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Resumo

A contaminacgdo bacteriana na fermentacao alcodlica é um fator importante a ser considerado,
pois pode ocorrer transformacao das matérias-primas fermentdveis em substancias outras que
nao o produto desejado. Isso provoca perdas irrepardveis no rendimento da fermentagdo.
Muitos antimicrobianos sdao utilizados para controle desses microrganismos contaminantes;
dentre estes se destacam os antibidticos que geram residuos e causam resisténcia microbiana.
Por isso, tem se tornado cada vez mais frequente o uso de antimicrobianos naturais que nao
causam resisténcia de bactérias e ndo deixam residuos. O ldpulo, um antimicrobiano natural,
Ja estd em uso, e outros produtos com atividade antimicrobiana, como a prépolis, o pomelo e

0 jambolao, podem ser mais estudados para essa finalidade.
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Abstract

Bacterial contamination in alcoholic fermentation is an important factor to be considered,
because it could transform raw materials into fermentable substances other than the desired
product. This causes irreparable losses in fermentation efficiency. Many antibiotics are used
to control microbial contaminants which generate waste and cause microbial resistance. So it
has become increasingly frequent the use of natural antimicrobials that do not cause
bacterial resistance and leave no residue. Hops, a natural antimicrobial, is already in use,
and other products with antimicrobial activity, as propolis, grapefruit and jamboldo, can be

further studied for this purpose.
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Introducao

No processo industrial de produgdo do etanol, a contaminag@o bacteriana € fator importante a
ser considerado, pelo fato de desviar a transformacdo das matérias-primas fermentdveis em
outras substancias que ndo o produto desejado. O caldo de cana e o mosto sdo Otimos
substratos para o crescimento de microrganismos, especialmente bactérias, devido ao elevado
conteddo de nutrientes organicos e inorganicos, presencga de dgua, pH favordvel e temperatura
O0tima para o desenvolvimento de microrganismos (CHERUBIN, 2003). O controle da
contamina¢cdo em ambiente industrial é bastante complexo, pois, acima de tudo, € necessaria
adequada compreensdo do ecossistema industrial, dos nichos que surgem e sdo criados
continuamente, e dos fatores que colaboram para a selecdo e disseminag¢do de microrganismos

contaminantes (EGUCHI, 2007).

Os antibidticos s@o compostos organicos, naturais ou sintéticos, que inibem ou causam a
morte de microrganismos especificos apresentando seletividade quanto aos alvos. Como os
alvos sdo especificos, o uso de antibidticos para o controle de contamina¢do em industrias ndao
€ recomendado, pois induz a selecdo de microrganismos resistentes (EGUCHI, 2007). Por
questdes de saude publica, em muitos paises, ndo € admissivel usar uma levedura para racao
animal ou até mesmo alimentagdo humana que apresente residuos de antibidticos (TAUBE,
2009), tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa segura, eficaz e

econdomica (BREGAGNOLI, 2006).

Os biocidas naturais estdo sendo empregados com amplo sucesso no controle de
microrganismos contaminantes da fermentagao, mas os resultados sdo demonstrados de forma
isolada. A aplicacdo das principais formas de controle com biocidas naturais pode auxiliar na
tomada de decis@o para um tipo de controle que entra em acordo com as exigéncias atuais de
reducdo de residuos. Além disso, a utilizagdo de antibidticos no controle microbiolégico da
producdo de etanol é de elevado custo, enquanto o controle exercido pelos biocidas apresenta
baixos custos de utilizacdo. Torna-se clara a necessidade de tornar os biocidas naturais
produtos padronizados para o emprego em larga escala na industria de producdo de etanol.
Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi fazer uma revisdo sobre a utilizacdo de

biocidas naturais no controle de contaminantes da fermentacao alcodlica.
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Revisao Bibliografica
Fermentacao alcoélica

A fermentac@o € um processo catabdlico anaerébio em que ha a degradacdo de moléculas de
acucar, no interior das células de microrganismos (levedura), até a formacao de etanol e CO,,
havendo liberacdo de energia quimica e térmica. As leveduras sdo 0s microrganismos mais
importantes na obtencao do alcool por via fermentativa. As leveduras utilizadas na fabricacio
de bebidas alcoodlicas e combustivel geralmente sdo linhagens da espécie Saccharomyces
cerevisiae (VENTURINI FILHO; MENDES, 2008). A célula de levedura possui no
citoplasma celular um aparato enzimatico no qual ocorre a transformagao do agucar (glicose)
em etanol e CO,, envolvendo 12 reacdes em sequéncia ordenada, cada qual catalisada por

uma enzima especifica (LIMA, 2001).

