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Resumo

O controle microbioldgico do processo de obtengdo de bioetanol sempre foi um desafio por se tratar de um
processo envolvendo microrganismos diferentes: os produtores (levedura selecionada) e o0s invasores
(contaminantes), onde os invasores devem ser controlados de forma que esse controle ndo atrapalhe a acéo dos
produtores. A presenca descontrolada de contaminantes pode inviabilizar a producdo devido & competicédo pela
matéria prima além da producdo de substancias inibitorias, alteracdes nas condi¢des ideais do processo, consumo
do produto entre outras situagdes. O controle geralmente é realizado com a utilizacdo de &cido sulfurico e, em
casos mais extremos com o uso de antibidticos. Atualmente devido a diversas preocupacbes econémicas e
ambientais, como residuos nas células de levedura, estimulo a resisténcia bacteriana e disposi¢cdo no ambiente,
alternativas menos agressivas e mais atraentes economicamente tem sido foco de pesquisas. Neste sentido, o grupo
de estudo em Controle Microbiol6gico Natural (COMINAT) da Fatec Jaboticabal analisa extratos vegetais como
fontes de bioativos. No momento estd sendo avaliado a acdo especifica em bactérias e leveduras isoladas
diretamente de processos fermentativos industriais de extratos vegetais padronizados disponiveis comercialmente
(como na area de saude, alimenticia, agropecuaria etc), porém com uma nova possibilidade de aplicagdo. A
avaliacdo esta sendo realizada pelo método hole plate, utilizando os microrganismos padrfes Staphyloccoccus
aureus e Escherichia coli como controle de atividade. Os extratos foram selecionados com base na literatura,
totalizando 9 potenciais candidatos, com a possibilidade de desenvolver um produto de baixo custo, soltvel e de
manipulaco segura, sendo que até o momento 4 foram avaliados. Todos revelaram acéo antibacteriana, sem agdo
nas leveduras, porém apenas um extrato revelou atividade especifica contra contaminantes do processo industrial,
necessitando de mais estudos para comprovar a a¢do. A a¢do antimicrobiana ndo especifica dos extratos avaliados
pode ser explorada para desenvolvimento de saneantes naturais.

Palavras-chave: Antimicrobiano, Biocombustiveis, Fermentacdo, Saneantes.

Abstract

The microbiological control of the process of obtaining bioethanol has always been a challenge when dealing with
a process involving different microorganisms: the producers (desired yeast) and the invaders (contaminants),
where the invaders must be controlled in a way that this control does not disturb the producer action. The
uncontrolled presence of contaminants can make production unfeasible due to competition for raw materials, in
addition to the production of inhibitory substances, changes in ideal process conditions, product consumption,
among other situations. Control is usually done with the use of sulfuric acid and, in more extreme cases, with the
use of antibiotics. Currently, due to various economic and environmental issues, such as residues in yeast cells,
stimulation of bacterial resistance and disposal in the environment, less aggressive and more economically
interesting alternatives have been the focus of research. In this sense, the study group on Natural Microbiological
Control (COMINAT) at Fatec Jaboticabal analyzes plant extracts as sources of bioactives. At the moment, the
specific action on bacteria and yeasts isolated directly from industrial fermentation processes of commercially
available standardized plant extracts is being evaluated (such as in the area of health, food, agriculture, etc.), but
with a new possibility of application. The evaluation is being carried out using the hole plate method, using the
Staphylococcus aureus and Escherichia coli standards as an activity control. The extracts were selected based on
the literature, totaling 9 potential candidates, with the possibility of developing a low cost, soluble and safe
handling product, and so far 4 have been evaluated. All showed antibacterial action, without action on yeasts, but
only one extract showed specific activity against industrial process contaminants, requiring further studies to prove
the action. The non-specific antimicrobial action of the evaluated extracts can be explored for the development of
natural sanitizing agents.
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1. Introducéo

A producdo de bioetanol pode sofrer diversas interferéncias, sendo que a interferéncia
microbiologica € uma grande preocupacdo e um desafio por se tratar de um processo
envolvendo microrganismos diferentes: os produtores (levedura selecionada) e os invasores
(contaminantes), onde os invasores devem ser controlados de forma que esse controle ndo
atrapalhe a acdo dos produtores. A presenca descontrolada de contaminantes pode inviabilizar
a producéo devido a competicao pela matéria prima além da producao de substancias inibitdrias,
alteracdes nas condicBes ideais do processo, consumo do produto entre outras situacdes que
diminuem o rendimento fermentativo, sendo necessario a¢@es de controle microbioldgico para
gue o processo possa ser efetivo [1]. O controle geralmente é realizado com a utilizacdo de
acido sulfurico e, em casos mais extremos de contaminacdo sdo utilizados os antibidticos [2],
porém esse uso tem sido questionado devido A diversas preocupagdes econémicas e ambientais
como residuos nas células de levedura, estimulo & resisténcia bacteriana e disposi¢do no
ambiente [3, 4].

A possibilidade de encontro de formas alternativas de controle tem despertado diversos
pesquisadores buscarem nas fontes menos agressivas e mais atraentes economicamente como é
0 caso dos extratos vegetais [1]. O lapulo (Humulus lupulus) tem sido o mais utilizado na
industria de bioetanol [5].

