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RESUMO

A fermentagdo alcodlica é realizada por leveduras, principalmente da espécie
Saccharomyces cerevisiae. O processo fermentativo pode apresentar uma carga microbiana
contaminante, que pode ser prejudicial a produgcdo de etanol. Levando em conta que o
processo fermentativo conduzido por S. cerevisiae € de grande valia para a producédo de
etanol, este estudo teve como objetivo principal testar a suscetibilidade aos inibidores de
crescimento de seres procariontes contaminantes do processo fermentativo. Duas colbnias
bacterianas foram testadas em presencas dos seguintes antibidticos: Amicacina (AMI
30pg/mL), Amoxicilina (AMC 30ug/mL), Ampicilina (AMP 10ug/mL), Cefalexina (CTX
30ug/mL), Cloranfenicol (CLO 30pg/mL) e Tetraciclina (TET 30ug/mL). Os resultados
indicaram diferentes sensibilidades para as colbnias testadas. A col6nia 01 apresentou-se
sensivel a todos os antibidticos testados, devido & presenca dos halos de inibicdo. Ao
contrario da colénia 02, onde se observou a resisténcia para trés tipos de antibiéticos
analisados e sensibilidade aos demais. Indicando assim que a colénia 02 é mais resistente
que a 01, ja que esta Ultima apresentou certa sensibilidade aos seis antibiéticos testados,
enguanto a primeira colbnia citada mostrou-se resistente aos antibiéticos. Portanto, o uso
adequado de inibidores de crescimento de organismos procariontes contaminante pode
garantir um controle microbiologico eficaz livre de microrganismos invasores, e um
rendimento significativo da produgé&o industrial do etanol brasileiro.
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ABSTRACT

The alcoholic fermentation is carried by yeast, especially by species Saccharomyces
cerevisiae. The fermentation process may have a contaminant microbial load and may be
harmful to the production of ethanol. Taking into account that the fermentation driven by S.
cerevisiae is of great value to ethanol production, this study aimed to test the susceptibility to
growth inhibitors of prokaryotes contaminants of the fermentation process. Two bacterial
colonies were tested to following antibiotics: Amikacin (AMI 30pg / mL), Amoxicillin (AMC
30pg / mL), Ampicillin (AMP 10mg / mL), Cephalexin (CTX 30ug / mL), chloramphenicol
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(CLO 30ug / mL) and tetracycline (TET 30ug / mL). The results showed different sensitivities
to the tested colonies. Colony 01 had to be sensitive to all antibiotics tested, due to the
presence of inhibition halos. In contrast to the colony 02 observed resistance to three kinds
of analyzed antibiotics and sensitive for remaining, indicating that the colony 02 is more
resistant than 01, since the latter showed some sensitivity to the six tested antibiotics, while
said first colony was resistant to antibiotics. Therefore, the proper use of prokaryotes
organisms contaminants growth inhibitors can ensure an effective microbiological control free
of invading microrganisms, and a significant yield industrial production of Brazilian ethanol.

Keywords: Yeast; Saccharomyces cerevisiae; Distillery; Ethanol; Fermentation.

INTRODUCAO

Os organismos procariontes sdo 0s seres vivos mais plesiomérficos do
planeta Terra e ainda assim ha um numero de espécies catalogadas relativamente
pequeno quando comparado aos demais grandes taxons do dominio Eukarya. Mora
e colaboradores (2011) apontam que sdo conhecidas apenas 11.513 espécies
pertencentes aos dominios taxondmicos Archaea e Bacteria. Apesar de existirem
espécies patogénicas, ha muitas outras essenciais para varios processos, como as
bactérias do processo fermentativo para obtencao de etanol.

Como abordado por Naves et al. (2010), os organismos contaminantes
presentes no processo supracitado sdo 0s mesmos encontrados no solo da
plantacdo de cana-de-aclUcar, jA que este é um imenso reservatério de
microrganismos. A fermentacédo alcodlica € conduzida por leveduras, principalmente
Saccharomyces cerevisiae, todavia Nobre (2005) ressalta que, se a carga
microbiana contaminante deste processo atingir niveis elevados, estes podem ser
prejudiciais a producao de etanol.