Diversos fatores fisicos (temperatura, pressdo osmdética), quimicos (pH, oxigenacdo,
nutrientes minerais e organicos, inibidores) e microbiolégicos (espécie, linhagem e
concentracdo da levedura, contaminagdo bacteriana) afetam o rendimento da fermentacdo, ou
seja, a eficiéncia da conversdo de acgucar em etanol (LIMA et al., 2001). A ocorréncia de
fermentagdes paralelas reduz o rendimento fermentativo, modificando as caracteristicas do
vinho quanto aos teores dos componentes secunddrios, que neste caso sdo mais elevados,
caracterizando as perdas de agucares no processo de deterioragao microbiana (MUTTON,

2008).
Contaminacao bacteriana no processo de fermentacao alcoélica

A agroinddstria do etanol representa considerdvel gerador econdmico. Como toda a producdo
de 4dlcool ocorre por via fermentativa, € fundamental o conhecimento do processo
fermentativo, que tem sido constantemente aprimorado. A infeccdo bacteriana na fermentacdo
pode causar danos ao processo, tais como: consumo de agucar, formacdo de goma, floculagao
do fermento, inibicdo e queda da viabilidade das leveduras devido as toxinas e &cidos
organicos excretados no meio e, por consequéncia, redu¢cdo no rendimento e na produtividade

da fermentacdo (ALCARDE; HORII; NOBREI, 2007).

No processo de fermentacdo sdo descritos os géneros de microrganismos comumente
encontrados no caldo em processo, tais como: Bacillus, Lactobacillus, Acetobacter,
Clostridium, Leuconostoc. Todos esses microrganismos produzem quantidades aprecidveis de

acidos organicos (butirico, acético, formico, lactico) (ANDRIETTA, M.; STECKELBERG;
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ANDRIETTA, S. 2006). Diversos autores verificaram influéncia dos acidos acético e lactico
na inibi¢do do crescimento e na queda da viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae,
quando em cultura mista com bactérias contaminantes da fermentacdo alcodlica. Quando a
contamina¢do bacteriana atinge niveis superiores a 10° ou 107 células/mL de mosto, pode

ocorrer significativa queda no rendimento alcodlico (ALCARDE; HORII; NOBREI, 2007).

Entre as bactérias produtoras do dcido lactico, o género Leuconostoc tem papel importante
como contaminante na produ¢do do agucar e do dlcool, utilizando o actcar do caldo para a
producdo de goma. Outros microrganismos como Klebsiella e Acetobacter também formam
goma, sendo também citados como habitantes das linhas de condug¢do de caldo na usina. Em
extenso levantamento da microbiota predominante de amostras de todo o ambiente
fermentativo, os resultados obtidos revelaram que 98,52% das bactérias isoladas eram
pertencentes ao grupo gram-positivo. O género Lactobacillus foi o mais frequente entre eles

(59,75%) (ANDRIETTA, M.; STECKELBERG; ANDRIETTA, S., 2006).

O fator mais critico da contaminagdo bacteriana para as fermentagdes, especialmente nas
quais se extrai levedura para secagem, é a floculacdo. Esse fendmeno ocorre quando ha
interacdo entre os lactobacilos e a levedura, potencializado por altas concentragdes de cdlcio
no mosto. Tais condi¢cdes levam as bactérias a se aderirem nas paredes das leveduras, por
meio de ligacOes entre moléculas constituintes da superficie desses microrganismos, fazendo

com que toda biomassa se precipite (VENTURA, [s.d.]).
Controle da contaminacio bacteriana na fermentacao alcodlica
Antissépticos e antibiéticos

