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RESUMO 
 
 
A contaminação bacteriana na indústria sucroalcooleira, causada principalmente por 
Lactobacillus sp., é um dos principais problemas que afetam a fermentação etanólica, pelo 
fato deste contaminante reduzir os rendimentos na produção do álcool. A fração F4 é 
produzida por Pseudomonas aeruginosa e extraída a partir do tratamento com diclorometano 
e em seguida fracionada por cromatografia líquida a vácuo com solventes com polaridade 
crescente e obtida na fase metanol. O objetivo deste estudo foi avaliar o controle de 
Lactobacillus sp. no microcosmo da dorna durante a fermentação alcoólica. Foi testado a ação 
da fração F4 em combinação ou não com produtos já utilizados no controle de bactérias 
contaminantes na indústria sucroalcooleira tais como o ácido sulfúrico e o antibiótico 

Kamoram
® 

. A atividade antibiótica da fase metanol (F4) foi determinada por testes de difusão 
em agar, bioautografia e determinação da concentração inibitória mínima. A avaliação de 
eficiencia da fermentação foi determinada pela formação de espuma e a floculação, teor 
alcoólico, acidez total e açúcar redutor residual. Também foi determinado a viabilidade 
celular, brotamento, viabilidade de brotamente, e as populações de Saccharomyces cerevisiae 
e de Lactobacillus sp. Os resultados deste estudo revelam que a fração F4 em comparação 
com os demais tratamentos possui também atividade antibiótica frente à Lactobacillus sp. sem 
causar efeitos adversos na levedura e melhora o processo de fermentação devido a diminuição 
de espuma e da floculação. Conclui-se que F4 apresenta atividade antibiótica contra 
Lactobacillus sp. e pode ser uma alternativa no controle da contaminação na fermentação 
etanólica.  
 
 
Palavras chave: Fermentação alcoólica. Antimicrobiano. Pseudomonas aeruginosa. 

Lactobacillus sp. Eficiência de fermentação 
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ABSTRACT 
 
 
Bacterial contamination in the sugar industry, mainly caused by Lactobacillus sp., is one of 
the main problems affecting the ethanol fermentation, because these contaminants reduce 
yields in the production of alcohol. Fraction F4 is generated by Pseudomonas aeruginosa and 
extracted from the treatment with dichloromethane and then fractionated by vacuum liquid 
chromatography with increasingly polar solvent and obtained from the methanol phase. The 
objective of this study was to evaluate the control of Lactobacillus sp. in the microcosm of the 
vat during fermentation. We tested the action of the F4 fraction or in combination with 
products already in use in the control of bacteria in the sugar industry such as sulfuric acid 

and antibiotic Kamoram
®

. The antibiotic activity of the methanol phase (F4) was determined 
by agar diffusion test, bioautography and minimal inhibitory concentration determination. The 
evaluation of the fermentation efficiency was determined by foaming and flocculation, 
alcohol content, total acidity and reducing sugar residue. It was also determined cell viability, 
budding, brotamente viability, and the populations of Saccharomyces cerevisiae and 
Lactobacillus sp. These results show that the F4 fraction compared with other treatments also 
has antibiotic activity against the Lactobacillus sp. without causing adverse effects on the 
yeast fermentation process improves because of the decrease of foam and flotation. We 
conclude that F4 has antibiotic activity against Lactobacillus sp. and can be an alternative to 
control contamination in ethanol fermentation.  
 
 
Keywords: Fermentation. Antimicrobial. Pseudomonas aeruginosa. Lactobacillus sp. 

Fermentation efficiency.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A plantação de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum) para a extração de 

seus derivados (açúcar e álcool) é uma das mais importantes atividades agroindustriais e 

econômicas do país, sendo o Brasil o maior exportador mundial de açúcar e álcool (BERG, 

2004). Depois do petróleo, a cana-de-açúcar é a segunda principal fonte de energia do país, 

considerada uma das melhores alternativas para fornecimento de energia limpa e renovável. 

Desde o surgimento do Programa Nacional do Álcool (PROÁLCOOL), o setor 

sucroalcooleiro ganhou maior importância econômica e social (AMORIM; LEÃO, 2005).  

Um dos grandes problemas encontrados na indústria sucroalcooleira é a 

contaminação por bactérias no processo fermentativo (NARENDRANATH et al., 1997). O 

solo é um grande reservatório biológico de microorganismos e a contaminação que atinge a 

indústria em sua maior parte tem nele sua origem. Dependendo do nível de contaminação 

podem ser gerados diversos danos (CHERUBIN, 2003; AMORIM; LEÃO, 2005):  

 Consumo da sacarose que poderia ser convertida em etanol; 

 Formação de goma produzida pelos contaminantes, que pode causar 

entupimentos de tubulações, peneiras, centrífugas e trocadores de 

calor;  

 Aumento da floculação do fermento, que diminui a velocidade de 

fermentação, acarreta perda de células de levedura pelo fundo da 

dorna e dificulta a operação das centrífugas;  

 Redução da viabilidade das leveduras e/ou formação de produtos 

indesejáveis que, conseqüentemente, levam a reduções na 

produção de álcool no processo fermentativo.  

O ácido sulfúrico e os antibióticos usados na indústria sucroalcooleira para 

controle da contaminação por Lactobacillus sp. na dorna, pode selecionar bactérias 

resistentes, o que diminui a eficiência destes produtos. Além da diminuição da eficiência no 

controle das bactérias os produtos utilizados geram resíduos que quando eliminados no meio 

ambiente pode causar graves impactos na comunidade microbiana do solo, selecionando 

resistentes aos antibióticos usados e alterando os ciclos biogeoquímicos e a fertilidade o solo, 

por serem estes fatores medidos basicamente pela atividade microbiana do solo.  

Devido a estes fatores, é urgente e necessária a busca por novos produtos 

que controlem a contaminação bacteriana da dorna e melhorem a fermentação alcoólica.  
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Compostos do metabolismo secundário produzidos por espécies 

antagonistas, quando em competição, podem apresentar atividade antimicrobiana (HARMAN, 

2000; OLIVEIRA et al., 2011). O uso de metabólitos secundários com atividade antibiótica 

no controle de bactérias contaminantes da fermentação pode ser uma estratégia promissora 

para a redução das perdas em razão da degradação da sacarose e a formação dos ácidos láctico 

e acético, que ocasionam perda de açúcar, inviabilização das leveduras e é responsável por 

dificuldades operacionais na indústria (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997).  

O uso desses compostos no controle das principais bactérias contaminantes 

no processo industrial de fermentação alcoólica em associação ou em substituição aos 

antibióticos demonstra ser uma alternativa viável, e a aplicação desta estratégia pode cooperar 

com o desenvolvimento tecnológico do processo industrial na produção de álcool, tornado o 

processo fermentativo mais eficiente e sustentável, além de ecológico, do ponto de vista de 

geração de resíduos (LU et al., 2003a; CHIBANI et al., 2004; VINDEROLA et al., 2007), já 

que resíduos como a vinhaça são utilizados como fertirrigantes no plantio da cana.  

