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RESUMO

A contaminacdo por bactérias produtoras de &cido latico (LAB, do inglés
Lactic Acid Bacteria) € um dos principais problemas enfrentados no
processo de fermentacdo alcoolica em usinas de bioetanol, uma vez que
reduz o rendimento do processo e traz perdas econdmicas significativas.
As LAB, além de competirem com as leveduras (Saccharomyces sensu
stricto), responsaveis pela producdo do bioetanol, também secretam
metabalitos inibitdrios prejudiciais as leveduras.

O uso de antibidticos para o controle de LAB na fermentacao alcodlica tem
sido uma pratica constante na indastria de bioetanol, apesar de gerar
residuos potencialmente nocivos, que resultam na disseminacdo de
linhagens de bactérias resistentes que acarretam problemas ambientais e
a saude humana. Assim, no intuito de estabelecer processos
ecologicamente mais amigaveis e sustentaveis, é indispensavel a
substituicdo dos antibidticos utilizados na industria de bioetanol. Para tanto,
€ preciso substancias eficazes que néo se tornem residuos nocivos, o que
faz dos produtos naturais uma alternativa promissora para este tipo de
substituigao.

No Brasil, a biodiversidade €& considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas, onde muitas plantas vém sendo amplamente
reconhecidas por suas propriedades antimicrobianas ao longo dos séculos.
Principios ativos sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas
com aplicacdes biotecnoldgicas podem ser obtidos a partir de diferentes
partes das plantas. Este fato motiva a investigacao de produtos naturais
provenientes de plantas, como 0leos essenciais (OE), que possam ser
utilizados no controle da contaminacdo por LAB no processo de
fermentacéo alcoolica. Os OE possuem um alto potencial biotecnoldgico
para esta substituicdo pois muitos apresentam atividade antimicrobiana
para diversas bactérias. Em adicdo, sdo substancias consideradas
seguras, uma vez que sdo utilizados na industria de alimentos e nao
produzem residuos nocivos ao ambiente e a saude humana.

Desta forma, propomos neste trabalho, a triagem, caracterizagdo e
avaliacao do efeito antimicrobiano de OE obtidos preferencialmente a partir
de plantas da flora brasileira, que tenham atividade biolégica seletiva, ou
seja, inibitérios e/ou microbicidas para LAB e inertes para leveduras do
género Saccharomyces sensu stricto, com potencial para substituir os
antibioticos no controle de contaminacéo da fermentacdo de bioetanol.

Palavras-Chave: Oleo essencial; Saccharomyces cerevisiae; Bactérias Acido-
L&cticas; Fermentacao Alcoolica; Bioetanol.



ABSTRACT

The use of antibiotics to control bacterial contamination in alcoholic
fermentation process has been a common practice in the industry. Lactic
acid bacteria (LAB), the main group of contaminating bacteria in the
bioethanol fermentation process, are considered a huge problem to the
process, since they are capable to thrive under the conditions found in
fermentation tanks, competing with yeasts (Saccharomyces sensu stricto)
for the sugar to be fermented (sugarcane juice or molasses). Furthermore,
they secrete substances that may inhibit the development of yeasts in the
process, compromising fermentation yield.

In order to prevent LAB and limit production losses, the ethanol industry
makes continuous use of the same antibiotics consumed by humans, such
as, penicillin, erythromycin and virginiamycin. This practice can lead to the
selection of resistant bacteria and contributes to the growing concern about
the effects of the indiscriminate use of antibiotics in human health. In
addition, traces of these antibiotics may be found in ethanol byproducts,
such as dry yeast, which is sold as source of protein for animal feed
preparation. Antibiotic traces in Brazilian dry yeast have caused frequent
rejection of this product by the European Community.

Hence, the replacement of antibiotics in fermentation process for bioethanol
production is of paramount importance and should entail the use of
substances that do not turn into harmful residues to the environment and,
consequently, a hazard to human health. Essential oils (EO) are considered
an important source of substances with antimicrobial activity. Thus, these
oils may become a promising alternative to replace antibiotics in the control
of lactic acid bacteria (LAB). In this context, the aim of this study was to
screen and characterize EO obtained preferentially from Brazilian plants
and showing selective activity, exhibiting inhibitory and/or biocidal activity
against LAB and being inert to yeasts of the genus Saccharomyces sensu
stricto, with potential to replace antibiotics in the contamination control of
bioethanol fermentation.

