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RESUMO

O biocombustivel etanol é uma alternativa viavel a utilizagdo de combustiveis
fésseis, principalmente quanto as questdes ambientais, pois o etanol € uma fonte
energética renovavel, e quando comparado a combustiveis como o petroleo
apresenta menores taxas de emissdo de gases estufa. A produgdo de etanol é
influenciada pela contaminacdo bacteriana durante o processo fermentativo
realizado pela levedura Saccharomyces cerevisiae. As bactérias contaminantes na
industria sucroalcooleira sdo geralmente Gram-positivas, principalmente as espécies
de Lactobacillus. O controle destes contaminantes geralmente é realizado com o
uso de antibidticos, porém devido a selecdo de cepas resistentes € necessaria a
busca de alternativas para este controle. Os produtos naturais como os metabdlitos
secundarios bacterianos sdo fontes promissoras na prospecgdo por novos
antibidticos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antibiética das fragdes semi-purificadas de metabdlitos produzidos por
Pseudomonas aeruginosa (cepa LV) no controle de Lactobacillus sp., contaminante
do processo de fermentagdo etandlica. Os metabdlitos produzidos pela cepa LV,
foram purificados por métodos cromatograficos. Todas as fragbes obtidas foram
testadas quanto a atividade antibiética. As Fragbes F6a, F6a.4, F6a.6, F6a.7 e F6a.8
e principalmente F6a.7.4, F6a.7.5 apresentaram resultados satisfatérios no controle
do contaminante Lactobacillus sp., sem prejudicarem o crescimento da levedura S.
cerevisiae, responsavel pela produgao do etanol. A concentracio inibitéria minima
para as fracdes F6a.7.4 e F6a.7.5 foi de 31, 25 pg.mL" e de 250 pg.mL™" para
F6a.7.6. Os resultados observados neste estudo demonstraram que compostos
isolados a partir de metabdlitos secundario de P. aeruginosa, cepa LV, podem ser
uma ferramenta para o controle de Lactobacillus sp., importante contaminante na
producgao de etanol.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Lactobacillus sp. Fermentagao
alcodlica. Pseudomonas aeruginosa. Atividade antibidtica.



BERANGER, Jamile Priscila de Oliveira. Evaluation of antibiotic activity of natural
products on bacterial contamination in ethanol production. 2013. 66 p.
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ABSTRACT

The ethanol biofuel is a viable alternative to fossil fuel use, especially on
environmental issues, as ethanol is a renewable energy source and when compared
to fuels such as oil, has lower rates of greenhouse gas emissions. Ethanol production
is influenced by the bacterial contamination during the fermentation process
performed by the yeast Saccharomyces cerevisiae. The bacteria contaminants in the
alcohol industry are generally Gram-positive, particularly the species of Lactobacillus.
The control of these contaminants is usually accomplished with the use of antibiotics,
however due to the selection of resistant strains is necessary to seek alternatives to
this control. Natural products such as bacterial secondary metabolites are promising
sources in prospecting for new antibiotics. In this context, the objective of this study
was to evaluate the antimicrobial activity of semi-purified fractions of metabolites
produced by Pseudomonas aeruginosa (strain LV) in control of Lactobacillus sp.,
Contaminating the ethanol fermentation processes. The metabolites produced by
strain VL, were purified by chromatographic methods. All the fractions were tested for
antibiotic activity. Fractions F6a, F6a.4, F6a.6, F6a.7 and F6a.8 and especially
F6a.7.4, F6a.7.5 showed satisfactory results in controlling contaminant Lactobacillus
sp., Without harming the growth of the yeast S. cerevisiae, responsible for the
production of ethanol. The minimal inhibitory concentration for fractions F6a.7.4 and
F6a.7.5 was 31, 25 ug.mL™" and 250 ug.mL" for F6a.7.6. The results of this study
demonstrate that compounds isolated from secondary metabolites of P. aeruginosa
strain LV, can be na tool for controlling Lactobacillus sp. important contaminant in
ethanol production.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae. Lactobacillus sp. Alcoholic fermentation.
Pseudomonas aeruginosa. Antibiotic activity.
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1 INTRODUCAO

A busca para a producao e utilizacdo de biocombustiveis € uma
necessidade eminente, devido a alta demanda energética mundial, a dependéncia
do petréleo (fonte ndo renovavel) e as consequéncias ambientais pelo uso de
combustiveis fosseis, como a emissdo de gases que resultou no protocolo de Kyoto,
sendo assim, o etanol, biocombustivel produzido a partir de cana-de-acucar
(Saccharum officinarum), € uma alternativa promissora (LEITE, LEAL, 2007).

Estudos indicam que os combustiveis fosseis, considerando as
reservas disponiveis no momento, seriam suficientes para suprir o0 mercado por
cerca de mais 40 anos. Entretanto, a emissdo de gases e seus problemas
consequentes, como efeito estufa e aquecimento global, sdo preocupacgdes
mundiais. Um indicativo é o compromisso dos paises desenvolvidos em reduzirem a
emissao de gas carbdnico pela queima de petroleo em 5%, afirmado pelo protocolo
de Kyioto (ANDRIETTA et al., 2007). Dessa forma, a substituicdo do petréleo por um
biocombustivel como etanol pode minimizar os impactos no meio ambiente.

No Brasil, o etanol combustivel é produzido principalmente a partir
da fermentacdo da cana-de-agucar, devido a alta concentragdo de sacarose,
matéria-prima para a fermentacdo pela levedura Saccharomyces cerevisiae e
consequente produgao de etanol, o que é bastante vantajoso para a industria na
producao de alcool, segundo Andrietta et al. (2007) o rendimento é de 80 litros de
etanol por tonelada de cana-de-acucar.

A producao de etanol é influenciada por diversos fatores fisicos,
quimicos e microbiolégicos que alteram o rendimento da fermentagao, tais como
temperatura, pressdo osmatica, pH, quantidade de nutrientes e fatores relacionados
a levedura S. cerevisiae (espécie, linhagem e quantidade de células viaveis), além
da contaminagdo bacteriana (LIMA et al.,, 2001). A contaminacdo bacteriana é
propiciada pelas condicbes de fermentacdo como alta concentragdo de nutrientes
presentes no mosto, presencga de agua, pH e temperatura étima (CHERUBIM, 2003).
Portanto, um dos problemas mais relevantes na industria sucroalcooleira € a
contaminagao do mosto por bactérias, pois elas resultam em uma diminuicdo da
eficiéncia da levedura S. cerevisiae no processo fermentativo para a producao de

alcool devido a competicao por nutrientes, inclusive a sacarose e pela producéo e
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liberagdo de metabdlitos prejudiciais para a levedura (ANDRIETTA et al., 2007).
Além disso, a contaminagao bacteriana pode levar a floculagdo, ou seja agregacao e
precipitacdo das células de levedura que resulta na diminuicdo da velocidade de
fermentacdo (OLIVA-NETO, YOKOYA, 1997). Os principais contaminantes da
fermentacgao alcodlica sao bactérias Gram-positivas, sendo o género Lactobacillus e
Bacillus os representantes de maior prevaléncia. (GALLO, 1989; SKINNER,
LEATHERS, 2004; ANDRIETTA et al., 2007).

O controle destes contaminantes geralmente é realizado pela adigao
de antibidticos ao mosto. Essa medida € de grande preocupagao, pois O uso
indiscriminado desses antibidticos pode levar a selecdo de bactérias resistentes,
dificultando ainda mais a eliminagcdo destes contaminantes do processo
fermentativo, além de elevar os custos para a industria sucroalcooleira e o impacto
destes antibiéticos no meio ambiente (AMORIM, LEAO, 2005).

Produtos naturais obtidos a partir do metabolismo de micro-
organismos, plantas ou animais sdo promissores na prospecgdo de novas drogas
para diversas indicagdes terapéuticas, inclusive novos antibiéticos. A vantagem da
utilizacao destes metabdlitos é a alta interagdo bioldgica especifica, considerando
sua origem em organismos que possuem semelhancas bioquimicas (BERDY, 2005).

Os metabdlitos secundarios com atividade antibiética podem ser
produzidos por diversos organismos procariotos (bactérias) e eucariotos (fungos,
plantas e animais). Dentre os procariotos estes compostos sdo produzidos
principalmente por actinomicetos (Streptomyces e actinomicetos raros) e outras
bactérias pertencentes aos géneros Bacillus e Pseudomonas (BERDY, 2005).

Compostos do metabolismo secundario produzidos por espécies
antagonistas, quando em competicdo, podem apresentar atividade antimicrobiana
(OLIVEIRA et al., 2011). O uso de metabdlitos secundarios com atividade antibiotica
pode ser util no controle de contaminantes da industria sucroalcooleira, reduzindo
perdas operacionais durante a fermentagdo etandlica, como a degradagdo da
sacarose e a formagao dos acidos lactico e acético, prejuizos causados pelos micro-
organismos contaminantes (OLIVA-NETO, YOKOYA, 1997).

Visto a importancia do etanol combustivel e os problemas causados
pela contaminagdo bacteriana, durante o processo agroindustrial para a produgao
deste combustivel, é importante a busca de alternativas no controle destes micro-

organismos contaminantes, dessa forma os produtos naturais, como os metabdlitos
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secundarios bacterianos, podem contribuir para a minimizagdo dos problemas na

industria sucroalcooleira.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antibidtica de compostos semi-purificados do
metabolismo secundario de Pseudomonas aeruginosa (cepa LV), no controle de
Lactobacillus sp., contaminante bacteriano isolado durante processo agroindustrial

de fermentacao etandlica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir compostos antibidticos do metabolismo secundario da cepa LV com

atividade antibioticas contra Lactobacillus sp.

e Purificar os metabdlitos secundarios da cepa LV com uso de métodos

cromatograficos.

e Determinar qual(is) fracdo(des) purificada(s) tera(ao) maior atividade antibiética in

vitro no controle de Lactobacillus sp.

e Determinar a concentragao inibitéria minima do composto(s) semi-purificado(s)

com maior atividade antibiotica frente a Lactobacillus sp.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOCOMBUSTIVEIS

Os biocombustiveis sdo fontes energéticas renovaveis, o que o0s
diferencia dos combustiveis fésseis, como o petréleo, e sdo importantes no
suprimento da demanda energética mundial que esta em expansdo, dessa forma
diminuindo a dependéncia do petréleo. Além disso, o principal beneficio dessa fonte
energética € a redugao do impacto ambiental causado pela diminuicao da emisséo
de gases a atmosfera como o gas carbdnico, envolvido no efeito estufa (LEITE,
LEAL, 2007).

As fontes para a obtencdo de biocombustiveis podem ser primarias
ou sedundarias, as primarias se baseiam na producao de etanol a partir de agucares
e amidos provenientes de culturas como cana-de-agucar, beterraba, milho, trigo e
mandioca e a producdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais como soja, mamona,
dendé, além da gordura animal. As fontes secundarias utilizam  materiais
lignocelulésicos como residuos agroflorestais e estdo em desenvolvimento
tecnologico, por exemplo, a utilizagdo do bagaco e da palha da cana-de agucar

pode levar a um aumento de até 50% na producédo de etanol (LEITE, LEAL, 2007).

