acentuado, a medida em que

foram expostas a radiagao de microondas.
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Figura 6. Relagdo média do Log UFC/mL inicial (N) e final (n)
quanto a morte térmica das linhagens CCT4143, CCT4144,
CCT4145, CCT4146 e FT038B de L. fermentum submetidos a

radiacdo de microondas durante nove segundos.

Constatou-se que dentre as linhagens submetidas a
radiacdo de microondas, a que apresentou maior suscetibilidade
ao aquecimento foi a CCT4145 seguida pela CCT4143 sendo
eliminadas aos sete e oito segundos de irradiagao
respectivamente. Verificou-se que aos nove segundos de

irradiagcao as demais linhagens foram eliminadas.

Para todas as linhagens verificou-se que o “D”
(Redugédo no numero de UFC/mL) foi constatado a partir do quarto
segundo de irradiagao, apresentando valores menores que um

segundo.
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Na pratica nunca sdo encontradas culturas puras de
microrganismos nas contaminagdes de mosto de cana-de-agucar e
sim uma mistura de linhagens ou mesmo de espécies diferentes,
como mostraram GALLO (1989) e ROSALES (1989). Desta forma,
para melhor compreensdo do comportamento das bactérias depois
de submetidas a acdo das microondas, a média dos resultados
obtidos nos tratamentos das linhagens CCT4143; CCT4144;
CCT4145; CCT4146 e FT038B de L. fermentum foram tabulados e
encontram-se na Fig. 7. Nesta figura esta inserida a reta de
tendéncias de diminuicdo das UFC/mL. A Fig.6 mostra que os L.
fermentum apresentam sensibilidade as microondas especialmente
no intervalo de tempo de 4 a 8 segundos quando a temperatura
atinge cerca de 48°C a 55,6°C (Fig.4). Nos quatro primeiros
segundos o efeito da radiagdo pouco interferiu na diminuicdo e a
temperatura oscilou de 37,5°C a 45,6°C (Fig.4). Estas
temperaturas sado suportaveis para muitas espécies de bactérias

termofilas.

Para conferir a agressédo as bactérias e verificar que as
mesmas nao mais existiriam na forma de células viaveis apdés nove
segundos de aquecimento em microondas, retirou-se uma aliquota
de cada amostra que foi inoculada em meio MRS-Agar e incubada
por noventa e seis horas a 35°C. O nao desenvolvimento da
cultura confirmou a inviabilidade celular das linhagens estudadas

apos a aplicagédo das microondas.
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Figura 7. Média da viabilidade das linhagens CCT4143; CCT4144;
CCT4145; CCT4146 e FT038B de L. fermentum de quatro
experimentos, com a reta de tendéncia apds irradiagdo em

microondas durante nove segundos.

Na Fig. 7 estdo indicados dois momentos distintos de
diminuicdo de UFC/mL, o primeiro englobando o periodo de tempo
entre zero e quatro segundos. Neste segmento existe a tendéncia
de pequena diminui¢cdo, com cerca de dez por cento do total inicial
das células e no outro segmento que corresponde ao tempo entre
quatro e nove segundos, praticamente noventa por cento do total
das células iniciais foram eliminadas. Tal comportamento
possivelmente estaria associado a temperatura em que é atingida
nestes periodos de exposicdo. Considerando-se apenas o0 tempo

de quatro segundos a mesma esta préxima dos 45°C, temperatura
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esta considerada como tolerante para este tipo de bactéria.
(GALLI, 1961; COLLINS e LYNE, 1970; OLIVEIRA et. al., 1996;).

4.4.2. Aquecimento em banho térmico convencional das

culturas de L. fermentum.

As temperaturas utilizadas no aquecimento das culturas
de L. fermentum em banho térmico convencional séao
correspondentes as mesmas obtidas a partir do quarto segundo de
exposicdo em forno de microondas. Até aquele momento (quatro
segundos) a diminui¢cdo das UFC/mL foi préximo a dez por cento
do total de células viaveis e cuja temperatura ficou préxima dos
45°C.

Os resultados obtidos para as linhagens CCT4143,
CCT4144, CCT4145, CCT4146 e FT038B submetidas as diferentes
temperaturas em aquecimento utilizando banho termostatizado

foram colocados nas figuras 8, 9, 10, 11 e 12 respectivamente.

Observou-se nas figuras 8; 9; 10; 11 e 12, que houve
diminuicdo de UFC/mL para todas as linhagens estudadas em

todas as temperaturas.

A eliminacdo de UFC/mL para a linhagem CCT4144
(Fig. 9) ocorreu apos dez minutos em temperatura de 55,7°C e
para as linhagens FT038B (Fig. 12) e CCT4144 (Fig. 9) apds oito

minutos de residéncia a temperatura de 58,3°C.
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Figura 8. Média dos Log UFC/mL de sobrevivéncia da linhagem
CCT4143 de L. fermentum em aquecimento convencional em cinco
diferentes temperaturas considerando-se como de referéncia as
temperaturas do forno de microondas em diferentes tempos de

residéncia térmica.
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Figura 9. Média dos Log UFC/mL de sobrevivéncia da linhagem
CCT4144 de L. fermentum em aquecimento convencional em cinco
diferentes temperaturas considerando-se como de referéncia as
temperaturas do forno de microondas em diferentes tempos de

residéncia térmica.
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Figura 10. Média dos Log UFC/mL de sobrevivéncia da linhagem
CCT4145 de L. fermentum em aquecimento convencional em cinco
diferentes temperaturas considerando-se como de referéncia as
temperaturas do forno de microondas em diferentes tempos de

residéncia térmica.