Key words: Essential Oils; Saccharomyces cerevisiae; Lactic Acid Bacteria,;
Fermentation; Bioethanol.
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PRIMEIRAS PALAVRAS

Sankofa

W&

Figura 1: Sankofa
Elaborado pela autora a partir das fontes (1) e (2)
Fonte!: https://www.dicionariodesimbolos.com.br/
Fonte?: Dravet; Oliveira (2017)

“Nunca é tarde para voltar e apanhar o que ficou atras”

“O termo Sankofa se traduz no portugués, ao pé da letra como “volte e pegue”
(san- voltar, retornar; ko — ir; fa — olhar, buscar e pegar), mas pode ser elaborado
como “nunca é tarde para volltar e apanhar o que ficou para tras. (Dravet;
Oliveira, 2017).

Esta palavra-provérbio acompanhada de um desenho-simbolo, constitui um
elemento do conjunto ideografico Adinkra, que apesar de ndo ser um referencial
a minha ancestralidade direta, me remete a ancestralidade de todos nds como
humanos.

Sankofa nao é apenas uma palavra-provérbio acompanhada de um desenho-
simbolo Adinkra em formato circular, cuja representacdo pode ser de um passaro
mitico que voa para frente, tendo a cabeca voltada para tras, carregando em seu

bico um ovo, o futuro. Este termo tem um simbolismo filosdfico cujo significado

permeia a ideia da sabedoria de aprender com o passado para construir o
presente e o futuro.

Os simbolos Adinkra utilizados para representar este provérbio também podem
ser desenhos similares a um coracado ocidental, mantendo porém, o significado
original que expressa a busca de sabedoria em aprender com o passado para
entender o presente e moldar o futuro.


https://www.dicionariodesimbolos.com.br/

Assim como Sankofa possui sua dualidade de representacao simbdlica, também o
€ minha trajetdria profissional que oscila entre a academia e a vivéncia industrial
e que também se reflete na perspectiva da concepcao deste trabalho, que traz o
resgate de conhecimentos ancestrais a partir da extracdo de bioativos de plantas,
como o sdo os 6leos essenciais, e a inovacdo de propor sua aplicacdo em
ambiente industrial, em um nicho mercadolégico novo, na tentativa de substituir
a utilizacdo de antibidticos sob uma perspectiva mais sustentavel.

Pessoalmente, Sankofa tem um simbolismo ndo sé de trajetodria profissional, de
retorno e resgate da vida académica que foi pausada ou modificada em parte da
minha historia, mas representa um de seus entendimentos mais profundos, que
nos ensina sobre a possibilidade de voltar atras, voltar as nossas raizes para poder
realizar nosso potencial para avangar.

Assim, Sankofa é também um pouco do meu desenvolvimento pessoal, a
realizacdo de uma parte do meu eu, que por vezes acreditei estar perdido,
esquecido, privado ou renunciado e que a oportunidade de criagdo que este
projeto possibilitou, de conclusdo desta etapa, reavivou o meu “porqué”, e me
mostrou que minha inclinacdo a pesquisa ndo se limita apenas a profissdao, mas é
parte de quem eu sou.

E essa auto-identidade pode ser redefinida
e sempre podera ser resgatada,
por isso: Sankofa!

Porque como bem mencionou Friedrich Nietzsche:
“He who has a why to live for can bear almost any how.”