3.1.1 A Importancia do Etanol

O Brasil € um importante produtor de biocombustiveis,
principlamente o etanol extraido da cana-de-agucar. A expansao na producao desta
fonte energética renovavel ocorreu apés a crise do petréleo de 1973/1974, quando
foi implementada uma politica de incentivo da producdo de etanol no pais, o
programa Proé-Alcool, que tinha como objetivo a diminuicdo da dependéncia da
importagdo de petroleo e a substituigdo dos combustiveis fosseis (KOHLHEPP,
2010).

Desde 2006 o Brasil é autosuficiente na producao de petroleo,
portanto, a continuidade em investimentos na ampliacdo da produgdo de
biocombustiveis pode estar relacionada a necessidade de redugdao do impacto
ambiental causado pela emissédo de CO,, assunto de grande preocupagao

internacional, devido as alteragbes climaticas causadas por estes gases na
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atmosfera. Entretanto, outros interesses do pais na producédo de etanol estdo na
susbstituicao do combustivel no mercado interno e o potencial no mercado externo
(KOHLHEPP, 2010).

O Brasil é territério favoravel para a producdo de biocombustiveis
devido as condigdes ambientais. Dessa forma, € um pais com grande potencial no
mercado internacional de etanol (KOHLHEPP, 2010).

Brasil e Estados Unidos sdo os maiores produtores mundiais de
etanol, chegando a 90% do mercado global (FAO, 2008). Nos Estados Unidos a
producao de etanol é realizada principlamente a partir do milho (90%), no Brasil a
materia-prima mais utilizada na producao de etanol é a cana-de-agucar (GAROMA,
BEM-KALED, BEYENE, 2011). Segundo o Departamento de Energia dos Estados
Unidos (2008), o etanol produzido a partir do milho pode reduzir em cerca de 20% a
emissdo de gases do efeito estufa em relagdo a gasolina, podendo alcancar até
52%, futuramente com a utilizagéo do etanol de segunda geragao, produzido a partir
de celulose, alcancara uma reducao de 86%.

A produtividade de etanol utilizando como matéria prima a cana-de-
acgucar € aproximadamente dez vezes maior quando comparados ao uso do milho
como fonte de acgucares. Além disso, a producéo de etanol a partir de milho acarreta
em uma maior liberagdo de gas carbdnico em relagdo ao etanol da cana,
especialmente em culturas de clima seco, o saldo também é positivo para a redugao
da emissdo desse gas em relagdo ao liberado pela gasolina, a cana gera uma
reducéo de 57 a 61% e o milho uma reducéo é de 43 a 51%, dependente da regidao
a ser cultivada (clima tropical, seco ou temperado), (GAROMA, BEM-KALED,
BEYENE, 2011).

Outra vantagem durante a produgao de etanol apartir da cana-de-
agucar € o transporte, a cana necessita de menor transporte ocasionado pela
proximidade dos locais de produgéo e a area agricola, ja o milho é transportado para
locais intermediarios até o processamento industrial, € necessario considerar que
esses dados sao resultados da produgao de etanol da cana no Brasil e etanol do
milho nos EUA (GAROMA, BEM-KALED, BEYENE, 2011).
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3.2 PRODUCAO DE ETANOL

Em geral a produgcdo de etanol é composta de trés etapas: a
primeira € a etapa agricola que consiste nos cuidados desde o plantio da cana de
agucar a manutengao da cultura, a segunda € a etapa de corte, carregamento e
transporte (CCT) que envolve o corte da cana que pode ser manual ou mecanizado,
o carregamento que geralmente é mecanizado e o transporte da area agricola para
a usina, a terceira etapa € a industrial na qual ocorre o processamento da cana de
agucar, que pode resultar nos produtos: agucar (recuperagao da sacarose), energia

(utilizacdo da biomassa) e etanol (processo fermentativo) (PAIVA, 2006).

3.2.1 Etapa Agricola

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum) € uma cultura perene, de
facil plantio e manejo, além de ser uma cultura de baixo custo, apresenta um
elevado rendimento (até 120 t/ha/ano), a produtividade é influenciada por fatores
como variedade, fertilidade do solo, condi¢cdes climaticas, praticas culturais, controle
de pragas e doengas e método de colheita. A melhor variedade da cana-de agucar
a ser escolhida € aquela que apresenta alta produtividade, alto teor de acucar
(sacarose), e ideais para as condi¢cdes de solo e clima, boa capacidade de rebrota,
facil despalha e resisténcia a pragas e doengas (TOWNSEND, 2000).

As melhores condi¢cbes da area para o plantio da cana de agucar €
a area com topografia pouco inclinada e quando necessario utilizar técnicas como
curvas de niveis ou terraceamento, porém tais procedimentos encarecem o plantio,
além disso solos férteis, profundos e sem alagamentos séo os ideias (TOWNSEND,
2000).

A produtividade da cana de agucar esta diretamente relacionada ao
preparo do solo, os cuidados necesarios para um solo produtivo sdo adubacgao,
corregao de pH, controle de ervas daninhas e patdégenos, além de corregcdo doa
aspectos fisicos do solo como descompactacado e sistematizacdo do solo. Devido
aos meéetodos mecanizados utilizados durante grandes periodos no canavial, ocorre o
aumento da compactacido do solo, sendo ideal refazer o preparo do solo a cada 5
anos aproximadamente (SANTIAGO; ROSSETO, 2013).
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A movimentagdo do solo leva ao aumento da oxigenacgao local,
ocasionando elevagao da atividade microbiana, assim aumentando a perda de
carbono no solo com sua liberagdo para a atmosfera, contribuindo com o
aquecimento global, portanto o cultivo de cana-de-agucar com o preparo minimo do
solo (plantio direto ou cultivo minimo) auxiliam na diminuigcdo do impacto ambiental
na producao de cana-de-agucar (SANTIAGO; ROSSETO, 2013).

3.2.2 Etapa de Corte, Carregamento e Transporte (CCT)

Esta etapa pode ser realizada total ou parcialmente mecanizada e é
importante para a manutenc¢ao da qualidade da matéria-prima, considerando que a
cana-se-agucar deve possuir o maior valor possivel de agucar redutor total (ART)
(quantidade total de agucares: sacarose, glicose e frutose), além de alta pureza; é
recomendado que ocorra em periodo inferior a 48 horas para evitar a formacao de
acucar invertido e dextrana (PAIVA, 2006).

3.2.3 Etapa Industrial

Esta etapa tem inicio com a pesagem e amostragem para avaliagéao
da qualidade na matéria prima através dos indices: PC (Pol da Cana: teor de
sacarose aparente da cana), AR (acucares redutores: quantidade de glicose e
frutose presente na cana), ART (agucar redutor total: quantidade total de agucares:
sacarose, glicose e frutose), ATR (agucares totais recuperaveis), brix (porcentagem
de solidos soluveis contida em uma solugédo de sacarose), fibra e pureza da cana. O
processo segue com a lavagem, em seguida a cana é picada, desfibrada e moida, o
bagaco pode seguir para a queima, a fim de gerar vapor que alimenta o maquinario
ou para cogeracdo de energia, enquanto o caldo pode resultar na produgdo de
acucar ou etanol (PAIVA, 2006).

A producgao de etanol a partir do caldo de cana pode ocorrer com
etapas iniciais comum a do acgucar. o caldo proveniente da moenda apos a
decantagdo (fase que ocorre a separagdao de imprurezas), resulta no caldo
clarificado, que € evaporado para concentracdo e redugdo do teor de agua,
resultando no xarope. Apds a eliminacio de outras impurezas e o cozimento produz-

se acucar e mel, em seguida a centrifugacdo separa o mel do agucar. O mel, o
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caldo, xarope e agua formam o mosto, que é acondicionado na dorna de
fermentagdo com a adi¢cao da levedura (fermento), apos cerca de sete horas resulta
no vinho levedurado, com teor alcdlico entre 6 e 10%, apds a centrifugagdo a
levedura pode ser reaproveitada para uma nova fermentacdo, enquanto o vinho é
destilado para producao de etanol hidratado e posteriormente etanol anidro (PAIVA,
2006).

3.3 INTERFERENTES NA PRODUCAO DE ETANOL

A producao de etanol é influenciada por diversos fatores fisicos,
quimicos e microbioldgicos que alteram o rendimento da fermentagado, tais como
quantidade de nutrientes, temperatura, pressdo osmoética, pH e fatores relacionados
a levedura S. cerevisiae (espécie, linhagem e concentragéo), além da contaminacao
bacteriana (LIMA et al., 2001).

A levedura S. cerevisiae exige alguns macro e micronutrientes que
muitas vezes é necessario serem adicionados ao mosto para complementar as
caréncias do meio e assim promover a eficiéncia do processo fermentativo (SILVA,
2008). Segundo Silva et al. (2006) a adigao de nutrientes como o nitrogénio na
quantidade adequada foi positiva para a redugcdo de metabdlitos secundarios
contaminantes totais (MSCT) (aldeido, acetonas, acetato de etila, metanol, n-
propanol, iso-butanol e isoamilico) e o fésforo também apresentou beneficio, porém
deve ser adicionado em pequenas quantidades.

As temperaturas 6timas para a fermentacéo etandlica estdo na faixa
de 26 a 35 °C, mas temperaturas superiores, chegando a 38 °C podem ser
utilizadas, dependendo das condi¢des climaticas da regido, entretanto temperaturas
mais elevadas sao mais propicias aos contaminantes bacterianos e aumentam a
sensibilidade da levedura ao etanol, levando a formacado de metabdlitos secundarios
como o glicerol, além disso, temperaturas superiores podem aumentar a evaporagao
do etanol, sendo assim, & necessario o controle da temperatura durante o processo
fermentativo (LIMA et al., 2001).

O pH ideal para a fermentagao etandlica esta na faixa de 4 a 5,
porém o processo pode ocorrer em uma ampla faixa de pH. Meios mais acidos
favorecem um maior rendimento no teor etilico e diminuem a contaminagao

bacteriana. Quando ha a reutilizagdo da levedura para um novo processo
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fermentativo € necessario realizar a corregdo do pH com acido sulfurico até o pH
entre 2,0 e 3,0 a fim de reduzir a contaminagao microbiana (LIMA et al., 2001).

A levedura S. cerevisiae utiliza como substrato na fermentacao
etandlica, a partir da cana-de-agucar, os agucares glicose, frutose, e sacarose
(STECKELBERG, 2001). Perdas de sacarose ocorrem pela acdo de enzimas
endogenas e exdgenas (proveniente da contaminagdo microbiana) que provocam a
inversao de acgucares, além da produgcdo de metabdlitos como acidos organicos,
etanol e polimeros como a dextrana, podem ocorrer a partir do corte da cana de
acgucar, devido a fatores intrinsecos e extrinsecos, como a variedade e maturidade
da cultura, temperatura ambiente elevada, queima pré-colheita, lesbes durante a
coleta e transporte e contaminagdo microbiana durante a pos-colheita (SOLOMON,
2000). Esse decréscimo no teor de sacarose pode ser continuo proporcional as
condigdes de higiene durante o processamento, causando grande prejuizo a
industria sucroalcooleira (SOLOMON, 2000).