67

12,00 -
5 456°C
10,00 -
—<>- 48,7°C
8,00
E ~--A-- 50,8°C
£ 600"
o
> %~ 52,5°C
—
4,00 -
6556
2,00
4+ 583%C
0,00 T T T T ]

0 2 4 6 8 10
Tempo em minutos

Figura 11. Média dos Log UFC/mL de sobrevivéncia da linhagem
CCT4146 de L. fermentum em aquecimento convencional em cinco
diferentes temperaturas considerando-se como de referéncia as
temperaturas do forno de microondas em diferentes tempos de
residéncia térmica.
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Figura 12. Média dos Log UFC/mL de sobrevivéncia da linhagem
FTO38B de L. fermentum em aquecimento convencional em cinco
diferentes temperaturas considerando-se como de referéncia as
temperaturas do forno de microondas em diferentes tempos de

residéncia térmica.

Dentre as linhagens de L. fermentum estudadas
verificou-se que duas delas CCT4144 e FT038B respectivamente
Figuras 9 e 12 sdo mais sensiveis ao tratamento convencional e
nao resistem mais que 8 minutos a 58,3°C. A sensibilidade aos
fatores fisicos tem sido estudada principalmente na area de
“‘choques térmicos” indutores de resisténcia as linhagens por
liberarem proteinas mais termoresistentes (WATSON e
CAVICCHIOLI, 1983).

Outras trés linhagens CCT4143, CCT4145 e CCT4146
cujos dados de viabilidade encontram-se respectivamente nas Fig.

8, 10 e 11, mostraram maior termoresisténcia provavelmente por
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serem linhagens isoladas de processo industrial de fermentagéao
onde sao submetidas a diferentes tipos de estresse: térmico,
osmotico, de variacdo de pH e teores alcodlicos entre outros.
Desta biodiversidade surge na industria alcooleira a dificuldade de
controle das contaminagdes das dornas quando em etapa
fermentativa. De um modo geral hoje a industria alcooleira aplica
simultaneamente mais que um fator para controle das

contaminacdes dos mostos em fermentacéo.

Comparando-se as resisténcias térmicas de todas as
linhagens frente as diferentes temperaturas, os dados em log de
UFC/mL, de uma relagao entre o numero de UFC/mL inicial (N) e o

final (n) obteve-se como resultado a Fig. 13.

Pelos resultados obtidos em ambos os tratamentos,
aquecimento em microondas e em banho termostatizado, foi
possivel verificar que existe uma diminuicdo das UFC/mL das
linhagens de L. fermentum, Quando se compara o comportamento
das linhagens frente aos dois tratamentos, verifica-se que os
tempos em que as amostras permaneceram aquecidas associado
aos dois tratamentos, demonstra a forte bioagressao das

microondas quando incide nas culturas (Fig. 13).

A Fig 13 demonstra a eficiéncia das microondas em
detrimento ao aquecimento convencional na inativagdo microbiana,
que poderia inferir-se que seria interessante ser aplicado na
eliminacdo de cargas microbianas de areas de alimentos,

hospitalar e ainda nos residuos como lixo hospitalar.

O tempo para o aquecimento e eliminacdo do L.
fermentum quando aquecido em microondas € cerca de noventa e
oito por cento menor que a redugdo parcial das células,
submetidas em banho térmico convencional até a temperatura de
58,3°C (Fig.13).
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Figura 13. Avaliagdo comparativa no numero inicial (N) e final (n)
do desenvolvimento das linhagens CCT4143; CCT4144; CCT4145;
CCT4146 e FT038B de L. fermentum expresso em log submetidas
aos tratamentos térmicos convencional e de microondas nos

diferentes tempos.

Verificou-se que para as temperaturas aplicadas, houve
diminuicdo das UFC/mL das linhagens estudadas, e todas
apresentaram comportamento semelhante com relagdo a tendéncia
de queda da viabilidade confirmando a sensibilidade ao calor, as
temperaturas de 45,6°C a 58,3°C.

Redug¢ao superior a cinquenta por cento das células
viaveis iniciais somente ocorreu nas temperaturas de 55,7°C e de

58,3°C e apds oito minutos de exposigao.
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A maior diminuicdo média obtida foi de cerca de oitenta
por cento de UFC/mL quando as bactérias foram submetidas a
temperatura de 58,3°C durante dez minutos.