"Aquele que tem um porqué viver,
pode suportar quase qualquer como"
(traducdo livre)

Por isso, aqui registro Sankofa, para que ndo nos esquecamos sobre a
possibilidade de voltar atras, as nossas raizes,
para poder realizar nosso potencial no futuro.
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1. REVISAO DE LITERATURA
11 Fontes alternativas de energia

A gueima de combustiveis fosseis provocada por veiculos automotores
e atividade industrial, juntamente com o desmatamento, Sdo as principais
atividades humanas responsaveis pelo efeito estufa na Terra. O excesso da
liberacdo de gases na atmosfera, especialmente o dioxido de carbono (CO2),
potencializa a acdo do efeito estufa. Neste sentido, o uso de fontes
alternativas de energia € uma op¢do para minimizar esta questao
(GOLDEMBERG et al., 2008).

A busca por outras fontes de energia para substituicdo de combustiveis
fésseis, como alternativa renovavel e menos poluente, tem sido eixo de
discussoes e pesquisas em todo o mundo (FARRELL et al., 2006).

O acordo estabelecido em 1997 no Japdo, com a presenca de
delegacbes de mais de 160 paises, conhecido como Protocolo de Kyoto,
estabeleceu como objetivo a restricdo da emissao de CO:z e outros cinco
gases responsaveis pelo efeito estufa. A meta de reducéo estabelecida teve
como principal premissa a substituicdo de combustiveis fésseis por fontes
alternativas de energia (MASTRANDREA; STEPHEN, 2005).

No final de 2009, outra reunido sobre esta tematica foi realizada em
Copenhagen, a Conferéncia das Nacfes Unidas sobre Mudangas Climaticas
(COP15), em gue a mudanca climatica foi posta como um dos maiores
desafios atuais e foi definido que a¢des deveriam ser tomadas para manter o
aumento de temperatura global para valores abaixo de 2°C, reforcando as
metas estabelecidas no protocolo de Kyoto de reducao de emissdes de gases
para as décadas seguintes.

Dez anos depois, a Conferéncia das Na¢des Unidas sobre as Mudancas
Climéticas, também conhecida como COP 25, realizada em Madrid, teve
como desafio debater pontos do Emissions Gap Report, relatério da ONU
Meio Ambiente que mostrou a necessidade de cortar emissées em 7,6% ao
ano para estabilizar o aquecimento global em 1,5°C.

Em fungdo disso, os ultimos anos tém sido caracterizados por um
aumento expressivo nos investimentos das nacfes em pesquisas e

desenvolvimento de novas tecnologias para a obtencéo de fontes alternativas
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e renovaveis de energia, como por exemplo: bioetanol, biodiesel, 1-butanol,
biogas (MISSAWA, 2009).

1.2 A industria de bioetanol

A busca por fontes de energia renovaveis tem no etanol combustivel ndo
apenas uma promessa, mas uma realidade que vem se consolidando nas
Ultimas décadas com potencial para substituicdo, ao menos parcial, dos
combustiveis fosseis.

O uso de etanol combustivel aumentou significativamente nas ultimas
duas décadas. Nos Estados Unidos, o aumento da producdo deste
biocombustivel saiu de patamares de 6,4 milhdes de litros no ano 2000 para
37 milhdes de litros em 2009. Em 2007, o Congresso dos Estados Unidos
promulgou o Energy Independence and Security Act (HR6), que estabeleceu
a meta de combustivel renovavel em 136 bilhdes de litros de etanol até o ano
de 2022.

Aumentos semelhantes na producdo tém ocorrido na América Latina e
Europa.

No Brasil, este acréscimo vertiginoso também vem sendo notado nas
Ultimas décadas, tendo o pais conquistado lugar de destaque no cenério
mundial de producdo dos biocombustiveis. A exemplo disto podemos
observar o acréscimo de volume de etanol produzido nos ultimos 20 anos. Na
safra de 1999/2000 foram produzidos aproximadamente 13 milhdes de litros
de etanol, e 20 anos depois, na safra 2019/2020, a producédo deste
biocombustivel ultrapassou os 35 milhdes de litros (UNICA, 2020).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de bioetanol de cana-de-acucar
do mundo, produzindo mais de 30 milhdes de litros em 2019 (UNICA, 2019;
UDOP, 2020).
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121 Processos fermentativos

O processo de producdo do etanol industrial ocorre em larga escala a
partir de matérias-primas agricolas por meio de processos fermentativos
utilizando leveduras, em que o acucar é convertido em etanol e dioxido de
carbono. Muitas matérias-primas podem ser utilizadas para fornecer o agucar
para a fermentacédo, incluindo potencialmente qualquer amido ou material
celulésico. As matérias-primas mais comumente utilizadas séo o milho, sorgo,
cana-de-aclcar e beterraba. Como as matérias-primas usadas para a
producdo de etanol sdo produtos naturais, apresentam naturalmente muitos
micro-organismos, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras.