Para controlar o problema das contaminacdes, podem ser utilizados antissépticos e
antibidticos que atuam de forma diferente, agindo sobre um ou mais grupos de
microrganismos. Porém existe a possibilidade de deixarem residuos nos destilados. O
pentaclorofenol foi usado durante alguns anos nas propor¢des de 0,01 a 0,05g/L de mosto,
com bons resultados, porém seu uso € hoje proibido. O hexaclorofenol em dose de 4mg/L. de
mosto, segundo pesquisas, contribui para boas fermentacdes. Sdo citados na literatura também
sulfato de cobre e colofonia, embora o mais utlizado na industria seja o acido sulfirico que se
adiciona nos mostos em fermentac¢des para produgdo de dlcool. Os antibidticos cloranfenicol e

tetraciclina também sdo empregados, embora a penicilina seja economicamente mais
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vantajosa com o emprego de 500 a 1000UI (Unidades Internacionais) por litro de mosto

(BREGAGNOLLI, 2006).

Contudo, nao € raro o uso de produtos proibidos em alimentagdo animal, ou que contenham
coadjuvantes inertes prejudiciais a levedura. Recentemente, essa classe de produtos tem sido
alvo de monitoramento e regulamentacdo em levedura seca por parte das autoridades
regulatérias dos paises compradores desse material, em func¢do da deteccao de residual de
antibidticos acima do esperado em lotes exportados (VENTURA, [s.d.]). Além disso, o
problema da resisténcia microbiana € crescente, e a perspectiva de uso de drogas
antimicrobianas no futuro € incerta, tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma

alternativa eficaz e econdmica (VARGAS et al., 2004).
Biocidas naturais

Os biocidas sao formulagdes ou produtos especificos utilizados na desinfec¢do do mosto,
tanques e equipamentos utilizados na fermentagdo. Varios desses produtos atendem as
exigéncias de agéncias alimenticias de alguns paises, embora alguns ndo sejam
regulamentados para uso em alimentos por ndo atingirem padrdes sanitirios minimos

(VENTURA, [s.d.]).
Proépolis

A propolis é produzida pelas abelhas para as mais variadas fun¢Oes na colmeia, sendo um
material quebradico quando frio e ductil e maledvel quando aquecido. A prépolis é conhecida
por suas propriedades bioldgicas. Sua propriedade antimicrobiana é amplamente relatada,
sendo destacada a agc@o sobre Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Candida sp e
sobre intimeros outros microrganismos. Foi verificado também que as bactérias gram-
positivas se mostram mais sensiveis que as gram-negativas ao extrato de prépolis

(FERNANDES JUNIOR et al., 2006).

Até o presente, ndo se tem dados que respondam o porqué desta menor atividade do extrato de
prépolis contra bactérias gram-negativas; no entanto, esses agentes, apesar de possuirem
estrutura de parede celular menos rigida do que as gram-positivas, possuem parede celular
quimicamente mais complexa, sendo que um dos constituintes dessa parede, o
lipopolissacarideo, é que determina a antigenicidade, toxicidade e patogenicidade desses

microrganismos. Além disso, esse grupo de bactérias possui teor lipidico maior do que as
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gram-positivas. Tais caracteristicas podem estar envolvidas com a maior resisténcia dessas

bactérias ao extrato de propolis (VARGAS et al., 2004).

Vargas et. al. (2004) analisaram a atividade antibacteriana do extrato de propolis contra os
géneros bacterianos gram-positivos e verificaram que 100% dos isolados de Nocardia
asteroides se demonstraram sensiveis ao extrato, seguidos de Staphylococcus sp. (97,83%),
Streptococcus sp. (80,95%), Rhodococcus equi (80%), Pseudomonas aeruginosa (72,41%),
Proteus mirabilis (33,3%), Escherichia coli (25%) e Salmonella sp. (22,72%).

Estudos demonstram que o extrato de prépolis pode ser utilizado no controle de bactérias
contaminantes, uma vez que se mostrou tao eficiente quanto a ampicilina em testes realizados
em laboratério (BREGAGNOLI, 2006). Os flavonoides, juntamente com os dcidos fendlicos e
ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas, sdo considerados os mais importantes compostos
antimicrobianos da prépolis. O mecanismo de atividade antimicrobiana € considerado
complexo e pode ser atribuido ao sinergismo entre flavonoides, hidroxiacidos e
sesquiterpenos. A proporcao destas substancias presentes na propolis € varidvel em fungdo do

local e da época de coleta da mesma (FERNANDES JUNIOR et al., 2006).
Jambolao

O jambolao (Syzygium cumini (L.) Skeels) é planta da familia Mirtaceae, oriunda da India
oriental e bastante conhecida na medicina popular indiana e paquistanesa por seus efeitos
hipoglicemiantes. Tem como sinonimia os nomes de Eugenia jambolana (Lam.), Myrtus
cumini L., Syzygium jambolanum (Lam.) DC e Eugenia cumini Druce (LOGUERCIO et al.,
2005).