Visto a importância da agroindústria de álcool no Brasil e os problemas que 

a contaminação bacteriana apresenta para esse setor, este trabalho teve como objetivo avaliar 

o efeito da fração F4 (fase metanol) produzida por Pseudomonas aeruginosa (cepa LV) e das 

demais frações F obtidas de FD após o fracionamento por cromatografia líquida a vácuo 

(CLV), no controle de contaminantes bacterianos – Lactobacillus sp. – do processo 

agroindustrial de fermentação etanólica.  
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar o controle de Lactobacillus sp., no microcosmo da dorna durante a 

fermentação alcoólica.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

a) Buscar uma alternativa de controle das bactérias contaminantes, em especial Lactobacillus 

sp., do processo fermentativo;  

b) Avaliar as alternativas utilizados na indústria sucroalcooleira no controle de contaminantes 

e compará-los ao composto biológico;  

c) Correlacionar o uso de antibióticos e a introdução do composto biológico no controle 

bacteriano na dorna;  

d) Avaliar a viabilidade celular de S. cerevisiae durante os tratamentos de controle 

antibacteriano;  

e) Determinar o teor alcoólico, o teor de açúcares redutores residuais e a acidez total durante o 

processo.  
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

 

3.1 IMPORTÂNCIA ECONÔMICA E SOCIAL DO ÁLCOOL NO BRASIL  

 

A agroindústria do álcool representa um considerável gerador econômico, 

sendo esse setor de suma importância para o país. O Brasil é hoje o segundo maior produtor 

de etanol do mundo e tem uma das matrizes energéticas mais limpas do planeta, na qual a 

energia renovável representa quase 50% segundo União da Indústria de Cana-de-Açúcar 

(UNICA). Graças a avanços científicos e tecnológicos (BASSO et al., 2008), sua produção 

vem crescendo nas últimas décadas, no entanto, recentemente, os Estados Unidos 

ultrapassaram o Brasil em termos de volume de produção de bioetanol (VALDES, 2007). Os 

dois países respondem por 80% do etanol mundial.  

Os efeitos adversos da utilização de recursos não renováveis, como emissão 

de gases poluente e mudanças climáticas, alem de fatores econômicos e segurança energética, 

convergem para uma revolução bioenergética (NASS et al., 2007). Quando comparado a 

outros combustíveis convencionais, o etanol tem baixa toxicidade e volatilidade, o que 

contribui na redução da poluição atmosférica e, em longo prazo, poderia se tornar a solução 

para as alterações climáticas (ARISTIDOU; PENTTILA, 2000).  

Segundo o Departamento de Cana-de-açúcar e Agroenergia, da Secretaria de 

Produção e Agroenergia, órgão ligado ao Ministério da Agricultura, o Brasil é líder mundial 

no setor de agroenergia, representando 32% da energia ofertada. Grande extensão territorial e 

recursos naturais que possibilitam a ampliação da produção de insumos energéticos 

provenientes da biomassa favorecem a liderança do país no setor. Os dois principais 

biocombustíveis líquidos usados no Brasil são o etanol, extraído de cana-de-açúcar, e o 

biodiesel, produzido a partir de óleos vegetais ou de gorduras animais e adicionado ao diesel 

de petróleo em proporções variáveis.  

 

3.2 ETAPAS DA PRODUÇÃO DO ÁLCOOL  

 

As etapas para a produção de etanol diferenciam de usina para usina, mas de 

modo geral, as etapas são similares. São dividias em: etapa agrícola e etapa industrial. As 

operações envolvidas no processo de produção de uma usina são: pesagem, estocagem, 

lavagem, preparo/moagem, clarificação do caldo, fermentação/centrifugação, destilação 

(PAIVA, 2006).  
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A etapa industrial se inicia com a pesagem e análise da cana que passa 

diretamente para a mesa alimentadora ou vai para o estoque de cana. Na mesa, a cana passa 

por uma corrente de água para retirada de impurezas minerais e vegetais. A água contaminada 

é tratada e as impurezas grosseiras são retiradas, e essa água volta à mesa alimentadora. Em 

seguida a cana é picada e desfibrada. E se inicia a alimentação da moenda, onde o bagaço 

resultante é queimado nas caldeiras para produção de vapor para a geração de energia elétrica 

(PAIVA, 2006).  

O caldo extraído é utilizado para a preparação do mosto, junto ao xarope, 

mel e água. O mosto é enviado para as dornas de fermentação e misturado com as leveduras. 

Após aproximadamente 7 horas, o mosto é fermentado e se transforma em vinho levurado, 

que contém 6 a 10% de álcool e leveduras. Nas centrífugas o vinho é separado das leveduras, 

que será enviado à destilação, onde a primeira coluna fabrica a cachaça, a segunda recupera o 

álcool hidratado e na seqüência, outra coluna produz o álcool anidro. O fermento é tratado e 

retorna à fermentação e uma parte é retirada deste ciclo para ser utilizada como proteína 

animal (PAIVA, 2006).  

Os prejuízos causados pela contaminação bacteriana na fermentação 

alcoólica tem início na lavoura com a matéria-prima. A cana-de-açúcar excessivamente 

contaminada, aliada aos problemas de eficiência no tratamento do caldo levam um grande 

número de bactérias e produtos de seu metabolismo para o processo fermentativo (Amorim; 

Oliveira, 1982; Kaji; Canhos, 1989).  

 

3.3 CONTAMINANTES  

 

A contaminação bacteriana causa prejuízos desde a lavoura até a 

fermentação alcoólica. A contaminação excessiva no momento do corte e transporte da cana-

de-açúcar leva um grande número de bactérias e seus produtos metabólicos até o processo 

fermentativo (AMORIM; OLIVEIRA, 1982; KAJI; CANHOS, 1989). O caldo de cana é rico 

em nutrientes orgânicos e inorgânicos, e possui pH e temperatura ideais para o crescimento de 

um grande número de bactérias. Além desses fatores, as próprias condições das etapas do 

processo de produção do álcool, selecionam determinadas espécies ou linhagens de 

microrganismos, estando todo processo sujeito à contaminação (GALLO, 1989; CHERUBIN, 

2003).  

Os principais gêneros das bactérias contaminantes da fermentação alcoólica 

são predominados por Gram-positivas. Nas usinas de álcool, Lactobacillus sp. é o 
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contaminante bacteriano mais comumente encontrado (SKINNER; LEATHERS, 2004; 

MAKANJUOLA; SPRINGHAM, 1984), trazendo graves conseqüências para a produção. 

Segundo Silva (1988), os gêneros Lactobacillus (38%), Leuconostoc (12%) e Bacillus (3%) 

são os principais contaminantes do processo fermentativo. Em relação às espécies 

predominantes destacaram-se Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides. Na 

produção de álcool utilizando o milho como matéria prima, também ocorre a prevalência de 

bactérias lácticas, em especial Lactobacillus sp., representando cerca de 40% dos 

contaminantes totais isolados (SKINNER; LEATHERS, 2004).  

Os contaminantes na indústria sucroalcooleira causam prejuízos no 

rendimento fermentativo devido à presença de baterias lácticas que degradam a sacarose 

formando duas moléculas de ácido láctico ao invés de formar duas moléculas de etanol 

(NARENDRANATH et al., 1997; OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997). Além disso, muitos 

nutrientes deixam de ser aproveitados por leveduras e são consumidos por bactérias. A 

contaminação reduz a produção de etanol e inibe o crescimento da levedura (CHANG et al., 

1995; NGANG et al., 1990; NARENDRANATH et al., 2000). Como mencionado 

anteriormente as bactérias lácticas são as principais contaminantes na fermentação etanólica e 

esse fato tem efeitos drásticos no processo fermentativo. A fermentação do carboidrato em 

ácido láctico reduz a produção do álcool e a fermentação das leveduras é inibida pelo ácido 

láctico (MAKANJUOLA et al., 1992; NGANG et al., 1990).  