Os produtos naturais derivados de vegetais sdo atrativos devido a facilidade e o custo de
obtencdo, além de possuirem uma infinidade de moléculas quimicas bioativas [6] e diversos
vegetais apresentam-se eficazes frente a bacteérias resistentes a antibidticos [7].

Neste sentido, o grupo de estudo em Controle Microbiol6gico Natural (COMINAT) da Fatec
Jaboticabal analisa extratos vegetais como fontes de bioativos para controle microbiol4gico,
principalmente, na producao de bioetanol [8, 9, 10].

No momento estd sendo avaliado a acdo especifica em bactérias e leveduras isoladas
diretamente de processos fermentativos industriais de extratos vegetais padronizados
disponiveis comercialmente (como na area de saude, alimenticia, agropecudria etc), com a
possibilidade de desenvolver um produto de caracteristicas desejaveis (baixo custo, soltvel,
manipulacdo segura, indculo ao meio ambiente etc) como uma forma alternativa de controle
microbioldgico.

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

Na realizacdo do experimento estdo sendo utilizados extratos comerciais soluveisl obtido a
partir do método de secagem por Spray Drying. Até o momento foram avaliados extratos de
Nasturtium officinale, Beta vulgaris, Myrciaria cauliflora e Hylocereus undatus.

Para avaliacdo microbioldgica foram utilizados microrganismos padrfes Staphyloccoccus
aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922) e também um combinado de leveduras
fermentativas e contaminantes bacterianos do processo fermentativo obtidos a partir do material
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da cuba de tratamento do fermento de trés unidades sucroenergéticas diferentes da regido de
Jaboticabal (Usinas A, B e C) [9].

2.2. Metodologia

A selecdo dos extratos foi feita com base na literatura e na avaliagcdo da disponibilidade
commercial.

A solubilidade em &gua foi confirmada [9] e indicada em termos descritivos [11].

Os microrganismos foram isolados utilizando meios especificos para bactérias e leveduras
[9]. A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais obtidos foi avaliada método hole plate ou
difusdo por poco [12, 13]. O solvente de solubilizacao foi utilizado como controle. Os ensaios
foram realizados em triplicata. Ap6s 48h de incubagdo a 32°C os halos obtidos foram medidos,
sendo considerado positivo halos maiores que 7mm.

3. Resultados e Discussao

A anélise dos extratos segundo o padréo de solubilidade [11] revelou serem facilmente
soltvel (Tab. 1), resultado muito importante pela facilidade de aplicacdo, homogeinizacdo no
processo e remoc¢do com possibilidade diminuida de aderéncia nos equipamenentos, sendo

assim possivel dar continuidade aos ensaios de atividade antimicrobiana.

Tab. 1 - Solubilidade do extrato vegetal em termos descritivos

Extrato vegetal Solubilidade observada Termo descritivo
(mg/ml)

Nasturtium officinale 1:2 Facilmente soluvel

Beta vulgaris 1:3 Facilmente soluvel

Myrciaria cauliflora 1:3 Facilmente soluvel

Hylocereus undatus 1:2 Facilmente sollvel

Fonte: Elaboragdo prépria

Na avaliacdo antimicrobiana foi possivel observar que os extratos ndo inibiram o
crescimento das leveduras produtoras, sendo esse resultado fundamental para o prosseguir 0s
experimentos, uma vez que, o produto a ser utilizado no processo de producéo de bioetanol
deve ser indcuo as leveduras, ou seja, ndo comprometer a viabilidade e o processo metabdlico.
Diversos autores que também observaram atividade antimicrobiana, dos extratos em questéo,
usando meétodos de difusdo em pogo ou em disco, sendo atividade antifingica ndo foi observada
[14] em consonancia com os dados obtidos pelo grupo COMINAT.

Nasturtium officinale, Hylocereus undatus e Myrciaria cauliflora ndo apresentaram
efeito inibitdrio em bactérias dos processos industriais, porém apresentaram efeito inibitdrio
contra microrganismos padrées de acordo com a literatura [15, 16, 17, 18, 19]. A acdo
antimicrobiana ndo especifica dos extratos avaliados pode ser explorada para desenvolvimento
de saneantes naturais. Beta vulgaris apresentou a¢do sobre o microrganismo padrdo gram
positivo e efeito inibitdrio sobre as bactérias isoladas de uma unidade produtora especifica,
tendo potencial para ser utilizado como controle microbiano especifico, uma vez que 0s
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principais contaminantes do processo fermentativo sdo gram positivos. Assim, novos estudos
serdo realizados para comprovar essa agdo. Um resumo das observagdes de cada extrato
avaliado pode ser verificado na Tab. 2.

Tab. 2 - Resultados obtidos na avaliacdo dos extratos vegetais
Acéo antimicrobiana
Extrato Leveduras Bactérias S. aureus E.coli
produtoras  processo

Nasturtium officinale - - + +

Beta vulgaris - + + -
Myrciaria cauliflora - - + -
Hylocereus undatus - - + +

Fonte: Elaboragdo prépria

4. Considerac0es finais

Os extratos avaliados revelaram acdo em bactérias padrdes de atividade antibacteriana e ndo
alteraram o crescimento das leveduras produtoras, caracteristica desejavel para o controle
microbiologico na producdo de bioethanol, porém apenas um extrato revelou atividade
especifica contra contaminantes do processo industrial, necessitando de mais estudos para
comprovacao. A acdo antimicrobiana ndo especifica dos extratos avaliados pode ser explorada
para desenvolvimento de saneantes naturais.
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