As folhas sdo ricas em taninos e saponinas. Tanto a casca como as folhas e as sementes sdao
bastante adstringentes. O mecanismo de acdo antimicrobiana dos taninos explica-se por trés
hipéteses. A primeira pressupde que os taninos inibem enzimas bacterianas e fungicas e/ou se
complexam com o0s substratos dessas enzimas; a segunda inclui a acdo dos taninos sobre as
membranas celulares dos microrganismos, modificando seu metabolismo, e a terceira
fundamenta-se na complexagdo dos taninos com ions metdlicos, diminuindo a disponibilidade

de fons essenciais para o metabolismo microbiano (LOGUERCIO et al., 2005).

Estudos t€ém mostrado que o extrato hidroalcodlico a 10% (m/v) de folhas de jamboldo
apresenta atividade antibacteriana frente aos isolados bacterianos Staphylococcus sp., S.

aureus, S. intermedius, Bacillus cereus, Corynebacterium sp., Rhodococcus equi,
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Streptococcus canis, Escherichia coli, Salmonela typhi, S. cholerasuis, Pseudomonas
aeruginosa e Proteus sp., ndo sendo observada diferenca de sensibilidade entre

microrganismos gram-positivos e gram-negativos (LOGUERCIO et al., 2005).
Lapulo

O Idpulo é uma flor da familia das Canabiddceas que entra na composi¢do das cervejas. A
planta ndo tem efeito entorpecente, serve para dar a cerveja seu amargor, além de contribuir
no aroma da bebida. Essa substidncia possui antioxidantes naturais potentes, além de
apresentar alguns componentes de efeito bactericida. O lipulo é um dos trés fatores que
tornam a cerveja um ambiente hostil a presenga de bactérias causadoras de doengas, os outros

sd0 o élcool e o gis carbonico (NOGUEIRA, 2004).

Os compostos ativos do lipulo estdo presentes nas glandulas das flores femininas da planta, e
essas geralmente apresentam de 4 a Scm de comprimento. O ldpulo constitui-se de 6leos
essenciais (0,2-3%), B-acidos, também chamados lupulonas (1,5-9,5%) e de a-acidos (2,0-
16,0%), também chamados humulonas. As propor¢cdes de cada composto dependem da

variedade da planta (SILVA; FARIA, 2008).

Os B-acidos possuem agdo bactericida, agindo no transporte de metabdlitos na membrana
celular e alterando o pH intracelular. A pronunciada acdo bacteriostatica sobre bactérias gram-
positivas parece estar relacionada a interferéncia do grupo prenil, presente nas cadeias laterais
dos P-4cidos, sobre a membrana plasmética das células, inibindo fortemente o seu

crescimento (SILVA; FARIA, 2008).

Alguns estudos realizados mostraram que o -acido se mostrou muito eficiente na inibi¢ao do
crescimento da bactéria gram-positiva Lactobacillus. O perfil de crescimento do Bacillus,
bactéria classificada como gram-positiva, manteve-se inconstante, observando-se ligeiras
variagdes conforme as diferentes concentragdes de B-acido. Concluiu-se que a concentracdo
minima inibitéria (IMC) se encontra na faixa de 3 a Smg/L de biocida, sendo o crescimento
celular interrompido nesta faixa. O B-dcido também se mostrou eficiente nos experimentos
realizados com a levedura Saccharomyces cerevisiae, que ndo apresentou alteracdo no
crescimento, visto que a inibicdo ndo seria conveniente ao processo fermentativo

(OLIVEIRA, [s.d.]).