Na fermentação alcoólica ocorrem várias interações entre leveduras e 

bactérias. Entre diversas pesquisas, Nobre (2005) buscou encontrar a inibição exercida pelas 

bactérias sobre o desenvolvimento de leveduras. Este mesmo autor encontrou uma relação 

negativa na interação entre L. fermentum e Bacillus subtillis com S. cerevisiae. Essas bactérias 

reduziram a viabilidade celular de S. cerevisiae em cultivo misto. A presença dessas bactérias 

junto à acidez do meio foi um dos principais fatores que levaram à redução da viabilidade 

celular de S. cerevisiae.  

Em um trabalho anterior, Oliveira-Freguglia; Horii (1998) observaram que a 

contaminação por Lactobacillus fermentum causa floculação no processo fermentativo; 

influencia na viabilidade de Saccharomyces cerevisiae, podendo reduzir a valores próximos a 

zero em cerca de 12 horas após o término da fermentação alcoólica, e causam grandes 

prejuízos às leveduras mesmo depois de tratados com antimicrobianos ou calor, devido à 

toxicidade dos produtos metabólicos de L. fermentum.  
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Os prejuízos podem ser ainda maiores quando a contaminação bacteriana 

atinge níveis superiores a 1.0 X 10
7 

células.mL
-1 

em meio fermentativo, levando a uma 

significativa diminuição no rendimento alcoólico (AMORIM et al., 1981).  

Vários fatores são atribuídos a essa queda no rendimento, tais como:  

a) a floculação das leveduras, o que diminui a velocidade de fermentação, 

acarreta perda de células de levedura pelo fundo da dorna e dificulta a 

operação das centrífugas (AMORIM; OLIVEIRA, 1982; OLIVA-NETO; 

YOKOYA, 1997);  

b) o desvio de muitos nutrientes para a multiplicação das bactérias 

(NARENDRANATH et al., 1997), sendo que cada molécula de açúcar 

direcionada para a produção de ácido láctico resulta na perda de duas 

moléculas de etanol que poderiam ser produzidas (INGLEDEW, 1995); e  

c) a diminuição da viabilidade das leveduras causada pelo microrganismo 

contaminante (YOKOYA, 1989), devido à produção de metabólitos 

(principalmente os ácidos láctico e acético) (BEVAN; BOND, 1971) e à 

competição por nutrientes do meio (NOBRE, 2005).  

Perdas na produção causadas por Lactobacillus sp. foram retratadas por 

outros autores (HYNES et al., 1997; NARENDRANATH et al., 1997). Qualquer redução na 

produção de etanol tem importantes conseqüências econômicas para a indústria do álcool 

combustível, onde as margens de lucro costumam ser muito baixas (MAKANJUOLA et al., 

1992).  

 

3.4 ALTERNATIVAS DE CONTROLE DA CONTAMINAÇÃO  

 

Alguns processos têm sido desenvolvidos para o controle da contaminação 

durante a fermentação alcoólica. A produção de etanol no Brasil é atualmente realizada pelo 

processo de fermentação descontínuo (batelada alimentada) ou contínuo, com reciclo de 

células de leveduras, de forma que contaminantes bacterianos são também reciclados e podem 

causar problemas devido à competição pelo mesmo substrato (MENEGHIN et al., 2008). O 

controle bacteriano é feito pela adição de ácido sulfúrico na lavagem das células do fermento 

ou utilizando-se biocidas.  

Um dos processos mais usados para o controle bacteriano é a adição de 

ácido sulfúrico na lavagem das células do fermento (MENEGHIN et al., 2008; PIESLEY; 
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TOM, 1978; SIMPSON; HAMMOND, 1989). O ácido sulfúrico é usado para ajustar o pH 

durante a fermentação. A adição de ácido sulfúrico, segundo Gallo (1989) reduz até 45% da 

população de bactérias contaminantes, além de ter custo reduzido e contribuir na redução da 

floculação, entretanto não é satisfatório nos processos contínuos onde as células das leveduras 

são recicladas (MADSON; MUTTAGH, 1991).  

Outro processo muito utilizado para o controle da contaminação bacteriana 

na indústria sucroalcooleira é a utilização de antibióticos como a penicilina G, estreptomicina, 

tetraciclina (AQUARONE, 1960; DAY et al., 1954), a virginiamicina (HYNES et al., 1997; 

ISLAM et al., 1999), e outras misturas. Antibióticos como a penicilina e virginiamicina, de 

fato, são usados na produção de bioetanol atualmente (BAYROCK et al., 2003; HYNES et 

al., 1997). Entretanto, o uso de antibióticos no processo industrial tem gerado controvérsias. 

Métodos que envolvem antibióticos como b-lactâmicos são muito caros (AQUARONE, 1960; 

DAY et al., 1954); os resíduos gerados durante a fermentação alcoólica podem ser reciclados 

como fertilizantes e rações para animais, por isso, a adição de antibióticos pode não ser 

preferível do ponto de vista ecológico (BEVAN; BOND, 1971); e, o uso inadequado de 

antibióticos pode contribuir para surgimento de cepas resistentes a antibióticos 

(KHACHATOURIANS, 1998).  

Segundo Bayrock et al. (2003), o modo da adição do antibiótico também 

interfere no controle da contaminação. Um número menor de células viáveis de L. paracasei 

em cultivo conjunto com S. cerevisiae e maior aumento na concentração de etanol foi 

encontrada quando a adição do antibiótico é feita de forma pulsada ao invés de contínua.  

Apesar do grande número de métodos disponíveis para o controle, a 

aplicação constante, o preço e o fator custo-benefício são levados em conta no momento da 

escolha do melhor método de controle da contaminação (BEVAN; BOND, 1971).  

Neste sentido, outros métodos de controle estão sendo estudados. Meneghin 

et al. (2008) utilizaram dióxido de cloro como biocida para controlar a contaminação da 

fermentação alcoólica. O dióxido de cloro apresentou resultados de controle contra as 

bactérias contaminantes do processo fermentativo, porém as leveduras também foram 

sensíveis ao mesmo.  

Peróxido de hidrogênio, metabissulfito de potássio, 3,4,4’-

trichlorocarbanilide e antibióticos também foram usados como controle do crescimento de 

bactérias lácticas (AQUARONE, 1960; BAYROCK et al., 2003; CHANG et al., 1997; 

NARENDRANATH et al., 2000; OLIVA-NETO; YOKOKA, 1998).  
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3.5 INDICADORES DE ESTRESSE EM SACCHAROMYCES CEREVISAE  

 

Nos processos industriais as leveduras estão sujeitas a diferentes tipos de 

estresses que têm impacto direto no desempenho da fermentação. Ao final da fermentação as 

células de leveduras sedimentam e são re-inoculadas em um mosto fresco para o início de um 

novo ciclo fermentativo. Além de serem expostas a altas concentrações de etanol durante a 

fermentação, antes de serem reutilizadas, as leveduras são submetidas a diversos estresses, 

como a lavagem com ácido para evitar a contaminação por bactérias, temperaturas elevadas, 

contaminação bacteriana, carência ou excesso de nutrientes (SMART; WHISKER, 1996; 

HEGGART et al., 1999; CUNNINGHAM; STEWART, 2000; YAMAGISHI et al., 2001; 

JENKINS et al., 2003; POWELL et al., 2003; CAMPELO; BELO, 2004; KOBI et al., 2004). 