A Fig.13 permite inferir que para as linhagens de L.
fermentum estudadas com o aumento da temperatura o
comportamento é praticamente o mesmo para todas, modificando

apenas a inclinagao da reta de tendéncia de morte celular refletida
nas UFC/mL.
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Figura 14. Linhas de tendéncias da avaliagdo comparativa do
desenvolvimento das linhagens CCT4143; CCT4144; CCT4145;
CCT4146 e FT038B de L. fermentum submetidas aos tratamentos

térmicos convencional e de microondas nos diferentes tempos.
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As Fig. 13 e 14 mostram a tendéncia de diminuig&o por
morte térmica das UFC/mL das linhagens CCT4143; CCT4144;
CCT4145; CCT4146 e FT038B de L. fermentum nos tratamentos

em banho térmico convencional e em microondas.

As retas de tendéncias (Fig. 14) para o tratamento em
banho térmico convencional, se assemelham com os resultados de

AIBA, (1971), para outros microrganismos.

Por outro lado, dados mais recentes obtidos com
aplicagdo de microondas em microrganismos vém corroborar

aqueles obtidos neste experimento (US — FDA, 2000).

Os resultados obtidos nesta pesquisa estdo de acordo
com a afirmagcao de FUNG e CUNNINGHAN, (1980), que é possivel
esterilizar alimentos em temperaturas mais baixas e em menor

tempo com a utilizacdo das microondas.

4.4.3. — Producdo de &cido latico por L. fermentum.

Dentre os maiores problemas que surgem durante a

fermentacdo alcodlica esta a producgao de acido latico.

Este é proveniente em sua maioria do metabolismo
bacteriano, principalmente dos géneros Lactobacillus e
Leuconostoc, que sdo os contaminantes majoritarios dos mostos
de cana-de-acucar da fermentagcao etandlica. A presenca de
bactérias produtoras de acido latico com frequéncia causa além da
diminuicdo da viabilidade celular da levedura, também a
floculacdo. Estes fatores comprometem o rendimento fermentativo,
aumentam a acidez do mosto (OLIVA NETO e YOKOYA, 1997),
inibem a fermentagdo (AMORIM et. al., 1981; ALTERTHUM et. al.
1984; KHAN e HOG, 1990).
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Existe uma relagdo quantitativa do L. fermentum
quando esta associado a leveduras e induzindo a floculacdo. Este
fator € de natureza protéica, é termolabil e sensivel a protease
(YOKOYA e OLIVA NETO, 1991).

A diminuigdo da viabilidade de Saccharomyces
cerevisiae também esta relacionada a presenca de acido latico,
que é empregado também como agente de preservagado de
alimentos. (MARTINIS et. al.; 2003; SANJINEZ ARGANDONA
et.al.;2002).

Quando ocorre formacao de acido latico por
contaminantes dos processos microbianos, muito carboidrato é
desviado da formacdo do produto de maior interesse. Se uma
molécula de glicose é submetida a fermentacao latica, forma-se
duas moléculas de acido latico. E em processo fermentativo esta
conversao vai depender da competitividade dos microrganismos

envolvidos.

Outras vezes as bactérias laticas sao utilizadas na
producdo de alimentos fermentados, especialmente derivados do
leite onde o acido latico tem papel fundamental e é altamente
desejavel (GRANDI, 2001).

A Fig. 15 indica a produgédo de acido latico em meio
MRS por L. fermentum quando as culturas foram irradiadas em
tempos de zero a dez segundos quando foram efetuadas as
leituras e cujos valores estdao pouco abaixo daqueles que néao
foram atingidos pela irradiagdo. Estas mesmas culturas foram
analisadas ap6s 10 e 24 horas de incubacdo. Verificou-se que
apos cinco segundos de irradiagcdo e 10 horas de incubagcao as
culturas tiveram decaimento de cerca de 100% de produgdo de
acido latico. Entretanto, ao serem analisadas as culturas em mosto

apo6s 24 horas havia producao de acido latico em todas as culturas
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(Fig.15). Nestas condicdes a producdo de acido latico ficou
prejudicada em cerca de 35% somente apdés 10 segundos de

irradiacao (Fig.17).
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Figura 15. Avaliacdo em mg/L de &cido latico da eficiéncia do
tratamento térmico com microondas em diferentes temperaturas
em meio MRS, pH 6,5 contendo L. fermentum apdés 0, 10 e 24

horas de incubacéo.

As culturas de L. fermentum embora nao
apresentassem crescimento nas placas (Fig 5 e 6) apoés 9
segundos de irradiagdo, nos tempos em que antecederam havia
UFC/mL viaveis. Tais células foram suficientes para produzir o
acido latico que provavelmente somou-se aquele liberado do

interior das células atingidas pela radiacgao.
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Figura 16. Avaliacdo em mg/L de &acido latico da eficiéncia do
tratamento térmico com microondas em diferentes temperaturas
em mosto de cana-de-agcucar com pH 5,5 contendo L. fermentum

apos 0, 10 e 24 horas de incubacéo.

As figuras 16 e 17 mostram que o pH tem grande

importancia junto as bactérias laticas.

Em pH 5,5 a producao de acido latico atingiu cerca de
200mg/L, enquanto que em pH 4,5 a produgao foi de cerca de

430mg/L, portanto 100% maior.