Em sua revisdo de literatura, Naves et al. (2010) apontam ainda que 0s
organismos procariontes mais comumente encontrados nos colmos da cana-de-
acucar sdo aqueles pertencentes aos géneros Flavobacterium, Xanthomonas,
Pseudomas, Enterobacter, Erwinia, Leuconostoc, Bacillus e Corynebacterium,
contudo também podem ser encontrados bolores e leveduras dos géneros Candida,
Saccharomyces, Torula e Pichia. Gallo (1990) ressalta que Lactobacillus € outro
género frequentemente encontrado, e que este também se destaca como um

contaminante bacteriano que pode ser prejudicial & produgéo de etanol.
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Levando em conta que o processo fermentativo realizado por S. cerevisiae €
de grande valia para a producdo de etanol, este trabalho apresentou como objetivo
primordial, testar a suscetibilidade aos inibidores de crescimento de seres

procariontes contaminantes deste processo fermentativo.

METODOLOGIA

As andlises microscopicas das colbnias bacterianas contaminantes do
processo fermentativo do etanol de destilaria, bem como os testes de suscetibilidade
das mesmas foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Universidade do
Estado de Minas Gerais (UEMG), Unidade Ituiutaba. A destilaria selecionada para
realizacdo dos testes pertence a microrregido geogréfica de ltuiutaba e mesorregido
do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba (IBGE, 1990).

O meio de cultura utilizado para o crescimento das colonias bacterianas
contaminantes contendo: glicose 0,1%; extrato de levedura 0,25% e triptona 0,5%
(GLT), com pH 6,8 (CECCATO-ANTONINI, 2010). Estas foram cultivadas em placa
de Petri em meio, acima citado, e incubadas a 37 °C por 48 horas. Apds o
crescimento, elas foram observadas ao microscOpio Optico quanto a morfologia
celular.

Para a contagem de bactérias contaminantes do processo fermentativo foi
utiizado o método de Andrade e Rocha (2013) baseado em Ceccato-Antonini
(2010). Andrade e Rocha (2013) caracterizaram morfologicamente as bactérias
quanto a forma e a coloracdo do Gram e, além disso, determinaram a Concentracédo
Minima Inibitéria (MIC) para o inibidor de crescimento Kamoran. Para dar
continuidade ao trabalho de Andrade e Rocha (2013), foi realizado um teste de
suscetibilidade, através de um antibiograma, o qual avaliou a sensibilidade a outros
inibidores de crescimento bacteriano.

Para este experimento, duas colonias bacterianas foram cultivadas em meio
GLT liquido por overnight, em seguida, 100uL de cada amostra crescida foram
espalhadas com o auxilio de uma alca de Drigaslky em placas de Petri contendo
meios GLT sélidos. A seguir, discos de antibiéticos foram colocados com o auxilio de

uma pinga esterilizada nas placas de Petri em meios solidos. Os discos de
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antibidticos utilizados foram os seguintes: Amicacina (AMI 30ug/mL), Amoxicilina
(AMC 30pg/mL), Ampicilina (AMP 10pg/mL), Cefalexina (CTX 30pg/mL),
Cloranfenicol (CLO 30ug/mL) e Tetraciclina (TET 30ug/mL). As placas de Petri foram

incubadas a 37°C por 1 a 2 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dando continuidade ao trabalho de Andrade e Rocha (2013), que ja haviam
caracterizado morfologicamente as bactérias e determinaram o MIC para o inibidor
de crescimento Kamoran, estas autoras relataram que as bactérias contaminantes
apresentaram a forma de bastonetes, de coloracdo roxa e eram Gram-positivas,
dado este que corrobora com Gallo (1990), j& que em sua tese, o0 autor concluiu que
a flora bacteriana gram-positiva foi predominante para as amostras analisadas. Com
relagdo ao MIC, as autoras anteriormente citadas, mostraram que a concentracéo
inibitéria minima em presenca de Kamoran foi acima de 3 ppm para a colbnia
analisada, e esta concentragao foi capaz de inibir a contaminacao bacteriana, como
abordado na literatura especifica, além de ter garantido a viabilidade da levedura.