A contaminagdo microbiana é um grave problema para a
fermentacao etandlica, pois causa reducdo no rendimento final do processo, devido
a diminuicdo da viabilidade celular de S. cerevisiae, consumo de sacarose e
nutrientes, producao de metabdlitos indesejados, dificuldades na centrifugacao, além
do aumento do tempo de fermentacdo e da quantidade de acucares nao
fermentaveis (CHERUBIM, 2003).

3.3.1 Contaminacao Bacteriana

A contaminacdo bacteriana € um prejuizo para a fermentagéo
alcodlica desde a etapa agricola, e é favorecida durante o processamento, a
presencga de solo juntamente com a cana-de-agucar carrega grande quantidade de
micro-organismos que ap0s a moagem contaminam o caldo e em razdo das
condicbes favoraveis como temperatura e pH favorecem o crescimento destes
contaminantes (SOLOMON, 2000). Outras condigdes que favorecem a
contaminacgao bacteriana € a disponibilidade de nutrientes organicos e inorganicos e
a alta atividade de agua presentes no caldo de cana (GALLO,1989).

Os principais contaminantes da fermentacao alcodlica sao bactérias
Gram-positivas, sendo o género Lactobacillus o representante de maior prevaléncia.

Outras bactérias envolvidas na contaminagao da industria, durante a producéo de



23

etanol pertencem aos géneros Clostridium, Leuconostoc, Acetobacter, Eubacterium,
Lactococcus, Pediococcus e Weisella (GALLO, 1989; SKINER, LEATHERS, 2004;
ANDRIETTA et al., 2007).

Ha prejuizos na industria sucroalcooleira causados pela presenca
dos contaminantes, os quais afetam o rendimento fermentativo devido a presenca de
bactérias lacticas que degradam a sacarose (NARENDRANATH, 1997; OLIVA-
NETO & YOKOYA, 1997). A produgéo de etanol € reduzida pela contaminacéo, que,
e ainda, inibe o crescimento da levedura (MAKANJUOLA et al., 1992, CHANG et al.,
1995; NGANG et al., 1990, ; NARENDRANATH et al., 2000).

Varios fatores s&o atribuidos a diminuicdo do rendimento da
fermentacdo etandlica, tais como a floculagdo das leveduras, o que diminui a
velocidade de fermentacdo, acarreta perda de células de levedura pelo fundo da
dorna e dificulta a operagao das centrifugas (OLIVA-NETO & YOKOYA, 1997). Ha
também o desvio de muitos nutrientes para a multiplicagdo das bactérias
(NARENDRANATH et al., 1997), sendo que cada molécula de agucar direcionada
para a producdo de acido lactico resulta na perda de duas moléculas de etanol que
poderiam ser produzidas (INGLEDEW, 1995). Outro fator é a diminuicdo da
viabilidade das leveduras causada pelo microrganismo contaminante (YOKOYA,
1989), devido a produgao de metabalitos (principalmente os acidos lactico e acético)
(BEVAN, BOND, 1971) e a competicdo por nutrientes do meio (NOBRE, HORII,
ALCARDE, 2007).

Durante a fermentagao alcodlica ocorrem varias interagcdes entre
leveduras e bactérias, esta interagcdo pode levar a inibicdo do desenvolvimento de
leveduras, bactérias como L. fermentum e Bacillus subtillis reduzem a viabilidade
celular da levedura S. cerevisiae em cultivo misto, de modo que a presencga dessas
bactérias somada a acidez do meio foram os principais fatores que levaram a
prejuizos para levedura (NOBRE, HORII, ALCARDE, 2007).

Oliveira-Freguglia, Horii (1998) também observaram que a
contaminagdo por Lactobacillus fermentum causa floculagdo no processo
fermentativo e influencia na viabilidade de Saccharomyces cerevisiae, podendo
reduzir a valores proximos a zero em cerca de 12 horas apdés o término da
fermentagao alcodlica, e causam grandes prejuizos as leveduras mesmo depois de
tratados com antimicrobianos ou calor, devido a toxicidade dos produtos metabdlicos

de L. fermentum.
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Outros autores relataram perdas na produgdo causadas por
Lactobacillus sp. (HYNES et al., 1997; NARENDRANATH et al., 1997), e tal estudo
€ relevante pois qualquer redugcdo na producdo de etanol tem importantes
consequéncias econOmicas para a industria do alcool combustivel, na qual as

margens de lucro costumam ser muito baixas (MAKANJUOLA et al., 1992).

3.3.1.1 Alternativas de controle da contaminagao

Ha alguns processos que tém sido desenvolvidos para o controle da
contaminagao durante a fermentacao alcodlica. No Brasil a producdo de etanol é
atualmente realizada pelo processo de fermentacdo em batelada alimentada ou
continuo, com reciclo de células de leveduras, de forma que contaminantes
bacterianos sdo também reciclados e podem causar problemas devido a competicao
pelo mesmo substrato (MENEGHIN et al., 2008). O controle bacteriano é feito pela
adicdo de acido sulfurico na lavagem das células do fermento ou utilizando-se
biocidas.

A adicado de acido sulfurico na lavagem das células do fermento é
um dos processos mais usados para o controle bacteriano (SIMPSON, HAMMOND,
1989; MENEGHIN et al., 2008;), nele o acido sulfurico € usado para ajustar o pH
durante a fermentacéo. A adigdo de acido sulfurico, segundo Gallo (1989), reduz até
44,56% da populagdo de bactérias contaminantes, além de ter custo reduzido e
contribuir na reducao da floculagao, entretanto, ndo é satisfatério nos processos
continuos em que as células das leveduras sao recicladas.

O uso de antibidéticos como a penicilina G, estreptomicina,
tetraciclina, a virginiamicina (HYNES et al., 1997; ISLAM et al., 1999), e outras
misturas é também um processo muito utilizado para o controle da contaminagao
bacteriana na industria sucroalcooleira (DAY et al., 1954; AQUARONE, 1960).
Antibiéticos como a penicilina e virginiamicina, de fato sdo usados na producdo de
bioetanol atualmente (HYNES et al., 1997; BAYROCK et al., 2003). Entretanto, o uso
de antibidticos no processo industrial tem gerado controvérsias. Métodos que
envolvem antibidticos como b-lactamicos sdo muito caros (AQUARONE, 1960; DAY
et al., 1954). Além disso, o uso inadequado de antibiéticos pode contribuir para
selecdo de cepas resistentes a antibioticos (KHACHATOURIANS,1998).
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Segundo Bayrock et al. (2003), o modo da adicdo do antibiotico
também interfere no controle da contaminagcéo. Um namero menor de células viaveis
de L. paracasei em cultivo conjunto com S. serevisiae e maior aumento na
concentracdo de etanol foi encontrada quando a adicdo do antibidtico é feita de
forma pulsada ao invés de continua.

Desta maneira, outros métodos de controle s3o estudados,
Meneghin et al. (2008) utilizaram dioxido de cloro como biocida para controlar a
contaminacdo da fermentagao alcodlica, que resultou no controle das bactérias
contaminantes do processo fermentativo, porém as leveduras também foram
sensiveis ao mesmo.

Peréxido de hidrogénio, metabissulfito de potassio, 3, 4, 4 -
trichlorocarbanilide e antibiéticos foram igualmente usados como controle do
crescimento de bactérias lacticas o (CHANG et al., 1997; NARENDRANATH et al.,
2000; BAYROCK et al., 2003)

3.4 PRODUTOS NATURAIS NA PESQUISA DE NOvOS ANTIBIOTICOS

A vantagem da utilizagcdo de produtos naturais em relagdo aos
produtos quimicos deve-se a capacidade natural de realizar interagdes bioldgicas
especificas, podendo resultar em novos mecanismos de agao e novas acodes
terapéuticas. Além disso, os produtos microbianos podem possuir semelhancas a
metabdlitos de outros organismos, por exemplo, podendo facilitar a absorgcédo e
metabolizagdo quando utilizado como droga em mamiferos (BERDY, 2005).

A maioria dos produtos naturais bioativos é derivada de micro-
organismos procariontes e eucariontes (qQue sao 0s maiores responsaveis pela
producao de antibidticos, exceto os protozoarios), além de plantas superiores e
animais. As plantas superiores representam de 500 a 600 mil metabdlitos como
alcaloides, flavonoides, terpenos, esteroides, carboidratos, entre outros (BERDY,
2005).

Os produtos naturais podem ou ndo exercer uma interagdo com os
organismos vivos, quando ha interagdo, ou seja, a atividade bioldgica, ela pode ser
especifica, manifestada com baixas doses (bioativo) ou inespecifica (efeito toxico).
Tais compostos podem ter origem no metabolismo primario ou secundario de

organismos vivos, sendo o primario essenciais aos sistemas bioldgicos como
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carboidratos, proteinas, lipideos, acidos nucléicos, enquanto os metabdlitos
secundarios possuem baixo peso molecular, estrutura quimica e fungdes diversas,
especifico de cada organismo produtor (BERDY, 2005).

Estes metabdlitos secundarios de micro-organismos geralmente
possuem atividade especifica sobre outros organismos (bioativos), sendo
importantes na pesquisa de novos antibiéticos (BERDY, 2005).

Os produtos naturais sdo compostos com estruturas privilegiadas
selecionadas por pressdes evolutivas para interagir com uma diversidade de
proteinas e outros alvos biolégicos, para agbes especificas, portanto os produtos
naturais sdo promissores no desenvolvimento de medicamentos com diversas
indicagbes terapéuticas (KOEHN, CARTER, 2005).

3.4.1 Metabodlitos Bacterianos: Produtos Naturais Bioativos

A pesquisa por antibidticos tem sido intensificada desde a
descoberta de Flemming, sendo que nos ultimos anos milhares de produtos naturais
derivados do metabolismo microbiano tornaram-se conhecidos. Nas décadas de 40
e 50 foram descobertos os principais antibiéticos como tetraciclinas, cefalosporinas e
aminoglicosideos, nas décadas de 50 a 70 seguiu-se o0 sucesso da quimioterapia, os
antibidticos deste periodo eram produzidos principalmente de espécies de
Streptomyces (70 a 80%). Entre os anos de 70 e 90 produtos microbianos bioativos
destacaram-se com diversas agdes farmacoldgicas e agricolas, nesta época também
acompanhada pelo problema da terapia com os patdogenos multirresistentes, neste
periodo houve o predominio de produtos obtidos a partir de Actinomicetos (65 a
70%) e Actinomicetos raros (mais de 30%). A partir da década de 90 ocorreu um
aumento no numero de metabdlitos principalmente sem agao antibiética, porém com
diversas agdes farmacologicas e agricolas, além disso, ocorreu 0 aumento de
metabdlitos fungicos e sintese quimica. Em 1970 eram conhecidos cerca de 2500
antibioticos, a partir disto o numero de metabdlitos microbianos bioativos dobrava a
cada década, chegando em 2000 a aproximadamente 20000 compostos antibioticos,
em 2002 totalizaram 22000 metabdlitos secundarios bioativos, inclusive antibioticos,
publicados (BERDY, 2005).

Dentre os procariotos os compostos com atividade antibidtica séo

produzidos principalmente por bactérias pertencentes aos géneros Bacillus e
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Pseudomonas (SHODA, 2000; RAAIJMAKERS, VLAMI, SOUZA, 2002; BERDY,
2005). A estrutura quimica dos antibioticos produzidos por bactérias do género
Bacillus e Pseudomonas geralmente sdo peptideos ou peptideos modificados,
heterociclicos simples (fenazinas) e compostos alifaticos (derivados de acidos
graxos), mas a ocorréncia de outros tipos de produtos quimicos (por exemplo,
complexos macrolactonas) é relativamente rara (BERDY, 2005).