Assim, 0s acucares presentes nestas matérias-primas sao fermentados
e destilados em tanques que promovem um ambiente adequado para o
crescimento ndo apenas de leveduras, mas também de bactérias (AMORIM
et al, 2011).

No Brasil, o etanol € proveniente majoritariamente da cana-de-acucar, e
€ produto da fermentacédo de acucares do melaco e do caldo da cana-de-
acucar por leveduras. Como as condicbes do processo de fermentagdo
comercial ndo sdo completamente estéreis, micro-organismos contaminantes
estdo presentes ao longo do processo produtivo.

A principal consequéncia da presengca de micro-organismos
contaminantes nestes tanques, também conhecidos como dornas de
fermentacdo, é a reducdo da eficiéncia fermentativa, acompanhada de uma
menor producdo de etanol e causando prejuizos consideraveis (LUDWIG, et
al., 2001).

1.2.2 Contaminagdo bacteriana como desafio

Nos ultimos 40 anos, inUmeros avancgos cientificos e tecnologicos em
microbiologia da fermentacao tém contribuido para a evolucéo da industria de
bioetanol no Brasil. Essas contribuicbes tém ampliado a compreenséo sobre
0 processo de fermentacgéao a fim de reduzir as condi¢cdes de estresse para as
células de leveduras. Entretanto, a contaminacdo microbiana permanece
como um dos maiores desafios na fermentacéo para producéo de bioetanol
(ARUNACHALAM; STEVEN, 2010; AMORIM et al.,2011).
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O processo de fermentacdo alcodlica € altamente susceptivel a
contaminacgao por bactérias que competem com as leveduras por nutrientes.
Esta competicdo diminui a conversao de agucares em etanol pelas leveduras
e resulta em reducdo no rendimento do processo (SKINNER; LEATHERS,
2004).

Bactérias produtoras de &cido lactico tém sido apontadas como
principais contaminantes responsaveis pela reducao de rendimento em etanol
(MAKANJOULA et al., 1992, CHANG et al., 1995, NARENDRANATH et al.,
1997; BISCHOFF et al., 2009). Estes contaminantes estédo relacionados as
perdas em rendimento devido ao potencial de competicdo com as leveduras
de processo, pois estdo adaptados as condicfes presentes na fermentacéo
alcodlica, além de produzirem acidos organicos indesejaveis.

Enquanto as leveduras fazem uso dos acucares para a producdo do
bioetanol, as bactérias, por outro lado, produzem diversos metabdlitos,
inibindo o processo de fermentacdo (NARENDRANATH et al., 2001).

As LAB, ou bactérias lacticas, como sdo comumente conhecidas, sé&o
capazes de se desenvolver de forma vigorosa nas condi¢cdes dos tanques de
fermentacdo. Além de competirem pelos agucares com as leveduras, podem
secretar metabolitos toxicos, como peptideos biocidas especificos e acidos
organicos, que diminuem o pH do meio e o pH interno das leveduras, inibindo
o desenvolvimento das mesmas (OLMSTEAD; WALLINGA, 2009).

Este efeito de inibicdo das leveduras e aumento na populacdo de
bactérias nas dornas de fermentacdo causam paradas no processo e
acarretam perdas significativas nas usinas produtoras de etanol,
comprometendo o rendimento do processo (OLIVA- NETO, 1995). Como ha
perdas consideraveis, a contaminacdo microbiana no processo de
fermentacdo alcodlica € uma preocupacdo significativa para industria de
bioetanol em funcdo da limitacdo na conversdo em etanol que o0s
contaminantes acarretam, tendo em vista que uma perda de 1% na producéo
de etanol representa um impacto financeiro da ordem de milhdes de litros de
etanol por ano e, consequentemente, milhares de délares (MUTHAIYAN;
RICKE, 2010).