Para dar sequéncia ao trabalho de Andrade e Rocha (2013), o presente
estudo teve como cerne da pesquisa 0 teste de sensibilidade a inibidores de
crescimento bacteriano contaminantes do processo fermentativo, executado por
meio de um antibiograma. Para isso, foi realizado um experimento em que as
colénias 01 e 02, foram submetidas ao teste de suscetibilidade a antibioticos. O
resultado quanto a resisténcia ou sensibilidade aos antibioticos testados esta
disposto na tabela 01, onde a presenca do halo de inibicAo e auséncia de
crescimento da col6nia foi representado por S e a auséncia do halo de inibicdo e

crescimento da coldnia foi simbolizado por R.
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Tabela 01. Resposta da resisténcia ou sensibilidade de coldnias bacterianas
contaminantes testadas quanto aos antibiéticos abaixo relacionados.
Antibidticos Colbnia 01 Colbdnia 02
Amicacina (AMI 30) S S
Amoxicilina (AMC 30)
Ampicilina (AMP 10)
Cefalexina (CTX 30)
Cloranfenicol (CLO 30)
Tetraciclina (TET 30)

nunnmnonm
w2 X0AOW!W

Os resultados indicaram diferentes sensibilidades para as col6nias testadas. A
colénia 01 apresentou-se sensivel a todos os antibioticos testados, devido a
presenca dos halos de inibicdo. Ao contrario para a colénia 02 observou-se a

resisténcia para trés tipos de antibiéticos analisados e sensibilidade aos demais. O

resultado em questédo pode ser melhor visualizado na figura abaixo.

Figura 01. Teste do antibiograma para a col6nia 01 (a esquerda) e col6nia 02 (a direita).

Os métodos convencionais usados pelas inddstrias sucroalcooleiras para o
tratamento do mosto, com o intuito de diminuir a carga microbiana contaminante,
preconizam o uso de antibidticos e de &cido sulfdrico concentrado (ALCARDE et
al., 2003; NOBRE et al., 2007). Este ultimo garante inclusive, a desfloculacdo do
material (SOUZA; MUTTON, 2004). Na destilaria do presente estudo, o &cido
sulfarico é utilizado bem como o antibiotico Kamoran.

O Kamoran é usado em varios trabalhos (ALCARDE, 2000; ALCARDE et al.,
2001) e mostrou-se eficiente na eliminacdo de bactérias dos géneros Bacillus e
Lactobacillus contaminantes do mosto, proporcionado uma melhora em alguns
parametros bioquimicos da fermentacao, tais como pH, teor de acidos orgéanicos e
rendimento no processo fermentativo. Estas foram as qualidades buscadas por
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grande parte das destilarias brasileiras. O antibidtico Kamoran atua com efeitos
bacteriostaticos, pois inibe o crescimento e ndo ocasiona morte celular, e
bactericida, j& que h& morte celular, porém sem lise das células (SILVA, 2010).

Segundo as autoras Silva (2010) e Prado (2014), “os principios ativos dos
antibioticos sdo de origem do metabolismo de microrganismos selecionados e o0 seu
grau de pureza depende do refinamento do processo de purificagcdo de cada
empresa produtora de antibidticos”. No caso do Kamoran, por exemplo, ele é obtido
a partir da fermentacdo de Streptomyces cinnamonensis, que produz o principio
ativo monensinasdédica cristalina, que impede o transporte de cations na membrana
das bactérias Gram-positivas (RQR, 2009).