Após 6 a 8 ciclos fermentativos as leveduras perdem sua capacidade efetiva máxima 

(YAMAGISHI et al., 2001; HEGGART et al., 1999; KOBI et al., 2004) e por essa 

característica é de fundamental importância que as leveduras sejam avaliadas antes do uso em 

um novo ciclo fermentativo. Quando o estresse é demasiado, a levedura tenta se defender e 

responde com a formação de metabólitos como glicerol e trealose. O glicerol é um 

osmorregulador de S. cerevisiae formado em meios com baixa atividade de água (alta pressão 

osmótica) na presença de solutos, tais como sais e açúcares (WALKER, 1998; ERASMUS et 

al., 2003, HAJNY et al., 1960; PANCHAL; STEWART, 1980; MAIORELLA et al., 1984; 

LARSSON ; GUSTAFSSON, 1987; TOKUOKA, 1993).  

A floculação é outro fenômeno que indica reação de estresse da levedura. É 

descrita como um fenômeno reversível em que as células de levedura se aderem umas as 

outras formando flocos que se sedimentam no meio onde estão suspensas (STEWART, 1975). 

Iserentant (1996) e Stratford (1992) consideram a floculação como estratégia de sobrevivência 

da levedura que ao se unir a outras, protegeria as células que ficam no centro do floco contra 

situações desfavoráveis. A floculação prejudica o processo de fermentação alcoólica uma vez 

que as células de levedura, ao aglomerarem-se, diminuem o contato com o substrato, 

reduzindo o rendimento e aumentando o tempo de fermentação (SERRA et al., 1976; 

YOKOYA; OLIVA-NETO, 1991).  

Muitos fatores influenciam na floculação de leveduras: pH (MASY et al., 

1991); agitação e stresse (MOMOSE et al., 1969; STRATFORD; KEENAN, 1988); fatores 

genéticos (ZARATTINI et al., 1993); etanol e outro produtos da fermentação (PATEL; 

INGLEDEW, 1975), entre outros. A floculação das leveduras também está associada à 

contaminação bacteriana. Yokoya; Oliva-Neto (1991) indicam cepas de Lactobacillus 
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fermentum como o principal microrganismo responsável pelo processo de floculação. 

Momose et al., (1969) observaram que cepas de leveduras eram floculadas por Lactobacillus 

plantarum.  

Thomas et al. (2001) relatou que a presença de Lactobacillus fermentum 

com as leveduras durante a fermentação à base de milho ocasionou queda da viabilidade 

celular da levedura em 55%, além disso, diminuiu 22% na produção de etanol e desvio de 

carboidratos para a produção de glicerol e ácido láctico.  

O desempenho das leveduras está relacionado ao estresse nutricional, 

devido a competição dos nutrientes das leveduras com as bactérias (BAYROCK; 

INGLEDEW, 2005). Esses autores registraram uma diminuição no número de células viáveis 

de leveduras, diminuição na produção de etanol e aumento da concentração de ácido láctico.  

O aumento das usinas sucroalcooleiras no Paraná e os problemas ainda 

existentes na fermentação etanólica justificam estudos na linha de controle dos contaminantes 

e as possíveis implicações econômicas. 
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RESUMO 
 
 
A contaminação bacteriana na indústria sucroalcooleira, causada principalmente por 
Lactobacillus sp., é um dos principais problemas que afetam a fermentação etanólica, pelo 
fato deste contaminante reduzir os rendimentos na produção do álcool. A fração F4 é 
produzida por Pseudomonas aeruginosa e extraída a partir do tratamento com diclorometano 
e em seguida fracionada por cromatografia líquida a vácuo com solventes com polaridade 
crescente e obtida na fase metanol. O objetivo deste estudo foi avaliar o controle de 
Lactobacillus sp. no microcosmo da dorna durante a fermentação alcoólica. Foi testado a ação 
da fração F4 em combinação ou não com produtos já utilizados no controle de bactérias 
contaminantes na indústria sucroalcooleira tais como o ácido sulfúrico e o antibiótico 

Kamoram
® 

. A atividade antibiótica da fase metanol (F4) foi determinada por testes de difusão 
em agar, bioautografia e determinação da concentração inibitória mínima. A avaliação de 
eficiencia da fermentação foi determinada pela formação de espuma e a floculação, teor 
alcoólico, acidez total e açúcar redutor residual. Também foi determinado a viabilidade 
celular, brotamento, viabilidade de brotamente, e as populações de Saccharomyces cerevisiae 
e de Lactobacillus sp. Os resultados deste estudo revelam que a fração F4 em comparação 
com os demais tratamentos possui também atividade antibiótica frente à Lactobacillus sp. sem 
causar efeitos adversos na levedura e melhora o processo de fermentação devido a diminuição 
de espuma e da floculação. Conclui-se que F4 apresenta atividade antibiótica contra 
Lactobacillus sp. e pode ser uma alternativa no controle da contaminação na fermentação 
etanólica.  
 
 
Palavras chave: Fermentação alcoólica. Antimicrobiano. Pseudomonas aeruginosa. 

Lactobacillus SP. Eficiência de fermentação.  
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ABSTRACT 
 
 
Bacterial contamination in the sugar industry, mainly caused by Lactobacillus sp., is one of 
the main problems affecting the ethanol fermentation, because these contaminants reduce 
yields in the production of alcohol. Fraction F4 is generated by Pseudomonas aeruginosa and 
extracted from the treatment with dichloromethane and then fractionated by vacuum liquid 
chromatography with increasingly polar solvent and obtained from the methanol phase. The 
objective of this study was to evaluate the control of Lactobacillus sp. in the microcosm of the 
vat during fermentation. We tested the action of the F4 fraction or in combination with 
products already in use in the control of bacteria in the sugar industry such as sulfuric acid 

and antibiotic Kamoram
®

. The antibiotic activity of the methanol phase (F4) was determined 
by agar diffusion test, bioautography and minimal inhibitory concentration determination. The 
evaluation of the fermentation efficiency was determined by foaming and flocculation, 
alcohol content, total acidity and reducing sugar residue. It was also determined cell viability, 
budding, brotamente viability, and the populations of Saccharomyces cerevisiae and 
Lactobacillus sp. These results show that the F4 fraction compared with other treatments also 
has antibiotic activity against the Lactobacillus sp. without causing adverse effects on the 
yeast fermentation process improves because of the decrease of foam and flotation. We 
conclude that F4 has antibiotic activity against Lactobacillus sp. and can be an alternative to 
control contamination in ethanol fermentation.  
 
 
Keywords: Fermentation. Antimicrobial. Pseudomonas aeruginosa. Lactobacillus sp. 

Fermentation efficiency.  
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INTRODUÇÃO 

 

A plantação de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum) e a extração de 

seus derivados (açúcar e álcool) é uma das mais importantes atividades agroindustriais e 

econômicas do país, sendo o Brasil o maior exportador mundial de açúcar e álcool (BERG, 

2004). Depois do petróleo, a cana-de-açúcar é a segunda principal fonte de energia do país, 

considerada uma das melhores alternativas para fornecimento de energia limpa e renovável. 

Desde o surgimento do Programa Nacional do Álcool (PROÁLCOOL), o setor 

sucroalcooleiro ganhou maior importância econômica e social (AMORIM; LEÃO, 2005).  