A Fig 16 traz as informagdes da producdo de acido
latico por L. fermentum com pH 5,5 e em relagdo ao mosto com pH

4.5 a producéao foi de 56,7% maior.
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No caso do mosto cuja origem €& do processo de

fabricagdo do agucar ja vem com cerca de 30mg/L de acido latico.
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Figura 17. Avaliacdo em mg/L de acido latico da eficiéncia do
tratamento térmico com microondas em diferentes temperaturas
em mosto de cana-de-acucar com pH 4,5 contendo L. fermentum

apos 0, 10 e 24 horas de incubacao.

O pH parece ser o fator intrinseco de favorecimento ou
ndo do desenvolvimento de acido latico pelas bactérias Fig. 15, 16
e 17, confirmando desta maneira que as bactérias estudadas séo
acidofilas (SHARPE, 1981).

Pelas figuras 15, 16 e 17 observa-se que as culturas de
L. fermentum estudadas apresentaram resisténcia a radiacao de

microondas até o sexto segundo de radiagdo quanto a produgéo de
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acido latico. A partir deste tempo de radiacdo, verifica-se um
decaimento na producdo desse acido de tal forma que se
aproximam aos niveis verificados para o controle em todos os

ensaios.

4.4.4. — Absorbancia das culturas de L. fermentum irradiadas.

Mediante a quantificacdo de acido latico foi possivel
acompanhar a atividade do L. fermentum apds irradiagao.
Entretanto pode-se efetuar o controle da cultura através de

medidas de absorbé&ncia como indicam as Fig. 18, 19 e 20.

Observando-se a Fig 15, verifica-se semelhanga com a
Fig. 18. Da mesma forma as tendéncias das Fig.16 e 17 sao

compativeis com as Fig. 19 e 20.

Diante das medidas quantitativas de acido latico via
enzimatica e aquelas de absorbancia a A = 550nm, pode-se dizer
que o numero de UFC/mL varia de acordo com a produg¢ao do
acido, indicando que existe uma relacao entre a producgcao de acido
e as UFC/mL. Do ponto de vista do controle microbiolégico de um
mosto ou alimento, € necessario muita atengcdo e acompanhamento

para se evitar perdas.

Em materiais que sofrem deterioragdo nas primeiras
horas pode ser controlado. Mas se deixado nas condi¢cdes
ambientais normais a produg¢ao de acido latico aumenta assim

como o numero de células das bactérias produtoras deste acido.

Os valores obtidos de densidade 6tica através de
absorbancia com comprimento de ondas de 550nm das amostras

de L. fermentum estudadas em meio MRS® e em mosto de caldo
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de cana-de-agucar com pH de 5,5 e de 4,5; estdo nas Fig.s 18, 19

e 20 respectivamente.
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Figura 18. Avaliagcdo, em absorbancia com comprimento de onda
de 550 nm e caminho 6ptico de 0,5cm, da eficiéncia do tratamento
térmico com microondas em diferentes temperaturas em meio MRS

contendo L. fermentum apds 0, 10 e 24 horas de incubacgao.
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Figura 19. Avaliagcao, em absorbancia com comprimento
de onda de 550 nm caminho 6ptico de 0,5cm, da eficiéncia do
tratamento térmico com microondas em diferentes temperaturas
em mosto de cana-de-acucar com pH 5,5 contendo L. fermentum

apo6s 0, 10 e 24 horas de incubacao.
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Figura 20. Avaliagao, em absorbancia com comprimento

de onda de 550 nm caminho optico de 0,5cm, da eficiéncia do

tratamento térmico com microondas em diferentes temperaturas

em mosto de cana-de-acucar com pH 4,5 contendo L. fermentum

ap6s 0, 10 e 24 horas de incubacao.

Os dados de absorbancia vém confirmar os ensaios

realizados com plagueamento e producido de acido latico com as

linhagens de L. fermentum estudadas.
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5. CONCLUSOES

A eliminacao de L. fermentum mediante a aplicagcao de
calor é mais rapida e eficiente quando se utiliza irradiagcdao de

microondas em detrimento ao aquecimento convencional.

A reta média de tendéncia quanto a diminuicdo das
UFC/mL mostra que as linhagens CCT4143; CCT4144; CCT4145;
CCT4146 e FT038B de L. fermentum quando submetidas a
irradiacdo de microondas ou ao aquecimento convencional se

comportam de maneira semelhante quanto a resisténcia térmica.

O mosto de cana-de-agucar com pH = 4,5 é mais
propicio que o com pH = 5,5 para o desenvolvimento de bactérias

laticas e consequente producido de acido latico.

A irradiacdo de microondas visando o controle de
produgdo de acido latico mostrou-se eficiente até as 10 primeiras

horas de incubacado do L. fermentum.

A irradiacdo de microondas visando o controle do
desenvolvimento de L. fermentum, também mostrou-se eficiente
até as primeiras 10 horas de incubagcdao quando avaliadas por

espectrofotometria de luz visivel.