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos é devido a mutacfes genéticas que
ocorrem nestes seres procariontes. Segundo Oliveira et al. (2009) isso permite o
crescimento seletivo das células mutadas na presenca destes antibioticos. E
necessario conhecer a sensibilidade da bactéria frente ao antibiético, para que, ap6s
a possivel mutacdo, seja realizada a selecdo dos transformantes, utilizando
guantidades econdmicas e ao mesmo tempo eficientes de antibiotico (OLIVEIRA et
al., 2009).

Quanto aos antibidticos testados neste trabalho, apenas Ampicilina (AMP 10),
Cefalexina (CTX 30) e Cloranfenicol (CLO 30) se mostraram resistentes a segunda
colénia de bactérias contaminantes do processo fermentativo. Destes, pode-se
destacar a ampicilina, que na colénia 02, por mais que nao tenha apresentado halo
de inibicdo, diminuiu um pouco mais a concentracdo/quantidade de bactérias
contaminantes préximas ao disco do antibiotico (ver Figura 01), quando comparadas
aos demais. Se houvesse uma alteracdo na concentragdo da ampicilina,
possivelmente estas bactérias se mostrariam sensiveis ao antibiético em questao.

A amplicolina é um antimicrobiano sintético do tipo penicilina, de amplo
espectro, sendo um quimioterapico do grupo B-lactamico (FERREIRA, 1995) que
interfere na sintese de polipeptidioglicano, na parede celular bacteriana, cuja acao
final € a inativagdo de um inibidor das enzimas autoliticas, conduzindo a lise da
bactéria. A ampicilina é destruida por algumas bactérias que produzem B-lactama se

e por muitos microrganismos Gram-negativos (RANG et al., 1995).
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Oliveira Filho (2010), em seu trabalho, mostrou que a interacdo propolis/
ampicilina é eficiente na producdo de vinhos com maiores teores alcodlicos,
resultando em maiores rendimentos em alcool. Acredita-se que sejam necessarios
mais estudos acerca da ampicilina, ja que este antibidtico pode diminuir a
guantidade de bactérias e ainda otimizar o rendimento alcodlico no processo
fermentativo.

Assim como Oliveira Filho (2010), outros pesquisadores sao instigados a
inovar para melhorar ou aperfeicoar processos e técnicas. Ludwig et al. (2001), por
exemplo, desenvolveram uma técnica simples e econdmica para auxiliar no controle
industrial das condicbes microbiolégicas das destilarias produtoras de etanol,
visando contribuir para 0 monitoramento da populacdo de bactérias indutoras da
floculacdo, contaminantes naturais do processo de fermentacéo alcodlica industrial.

Vale destacar que o controle de bactérias contaminantes ndo deve ser
realizado apenas com uso de antibidticos convencionais, poiS Sseu Uuso
indiscriminado e continuo, durante os processos fermentativos nas industrias de
alcool provocam seletividade nas cepas de bactérias presentes nestes processos.
Com isso, as bactérias selecionadas tornam-se menos sensiveis a acdo dos
antibioticos (CINELLI, 2012). Caetano e Madaleno (2011) apontam alguns produtos
naturais — a prépolis, o lupulo, o pomelo e o jamboldo — que também possuem acgéo
antimicrobiana, porém ainda faltam mais estudos sobre seus poderes biocidas na

fermentacao alcodlica.

CONCLUSAO

Conclui-se que a coldnia bacteriana 02 € mais resistente que a 01, ja que a
esta Ultima apresentou certa sensibilidade aos seis antibioticos testados, enquanto a
primeira colbnia citada mostrou-se resistente aos antibiéticos Ampicilina (AMP 10),
Cefalexina (CTX 30) e Cloranfenicol (CLO 30). O uso de outros tipos de antibidticos
pode garantir um controle microbioldgico eficaz livre de microrganismos invasores, e

um rendimento significativo da produgé&o industrial do etanol brasileiro.
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