Um dos grandes problemas encontrados na indústria sucroalcooleira é a 

contaminação por bactérias no processo fermentativo (NARENDRANATH et al, 1997). O 

solo é um grande reservatório biológico de microorganismos e a contaminação que atinge a 

indústria em sua maior parte tem nele sua origem. Dependendo do nível de contaminação 

podem ser gerados diversos danos como o consumo da sacarose; a formação de goma, que 

pode causar entupimentos de tubulações, peneiras, centrífugas e trocadores de calor; o 

aumento da floculação do fermento, que diminui a velocidade de fermentação, acarreta perda 

de células de levedura pelo fundo da dorna e dificulta a operação das centrífugas; a redução 

da viabilidade das leveduras e/ou formação de produtos indesejáveis que, conseqüentemente, 

levam a reduções na produção de álcool no processo fermentativo (CHERUBIN, 2003; 

AMORIM; LEÃO, 2005).  

O ácido sulfúrico e os antibióticos usados na indústria sucroalcooleira para 

controle da contaminação por Lactobacillus sp. na dorna, pode selecionar bactérias 

resistentes, o que diminui a eficiência destes produtos. Além da diminuição da eficiência no 

controle das bactérias os produtos utilizados geram resíduos que quando eliminados no meio 

ambiente pode causar graves impactos na comunidade microbiana do solo, selecionando 

resistentes aos antibióticos usados e alterando os ciclos biogeoquímicos e a fertilidade o solo, 

por serem estes fatores medidos basicamente pela atividade microbiana do solo.  

Devido a estes fatores, é urgente e necessária a busca por novos produtos 

que controlem a contaminação bacteriana da dorna e melhorem a fermentação alcoólica.  

Compostos do metabolismo secundário produzidos por espécies 

antagonistas, quando em competição, podem apresentar atividade antimicrobiana (HARMAN, 

2000; OLIVEIRA et al., 2011). O uso de metabólitos secundários com atividade antibiótica 

no controle de bactérias contaminantes da fermentação pode ser uma estratégia promissora 

para a redução das perdas em razão da degradação da sacarose e a formação dos ácidos láctico 
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e acético, que ocasionam perda de açúcar, inviabilização das leveduras e é responsável por 

dificuldades operacionais na indústria (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997).  

O uso desses compostos no controle das principais bactérias contaminantes 

no processo industrial de fermentação alcoólica em associação ou em substituição aos 

antibióticos demonstra ser uma alternativa viável, e a aplicação desta estratégia pode cooperar 

com o desenvolvimento tecnológico do processo industrial na produção de álcool, tornado o 

processo fermentativo mais eficiente e sustentável, além de ecológico, do ponto de vista de 

geração de resíduos (LU et al., 2003; CHIBANI et al., 2004; VINDEROLA et al., 2007), já 

que resíduos como a vinhaça são utilizados como fertirrigantes no plantio da cana.  

Visto a importância da agroindústria de álcool no Brasil e os problemas que 

a contaminação bacteriana apresenta para esse setor, este trabalho teve como objetivo avaliar 

o efeito da fração F4 (fase metanol) produzida por Pseudomonas aeruginosa (cepa LV) e das 

demais frações F obtidas de FD após o fracionamento por cromatografia líquida a vácuo 

(CLV), no controle de contaminantes bacterianos – Lactobacillus sp. – do processo 

agroindustrial de fermentação etanólica.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 CEPAS BACTERIANAS  

 

A cepa (Lactobacillus sp.) utilizada no estudo foi isolada da dorna durante o 

processo de fermentação na Cooperativa Agroindustrial Vale do Ivaí LTDA (COOPERVAL), 

e cultivada em meio MCC, (caldo de cana-de-açúcar clarificado diluído com água destilada 

para 5.0 ± 0,1
o 
brix, extrato de levedura 10 g.L

-1
, peptona 10g.L

-1
) (NOBRE, 2005).  

O agente de biocontrole utilizado foi a Pseudomonas aeruginosa (cepa LV), 

isolada no Município de Astorga, PR, Brasil (RAMPAZO, 2004).  

A partir do mosto fermentado foi realizado um estudo da composição da 

comunidade bacteriana, sendo que a população de Lactobacillus sp. foi a mais representativa, 

compondo mais de 90% da comunidade. Cinco cepas de Lactobacillus sp. foram isoladas e 

uma de S. cerevisiae utilizadas nos experimentos atividade antibiótica do composto. A partir 

dos experimentos exploratórios foi escolhida uma cepa de Lactobacillus sp., que foi utilizada 

nos experimentos.  
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As cepas utilizadas nos experimentos foram criopreservadas em solução de 

glicerol 20% em nitrogênio líquido (-196°C).  

 

2.2 PRODUÇÃO, PURIFICAÇÃO E FRACIONAMENTO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS COM 

ATIVIDADE ANTIBIÓTICA  

 

A produção, extração e fracionamento dos compostos antibióticos foram 

realizados de acordo com Oliveira et al. (2011) (figura 1), (Patente 2008; Processo de 

produção, purificação e obtenção de substâncias com atividades antibióticas para o controle 

de doenças causadas por bactérias em plantas, 10 de setembro -PI 0803350-1; 

www.inpi.gov.br).  

A cepa LV foi cultivada em meio líquido (caldo nutriente adicionado de 100 

mg L
-1 

de CuCl 2 2 H2O) (CASIDA JR, 1992) por 15 dias a 100 rpm 28 °C 
-1

. Para obter o 

sobrenadante livre de células, a cultura da cepa LV foi centrifugada a 9.000 rpm por 20 

minutos em refrigeração à 4 °C. O sobrenadante livre de células foi transferido para funis de 

separação de 2000 mL, onde foi realizada partição líquido-líquido na razão 1:1 (v/v) em 

alíquotas de 500 mL do sobrenadante e 500 mL de diclorometano.  

A fase diclorometano (FD) obtida foi concentrada em evaporador rotatório a 

40 °C a 100 rpm, e em seguida, o volume final foi evaporado com o auxílio de ventilador a 

temperatura ambiente ao abrigo da luz. O composto concentrado foi congelado em nitrogênio 

líquido e liofilizado por 24h.  

Posteriormente a FD obtida no processo de partição foi fracionada pelo 

método de cromatografia líquida a vácuo (CLV), em coluna de vidro (20 mm Ф x 350 mm 

altura), acoplada a uma bomba de vácuo 51 kPa. Como fase estacionária foi utilizada sílica 

gel 60 (0.063 – 0.200 mm, Merck), e como fases móveis solventes orgânicos com polaridade 

crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, metanol e água destilada na razão 

1:1 (v:v) e água destilada. As seis frações obtidas: (F1) hexano; (F2) diclorometano; (F3) 

acetato de etila; (F4) metanol; (F5) metanol e água destilada e (F6) água destilada foram 

concentradas em evaporador rotatório a 40 ºC a 100 rpm, em seguida, o volume final foi 

evaporado com o auxílio de ventilador a temperatura ambiente ao abrigo da luz. O composto 

concentrado de cada fração foi congelado em nitrogênio líquido e liofilizado por 24 h.  
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2.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) 

 

A CCD foi realizada para avaliação analítica qualitativa dos componentes 

das frações obtidas nos processos de separação, utilizando-se cromatoplacas de sílica gel 60 

F254 (Merck) em suporte de alumínio. O sistema eluente (fase móvel) utilizado foi uma 

mistura de clorofórmio/acetona/metanol. As bandas obtidas foram reveladas pela exposição à 

luz ultravioleta em dois comprimentos de onda ( λ= 254 nm e 366 nm).  