Assim, para prevenir a propagacdo das LAB e limitar as perdas, o0s

produtores de etanol fazem uso de diversas estratégias. Entretanto, a mais
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comum € o uso continuo de antibidticos, dentre 0os quais estdo 0s mesmos
utilizados para tratamento de infeccbes que afetam a saude humana, como
penicilina, eritromicina e virginamicina (AQUARONE, 1960; BAYROCK, 2003;
HYNES, 1997).

1.2.3 Estratégias de controle de contaminacdao

Diversas abordagens tém sido utilizadas com o intuito de realizar o
controle de contaminantes bacterianos nos processos fermentativos para

producao de bioetanol. Na sequéncia sdo apresentadas algumas estratégias.

1.2.3.1 Agentes quimicos

Estratégias de controle de contaminacgéo tais como: tratamento acido,
tratamento com amoénia (BRODA; GRAJEK, 2009) e peroxido de hidrogénio
(MUTHAIYAN; RICKE, 2010) tém sido avaliadas para combater o crescimento
microbiano desenfreado indesejavel no processo de fermentacédo alcodlica.

Um dos tratamentos utilizando agentes quimicos mais comuns na
indastria de bioetanol é o tratamento &cido, onde as células sdo lavadas com
solucédo diluida de acido sulfurico antes e depois da fermentacéo para reducao
de contaminantes (BASSO et al.,, 2008). Segundo Costa e colaboradores
(2018), a lavagem com solucao de acido sulfurico acrescida de 5% de etanol
(pH 2,0) pode ser mais efetiva na reducdo dos contaminantes do que quando
comparada apenas com a adi¢ao de acido. Entretanto, a lavagem do fermento
com solucéo acida e os multiplos reciclos de células que ocorrem no processo
de fermentacdo no Brasil, podem reduzir a viabilidade das células de
leveduras, resultando em um decréscimo de eficiéncia.

Além do uso de acidos, o uso de amonia, peroxido de hidrogénio ou uréia
também tem sido aplicado para o controle de contaminantes como tratamento
de substrato em processos utilizando fermentagéo de milho e sorgo (BRODA,
GRAJEK, 2009; SALVI et al., 2010), o que néo se aplica para a realidade dos
processos fermentativos brasileiros.

Outra estratégia de controle de contaminantes comumente encontrada
na fermentacao alcoolica na industria de bioetanol € o uso de dioxido de cloro

(ClO2). No entanto, este tipo de tratamento é muito sensivel a dosagem, isto
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€, a concentracdo para inibicdo de bactérias varia de 10 a 200 ppm mas
concentracdes superiores a 50 ppm também afetam leveduras.

Assim, essas abordagens nao apresentam resultados viaveis, visto que
muitas delas, embora sejam eficazes no combate as bactérias, afetam

também as células das leveduras e comprometem o rendimento do processo.

1.2.3.2 Bacteriocinas e antimicrobianos naturais

Compostos antimicrobianos naturais derivados de animais, plantas e
micro-organismos tém sido utilizados como tratamento para infeccbes
humanas e controle de contaminantes na industria de alimentos. Na industria
de producédo de bioetanol, no entanto, poucas séo as estratégias alternativas
aplicadas neste sentido. Muthaiyan e colaboradores (2011) e, mais
recentemente, Seo e colaboradores (2020) descrevem algumas iniciativas do
uso de antimicrobianos naturais, como € o caso do uso de produtos a base de
lGpulo, de hidrolisados lignocelulésicos como agentes antibacterianos e
peptideos conhecidos como bacteriocinas.

Segundo Muthaiyan e colaboradores (2011), os produtos a base de
lGpulo séo aplicados em processos fermentativos em destilarias que utilizam
grdos como matéria-prima, em concentracées que variam de 10 a 50 mg/L.
Todavia, 0 autor aponta que, assim como 0s antibioticos, esses compostos
também podem ser alvo de resisténcia microbiana.