Os produtos naturais originados de metabdlitos microbianos
apresentam uma diversidade e complexidade estrutural que os potencializam como
fontes no desenvolvimento de novas drogas, inclusive de agentes antimicrobianos,
além disso, os avancos cientificos e tecnoldgicos como biossintese combinatoria e
gendmica pode facilitar a descoberta de novas drogas, muitos produtos naturais tem
potencial como novas classes de agentes antibacterianos, com mecanismos de agao
e propriedades distintas dos medicamentos atualmente utilizados (LAM, 2007).

O extrato de bruto obtido a partir de produtos naturais bioativos
podem possuir varias substancias ativas que inibem uma a outra, causando
problemas no teste de selegdo de substancias de interesse bioldgicos, sendo assim,
€ necessaria a realizagdao de um fracionamento, porém é um processo lento e
oneroso (PELAEZ, 2006). Os métodos cromatograficos e outras técnicas de
separacao, além das avaliacbes espectroscopicas para a elucidacdo da estrutura
das substancias sdo de grande importancia nessa prospecgao de novas drogas
(KOEHN, CARTER, 2005).

3.5 PURIFICACAO DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

Os métodos cromatograficos permitem facilmente a separagao,
identificacdo e quantificagdo das espécies quimicas presentes em uma amostra,
podem ser utilizados associados a outros métodos instrumentais analiticos como
espectrofotometria ou espectrometria de massas. A cromatografia € um processo
fisico-quimico de separagdo, que ocorre devido a interagdo dos componentes
presentes na amostra entre a fase estacionaria e a fase movel, onde se desloca
sobre a fase estacionaria e os componentes da amostra migram seletivamente entre
as duas fases (COLLINS, 2006).

A cromatografia pode ser classificada como planar ou em coluna,

considerando a fase estacionaria que pode ser adicionada sobre superficie plana ou
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em coluna, estas podem ser variaveis quanto ao didmetro da coluna, as colunas de
a 6 a 50 mm de diametro interno sao as colunas preparativas, de 2 a 6 mm as
colunas analiticas, de 1 a 2 mm as colunas com microdiametros e as menores de 1
mm s&o as colunas capilares (COLLINS, 2006).

A cromatografia pode ser classificada também quanto a fase maével,
na cromatografia gasosa, a fase mével € um gas inerte, na cromatografia liquida, um
liquido e na cromatografia supercritica a fase movel € um fluido supercritico (fluido
com temperatura e pressdo acima do seu ponto critico), e ainda, a fase estacionaria
pode estar sdlida, liquida ou quimicamente ligada (COLLINS, 2006).

A cromatografia liquida em coluna pode ser classificada como
cromatografia liquida classica, que utiliza colunas de vidro e baixa presséo,
geralmente apenas pela forca da gravidade (cromatografia liquida por forca da
gravidade) e como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), frequentemente

utiliza colunas metalicas e alta pressao (COLLINS, 2006).

3.5.1 Cromatografia Liquida por Adsorgéo

A cromatografia liquida de adsorcdo geralmente utiliza uma coluna
de vidro recheada com um solido (fase estacionaria) e uma fase mével (liquida), na
qual a sorgao isotérmica (adsor¢do) entre as superficies das fases movel e
estacionaria resulta na separacdo dos componentes. E tecnicamente mais simples
nao exigindo equipamentos caros. Conforme o tamanho da coluna usada, é
facilmente aplicada para fins preparativos, devendo ser monitorada, principalmente,
por cromatografia em camada delgada. A velocidade de separagdo de um
componente depende de sua adsorcao pela fase estacionaria, isto €, quanto mais
fracamente o componente for adsorvido mais rapido € sua passagem pela coluna, e
vice versa. Conclui-se, portanto, que quanto maior a diferenga entre os coeficientes
de adsorgdo, mais completa sera a separagdo do composto (tera maior grau de
pureza). A separagao dos componentes de uma mistura é devido as diferengas nas
forcas de adsorcdo (forgas eletrostaticas de van der Waals) entre eles e o
adsorvente (COLLINS, 2006).
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3.5.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD é um método de separagao baseada no principio da
adsorcao, dessa forma ocorre a migracéo diferencial dos compostos de uma
amostra sobre a camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana,
no caso de fases estacionarias modificadas a separagao pode ocorrer por partigao
ou troca ibnica, possibilitando o uso do método para substéncias hidrofilicas e
hidrofobicas (LOPES, 2006) .

Esta técnica €& bastante utilizada por ser rapida, versatil,
reprodutivel, baixo custo, além de facil compreensao e execugao. Pode ser analitica
ou preparativa, dependendo da espessura da camada de adsorvente e da amostra
em andlise. Os adsorventes geralmente utilizados s&o a silica, alumina, terra
diatomacea, celulose ou poliamida (LOPES, 2006).

A CCD permite, também a avaliacdo da atividade antimicrobiana
através do teste de bioautografia. Nesta, os produtos quimicos adsorvidos na
superficie das placas cromatograficas entram em contato com um meio de cultivo
sélido inoculado com culturas bacterianas ou fungicas que precisam ser controladas.
Caso haja atividade inibitéria € possivel identificar zonas inibicdo, porém um fator
limitante da metodologia é a solubilidade do composto com atividade antimicrobiana,
pois aqueles com baixa solubilidade em agua podem néo ser detectados (CHOMA,
GRZELAK, 2011).
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4 CONCLUSAO

O etanol € um biocombustivel importante para o suprimemento
energético mundial, além de reduzir o impacto ambiental e a dependéncia do
petroleo. Entre os problemas enfrentados durante a producdo de etanol a
contaminacgao bacteriana € um dos mais graves, pois leva a redug¢ao do rendimento
produtivo, causando prejuizos a industria sucroalcooleira, portanto o controle dessa
contaminagcdo € fundamental. Os produtos naturais, como os produtos do
metabolismo bacteriano, com atividade antibidtica podem contribuir para
minimizagdo dos problemas causados pela contaminagado bacteriana durante o

processo fermentativo para a obtencao de etanol.



31

REFERENCIAS

AMORIM, H.V.; LEAO, R.M. Fermentacéo alcoodlica: ciéncia e tecnologia.
Piracicaba: Editora Pancrom, 2005.

ANDRIETTA, M.G.S. et al. Bioethanol — 30 years of Proalcool. International Sugar
Journal. 109: 195-200, 2007.

AQUARONE, E. Penicillin and tetracycline as contamination control agents in
alcoholic fermentation of sugar cane molasses. Applied Microbiology. 8:263—-268,
1960.

BAYROCK, D.P.; THOMAS, K. C.; INCLEDEW, W. M. Control of Lactobacillus
contaminants in continuous fuel ethanol fermentation by constant or pulsed addition
of penicillin G. Applied Environmental Microbiology. 62 : 468-502, 2003.

BERDY, J. Bioactive microbial metabolites. Jornal of Antibiotics. 58: 1-26, 2005.

BEVAN, D.; BOND, J. Microorganism in field and mill - a preliminary survey. In:
Conference of the queensland society of sugar cane tecnologists, 38., Cairns.
Proceedings. Brisbane: Watson Fergunson, p.137-143, 1971.

CHANG IS.; KIM B.H.; SHIN P.K.; LEE WK. Bacterial contamination and its effects
on ethanol fermentation. Journal of Microbiology and Biotechnology 5:309-314,
1995.

CHANG, IS.; KIM, B.H.; SHIN, P.K. Use of sulfite and hydrogen peroxide to control
bacterial contamination in ethanol fermentation. Applied Environmental
Microbiology., 63: 1-9,1997.

CHERUBIN, A.R. Efeitos da Viabilidade da Levedura e da Contaminagao Bacteriana
na Fermentagao Alcodlica. Tese de Doutorado. Escola Superior de Agricultura Luiz
Queiroz, Piracicaba, SP, 124p, 2003.

CHOMA, I. M.; GRZELAK, E. M. Bioautography detection in thin-layer
chromatography. Journal of Chromatography. 1218: 2684-2691, 2011.

COLLINS, C. H. Principios basicos de cromatografia. In: Collins CH, Braga GL,
Bonato OS. Fundamentos de Cromatografia. Editora Unicamp, Campinas-SP,
2006.

DAY, W. H.; W. C. SERJAK, J. R.; STRATTON.; STONE, L. Antibiotics as
contamination-control agents in grain alcohol fermentations. Journal of Agricultural
and Food Chemistry. 2:252-258, 1954.

DOE (Departamento de energia dos Estados Unidos). Biofuels & Greenhouse Gas
Emissions: Myths versus Facts. Department of Energy: United States, 2008.



32

FAO. The State of Food and Agriculture: Biofuels: Prospects, Risks, and
Opportunities. Food and Agriculture Organization of the United Nations: Rome,
2008.

GALLO, C.R. Determinacao da microbiota bacteriana de mosto e de dornas de
fermentacgao alcoodlica. Campinas: Tese de Doutorado - Faculdade de Engenharia
de Alimentos, Universidade de Campinas, 1989, 388p.

GAROMA, BEM-KALED, BEYENE, Comparative resource analyses for ethanol
produced from corn and sugarcane in different climatic zones. International Journal
of Energy Research. 36: 1065-1076, 2011.

HYNES, S.H.; KIARSGAARD, D.M.; THOMAS, K.C.; INGLEDEW, W.M. Use

of virginiamycin to control the growth of lactic acid bacteria during alcohol
fermentation. Journal of Industrial Microbiology Biotechnology. 18: 284-291,
1997.

INGLEDEW, W.M. The biochemistry of alcohol production In: LYONS, T.P.;
KELSALL, D.R.; MURTAGH, J.E. (Ed.) The alcohol textbook. Nottingham:
Nottingham University Press, p.55-79, 1995.

ISLAM, M.; TOLEDO, R.; HAMDY, M.K. Stability of virginiamycin and penicillin during
alcohol fermentation. Biomass and Bioenergy. 17:369-376, 1999.

KHACHATOURIANS, G.G. Agricultural use of antibiotics and the evolution and
transfer of antibiotic-resistant bacteria. Canadian Medical Association Journal. J
159:1129-1136, 1998.

KOEHN, F.E.; CARTER, G.T. The evolving role of natural products in drug discovery.
Nature Reviews Drug Discovery. 4, 206, 2005.

KOHLHEPP, G. Analise da situacao da producao de etanol e biodiesel no Brasil.
Estudos avancados, 24 (68), 2010.

LAM, K. New aspects of natural products in drug discovery. Trends Microbiology
15, 279-289, 2007.

LEITE, R.C.C.; LEAL, M.R.L.V. O biocombustivel no Brasil. Novos estudos -
CEBRAP, n. 78, p 15-21, 2007.

LIMA, U.A. Biotecnologia industrial: processos fermentativos e enzimaticos. Sao
Paulo: Editora: Edgard Blucher, 1 ed. cap. 1, p. 1-40, v.3, 2001.

LOPES, J. L. C. Cromatografia em camada delgada. In: Collins CH, Braga GL,
Bonato OS. Fundamentos de Cromatografia. Editora Unicamp, Campinas-SP,
2006.