Os dados obtidos permitem inferir que existe

possibilidade de ganhos econémicos em relagdo a energia gasta
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quando se aplica irradiagdao de microondas visando o controle da
contaminagcdo por L. fermentum em comparagao com O

aquecimento convencional.

Novos estudos deverao ser desenvolvidos envolvendo
irradiacdo de microondas e microrganismos contaminantes de

mosto de cana-de-agucar.
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Apéndice

Dados de UFC/mL das linhagens CCT4143; CCT4144,

CCT4145; CCT4146 e FT038B de L.

submetidas ao tratamento térmico em microondas, onde

tempo de radiagdo em segundos.

fermentum dos ensaios

“t!l é 0

OCoO~NOOOAaAPL,WN-_20 ~+

CCT4143

CCT4144

CCT4145

CCT4146

FT038B

Média

7,24E+10
2,90E+10
2,17E+10
1,45E+10
7,24E+09
1,61E+03
6,82E+02
2,19E+01
0,00E+00
0,00E+00

4,93E+10
1,97E+10
1,48E+10
9,87E+09
3,40E+09
5,67E+05
2,32E+05
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

2,97E+10
1,19E+10
8,92E+09
5,95E+09
2,98E+09
1,04E+07
4,33E+06
9,73E+02
4,25E+02
0,00E+00

3,41E+10
1,37E+10
1,02E+10
6,83E+09
3,41E+09
4,64E+03
1,94E+03
1,07E+01
4,67E+00
0,00E+00

1,22E+09
9,51E+08
6,15E+08
4,10E+08
2,38E+08
1,58E+08
6,60E+07
1,85E+02
8,08E+01
0,00E+00

3,74E+10
1,50E+10
1,13E+10
7,51E+09
3,45E+09
3,39E+07
1,41E+07
2,38E+02
1,02E+02
0,00E+00

OCoO~NOOAaAPL,WN-_20 ~+

CCT4143

CCT4144

CCT4145

CCT4146

FT038B

Média

3,43E+11
1,37E+11
1,03E+11
6,86E+10
3,43E+10
3,39E+03
1,43E+03
3,80E+01
0,00E+00
0,00E+00

5,74E+10
2,30E+10
1,72E+10
1,15E+10
5,74E+09
4,86E+05
2,03E+05
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

2,29E+10
9,22E+09
6,90E+09
4,60E+09
2,30E+09
2,65E+07
1,11E+07
2,38E+03
1,04E+03
0,00E+00

4,27E+10
1,71E+10
1,28E+10
8,55E+09
4,27E+09
1,18E+04
4,92E+03
3,00E+00
1,31E+00
0,00E+00

1,61E+09
1,00E+09
6,62E+08
4,41E+08
2,51E+08
1,44E+08
6,00E+07
1,66E+02
7,26E+01
0,00E+00

9,35E+10
3,75E+10
2,81E+10
1,87E+10
9,37E+09
3,42E+07
1,43E+07
5,18E+02
2,23E+02
0,00E+00

OCoO~NOOOAAPL,WN-_20 ~+

CCT4143

CCT4144

CCT4145

CCT4146

FT038B

Média

2,13E+11
8,50E+10
6,38E+10
4,25E+10
2,13E+10
1,10E+03
4,73E+02
2,76E+01
0,00E+00
0,00E+00

4,44E+10
1,78E+10
1,33E+10
8,89E+09
4,44E+09
5,92E+05
2,47E+05
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

2,98E+10
1,19E+10
8,93E+09
5,96E+09
2,98E+09
4,16E+06
1,73E+06
4,71E+02
2,06E+02
0,00E+00

5,47E+10
2,19E+10
1,64E+10
1,09E+10
5,47E+09
9,56E+02
4,00E+02
3,40E+00
1,49E+00
0,00E+00

1,41E+09
9,68E+08
6,25E+08
4,17E+08
2,42E+08
1,62E+08
6,77E+07
2,00E+02
8,75E+01
0,00E+00

6,86E+10
2,75E+10
2,06E+10
1,37E+10
6,88E+09
3,34E+07
1,39E+07
1,40E+02
5,90E+01
0,00E+00




O©CoO~NOOOOPL,WN-_20 ~

CCT4143

CCT4144

CCT4145

CCT4146

FT038B

Media

1,26E+11
5,04E+10
3,78E+10
2,52E+10
1,26E+10
3,36E+02
1,40E+02
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

4,62E+10
1,85E+10
1,39E+10
9,24E+09
5,74E+09
5,92E+05
2,47E+05
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

3,64E+10
1,46E+10
1,09E+10
7,28E+09
3,64E+09
4,70E+05
1,96E+05
6,50E+01
2,84E+01
0,00E+00

4,98E+09
1,99E+09
1,49E+09
9,96E+08
4,98E+08
1,17E+03
5,04E+02
2,56E+01
1,12E+01
0,00E+00

6,61E+09
8,83E+08
5,567E+08
3,71E+08
2,21E+08
1,69E+08
7,03E+07
1,88E+02
8,23E+01
0,00E+00

4,40E+10
1,73E+10
1,29E+10
8,62E+09
4,54E+09
3,39E+07
1,41E+07
5,567E+01
2,44E+01
0,00E+00




CCT4143,;

Média dos dados dos ensaios de UFC/mL das linhagens

CCT4144;

CCT4145;

CCT4146 e

FTO038B de

L.

fermentum submetidas ao tratamento térmico em banho térmico

convencional.