Outra abordagem interessante apresentada por Seo e colaboradores
(2020) é o uso de hidrolisados lignoceluldsicos provenientes de biomassa de
plantas contendo agentes antibacterianos naturais. Entretanto, o autor aponta
gue estes compostos apresentam como desvantagem fitoquimicos que
mostram um efeito negativo sobre a viabilidade de leveduras.

A Ultima estratégia apresentada dentro deste grupo € 0 uso
bacteriocinas, que sdo peptideos secretados principalmente por LAB para
competir com outras LAB da mesma espécie ou proximamente relacionadas.
Considerando que os principais contaminantes nos processos fermentativos
de producao de bioetanol sdo LAB, a ideia € o uso de um coquetel de diversas
bacteriocinas que seja capaz de controlar de maneira eficaz os contaminantes

no processo de fermentacdo (BISCHOFF et al., 2007). Um exemplo de
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molécula de bacteriocina bem estudada e utilizada para aplicagbes na
indastria de alimentos, produgdo de vinhos e cerveja é a nisina (MULLER-
AUFFERMANN et al., 2015; OGDEN, 1986; RADLER, 1990). A desvantagem,
porém, deste tipo de estratégia estd no custo associado a producao, ja que a
producédo de bacteriocinas é cara e se limita ao uso em processos de pequena

escala.

1.2.3.3 Bacteri6éfagos e Endolisinas

Outra estratégia estudada para o controle de contaminantes no ambito
da fermentacdo industrial para producdo de bioetanol é o uso de
bacteriéfagos, virus que tém como alvos, bactérias. Sob o ponto de vista da
especificidade, o uso de bacteri6fagos como agente antibacteriano para
controlar contaminantes apresenta vantagens, jA que lisam as células
bacterianas sem afetar células animais, humanas e ndo teriam impacto sobre
0 crescimento de leveduras nos processos fermentativos para producdo de
etanol. Entretanto, a possibilidade de selecdo de bactérias resistentes a
infeccdo de bacteriéfagos e o risco de infecgcdes emergentes causadas por
estas bactérias limitam o desenvolvimento e aplicacdo desta abordagem
como agente antimicrobiano (AZAM; TANJI, 2019).

Por outro lado, o uso de enzimas liticas codificadas por bacteriéfagos,
denominadas endolisinas, também poderia ser uma estratégia para o controle
da contaminacéo bacteriana. Um exemplo é a endolisina LysA2 que, segundo
Ribelles e colaboradores (2012), € capaz de reduzir o crescimento de um
amplo espectro de LAB. No entanto, do mesmo modo que ocorre para as
bacteriocinas, o custo de producdo destas proteinas acaba sendo proibitivo

para aplicacdo na industria de producédo de bioetanol.

1.2.3.4 Leveduras Killer

Outra abordagem apontada por alguns estudos para reduzir a
contaminagcao bacteriana nos processos fermentativos para producdo de
etanol combustivel € o uso de leveduras Kkiller nativas que inibem o
crescimento de bactérias e outras espécies de leveduras (FERNANDEZ DE

ULLIVARRI et al., 2014). Entretanto, leveduras killer podem ndo apresentar
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caracteristicas fermentativas desejaveis em termos de produtividade em

etanol.

1.2.3.5 Antibi6ticos

Assim, a abordagem comumente utilizada na tentativa de controlar
contaminac¢des bacterianas em processos de fermentacao alcodlica tem como
premissa o uso de antibiéticos.

Nesta abordagem, para prevenir a propagacdo das bactérias,
especialmente LAB, e limitar as perdas, os produtores de etanol das unidades
industriais tém como préatica adicionar ao processo, de forma continua,
antibioticos, incluindo alguns utilizados para saude humana em baixas
concentragcdes (AQUARONE, 1960; BAYROCK et al., 2003; HYNES, 1997).

Embora seja um processo com relativa eficacia para controlar a
contaminag¢do bacteriana, esta abordagem pode gerar residuos nocivos
(JURANEK; DUQUETTE, 2007).