MAKANJUOLA, D.B.; TYMON, A.; SPRINGHAM, D.G. 1992. Some effects of lactic
acid on laboratory scale yeast fermentations. Enzyme and Microbrobial
Technology. 14: 351- 357, 1992.



33

MENEGHIN, S.P.; REIS, F.C.; ALMEIDA, P.G.; CECCATO-ANTONINI, S.R. Chlorine
dioxide against bacteria and yeasts from the alcoholic fermentation. Brazilian
Journal of Microbiology. 39(2), 337-343, 2008.

NARENDRANATH N.V.; HYNES, S.H.; THOMAS, K.C.; INGLEDEW, W.M. Effects of
lactobacilli on yeast - catalyzed ethanol fermentations. Applied Environmental
Microbiology, 63: 4158-4163, 1997.

NARENDRANATH, N.V.; THOMAS, K.C.; INGLEDEW, W.M. Urea hydrogen
peroxide reduces the numbers of Lactobacilli, nourishes yeast, and leaves no
residues in the ethanol fermentation. Applied Environmental Microbiology, 66:
4187-4192, 2000.

NGANG, J.J. E. F. LETOURNEAU, P. Alcoholic fermentation of beet molasses:
effects of lactic acid on yeast fermentation parameters. Appllied Microbiology and
Biotechnology 31:125-128, 1990.

NOBRE, T.P; HORII, J; ALCARDE, A.R. Viabilidade celular de Saccharomyces
cerevisiae cultivada em associagao com bactérias contaminantes da fermentagao
alcodlica. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 27(1): 20-25, 2007.

OLIVEIRA, F. R.M; HORII, J. Viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae em
cultura mista com Lactobacillus fermentum. Scientia Agricola v.55 n. 3 Piracicaba
1998.

OLIVEIRA, A.G.; MURATE, L.S.; SPAGO, F.R.; LOPES, L.P.; BERANGER, J.P.O,;
SAN MARTIN, J.A.B.; NOGUEIRA, M.A.; MELLO, J.C.P.; ANDRADE, C.G.T.J,;
ANDRADE, G. Evaluation of the antibiotic activity of extracellular compounds
produced by the Pseudomonas strain against the Xanthomonas citri pv. citri 306
strain, Biological Control. 56, 125-131; 2011.

OLIVA-NETO, P., YOKOYA, F. Effects of nutritional factors on growth of
Lactobacillus fermentum mixed with Saccharomyces cerevisiae in alcoholic
fermentation. Revista de Microbiologia. 28: 25-31, 1997.

PAIVA, R.P.O. Um modelo baseado em selecao de processos e dimensionamento
de lotes para o planejamento agregado da produgdo em usinas de agucar e alcool.
182 f. Dissertacao de Mestrado em Eng. de Produgédo, Departamento de
Engenharia de Producéao, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, 2006.

PELAEZ, F. The historical delivery of antibiotics from microbial natural products—
Can history repeat? Biochemical pharmacology, 71: 981 — 990, 2006.

RAAIUMAKERS, J. M., VLAMI, M., SOUZA, J. T. Antibiotic production by bacterial
biocontrol agents. Kluwer Academic Publishers. Holanda, 81: 537-547, 2002.

SANTIAGO, A.D.; ROSSETO, R. Cana-de-agucar — Preparo do solo. Agéncia
Embrapa de Informagéo Tecnoldgica. Disponivel em:
<http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/canadeacucar/arvore/CONTAGO01_20
_711200516716.html > Acesso em: 14 mar. 2013.



34

SHODA, M. Review: Bacterial Control of Plant Diseases. Journal of Bioscience and
Bioengineering, v. 89, n. 6, p. 515-521; 2000.

SOLOMON, S. Post-Harvest Cane Deterioration and its Millin Consequences. Sugar
technology, 2 (1&2) : 1 — 18, 2000.

SILVA, J.A,, SILVA, F.L.H., ALVES, R.R.N, SANTANA, D.P. Influéncias das variaveis
nitrogénio, fésforo e °Brix na produgédo de metabdlitos secundarios contaminantes
totais da fermentagao alcodlica. Quimica Nova, 29, (4): 695-698, 2006.

SILVA, J.A., LIMA, B.P.G,, SILVA, F.L.H., MADRUGA, M.S., SANTANA, D.P.
Aplicacdo da metodologia de planejamento fatorial e analise de superficies de
resposta para otimizagédo da fermentacao alcodlica. Quimica Nova. 31 (5), 2008.

SIMPSON, W.J.; HAMMOND, J.R.M. The response of brewing yeast to acid
washing. Journal of the Institute of Brewing. 95: 347-354, 1989.

SKINNER, K.A; LEATHERS, T.D.; Bacterial contaminants of fuel ethanol production.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology 31: 401-408, 2004.

STECKELBERG, C. Caracterizagao de leveduras de processos de fermentacao
alcodlica utilizando atributos de composicao celular e caracteristicas cinéticas. Tese
de Doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia
Quimica, Campinas, SP, Brasil, 2001.

TOWNSEND, C.R. Recomendacgdes técnicas para o cultivo da cana-de-agucar
forrageira em Rondénia. EMBRAPA-CPAF, Rondénia, 21, 2-5, 2000.

YOKOYA, F. Microbiologia do processo de fermentagao. In: EGUCHI, S.Y;
YOKOYA, F.; CANHOS, V.P.; GALLO, C.R. Pontos criticos microbiol6gicos em
usinas de acgucar e alcool. Campinas: Fundagéo tropical de Pesquisas e
Tecnologia “André Tosello”, p.1-22, 19809.



35

Avaliacdo da atividade antibiética de compostos extracelulares produzido por
Pseudomonas aeruginosa no controle de Lactobacillus sp. na producédo de
etanol

Beranger, Jamile P.O.; Oliveira, Admilton G.; Simionato, Ane; Stanganelli, Mayara
M.; Gdéis, Cintia G; Andrade, Galdino

RESUMO: O etanol é uma alternativa viavel a utilizacdo de combustiveis fosseis,
como fonte energética renovavel e emissdao de gases reduzida. A producédo de
etanol por Saccharomyces cerevisiae € influenciada pela contaminagdo bacteriana,
principalmente do género Lactobacillus. Os produtos naturais sdo fontes promissoras
na prospeccgao de novos antibiéticos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antibidtica de metabdlitos produzidos por Pseudomonas aeruginosa (cepa LV) no
controle de Lactobacillus sp. Os metabdlitos produzidos pela cepa LV, foram
purificados por métodos cromatograficos e as fragoes foram testadas quanto a
atividade antibiotica. As fracbes obtidas apresentaram resultados satisfatorios no
controle de Lactobacillus sp. sem inibir S. cerevisiae. A concentragao inibitoria
minima da fragdo com maior atividade antibiotica (F6a.7.4) foi de 31, 25 pg.mL'1. Os
resultados demonstraram que compostos isolados a partir de metabdlitos
secundarios de P. aeruginosa, cepa LV, podem ser uma excelente ferramenta no
controle de Lactobacillus sp., importante contaminante na producéo de etanol.
Palavras chaves: Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus sp., fermentacgao
alcodlica, Pseudomonas aeruginosa, atividade antibidtica.

1 INTRODUCAO

A busca para a producdo e utilizagcdo de biocombustiveis é uma
necessidade eminente, devido a alta demanda energética mundial, a dependéncia
do petréleo (fonte ndo renovavel) e as consequéncias ambientais pelo uso de
combustiveis fosseis, como a emissdo de gases do efeito estufa, sendo assim, o
etanol, biocombustivel produzido a partir de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum), € uma alternativa promissora (Leite, Leal, 2007).

Estudos indicam que os combustiveis fosseis seriam suficientes para
suprir o mercado por mais algumas décadas, entretanto, problemas como efeito
estufa e aquecimento global, sdo preocupagdes mundiais, um indicativo €& o
compromisso dos paises desenvolvidos em reduzirem a emissao de gas carbdnico

pela queima de petréleo em 5%, afirmado pelo protocolo de Kyoto (Andrietta et al.,
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2007). Dessa forma a substituicdo do petréleo por um biocombustivel como etanol
pode minimizar os impactos ao meio ambiente.

O Brasil € um imporante produtor de etanol combustivel, produzido
principalmente a partir da fermentacdo da cana-de-agucar, as condicbes ambientais
favorecem o pais com potencial no mercado interno e externo (Kohlhepp, 2010). De
acordo com Garoma, Bem-Kaled e Beyene (2011) a cana-de-agucar como matéria-
prima na producido de etanol apresenta um desempenho superior tanto no
rendimento quanto na redugcdo da emissao de gases do efeito estufa, quando
compararada ao milho. Segundo Andrietta et al. (2007) o rendimento € de 80 litros
de etanol por tonelada de de cana-de-agucar.

A producdo de etanol é influenciada por diversos fatores que alteram o
rendimento da fermentagdo, tais como temperatura, pressdao osmotica, pH,
quantidade de nutrientes e fatores relacionados a levedura Saccharomyces
cerevisiae (espécie, linhagem e quantidade de células viaveis), além da
contaminacgao bacteriana (Lima et al. 2001).

A contaminagdo bacteriana € propiciada pela grande quantidade de
micro-organismos provenientes da etapa agricola, além das condigbes favoraveis
durante o processamento na industra sucroalcooleira como pH e temperatura 6tima
(Solomon, 2000). Dessa forma, um dos problemas mais relevantes na industria
sucroalcooleira € a contaminagao do mosto por bactérias, pois elas resultam em
uma diminuicdo da eficiéncia da levedura S. cerevisiae no processo fermentativo
para a producao de alcool devido a competicdo por nutrientes, inclusive a sacarose
e pela produgéo e liberagao de metabdlitos prejudiciais para a levedura. (Andrietta et
al., 2007). Além disso, a contaminagao bacteriana pode levar a floculagdo, ou seja

agregacao e precipitacdo das células de levedura que resulta na diminuicdo da
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velocidade de fermentagao (Oliva-Neto, Yokoya, 1997). Os principais contaminantes
da fermentagcdo alcodlica sao bactérias Gram-positivas, sendo os géneros
Lactobacillus e Bacillus os representantes de maior prevaléncia (Skinner, Leathers,
2004; Andrietta et al., 2007).

O controle destes contaminantes geralmente é realizado pela adi¢ao de
antibidticos ao mosto. Essa medida é de grande preocupagdo, pois 0 usoO
indiscriminado desses antibiéticos pode levar a selecdo de bactérias resistentes
dificultando ainda mais a eliminagcdo destes contaminantes do processo
fermentativo, além de elevar os custos para a industria sucroalcooleira e o impacto
destes antibidticos no meio ambiente (Amorim, Leao, 2005).

Produtos naturais obtidos a partir do metabolismo de micro-organismos,
plantas ou animais sao promissores na prospecgao de novas drogas, inclusive novos
antibiéticos, a vantagem da utilizagao destes metabdlitos € a alta interagao biolégica
especifica (Bérdy, 2005). Os metabdlitos secundarios com atividade antibiética
podem ser produzidos a partir de procariotos, principalmente por actinomicetos
(Streptomyces e actinomicetos raros) e outras bactérias pertencentes aos géneros
Bacillus e Pseudomonas (Bérdy, 2005).