 

2.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBIÓTICA  

 

2.4.1 Difusão em Ágar  

 

A avaliação da ação antibiótica de todas as frações foi realizada utilizando 

discos de antibiograma feitos de papel filtro de 6 mm. O desenho experimental foi conduzido 

com 2 inóculos, 7 frações e 2 concentrações, com duas repetições cada (2 x 7 x 2 x 2, n = 56). 

O inóculo de Lactobacillus sp. (10
8 

UFC mL
–1 

D.O 0.14, λ= 590 nm) foi semeado em meio 

MCC, utilizando swab umedecido no inóculo. O inóculo de S. cerevisiae (10
8 

UFC mL
–1 

D.O 

0.22, λ= 590 nm) foi semeado em meio MCC, utilizando swab umedecido no inóculo. 

Alíquotas de 5μL de cada fração, contendo 250 e 500 μg, foram adicionadas nos discos e 

incubados 32 °C 24 h
-1

. Os resultados foram considerados como (-) para ausência de halo de 

inibição e (+) para presença de halo de inibição.  

 

2.4.2 CCD Bioautografia  

 

A fim de determinar qualitativamente a atividade antibiótica das frações FD 

e F4, o teste de bioautografia em CCD (RAHALISON et al. 1991) foi realizado, onde as 

cromatofolhas foram depositadas em placas de Petri inoculadas com suspensão de 

Lactobacillus sp. (10
8 

UFC mL
–1

, D.O 0.14, λ= 590 nm) e S. cerevisiae (10
8 

UFC mL
–1

, D.O 

0.22, λ= 590 nm), separadamente, pelo método de pour plate. As placas foram incubadas 32 

°C 24 h 
-1

, e a leitura foi realizada através da presença ou ausência do halo de inibição e 

reveladas em solução de cloreto de 2,3,5-trifenil-1H-tetrazólio (TTC) a 1%. Os resultados 

foram considerados como (-) para ausência de halo de inibição e (+) para presença de halo de 

inibição.  
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2.4.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A CIM da fração F4 foi realizada em placas de cultura de células com 24 

poços. O desenho experimental foi de 8 concentrações da F4 com 4 repetições cada (6 x 4, n = 

24). Como controle negativo foi considerado o meio de cultura em caldo inoculado com água 

destilada estéril e como controle positivo, meio de cultura em caldo inoculado com suspensão 

de 10
8 

UFC mL
-1 

de Lactobacillus sp. e S. cerevisiae, separadamente. Foram adicionados em 

cada poço, 100µL de MMC, 100µL de suspensão da bactéria e 100µL de F4 diluídos em água 

destilada, nas concentrações de 48; 97; 195; 390; 781; 1562; 3125 e 6250 μg mL
-1

. Após a 

incubação de 32° C 24 h 
-1

, foram adicionados 10µL de solução de cloreto de 2, 3, 5-trifenil 

tetrazólio (TTC) a 1% em cada poço, e incubados por mais 20 min 32 ºC
-1

. A leitura foi 

realizada observando a mudança de cor, causada pela viabilidade celular, considerada sensível 

(-) na ausência de cor e resistente (+) na presença de coloração rosa -avermelhada.  

 

2.5 AVALIAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE FERMENTAÇÃO POR SUBPRODUTOS  

 

O experimento foi conduzido durante as safras de 2009/10 e 2010/11 na 

planta industrial da Cooperativa Agroindustrial Vale do Ivaí LTDA (COOPERVAL). Nos 

ensaios de fermentação foi preparado caldo fermentado (vinho de levurados) com 60% de 

mosto (caldo de cana) e 40% de fermento mantidos sob agitação à 32° C. Todos os ensaios de 

fermentação foram com amostras de 500 mL de mosto, durante o ciclo fermentativo de 32º C 

24h
-1 

simulando o procedimento fermentativo realizado na indústria. Os tratamentos foram 

adição de ácido sulfúrico (98%) até pH 2.5; 10 ppm de antibacteriando Kamoran
®

; 1562μg 

mL
-1 

de fração antibiótica F4; ácido sulfúrico + fração antibiótica F4; 10 ppm Kamoran
® 

+ 

fração antibiótica F4. Sendo considerado como controle o caldo fermentado.  

Após incubação foram determinados no vinho a concentração de açúcares 

redutores residuais (%), concentração de etanol (%), acidez total (g.L
-1

), e pH.  

O desenho experimental foi em bloco com arranjo fatorial de 5 x 3, com três 

repetições. As análises foram determinadas após 32º C 6 h
-1 

da fermentação do mosto. Os 

resultados foram submetidos à análise estatística, sendo realizado o teste de ANOVA e teste 

de Tukey (p < 0.05).  
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2.5.1 Avaliação da Formação de Espuma e da Floculação 

 

A formação de espuma foi realizada por observação visual e a avaliação da 

floculação foi realizada através de microscópio óptico, utilizando uma escala de 1 à 5, onde 1 

indica baixa floculação e 5 indica alta floculação.  

 

2.5.2 Determinação do Teor Alcoólico  

 

A determinação do grau alcoólico em vinho de fermentação presente nas 

amostras foi avaliada pelo método do densímetro eletrônico, mediante a destilação prévia de 

25 mL da amostra em microdestilador Kjeldhal adaptado para álcool, seguido por 

densimetria, utilizando-se um densímetro digital eletrônico (Anton-Paar modelo dma 4500). 

O cálculo para concentração alcoólica em °GL (% v/v de etanol a 20 °C) da solução foi obtido 

através de tabela de conversão de densidade em grau alcoólico.  

 

2.5.3 Determinação da Acidez Total  

 

A acidez total das amostras do mosto foi determinada por titulação com 

solução de hidróxido de sódio (1 N) e azul de bromotimol (1%) como indicador (AMARINE; 

OUGH, 1976). Foram utilizados em cada titulação 10 mL do mosto diluído em 50 mL com 

água destilada e 3 gotas de azul de bromotimol (1%).  

A acidez total foi expressa em g H2SO4 L
-1

, e representa o volume gasto de 

NaOH 0.1N que é expresso em mg de ácido acético L
-1

, e é baseado na equação At = (Vg x N 

x 60 x f x 1000)/v. Onde At = acidez total (mg de ácido acético L
-1

); Vg = volume de solução 

de NaOH 0,1 N gasto (mL); N = normalidade da solução de NaOH; 60 = equivalente do ácido 

acético; f = fator de correção do NaOH 0,1 N; v = volume da amostra (mL), neste caso 20 

mL.  

 

2.5.4 Determinação do Açúcar Redutor Residual (ARR) 

 

O açúcar redutor residual (%) foi determinado pelo método volumétrico de 

Lane-Eynon (1934), onde 50 g do vinho previamente filtrado foi transferido para balão 

volumétrico e adicionado 20 mL da solução de açúcar invertido 1% e 4 mL de EDTA 4% e 
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agitado com a mão sendo depois filtrado e adicionado 10 mL de licor de Fehling. A solução 

foi aquecida até a mudança de cor em seguida foi adicionado 5 gotas da solução de azul de 

metileno (1.0%) e feita a titulação.  