Segundo Davies e Davies (2010), inumeros tipos de atividade
antropogénica, incluindo o uso de antibiéticos na agricultura, aquicultura e
outras aplicacbes ndo meédicas, criam grandes reservas ambientais de
resisténcia a antibioticos e, de acordo com Doyle (2006), muito provavelmente
reservatorios de genes de viruléncia e dos organismos que os abrigam,

conforme pode ser visto na Figura 2.
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Fonte: Adaptacio e traduc3o livre da autora a partir de Davies e Davies (2010) em Origins and Evolution of Antibiotic Resistance.

Figura 2: Disseminagéo de antibitticos e resisténcia a antibidticos na agricultura, comunidade,
hospitais, tratamento de 4guas residuais e ambientes associados.

Dentro deste contexto, a aplicacdo de antibidticos no processo produtivo
na industria de bioetanol de forma indiscriminada apresenta risco potencial de
selecao de bactérias resistentes que afetam a satde humana, como tem sido
relatado em alguns estudos que demonstram a presenca de linhagens
bacterianas resistentes a antibiéticos comumente utilizados em tratamentos
médicos como: tetraciclina, eritromicina, rifampicina, gentamicina,
cloranfenicol, nitrofurantoina e ciprofluoxacina (GARVEY et al., 2016;
SHALLCROSS et al.,, 2015; O'NEILL, 2014). Esse fato fundamenta a
crescente preocupacéao sobre os efeitos do uso indiscriminado de antibioticos
neste contexto para a saude humana (SILBERGELD et al., 2008; BAQUERO;
BLAZQUEZ, 1997).

Embora o uso generalizado de antibiéticos, incluindo a utilizagdo na

producdo de bioetanol, possa selecionar bactérias resistentes, diminuindo a



efetividade destes no tratamento de infec¢des, até recentemente, este tipo de
utilizacdo ndo recebia a devida atencdo até que a Food and Drug
Administration (FDA) reconheceu que a adicdo de antibioticos em processos
agricolas e industriais pode interferir na disseminacdo de bactérias
patogénicas resistentes a antibiéticos (SMITH et al., 2005).

Além do uso de antibiéticos no processo fermentativo ter um papel
significativo na selecdo de bactérias resistentes, existe ainda outra restricdo
em relacdo ao uso desses produtos. Esta restricdo estd relacionada aos
subprodutos da producao do etanol, como exemplo, pode-se citar a levedura
seca (GORDON, 2009).

A levedura seca, um dos subprodutos da producéo de etanol, é vendida
como fonte de proteina para o preparo de racdo animal. O Brasil, como grande
exportador dessa proteina, convive com a rotina de rejeicdo desse produto
pela Comunidade Europeia, jA que sdo encontrados tracos de antibibticos

nessa levedura seca.

1.3 Potencial dos bioativos naturais

A substituicAo dos antibioticos no controle de contaminagdo para
producd@o de bioetanol é fundamental frente & problematica exposta. Muitas
das inUmeras estratégias apresentadas anteriormente evidenciam essa
tentativa, porém sem sucesso ou eficAcia desejada, visto que essa
substituicdo deve pressupor a manutencdo ou melhoria da eficacia do
processo produtivo, utilizacdo de substancias ou produtos que néao se tornem
residuos nocivos ao ambiente e, consequentemente, um risco para a saude
humana. Sendo assim, a busca por produtos naturais surge como alternativa
promissora para este tipo de substituicao.

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de
compostos quimicos com atividade biologica tem sido amplamente relatado
ao longo dos anos (ALVES et al., 2000; KOURKOUTAS et al. 2015).

Dentre os produtos naturais, as plantas tém sido fonte significativa de
compostos com propriedades antimicrobianas, uma vez que sdo amplamente
reconhecidas por sua atividade bioldgica ao longo dos séculos. A identificacéo

e o0 entendimento dos mecanismos de acdo dos compostos presentes em tais
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plantas tém sido objeto de estudo de inUmeras pesquisas, ja que a busca por
compostos com atividade biolégica provenientes de plantas tem aumentado
consideravelmente na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica
(SMITH- PALMER et al., 2001; EDRIS, 2007).