CCT4143 | TEMPO |
TEMP. 0" 2" 4" 6" 8" 10"
35°C | 1,16E+10 1,16E+10 1,16E+10 1,16E+10 1,16E+10 1,16E+10
45,6°C | 1,16E+10 2,70E+09 3,80E+08 3,04E+08 2,02E+08 1,43E+08
48,7°C; | 1,16E+10 5,50E+08 3,27E+08 2,01E+08 1,52E+08 1,60E+07
50,8°C; | 1,16E+10 2,34E+07 1,05E+07 4,80E+06 2,33E+06 7,88E+05
52,5°C; | 1,16E+10 2,16E+07 2,63E+06 1,53E+06 4,93E+05 7,43E+04
55,6°C | 1,16E+10 6,05E+06 1,56E+06 7,97E+05 2,70E+05 9,00E+03
58,3°C | 1,16E+10 2,64E+06 3,61E+05 4,50E+04 4,00E+03 2,67E+03
CCT4144 | TEMPO |
TEMP. 0" 2" 4" 6" 8" 10"
35°C | 9,60E+10 9,60E+10 9,60E+10 9,60E+10 9,60E+10 9,60E+10
45,6°C | 9,60E+10 1,20E+09 3,23E+08 1,25E+08 9,80E+07 2,33E+07
48,7°C; | 9,60E+10 1,26E+08 1,06E+08 8,00E+07 3,37E+07 8,67E+06
50,8°C; | 9,60E+10 9,23E+07 3,57E+06 1,63E+06 1,43E+05 1,00E+05
52,5°C; | 9,60E+10 3,81E+06 5,70E+05 1,85E+05 6,20E+04 3,33E+03
55,6°C | 9,60E+10 8,27E+05 2,12E+05 3,33E+03 3,33E+02 0,00E+00
58,3°C | 9,60E+10 7,00E+05 5,67E+03 6,67E+02 0,00E+00 0,00E+00
CCT4145 | TEMPO |
TEMP. 0" 2" 4" 6" 8" 10"
35°C | 2,71E+11 2, 71E+11 2,71E+11 2,71E+11 2,71E+11 2,71E+11
45,6°C | 2,71E+11 1,40E+11 6,09E+10 2,17E+10 1,26E+10 7,69E+09
48,7°C; | 2,71E+11 8,20E+10 2,75E+10 1,07E+10 3,06E+09 6,30E+08
50,8°C; | 2,71E+11 2,71E+10 1,79E+09 2,04E+09 1,70E+09 4,66E+08
52,5°C; | 2,71E+11 1,64E+09 1,04E+09 2,11E+08 6,90E+07 2,18E+07
55,6°C | 2,71E+11 1,38E+09 6,42E+07 3,28E+07 2,10E+07 1,24E+07
58,3°C | 2,71E+11 6,43E+08 4,43E+07 8,97E+06 2,70E+06 1,50E+04
CCT4146 | TEMPO |
TEMP. 0" 2" 4" 6" 8" 10"
35°C | 4,03E+10 4,03E+10 4,03E+10 4,03E+10 4,03E+10 4,03E+10
45,6°C | 4,03E+10 2,37E+09 9,46E+08 6,39E+08 6,35E+08 5,26E+08
48,7°C; | 4,03E+10 7,79E+08 6,27E+08 4,52E+08 4,64E+08 7,00E+07
50,8°C; | 4,03E+10 3,71E+08 2,95E+08 1,74E+08 1,43E+07 1,02E+07
52,5°C; | 4,03E+10 1,74E+08 1,34E+08 4,59E+07 5,37E+06 3,61E+06
55,6°C | 4,03E+10 1,43E+07 1,37E+07 9,83E+06 2,33E+06 1,35E+05
58,3°C | 4,03E+10 1,19E+07 3,34E+06 1,23E+06 7,27E+05 1,12E+05




FT038B | TEMPO |

TEMP. 0" 2" 4" 6" 8" 10"
35°C | 3,03E+10 3,03E+10 3,03E+10 3,03E+10 3,03E+10 3,03E+10
45,6°C | 3,03E+10 5,27E+09 4,90E+09 2,21E+09 1,72E+09 3,80E+08
48,7°C; | 3,03E+10 1,52E+09 4,51E+08 2,29E+08 1,67E+08 1,34E+08
50,8°C; | 3,03E+10 9,23E+08 3,43E+08 1,31E+08 6,83E+07 2,57E+07
52,5°C; | 3,03E+10 6,30E+08 1,40E+07 2,78E+06 1,85E+06 5,37E+05
55,6°C | 3,03E+10 2,74E+06 1,41E+06 5,88E+05 4,30E+04 5,49E+02
58,3°C | 3,03E+10 5,67E+07 1,39E+05 3,37E+04 0,00E+00 0,00E+00
Média | TEMPO |