Compostos do metabolismo secundario produzidos por espécies
antagonistas, quando em competicdo, podem apresentar atividade antimicrobiana
(Oliveira et al., 2011). O uso de metabdlitos secundarios com atividade antibidtica
pode ser util no controle de contaminantes da industria sucroalcooleira, reduzindo
perdas operacionais durante a fermentagdo etandlica como a degradagdo da
sacarose e a formagao dos acidos lactico e acético, prejuizos causados pelos micro-

organismos contaminantes (Oliva-Neto, Yokoya, 1997).
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Considerando os problemas que a contaminagcdo bacteriana apresenta
para a industria sucroalcooleira na produgao de etanol, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antibidtica de composto(s) semi-purificado(s) do
metabolismo secundario de Pseudomonas aeruginosa (cepa LV), no controle de
Lactobacillus sp., contaminante bacteriano isolado durante processo agroindustrial

de fermentacao etandlica.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas bacterianas

As cepas Lactobacillus sp. e S. cerevisiae foram isoladas a partir do
mosto coletado durante o processo de fermentagdo na Cooperativa Agroindustrial
Vale do Ivai LTDA, em Jandaia do Sul, Parana, apdés um estudo da comunidade
bacteriana que indicou a predominancia de Lactobacillus sp., compondo mais de
90% da comunidade. As cepas foram cultivadas em meio MCC (caldo de cana-de-
acgucar clarificado diluido com agua destilada para 5.0 + 0,1° brix, extrato de levedura
10 g, peptona 10 g para 1 litro de meio de cultura) (Nobre, Horii, Alcarde, 2007).

A cepa P. aeruginosa (cepa LV), produtora de metabdlitos secundarios
com atividade antibiética foi isolada a partir de lesdo de cancro citrico proveniente de
um pomar no Municipio de Astorga, Parana, Brasil (Oliveira et al., 2004). As cepas
utilizadas nos experimentos foram criopreservadas em solugédo de glicerol 40% em

nitrogénio liquido.
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2.2 Producdo, Extracdo e Purificacdo de Metabodlitos Secundarios

Bacterianos

2.2.1 Producao de Metabdlitos Secundarios Bacterianos

A produgcdo dos compostos antibidticos produzidos pela bactéria
antagonista P. aeruginosa (cepa LV) foram realizados de acordo com a patente
intitulada “Processo de producdo, purificacdo e obtencdo de substdncias com
atividades antibiéticas para o controle de doengas causadas por bactérias em
plantas”, 10 de setembro de 2008 (Pl 0803350- 1A2) e descrita por Oliveira et al.
(2011). O cultivo liquido apés o tempo de incubacédo foi centrifugado, e o
sobrenadante livre de células foi concentrado em evaporador rotativo (Biichi® R 215)
a 73 °C a fim de reduzir para um décimo o volume do sobrenadante. A amostra

concentrada foi armazenada a 4 °C para posterior extracao.

2.2.1 Extracdo de Metabdlitos Secundarios Bacterianos

Para a extracao dos compostos antibidticos do sobrenadante do cultivo de
P. aeruginosa (cepa LV) foi utilizado o método de particao liquido-liquido com o uso
do solvente organico diclorometano. A fase diclorometano (FD) foi concentrada em
evaporador rotatério (Biichi® R 215) a 40 °C, em seguida, o volume final foi
evaporado a temperatura ambiente ao abrigo da luz. A FD foi congelada em
nitrogénio liquido e liofilizada (Jouan® LP3). A FD liofilizada foi testada quanto a sua

atividade antibiotica por método de difusdo em agar e bioautografia.
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2.2.3 Purificacdo de Metabdlitos Secundérios Bacterianos

2.2.3.1 Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV)

O fracionamento da FD foi realizado por CLV, baseado no método
descrito por Oliveira et al. (2011), com algumas modificagdes.

No método modificado foi utilizada uma coluna de vidro (20 mm ® x 350
mm altura), acoplada a uma bomba de vacuo - 100 mmHg, 500 mg de amostra (FD),
como fase estacionaria foi utilizada silica gel 60 (0.063 — 0.200 mm, Macherey—
Nagel®) e como fases méveis solventes organicos grau HPLC com polaridade
crescente (Panreac®); cada fase mével foi dividida em duas fracdes de 200 mL cada
(@ e b): hexano (F1la e F1b); hexano / diclorometano (1 : 1; F2a e F2b);
diclorometano (F3a e F3b); diclorometano/acetato de etila (1 : 1; F4a e F4b); acetato
de etila (F5a e F5b); acetato de etila/metanol (1 : 1; F6a e F6b); metanol (F7a e F7b);
metanol/agua (1 : 1; F8a F8b) e agua (F9a e F9b). As fragdes foram concentradas
em evaporador rotatério (Biichi® R 215), congeladas em nitrogénio liquido e
liofilizadas (Jouan® LP3).

Todas as fragbes foram testadas quanto a sua atividade antibidtica pelo
método de difusdo em agar e as fragdes ativas foram testadas por bioautografia para
a determinagdo da maior atividade antibidtica entre as fragdes, direcionando o

processo de purificagao.

2.2.3.2 Cromatografia Flash (CF)

A fragdo com maior atividade antibidtica obtida por CLV (F6a) foi

submetida a uma nova cromatografia em coluna. Para a primeira CF foi utilizado
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uma coluna de vidro (8 mm @ x 650 mm altura) com pressao de 5 psi, a coluna foi
montada com 29 g de silica gel (0,04 — 0,063 mm, Macherey—Nagel®) equilibrada
com a primeira mistura de solvente e posteriormente adicionado uma mistura da
amostra com silica gel (250 mg por vez). O sistema eluente (Panreac®) utilizado, em
proporgao volumétrica, foi: 150 mL cloroférmio/metanol (95 : 5), 150 mL cloroférmio /
acetona / metanol (75 : 20 : 5), 150 mL cloroférmio / acetona / metanol (60: 15: 25),
50mL acetona/metanol (60: 40), 50 mL metanol (100%) e 50 mL metanol / agua
destilada (50 : 50). As amostras foram coletadas em 300 tubos com
aproximadamente 2 mL cada, analisadas por CCD e agrupadas por semelhanca
cromatografica, sendo obtidas 9 fracbes (F6a.1 a F6a.9). As fragdes foram
concentradas em ventilador a temperatura ambiente ao abrigo da luz e testadas
quanto sua atividade antibi6tica pelo método de difusdo em agar e bioautografia.

A segunda CF foi realizada a partir das fragbes com maior atividade
antibidtica obtida na primeira CF (F6a.6; F6a.7 e F6a.8). As trés fracbes foram
reunidas resultando na fragdo denominada (F6a.7). Para esta CF foi utilizada uma
coluna de vidro (8 mm & x 450 mm altura) com pressao de 5 psi , a coluna foi
montada com 10 g de silica gel nas condigbes anteriores, a partir de 60 mg de
amostra por vez. O sistema eluente utilizado, em proporcédo volumétrica, foi: 20 mL
acetonitrila (100%), 15 mL acetonitrila / metanol (83 : 17), 15 mL acetonitrila /
metanol (72 : 28), 15 mL acetonitrila / metanol (64 : 37), 10 mL acetonitrila / metanol
(66 : 44), 10 mL acetonitrila / metanol (50 : 50), 20mL metanol (100%). As amostras
foram coletadas, analisadas por CCD e agrupadas por semelhanga cromatogréfica,
sendo obtidas 8 fragbes (F6a.7.1 a F6a.7.8). As fragbes foram concentradas a

temperatura ambiente ao abrigo da luz e testadas quanto sua atividade antibiética
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pelo método de difusdo em agar e para as fragdes com maior atividade antibiética foi

determinada a concentragéo inibitéria minima (CIM).

2.2.3.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD foi realizada para avaliacdo qualitativa dos componentes das
fragcdes obtidas nos processos de separagao, utilizando-se cromatoplacas de silica
gel 60 Fus4 (Merck®) em suporte de aluminio. O sistema eluente usado para o
desenvolvimento das cromatoplacas foi: cloroformio/metanol ou ciclohexano /
acetato de etila / metanol em diferentes proporgcdes volumétricas para as diferentes
fracdes testadas. As manchas foram identificadas sob luz UV a 254 nm e 366 nm e

determinado o valor de Ry (fator de retencgéao).

2.3 Ensaio de Atividade Antibidtica das Fracdes Obtidas na CLV e CF

As fragbes obtidas em CLV e CF foram testadas quanto a atividades pelo
método de halo de inibigdo com uso de disco de papel (Laborclin®) de 6 mm de
diametro. O in6culo da bactéria Lactobacillus sp. e da levedura S. cerevisiae foram
obtidos a partir de cultura em fase exponencial a uma concentragao de 108 UFC mL
' (D.O 0.14 para Lactobacillus sp. e D.O 0.22 para S. cerevisiae, A= 590 nm), e
inoculados com swab em placa de Petri com agar de cana-de-agucar clarificado
(MCC) com azul de bromotimol. Este corante foi utilizado para facilitar a visualizagéo
da zona de inibicdo, na presenca deste corante as coldnias apresentam coloragao
amarela. Aliquotas de 10 yL de cada fracdo foram transferidas para os discos

contendo 1000 pg para as fragdes obtidas na CLV, 500 ug ou 250 pg para as
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fracbes obtidas por CF e como controle foi utilizado uma aliquota de 10 pL de
solvente organico (solventes usados na diluicdo de cada fragdo). As placas foram
incubadas a 34 °C por 24 h e a leitura realizada através da mensuragao do didmetro

dos halos de inibigado (mm).

2.4 Bioautografia das Fracfes Obtidas na CF

Foi realizado teste de bioautografia com as placas de CCD de todas as
fragbes. As placas de CCD ja com as fragdes aplicadas e devidamente eluidas,
foram depositadas em placas de Petri contendo 1 mL do indculo bacteriano
(Lactobacillus sp. ou S. cerevisiae) e 20 mL de agar nutriente (AN). Através do
método de “pour-plate”, as placas de CCD foram incorporadas ao meio de cultivo
adicionado de cada indculo que foi obtido a partir de cultura em fase exponencial
determinado nas condigdes anteriores. As placas foram incubadas a 34 °C 24 h' e a
leitura foi através da presenca de zona de inibicdo (mm) apds revelagdo com uma
solugéo de cloreto de 2, 3, 5-trifenil - 1H - tetrazdlio (TTC) a 1% apds a incubagao a

34 °C por 2 h.