 

2.6 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

 

2.6.1 Viabilidade Celular de Sacharomyces cerevisiae  

 

Após o término do ciclo fermentativo foi retirada uma alíquota de 0.2 mL de 

vinho bruto para determinação da viabilidade celular de S. cerevisiae que corresponde à 

relação entre células vivas e o total de células, segundo Bonneu et al. (1991).  

A viabilidade foi realizada por contagem das células viáveis em câmara de 

Neubauer  em microscópio mediante coloração diferencial das células pela solução de 

eritrosina em tampão fosfato.  

Os resultados foram expressos em porcentagem, baseados na equação 

viabilidade celular (% de células vivas): (n. de células vivas x 100)/ n. de células contadas.  

Também foram determinadas as taxas de brotamento, viabilidade de 

brotamento e a população de leveduras (UFC.mL
-1

).  

A taxa de brotamento foi realizada por meio da contagem de brotos vivos 

em relação ao numero de células viáveis. A viabilidade de brotamento foi determinada através 

da razão entre o numero de brotos vivos e o número de brotos vivos somado ao número de 

brotos mortos. A população de células de S. cerevisiae foi calculada estabelecendo-se uma 

relação entre células vivas, volume da câmara e total de retículos contados. Os resultados 

foram submetidos à análise estatística, sendo realizado o teste de ANOVA e teste de Tukey (p 

< 0.05).  

 

2.6.2 Determinação da População de Lactobacillus sp.  

 

Foi determinada o número de unidades formadoras de colônias (UFC mL
-1

) 

pelo método de diluição seriada 1:10 inoculado por semeadura em profundidade (pour plate) 

(NEDER, 1992) em placas de Petri com meio MCC. Para cada amostra, foram utilizadas nove 

diferentes diluições seriadas (de 10
-1 

à 10 
-9

) sendo inoculados 50 μL de cada diluição em ágar 

MCC em triplicata. As placas foram incubadas (32 °C 24 h
-1

) e o número de colônias avaliado 
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nas diluições que apresentaram entre 30 a 300 colônias para cada placa. Os resultados foram 

expressos em unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC mL
-1

). Os resultados foram 

submetidos à análise estatística, sendo realizado o teste de ANOVA e teste de Tukey (p < 

0.05).  

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 DIFUSÃO EM ÁGAR  

 

Foi avaliada a atividade antibiótica da fase FD e das seis frações obtidas a 

partir do fracionamento. A fase FD e as frações F3 e F4 apresentaram atividade antibiótica 

contra o Lactobacillus sp. No entanto apenas a fração F4 não apresentou atividade contra o S. 

cerevisiae, demonstrando ser seletivo somente para Lactobacillus sp. (Tabela 1).  

 

3.2 CCD BIOAUTOGRAFIA  

 

Na bioautografia em CCD, também foi observada a presença de halo de 

inibição nas bandas de FD e F4 para a cultura de Lactobacillus sp. e o S. cerevisiae 

apresentou halo de inibição somente na fração FD (dados não apresentados).  

 

3.3 DETERMINAÇÃO DA CIM  

 

A CIM de F4 para o Lactobacillus sp. foi de 1562 μg mL
-1

, no 

plaqueamento de amostras da cultura não foi observada a presença de colônias nas placas, 

demonstrado a inexistência de células viáveis (dados não apresentados).  

Em todas as concentrações de fração F4 não houve inibição do crescimento 

de S. cerevisiae.  
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3.4 EFICIÊNCIA DE FERMENTAÇÃO POR SUBPRODUTOS E PH  

 

3.4.1 Formação de Espuma e Floculação  

 

A fração F4 diminuiu significativamente a formação de espuma durante a 

fermentação, também foi observada a diminuição da floculação quando comparada com o 

vinho não tratado e com os demais tratamentos que são utilizados na indústria.  

Os tratamentos F4 e KM+F4 apresentaram baixa floculação no final do ciclo 

fermentativo, indicando um nível de floculação 1. Todos os demais tratamentos apresentaram 

um nível de floculação elevado entre 3 e 5.  

 

3.4.2 pH  

 

A presença de ácido sulfúrico diminuiu significativamente o pH do vinho, 

em relação aos demais tratamentos e o controle, que apresentaram valores de pH maiores sem 

diferenças entre si (Figura 2).  

 

3.4.3 Teor Alcoólico do Vinho  

 

O antibiótico Kamoram® (KM), a fração F4 e o tratamento KM + F4, 

aumentaram significativamente a produção de álcool quando comparadas ao controle. Os 

demais tratamentos não diferiram entre si (Figura 3).  

 

3.4.4 Acidez Total  

 

A presença de ácido sulfúrico aumentou o nível de acidez total, entre os 

demais tratamentos e o controle os níveis de acidez total foram menores e não tiveram 

diferenças significativa entre si (Figura 4).  

 

3.4.5 Açúcar Redutor Residual  

 

O tratamento KM+F4 mostrou ser mais adequado para o melhor 

aproveitamento dos açucares do substrato. Os demais tratamentos não apresentaram 

diferenças significativas com o controle (Figura 5).  
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3.5 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS  

 

3.5.1 Saccharomyces cerevisiae  

 

A viabilidade celular, de S. cerevisiae foi elevada (acima de 75%), não 

sendo observada diferença significativa entre os tratamentos (Figura 6).  

Em relação ao brotamento, viabilidade do brotamento e a população de S. 

cerevisiae não foram observadas diferenças significativas entre os tratamentos e ao controle 

(Figuras 7, 8 e 9).  

 

3.5.2 População de Lactobacillus sp.  

 

A fração F4 apresentou um alto poder de controle da população de 

Lactobacillus sp. demonstrando ser mais eficiente que os demais tratamentos, inclusive 

quando comparado com o Kamoran
® 

que é o produto amplamente utilizado na indústria para 

o controle do Lactobacillus sp. Todos os tratamentos que incluíam a fração F4 também foram 

efetivos contra o Lactobacillus sp. Não foram observadas diferenças significativas entre os 

tratamentos HS e KM em relação ao controle (Figura 10).  

 

4 DISCUSSÃO  

 

Vários estudos relatam a presença de bactérias com atividade antagonista de 

fungos ou bactérias, normalmente são isolados da rizosfera de plantas e pertencem 

principalmente aos gêneros Bacillus e Pseudomonas, e podem ser usados como agentes de 

biocontrole (Byrne et al., 2005; Mafia, 2009; Lemessa e Zeller, 2007; Todorova e 

Kozhuharova, 2010). No entanto, há poucos relatos sobre o uso de microrganismos ou de 

compostos de metabolismo secundário no controle de microrganismos contaminantes de 

processos agroindustriais.  

Os testes de bioautografia em CCD, difusão em ágar e CIM, mostraram que 

a fração F4 inibe o crescimento de Lactobacillus sp. e preserva o crescimento de S. cerevisiae. 

Em todas as concentrações testadas da fração F4 não houve inibição do crescimento de S. 

cerevisiae o que demonstra o grande potencial para o seu uso no controle de Lactobacillus sp. 