TEMP. 0" 2" 4" 6" 8" 10"
35°C | 8,98E+10 8,98E+10 8,98E+10 8,98E+10 8,98E+10 8,98E+10
45,6°C | 8,98E+10 3,03E+10 1,35E+10 4,99E+09 3,05E+09 1,75E+09
48,7°C; | 8,98E+10 1,70E+10 5,79E+09 2,33E+09 7,76E+08 1,72E+08
50,8°C; | 8,98E+10 5,70E+09 4,89E+08 4,70E+08 3,56E+08 1,00E+08
52,5°C; | 8,98E+10 4,94E+08 2,38E+08 5,22E+07 1,54E+07 5,20E+06
55,6°C | 8,98E+10 2,80E+08 1,62E+07 8,80E+06 4,73E+06 2,52E+06
58,3°C | 8,98E+10 1,43E+08 9,63E+06 2,06E+06 6,86E+05 2 ,59E+04




Dados de producao de acido latico por L. fermentum
cultivados em meio MRS e submetidos a radiacdo de microondas.
Onde “T” é o tempo de incubacao da cultura em horas, “t” é o

tempo de radiacdo em segundos e “Rep” é a repeticao.

Mg/L de Acido Latico
BAL+MRS
“T” “t” Rep.1 Rep.2 Média
0 horas 0 30 30 30
3 30 30 30
4 30 29 29,5
5 28 28 28
6 27 28 27,5
7 26 27 26,5
8 26 27 26,5
9 26 26 26
10 26 26 26
10 horas 0 75 75 300
3 74 76 300
4 73 76 298
5 72 73 290
6 76 54 260
7 8 7 30
8 7 7 28
9 7 7 28
10 6 6 24
24 horas 0 80 80 320
3 78 82 320
4 80 80 320
5 81 79 320
6 80 80 320
7 78 78 312
8 75 81 312
9 75 75 300
10 72 75 294




Dados de producao de acido latico por L. fermentum
cultivados em meio mosto de cana-de-agcucar com pH 5,5 e
submetidos a radiacdo de microondas. Onde “T” é o tempo de
incubagcdo da cultura em horas, “t” € o tempo de radiagcdo em

segundos e “Rep” é a repetigao.

Mg/L de Acido Latico
BAL+MEL
pH =55
mel 12 12 12
“T” “t” Rep.1 Rep.2 Média
0 horas 0 31 31 31
3 31 31 31
4 31 31 31
5 32 30 31
6 30 31 30,5
7 29 30 29,5
8 28 28 28
9 28 28 28
10 27 28 27,5
10 horas | O 130 130 130
3 33 32 130
4 33 31 128
5 31 33 128
6 32 28 120
7 16 13 58
8 15 12 54
9 9 10 38
10 9 9 36
24 horas | O 198 200 199
3 47 50 194
4 48 48 192
5 48 47 190
6 46 49 190
7 48 39 174
8 47 41 176
9 40 38 156
10 40 36 152




Dados de producao de acido latico por L. fermentum
cultivados em meio mosto de cana-de-agucar com pH 4,5 e
submetidos a radiacdo de microondas. Onde “T” é o tempo de
incubagcdo da cultura em horas, “t” € o tempo de radiagcdo em

segundos e “Rep” é a repetigao.

Mg/L de Acido Latico
BAL+MEL
pH =45
mel 12 12 12
“T” “t” Rep.1 Rep.2 Média
0 horas 0 32 32 32
3 32 32 32
4 31 32 31,5
5 32 32 32
6 31 31 31
7 30 30 30
8 30 30 30
9 31 31 31
10 30 31 30,5
10 horas | O 280 278 279
3 71 68 278
4 70 69 278
5 66 69 270
6 65 67 264
7 50 59 218
8 19 20 78
9 18 18 72
10 11 9 40
24 horas | O 106 108 428
3 105 106 422
4 106 105 422
5 103 101 408
6 96 95 382
7 98 88 372
8 81 97 356
9 87 65 304
10 47 96 286




Dados de absorbancia (A=550 e caminho o&ptico de
0,5cm) de L. fermentum cultivados em meio MRS e submetidos a
radiacdo de microondas. Onde “T” é o tempo de incubacdo da
cultura em horas, “t” € o tempo de radiagdo em segundos e “Rep”

€ a repeticao.