2.5 Determinacdo da concentracgéo inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada utilizando microplacas de fundo plano com 96
pocos. Foram utilizadas 10 concentracbes das fragdbes com maior atividade
antibidtica obtidas em CF, com 2 repeticbes cada. Para o controle negativo foi
utilizado caldo MCC (200 uL) e para o controle positivo 180 uL de caldo MCC e 20

L de suspensdo em caldo MCC de Lactobacillus sp. a 10 UFC mL™ (D.O 0.14, A=
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590 nm), resultando na concentragao final de 10’ UFC mL™. Nos tratamentos foram
adicionados 20 uL da suspensao de Lactobacillus sp. na mesma concentragao
descrita acima, e 180 uL de cada fragao com atividade antibiética diluida em caldo
MCC nas concentragdes (500; 250; 125; 62,50; 31,25; 15,62; 7,81; 3,91; 1,95 e 0,98
Mg mL'1), foi realizado um controle de esterilidade do composto, no qual foram
adicionados 180 uL de cada diluicao da fracdo ativa e 20 pL de caldo MCC. As
placas foram incubadas por 24 h a 34 °C e a leitura foi realizada em leitor de
microplaca (ASYS modelo UVM 340, A= 590 nm) e em seguida foi adicionado 10 pL
de uma solugéo de cloreto de cloreto de 2, 3, 5-trifenil - 1H — tetrazdlio (TTC) a 1%
com incubacgao por 2 h a 34 °C. A segunda leitura foi visual através da mudanga de
cor, 0S pocos que nao apresentaram crescimento permaneceram sem alteracao de
cor, enquanto que aqueles com crescimento ficaram com a coloracdo rosa-

avermelhada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao da Atividade Antibidtica

Segundo Oliveira et al. (2011), os metabdlitos das fragdes semi-
purificadas da cepa LV, apresentaram resultados significativos quanto a atividade
antimicrobiana frente ao fitopatégeno Xanthomonas axonopodis pv. citri (cepa 306),
resultando na busca de novos estudos destes compostos no controle de outras
bactérias como o Lactobacillus sp., contaminante da dorna na industria

sucroalcooleira, durante processo fermentativo para producao de etanol.
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Das fragcbes com atividade antibiética a FD apresentou reduzido halo de
inibicdo frente a Lactobacillus sp. (Tabela 1 e 2), isto se deve ao fato desta fragao
ser o extrato bruto, ou seja, € um concentrado de todos os compostos extraido do
meio de cultivo da bactéria antagonista Pseudomonas sp. cepa LV, sendo assim,
a(as) substancia(as) com atividade antibiética pode estar diluida ou inibida por
outros compostos também presente nesta fragao.

Para o método de Oliveira et al. (2011) apds a primeira CLV as fragdes F3
(acetato de etila) e F4 (metanol) apresentaram halos de inibicado de 22 e 13 mm de
diametro. Apoés a segunda CLV, a partr de F4, as fragcbes F4D
(diclorometano/acetato de etila), F4E (acetato de etila), F4F (acetato de
etila/metanol) e F4G (metanol) apresentaram halos de inibigao de 31, 8, 12 e 10 mm,
respectivamente, frente ao Lactobacillus sp.. Entretanto, pelo método modificado
apo6s a primeira CLV resultou em 3 fragdes ativas (Figura 1) F4a (diclorometano /
acetato de etila), F6a (acetato de etila / metanol) e F8a (metanol / agua) com halos
de inibicdo de 40, 22 e 12 mm, respectivamente, frente ao Lactobacillus sp. Estes
dados indicam que a modificacdo resultou em uma maior eficiéncia na purificacao,
considerando que com uma unica CLV obtiveram halos de inibicdo maiores quando
comparados com o anterior, 0 qual necessitou de dois processos consecutivos de
CLV, porém com menor atividade inibitéria. O melhor desempenho destas fragdes
semi-purificadas deve-se a gradativa elevagao do grau de pureza de acordo com a
realizacdo dos métodos cromatograficos, portanto os compostos com atividade
antibidtica encontram-se mais concentrados nestas fragdes quando comparado a
FD.

As fracbes F3, F4D, FAE e F4a apesar de apresentarem atividade

inibitéria frente ao Lactobacillus sp. também foram ativas frente a levedura S.
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cerevisiae, portanto, ndo sdo interessantes na utilizagdo durante o processo
industrial para producdo de alcool, pois levaria a reducdo de rendimento da
producdo etanolica durante a fermentacdo do mosto pela levedura. Um resultado
semelhante foi evidenciado por Oliva-Neto e Yokoya (2001) que testaram diversos
produtos no controle dos contaminantes da fermentacdo alcodlica, Lactobacillus
fermentum e Leuconostoc mesenteroides, apesar de alguns destes produtos como
Metilditiocarbamato, Tiocianato, bromofenato e n-alquildimetilbenzil cloreto de
amoénio serem eficazes na inibigdo dos contaminantes, apresentaram efeito negativo
no crescimento da levedura, na sua maioria em concentracbes semelhantes a
utilizada para reduzir a contaminacao.

Embora as fragdes F3, F4D, F4E e F4a nao sejam interessantes para a
utilizacdo no controle dos contaminantes na industria sucroalcooleira, tais fragdes
demonstram um potencial com atividade inibitéria frente a outras leveduras e
bactérias. Uma destas aplicagdes foi descrita por Oliveira et al. (2011). Segundo o
autor a fragao F3 apresentou atividade frente ao fitopatégeno X. axonopodis pv. citri.
Além disso, outros trabalhos sdo desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, para a
investigacdo do potencial e aplicabilidade de tais fragcbes no controle de micro-
organismos.

Com os resultados obtidos nos testes de atividade antibiética das fracdes
obtidas por CLV confirmaram a escolha da metodologia para separagao primitiva das
substancias de interesse foi adequado, porém o interesse de obter uma substancia
com alto grau de pureza mostrou-se fundamental na continuagdo das pesquisas
quanto a natureza da substancia com atividade antagbnica ao contaminante

presente no processo fermentativo da industria sucroalcooleira, Lactobacillus sp.
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A necessidade de elevar o grau de purificagdo, o baixo rendimento da
producao do composto e a facilidade dessa metodologia, foi realizada a purificagao
por cromatografia flash e monitorada por CCD. O emprego da CF resultou na
primeira separacao em 320 fracdes que apds analise por CCD foram reunidas em 9
fracbes (F6a.1 a F6a.9).

O teste de difusdo em agar das fragbes obtidas apdés a primeira CF
apresentou atividade inibitéria em 4 fragcbes na concentragdo de 500 ug (F6a.4,
F6a.6, F6a.7, F6a.8) com halos de inibicao de 8,5; 21; 27 e 17 mm, respectivamente,
e 3 fragbes ativas na concentracédo de 250 ug (F6a.6, F6a.7, F6a.8), com halos de
18,5; 26,5 e 13 mm. Este fato indicou um avango no grau de purificagdo pelo
aumento da atividade das fragdes quando comparada a fragdo de inicial (F6a) com
halo de 21 mm na concentragdo de 500 pg e a sua respetiva sub-fracdo F6a.7
apresentou halo de inibicdo de 27 mm na mesma concentracdo. Fato importante é
que nenhuma das fracbes foi capaz de inibir S. cerevisiae nas concentracoes
testadas. Entretanto o rendimento deste processo € baixo, pois apds 4 repeticdes da
CF o rendimento obtido foi de 14% (F6a.6), 3,2 % (F6a.7) e 3,6 % (F6a.8) (fragbes
mais ativas) (Tabela 3) e (Figura 2) e também houve uma perda de 10% neste
método cromatografico.

A CCD foi uma ferramenta importante no auxilio do monitoramento dos
processos de purificacdo, nos testes iniciais de atividade antimicrobiana por
bioautografia e também como parametro na definicdo das fragdes da cromatografia
flash. Através deste método foi possivel o monitoramento da purificacdo por CF,
auxiliando na separacao das fragdes pela comparagao do perfil cromatografico
(Figura 3) e verificar a evolugédo do grau de purificagdo das substancias quando

comparados os cromatogramas da fracdo FD e F4 e F6a com as fragcdo mais
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purificadas (Figura 4). Nas primeiras fracbes foi possivel observar a presencga de
diversas bandas com valores de R; proximos, ja nas ultimas, as fragdes
apresentam-se com pureza superior € com as bandas bem distintas.

Os sistemas eluentes que apresentaram melhor resolugcéo para a maioria
das fragbes foi a mistura dos solventes ciclohexano / acetato de etila / metanol (20 :
70 : 10) (Figura 3) e cloroférmio / metanol 90 : 10 (Figura 4). Na técnica de CCD
pbde-se constatar a presenca de varias bandas (manchas cromatograficas) sendo
todos visiveis sob lampada UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm
(Figuras 3 e 4). E possivel observar que a fragéo F6a.7 (fracdo com maior atividade
inibitéria obtida na primeira CF) apresenta uma quantidade menor de bandas, ja a
fracdo F6a.6 apresenta uma maior quantidade de bandas apolares e F6a.8 maior
intensidade de bandas polares, portanto a fragdo F6a.7 possui maior grau de pureza
comparada as outras duas, e por isso, provavelmente justifica sua atividade mais
intensa

A analise pelo método de bioautografia das fra¢des ativas (F6a.4, F6a.6,
F6a.7, F6a.8) na concentracdo de 500 ug demonstrou-se sensivel para determinar
fragdes com potencial antibidtico, sendo possivel através do calculo de R; relacionar
a banda do perfil cromatografico com a atividade antibidtica, e dessa forma
direcionar melhor os proximos métodos de purificagdo a fim de isola-la. A fragao
F6a.4 apresentou trés pequenas zonas de inibicdo com valores de R; de 0,15, 0,56 e
0,64 e as fracdes F6a.6, F6a.7, F6a.8 também apresentaram uma zona de inibicdo
com valor de Ry de 0,64, que possivelmente represente o composto ativo presente
na F4a, mais apolar, que apresenta atividade inibitéria para o Lactobacillus sp.,
porém também interfere no crescimento da levedura, conforme verificado pelos

testes de disco difusdo. Além disso, as fracbes F6a.6, F6a.7, F6a.8 apresentaram
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intensas zonas de inibicdo distintas com valores de Rss de 0,125, 0,22 e 0,325,
eluidas com o sistema 90 : 10 (cloroférmio : metanol). Portanto estas 3 fragdes
apresentam atividade possivelmente referente aos mesmos compostos, pois a
banda ativa possui mesmo Ry, a diferenca nos valores de halo de inibicdo obtidas no
método de difusdo em agar provavelmente seja relacionado a proporg¢ao de outros
compostos presentes na fragdo, pois através do perfil cromatografico é possivel
verificar que a fragdo F6a.7 possui menos bandas quando comparados as fracdes
F6a.6 e F6a.8 (Figura 4) .

A segunda CF resultou em 90 fragdes e apds andlise e comparagao do
perfil cromatografico foram reunidas em 8 fragdes (F6a.7.1 a F6a.7.8), que foram
testadas quanto a atividade antibiética pelos métodos de difusdo em agar e para as
fracdes com maior atividade antibidtica foi determinada a concentracdo inibitoria
minima.