Na tentativa de controle de bactérias contaminantes do vinho durante a fermentação Oliva-
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Neto e Yokoka (2001) testaram vários biocidas; entre eles, metilditiocarbamato, tiocianato, 

bromofenato, penicilina V Ácida, clindamicina, sulfito, nitrito, sulfato de cobre; e observaram 

que vários biocidas afetavam seriamente o crescimento de S. cerevisiae, nas dosagens 

similares que inibem o crescimento bacteriano. Sendo assim, os resultados apresentados neste 

trabalho demonstram que a fração F4 pode ser uma boa alternativa de controle contra a 

contaminação presente na fermentação, já que a mesma não afeta o crescimento de S. 

cerevisiae. Em relação ao Kamoran
®

, produto utilizado no controle de bactérias 

contaminantes na dorna, quando comparado a efetividade deste produto com a fração F4, não 

foi observado diferenças significativas entre eles. A F4 mostrou-se ainda melhor que o 

Kamoram® por diminuir a floculação e a produção de espuma, e por ser um bio-produto a 

levedura restante da fermentação pode ser utilizada na alimentação animal, fato que não 

ocorre com o Kamoram®.  

Os tratamentos F4 e KM+F4 apresentaram baixa floculação (nível 1) no 

final do ciclo fermentativo, em relação aos demais tratamentos com níveis 3 e 5, sugerindo 

que a fração F4 também apresenta atividade contra a floculação, podendo também ser 

utilizada como desfloculante. Segundo Calleja (1987) a mudança de pH acarreta efeito na 

floculação, e o pH ótimo depende da cepa do microrganismo. Nesse sentido, dos tratamentos 

que continham a fração F4, o tratamento HS+F4 foi o único que não desfloculou, e o mesmo 

apresentava pH mais baixo do que os demais devido a presença do ácido sulfúrico. Esse fato 

pode ser comparado com Momose et al. (1969) que constataram que a floculação era causada 

por Lactobacillus plantarum em pH entre 2.0 e 4.0.  

As taxas de teor alcoólico também apresentaram resultados semelhantes 

entre o antibiótico Kamoram
® 

e a fração F4, demonstrando que estes tratamentos foram mais 

satisfatórios quando comparado com o controle. A contaminação bacteriana é inversamente 

proporcional à produção de álcool, pois cada molécula de açúcar é convertida em ácido lático 

ao invés de etanol (INGLEDEW, 2005).  

O tratamento KM+F4 mostrou ser mais adequado para o melhor 

aproveitamento dos açúcares do substrato, o que pode estar relacionado com o baixo nível de 

contaminação por Lactobacillus sp., já que a molécula de açúcar fica disponível para a 

produção de moléculas de etanol. Apesar disso, as taxas de teor alcoólico neste tratamento, 

não demonstraram diferenças significativas quando comparadas com os demais tratamentos.  

Em todos os tratamentos a viabilidade celular de S. cerevisiae foi elevada 

(acima de 75%), não sendo observada diferença significativa entre todos os tratamentos. De 
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certa maneira, esta observação foi interessante pelo fato de demonstrar que os tratamentos não 

afetaram a parte fisiológica de S. cerevisiae.  

Quando comparados os principais processos utilizados no controle de 

bactéria a fração F4 mostrou ter a mesma atividade antimicrobiana que o Kamoram
®

, e foi 

melhor no controle da floculação e produção de espuma. No entanto, a quantidade utilizada da 

fração F4 ainda é alta, mas também o nível de purificação pode ser melhorado aumentando 

assim a concentração do princípio ativo e conseqüentemente diminuindo a concentração 

inibitória mínina fato este já observado com a fração F3 que é utilizada no controle de 

bactérias Gram negativas (OLIVEIRA et al., 2011).  

 

CONCLUSÕES  

 

 A fração F4 não influenciou no desenvolvimento e viabilidade de S. 

cerevisiae, nestas condições de cultivo.  

 A presença da fração F4 na fermentação reduziu a formação de espuma 

e a redução da floculação além de reduzir totalmente a população de 

Lactobacillus sp.  
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TABELA 

 

Tabela 1 – Avaliação da atividade antibiótica do extrato bruto FD (fase diclorometano) e das 
suas frações purificadas por cromatografia líquida a vácuo utilizando seis fases 
móveis com polaridade crescente (F1, 100% de hexano; F2, diclorometano 
100%; F3 acetato de etila 100%; F4, metanol 100%; F5 metanol / água (1:1, v / 
v) e F6, água 100%), frente à Lactobacillus sp. e Saccharomyces cerevisiae. 

 
(-) Ausência de halo de inibição; (+) Presença de halo de inibição; CN Controle Negativo. 
 

FIGURAS E LEGENDAS 

 

Figura 1 – Esquema da produção do metabólito com atividade antibiótica (Oliveira et al., 
2011). 
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Figura 2 – pH do vinho após fermentação (32 °C 6 h -1) tratado com ácido sulfúrico (98%) 
(HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 1562 μg mL-1, ácido sulfúrico 
(98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 10 ppm + fração F4 1562 μg 
mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de três repetições e quando 
seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si (p < 0.05). 

 
 

Figura 3 – Teor alcoólico do vinho após fermentação (32 °C 6 h -1) tratado com ácido 
sulfúrico (98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 1562 μg mL-1, 
ácido sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 10 ppm + 
fração F4 1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de três 
repetições e quando seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si 
(p < 0.05). 
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Figura 4 – Acidez total do vinho após fermentação (32 °C 6 h -1) tratado com ácido sulfúrico 
(98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 1562 μg mL-1, ácido 
sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 10 ppm + fração F4 
1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de três repetições e 
quando seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si (p < 0.05). 

 
 

Figura 5 – Açúcares Redutores Residuais do vinho após fermentação (32 °C 6 h -1) tratado 
com ácido sulfúrico (98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 1562 
μg mL-1, ácido sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 10 
ppm + fração F4 1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de três 
repetições e quando seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si 
(p < 0.05). 
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Figura 6 – Viabilidade celular de Saccharomyces cerevisiae após fermentação (32 °C 6 h -1) 
tratado com ácido sulfúrico (98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 
1562 μg mL-1, ácido sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 
10 ppm + fração F4 1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de 
três repetições e quando seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si (p < 0.05). 

 
 

Figura 7 – Brotamento celular de Saccharomyces cerevisiae após fermentação (32 °C 6 h -1) 
tratado com ácido sulfúrico (98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 
1562 μg mL-1, ácido sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 
10 ppm + fração F4 1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de 
três repetições e quando seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si (p < 0.05). 
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Figura 8 – Viabilidade de brotamento de Saccharomyces cerevisiae após fermentação (32 °C 
6 h -1) tratado com ácido sulfúrico (98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração 
F4 (F4) 1562 μg mL-1, ácido sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), 
Kamoran® 10 ppm + fração F4 1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam 
médias de três repetições e quando seguidas da mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si (p < 0.05). 

 
 

Figura 9 – População de Saccharomyces cerevisiae após fermentação (32 °C 6 h -1) tratado 
com ácido sulfúrico (98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 1562 
μg mL-1, ácido sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 10 
ppm + fração F4 1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de três 
repetições e quando seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si 
(p < 0.05). 
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Figura 10 – População de Lactobacillus sp. após fermentação (32 °C 6 h -1) tratado com 
ácido sulfúrico (98%) (HS); Kamoran® 10 ppm (KM), fração F4 (F4) 1562 μg 
mL-1, ácido sulfúrico (98%) + Kamoran® 10 ppm (HS+KM), Kamoran® 10 
ppm + fração F4 1562 μg mL-1 (KM+F4). As barras representam médias de três 
repetições e quando seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre 
si (p < 0.05). 

 