Absorbancia * (A=550 e c.o0. de 0,5cm)
BAL+MRS
“T” “t” Rep1 Rep2 média

0 horas 0 1,2625 1,2625 1,2625
3 1,216 1,1829 1,19945
4 1,3449 1,3057 1,3253
5 1,3233 1,3374 1,33035
6 1,4524 1,3491 1,40075
7 1,4153 1,4211 1,4182
8 1,3509 1,4611 1,406
9 1,3975 1,3975
10 1,4246 1,4603 1,44245

10 horas | O 3,4952 3,6705 3,58285
3 3,4952 3,6705 3,58285
4 3,6705 3,613 3,64175
5 3,613 3,5624 3,5877
6 3,613 2,8628 3,2379
7 1,3028 1,3513 1,32705
8 1,3171 1,2859 1,3015
9 1,4039 1,3298 1,36685
10 1,3849 1,3705 1,3777

24 horas | O 3,4952 3,6705 3,58285
3 3,4952 3,6705 3,58285
4 3,613 3,613 3,613
5 3,6705 3,6705 3,6705
6 3,8177 3,6705 3,7441
7 3,0385 3,6705 3,3545
8 3,5624 3,5624 3,5624
9 3,5624 3,6705 3,61645
10 3,6705 3,613 3,64175

*Os valores absorbancia expressos na tabela correspondem ao

dobro das leituras obtidas.



Dados de absorbancia (A=550 e caminho o&ptico de
0,5cm) de Lactobacillus fermentum cultivados em meio mel de
cana-de-acucar com pH 5,5 e submetidos a radiagao de
microondas. Onde “T” é o tempo de incubagcdo da cultura em

horas, “t” é o tempo de radiagcdao em segundos e “Rep” é a

repeticao.
Absorbancia * (A=550 e c.o. de 0,5cm)
BAL+MEL
pH=5,5
“T” ‘v Rep.1 Rep.2 Média

0 horas 0 1,4651 1,4651 1,4651
3 1,3459 1,4355 1,3907
4 1,3686 1,395 1,3818
5 1,3539 1,3424 1,34815
6 1,3789 1,4843 1,4316
7 1,4879 1,4879 1,4879
8 1,4339 1,4935 1,4637
9 1,387 1,4429 1,41495
10 1,4364 1,5454 1,4909

10 horas | O 2,4819 2,4819 2,4819
3 2,5972 2,4942 2,5457
4 2,5133 2,4623 2,4878
5 2,5311 2,4205 2,4758
6 2,4819 2,19 2,33595
7 1,3498 1,368 1,3589
8 1,4195 1,5538 1,48665
9 1,3373 1,3421 1,3397
10 1,3286 1,2913 1,30995

24 horas | O 2,6934 2,6934 2,6934
3 2,6079 2,6079 2,6079
4 2,5766 2,6386 2,6076
5 2,6807 2,6386 2,65965
6 2,5641 2,6473 2,6057
7 2,189 2,1819 2,18545
8 2,3687 2,3491 2,3589
9 2,2392 2,3068 2,273
10 2,4604 2,3346 2,3975

*Os valores absorbancia expressos na tabela correspondem ao

dobro das leituras obtidas.
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Dados de absorbancia (A=550 e caminho O&ptico de
0,5cm) de L. fermentum cultivados em meio mel de cana-de-agucar
com pH 4,5 e submetidos a radiagcdo de microondas. Onde “T” é o
tempo de incubacdo da cultura em horas, “t” € o tempo de radiagao

em segundos e “Rep” € a repeticéao.

Absorbancia * (A=550 e c.o. de 0,5cm)
BAL+MEL
pH=4,5

“T” “t” Rep.1 Rep.2 meédia
0 horas 0 1,9145 1,8369 1,8757
3 1,7885 1,7894 1,78895

4 1,7991 1,8065 1,8028
5 1,7962 1,7999 1,79805
6 1,7999 1,9644 1,88215

7 1,7853 1,8107 1,798

8 1,7689 1,7987 1,7838
9 1,797 1,7881 1,79255
10 1,7987 1,6488 1,72375

10 horas | O 2,6902 2,7374 2,7138
3 2,6473 2,6713 2,6593
4 2,6713 2,7446 2,70795
5 2,7199 2,752 2,73595
6 2,7032 2,6473 2,67525
7 2,3988 2,5569 2,47785

8 1,1142 1,1718 1,143
9 1,0477 1,6236 1,33565

10 0,9139 0,8933 0,9036

24 horas | 0 2,8391 2,8677 2,8534
3 2,7995 2,8983 2,8489
4 2,8879 2,821 2,85445

5 2,9199 2,8879 2,9039

6 2,8677 2,8777 2,8727

7 2,7995 2,9311 2,8653

8 2,808 2,858 2,833
9 2,9199 2,8484 2,88415

10 2,8879 2,3687 2,6283

*Os valores absorbancia expressos na tabela correspondem ao

dobro das leituras obtidas.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	AGRADECIMENTOS
	ÍNDICE
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMO
	SUMMARY
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DA LITERATURA.
	2.1. Contaminação da cana-de-açúcar.
	2.2. Bactérias.
	2.3. As radiações de microondas.

	3. MATERIAL E MÉTODOS.
	3.1. Material
	3.2. Método

	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO.
	4.1. Variação do desenvolvimento do L. fermentum em Unidades Formadoras de Colônias/mL (UFC/mL) e absorbância.
	4.2. Temperaturas de referência à microondas para tratamento térmico convencional.
	4.3. Quantidade de calor absorvido pelas amostras em microondas.
	4.4. Resultados obtidos do crescimento de L. fermentum após os tratamentos térmicos.

	5. CONCLUSÕES
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	Apêndice