O Extrato de Lipulo B-Acido 45% foi lancado no setor sucroenergético brasileiro em 2007; o

produto foi anteriormente testado em laboratério, com diversas dosagens, pela empresa
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Fermentec, procedente de Piracicaba-SP. No Brasil, ainda € novidade, entretanto usinas como
Santo Antonio, de Sertdozinho-SP, e algumas unidades do grupo Cosan j4 utilizam o ldpulo.
O fabricante ressalta que os produtos sdo derivados de fontes naturais, possuem grau
alimentar, sdao seguros e de fécil aplicacdo (liquido), além de possuirem o Certificado Kosher

(exigéncia de alguns paises de cultura ortodoxa judaica) (CONTROLE, 2009).

O lupulo testado por especialistas do ramo de fermentacdo apresentou vantagens além do
controle bacteriano, como a reducdo do gasto de acido sulfirico no tratamento do levedo e
incremento no rendimento de etanol. Por ser produto natural, sua utilizagdo tem se mostrado
crescente nas usinas que secam levedura comercializada como racdo animal. Quanto aos

custos para a usina, os produtos se assemelham aos dos antibiéticos (CONTROLE, 2009).
2.2.2.4 Pomelo

O extrato de semente de pomelo é um agente antimicrobiano natural, tanto para uso interno
quanto externo. O extrato de pomelo € produto derivado das sementes e da polpa do fruto. A
investigacdo quimica revelou a presenca de flavonoides, dcido ascorbico, tocoferdis, acido

citrico, limonoides, esterdis e minerais. E comumente relatado por ter poderosa atividade

antimicrobiana (CVETNIC; KNEZEVIC, 2004).

A atividade antimicrobiana foi testada contra 794 bactérias e 93 cepas fungicas. A solugdo de
extrato de pomelo a 0,5% foi eficaz contra bactérias gram-positivas (Streptococcus sp.,
Staphylococcus aureus, Enterococcus sp.), bactérias gram-negativas (Enterobacter sp. e E.
coli sp.), e varios bolores e leveduras (Candida, Geotrichum, Aspergillus e Penicillium sp.). A
administracdo oral do mesmo agente em pacientes com eczema atdpico resultou na inibi¢dao
de Candida sp., Geotrichum sp. e E. coli, enquanto Staphylococcus aureus, formadores de
esporos aerdbicos, e lactobacilos foram apenas inibidos parcialmente (TAKEOKA et al.,

2001).

A eficécia antibacteriana, o mecanismo de acdo e a toxicidade in vitro foram recentemente
investigados, sendo constatado que o extrato rompe a membrana bacteriana e libera o
conteddo citoplasmdtico no prazo de 15 minutos (CVETNIC; KNEZEVIC, 2004). Segundo
Bregagnoli (2006), a utilizacdo de extrato de pomelo em experimento realizado para controle
de microrganismos contaminantes na produ¢do de cachaca orginica mostrou-se inadequada

no controle de bactérias contaminantes por causar inibi¢ao parcial do processo fermentativo.
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Consideracoes finais

O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos tem levado a selecdo de
microrganismos resistentes a esses compostos, além de deixarem residuos acima do esperado.
O uso de biocida natural, além de ndo deixar residuo, também ndo provoca a resisténcia

bacteriana.

Alguns produtos fabricados com lipulo ji estdo sendo utilizados em algumas usinas. Esses
produtos oferecem diversas vantagens, inibindo seletivamente os contaminantes, eliminando a
formacdo do dcido lactico e acético oriundos de fermentagdes paralelas; substituem
antibidticos e produtos quimicos indesejaveis na fermentacdo, proporcionam a producdo de
coprodutos livres de antibidticos, cumprem as regulamentacdes da Unido Europeia para
aditivos em racdo animal, podem aumentar o desempenho da levedura e acelerar a

fermentacdo e ajudam a eliminar perdas de rendimento na producgdo de etanol.

A prépolis, o pomelo e o jambolao também possuem agdo antimicrobiana, porém ainda faltam
mais estudos sobre seus poderes biocidas na fermentacdo alcodlica. Portanto, hd necessidade
de existir a constante pesquisa sobre os biocidas naturais para que novas descobertas tragam
vantagens no controle da contaminacdo e assim haja a preservacdo da qualidade dos
coprodutos, além é claro, dos menores custos e riscos que ainda hoje sdo ocasionados pelo

uso de antibidticos.
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