Os testes de difusdo em agar das fragbes da segunda CF demonstraram
atividade antibiética para sete das oito fragées obtidas (F6a.7.2, F6a.7.3, F6a.7.4,
F6a.7.5, F6a.7.6, F6a.7.7 e F6a.7.8), com halos de 9; 9; 23; 13; 11; 10 € 9 mm de
diametro, respectivamente, sendo que a fracdo F6a.7.7 também apresentou um halo
parcial (halo com crescimento reduzido, ao redor do halo de inibicado) de 14 mm de
didmetro (Tabela 4) e (Figura 5). Estes resultados indicam que o processo de
purificacdo pode n&o ter sido eficiente, pois o(s) composto(s) com atividade
antibidtica parece estar dispersos pelas fracdes, considerando que a maioria das
fragcbes apresentou halo de inibigdo, apesar dos perfis cromatograficos destas
fracbes serem distintos (Figura 6). O resultado pode se justificar pelo uso da fase
estacionaria (silica gel, fase polar) ser pouco adequada as caracteristicas da

amostra ja que a mesma apresenta carater polar (alta afinidade a metanol e agua).
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Dessa forma a amostra demonstrou alta adsorcdo a fase estacionaria, sendo
necessario a utilizacao de solventes com alta polaridade como acetonitrila e metanol,
capazes de promover a dessorcdo da amostra, deslocando-a, resultando, porém,
numa baixa separagao dos compostos nela presente. Segundo Vichenewski (2006)
uma das caracteristicas ideiais de uma fase mével para uma separacao eficiente é
que ela seja fracamente adsorvida pela fase estacionaria, demonstrando que a fase
movel e estacionaria utilizadas nao foram adequadas.

O perfil cromatografico das fragdes obtidas na segunda CF permitiu
observar a diferenca entre as fracbes, através da quantidade de manchas
cromatograficas. O sistema eluete que apresentou melhor resolu¢gao para a maioria
das fragbes foi a mistura dos solventes cloroférmio / metanol (90 : 10), sendo
possivel constatar a presenca de varias bandas, todas visiveis sob lampada UV nos
comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm (Figura 6).

As fragdes com maior atividade antibidtica obtidas na segunda CF
(F6a.7.4; F6a.7.5 e F6a.7.6) apresentaram resultados decrescentes quanto aos
halos de inibicao (23; 13 e 10 mm de didmetro), enquanto o perfil cromatografico
(Figura 6) demonstrou grau de purificagdo crescente, observado pela diminuicdo de
manchas cromatograficas. Houve uma concentragdo na regiao de R;s caracteristico
da substancia ativa (R; verificado pelo teste de bioautografia da fragdo F6a.7 :0,125,
0,22 e 0,325). Estes resultados sugerem um possivel sinergismo, o qual consiste em
compostos que potencializam uma determinada agao quando estdo em conjunto, um
evento comum na medicina natural como extratos de plantas e pode ser causa das
dificuldades de isolamento de tais compostos (Duke, Godwin, 1998). Dessa forma
este efeito pode estar presente em produtos do metabolismo bacteriano,

considerando sua complexidade semelhante ao metabolismo das plantas.
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A CIM das fragbes F6a.7.4; F6a.7.5 e F6a.7.6 resultou que 31,25 ug.mL"
' para F6a.7.4; F6a.7.5 e 250 pg.mL'1 para a fragao F6a.7.6, sdo as concentracoes
minimas necessarias para a inibicdo de Lactobacillus sp. (Figura 7). Ressalta-se a
possiblidade de sinergismo ja que a fragdo F6a.7.6, possui maior grau de
purificacdo, em relacdo as fracbes F6a.7.4; F6a.7.5 quando comparado aos perfis
cromatograficos, entretanto a CIM é maior para F6a.7.6. Além disso, a determinacéo
da CIM permitiu verificar o aumento do grau de pureza apdés os métodos
cromatograficos, devido a diminuicao do valor de CIM para as fragbes ativas obtidas
por CF em relacdo ao resultado quando utilizado a fracdo F4, da cepa LV pelo
método de Oliveira, et al. (2011), a CIM a partir de F4 foi de 1562 pg.mL™" para
Lactobacillus sp.

Sendo assim, as fracbes obtidas apds a realizacdo dos metodos
cromatograficos apresentaram uma elevagdo no grau de purificacdo e
consequentemente resultando no aumento da atividade inibitéria apés os métodos
cromatograficos, indicando que os compostos do produto de metabolismo de P.
aeruginosa (cepa LV) tem um potencial no controle do contaminante Lactobacillus
sp. para a industria sucroalcooleira. Porém, a sequéncia de purificagdo empregada
nao foi suficiente para o isolamento da composto(s) com a atividade antibiética. Mais
estudos devem ser realizados a fim de determinar essa atividade durante o processo
fermentativo, assim como, continuar as etapas de purificagao para isolar e identificar
a substancia(s) responsavel por esta atividade, além de investigar a possibilidade de

sinergismo.
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6 TABELAS E FIGURAS

Tabela 1 — Atividade inibitéria das fracbes obtidas pelo fracionamento da FD por
cromatografia liquida a vacuo, pelo método de Oliveira (2011) na
concentracéo de 1000 pg.

Amostra Halo de inibicdo Inibicdo S. Rendimento
(mm) para Cerevisiae
Lactobacillus sp.

FD 11 + -

F1 - -

F2 - -

F3 22 +

F4 13 -

F5 - -

F6 - -

F4A - - 3,4%
F4B - - 5,0%
FaC - - 2:9%
F4D 31 + 4,6%
F4E 8 + 17,7%
F4F 11 - 17,5%
F4G 10 - 10,4%
FAH - - 7.2%
F4l - - 21,2%
CNg - -

Didametros de halo de inibicdo em mm para Lactobacillus sp. Inibicdo para S.
Cerevisiae: (-) Auséncia de halo de inibicao; (+) Presencga de halo de inibicdo. FD:
Fase Diclorometano; F1 a F6 (Fragcdes obtidas a partir de FD na primeira CLV); F4A
a F4l (Fragdes obtidas a partir de F4 na segunda CLV); CNg: controle negativo,
solventes utilizados para solubilizar as fragoes.
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Tabela 2 — Atividade inibitéria das fragdes obtidas pelo fracionamento da FD por
cromatografia liquida a vacuo, pelo método modificado na
concentracao de 1000 ug.

Amostra Halo de inibicdo (mm) Inibic&o S. Cerevisiae

para Lactobacillus sp.

FD 11 +
Fla - -
Flb - -
F2a - -
F2b - -
F3a - -
F3b - -
F4a 40 +
Fab - -
F5a - -
F5b - -
F6a 22 -
F6b - -
Fr7a - -
F7b - -
F8a 12 -
F8b - -
F9a - -
FOb - -
CNg - -

Didametros de halo de inibicdo em mm para Lactobacillus sp. Inibicdo para S.
Cerevisiae: (-) Auséncia de halo de inibigédo; (+) Presenga de halo de inibicdo. FD:
Fase Diclorometano; F1a a F9b (Fragdes obtidas a partir de FD em uma unica CLV);
CNg: controle negativo, solventes utilizados para solubilizar as fragdes.
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Figura 1 — Teste de inibicao por difusdo em agar, fragdes ativas F4a, F6a e F8a na
concentracdo de 500 ug.

(A) halo de inibicao de S. cerevisiae e (B) haloinibigéo de Lactobacillus sp. CNg:
solventes diclorometano e metanol.
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Tabela 3 — Atividade inibitéria das fragdes obtidas pelo fracionamento da F6a por
cromatografia flash.

Amostra Halo de inibicdo Halo de Inibicao S.
(mm) para inibicdo (mm) Cerevisiae
Lactobacillus para
sp. Lactobacillus
250 ug sp.
500 ug
F6a.l - - -
F6a.2 - - -
F6a.3 - - -
F6a.4 - 8,5 -
F6a.5 - - -
F6a.6 18,5 21 -
F6a.7 26,5 27 -
F6a.8 13 17 -
F6a.9 - - -
CNg - - -

Diametros de halo de inibicdo em mm para Lactobacillus sp. Fragcdes obtidas a partir
de F6a na primeira CF (F6a.1 a F6a.9), na quantidade de 250 e 500 pg. Inibicéo
para S. Cerevisiae: (-) Auséncia de halo de inibicdo. F6a foi utilizado como controle
positivo e como controle negativo (CNg) metanol.
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Figura 2 — Teste de inibicdo por difusdo em agar, fracdes obtidas pelo fracionamento da F6a por cromatografia flash para 500 ug.

(A) Auséncia de halo de inibicao para S. cerevisiae e (B) halo de inibicao para Lactobacillus sp. em F6a.4 (8,5 mm), F6a.6 (21
mm), F6a.7 (27 mm) e F6a.8 (17 mm).
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Figura 3 — Cromatografia em camada delgada das fragdes obtidas na primeira CF revelada sob luz ultravioleta nos comprimenros
de onda de 254 e 366 nm.

| F6a.4 F6a5 F6a6 F6a.7 F6a8 F6a9

(A) comprimento de onda de 254 nm, (B) comprimento de onda de 366 nm.
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Figura 4 — Cromatografia em camada delgada das fragdes FD e F6a. comparado

com perfil das fragbes ativas obtidas em CF (F6a.4, F6a.6, F6a.7 e

F6a.8) revelada sob luz ultravioleta nos comprimenros de onda de 254 e
366 nm.

F6a.4 F6a.6 F6a.7 F6a.8

(A) comprimento de onda de 254 nm, (B) comprimento de onda de 366 nm
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Tabela 4 — Atividade inibitéria das fragdes obtidas pelo fracionamento da F6A.7
por cromatografia flash na concentracdo de 250 ug.

Amostra Halo de inibicdo (mm) Inibicdo S. Cerevisiae

para Lactobacillus sp.

250 ug
F6A.7.1 - -
FB6A.7.2 9 -
F6A.7.3 9 -
F6A.7.4 23 -
F6A.7.5 13 -
FB6A.7.6 11 -
F6A.7.7 10/14* -
F6A.7.8 9 -
CNg - -

Diametros de halo de inibicdo em mm para Lactobacillus sp. Fragcdes obtidas a partir
de F6a.7 na segunda CF (F6a.7.1, F6a.7.2, F6a7.3, F6a.7.4, F6a.7.5, F6a.7.6,
F6a.7.7, F6a.7.8), na quantidade de 250 ug. Inibigdo para S. cerevisiae: (-) Auséncia
de halo de inibicdo; (+) Presenca de halo de inibicdo. Como controle negativo (CNQ)
metanol. * Presenga de halo parcial, com crescimento reduzido de 14 mm, além do
halo de inibicao total de 10 mm.
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Figura 5 — Teste de inibigdo por difusdo em agar, fracdes obtidas pelo fracionamento da F6a.7 por cromatografia flash na
concentragdo de 250 ug.

Halo de inibigdo para Lactobacillus sp. frente as fragdes obtidas na segunda CF (F6a.7.2 a F6a.7.8). CNg: controle negativo com
metanol. * Presencga de halo parcial, crescimento reduzido ao redor do halo de inibicao.
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Figura 6 — Cromatografia em camada delgada das fragdes obtidas na segunda CF revelada sob luz ultravioleta nos comprimenros
de onda de 254 e 366 nm.
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Figura 7 — Determinagdo da concentragéo inibitéria minima da fracdo F6a.7.4
obtidas pelo fracionamento da F6a.7 por cromatografia flash nas
concetragc")es e 0 a 0,98 Hg. mL™".

i

Linha (B) da coluna 2 a 11: controle de esterilidade das diluicdes da fracdo F6a.7.4.
Linhas (C) e (D) da coluna 2 a 11: tratamento nas concentragcbes de 500; 250; 125;
62,50; 31,25; 15,62; 7,81; 3,91; 1,95 e 0,98 pyg.mL™", respectivamente. Linhas (E) e
(F): controle positivo, Lactobacillus sp. Demais pogos: controle negativo: Caldo MCC.
Concentragdo inibitéria minima de 31,25 pg.mL™.