No Brasil, a biodiversidade é considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas (BARREIRO; BOLZANI, 2009; HIRSCHMANN; ARIAS,
1990) e sua preservacao e estudo sdo de fundamental importancia, seja por
sua enorme potencialidade na descoberta de novos farmacos (ALVES et al.,
2000), que ha muito vem despertando interesse de pesquisadores da area
farmacéutica, seja por seu potencial em aplicacdes biotecnolégicas (SMITH-
PALMER et al., 1998; KORDALI et al., 2008).

Estes dados motivam a investigacao de produtos naturais provenientes
de plantas, como Oleos essenciais e extratos vegetais, que possam ser
utilizados no controle da contaminacdo sem, entretanto, tornarem-se residuos

nocivos ao ambiente e a saude humana.

1.4 Metabolismo Secundéario e Bioativos Naturais

A atividade metabdlica € uma caracteristica inerente e essencial aos
seres vivos. Segundo a definicAdo proposta por Kreis e colaboradores
(2017), o termo metabolismo refere-se a totalidade dos processos quimicos
gue ocorrem em um organismo Vivo.

Em espécies vegetais, o metabolismo pode ser dividido em
processos quimicos que compreendem as vias metabdlicas. A
denominacéo desta divisdo do conjunto de rea¢des quimicas nos leva aos
conceitos de metabolismo primario (basal) e metabolismo secundario
(especial) (CASTRO et al., 2005; KREIS et al. 2017).

O metabolismo primario ou basal compreende o conjunto de
processos metabdlicos que desempenham uma funcdo essencial no
vegetal, como é o0 caso da fotossintese, da respiracdo ou transporte de
solutos. Por outro lado, ao metabolismo secundario é atribuida a producéo
de compostos que nao tém uma distribuicdo ubiqua, pois ndo sao
fundamentais a todas as plantas (CASTRO et al., 2005). As vias

biossintéticas dos metabdlitos basicos gerados a partir do metabolismo
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primario apresentam semelhancas entre os diversos organismos, enquanto
que as rotas biossintéticas dos metabdlitos especiais, produzidos pelo
metabolismo secundario, sdo restritos, na maioria das vezes, a taxa
especificos (KREIS et al., 2017). Ainda que o metabolismo secundario nem
sempre seja necessario para gue uma planta complete seu ciclo de vida,
este metabolismo desempenha um papel crucial nas inter-relacbes da
planta com seu meio ambiente, sendo 0s compostos produzidos
indispensaveis para a existéncia e sobrevivéncia de uma espécie,
contrariando a ideia de que sejam produtos residuais sem fungao, como foi
sugerido no inicio do século XX (MOTHES et al.1985; WINK, 2008).

A defesa contra herbivoria e micro-organismos € tida como uma das
principais fungbes dos compostos produzidos pelo metabolismo
secundério. Alguns metabdlitos secundarios sdo também compostos
sinalizadores para atrair polinizadores e animais que dispersam sementes
ou tém um papel nas rela¢gdes simbidticas entre plantas e micro-organismos
(TIWARI; RANA., 2015).

Segundo Castro e colaboradores (2005), os metabdlitos secundéarios
sdo divididos em trés grandes grupos: terpenos, compostos fendlicos e
alcaléides. Os terpenos sdo feitos a partir do acido mevalénico (no
citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Ja os
compostos fenodlicos sdo derivados do acido chiquimico ou &cido
mevalbnico. Por fim, os alcaldides sdo derivados de aminoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina), os quais séo derivados do acido chiquimico
e também de aminoacidos alifaticos (ornitina e lisina).

Dentre os produtos do metabolismo secundario, destacam-se 0s
Oleos essenciais, cuja biossintese, em sua maioria, remete as estruturas
terpenoide e fenilpropanoide.

Essas duas classes, que abrangem uma grande variedade de
compostos, tem suas origens apoiadas em estruturas do 2-metilbutadieno,
também conhecido como isopreno, e aminoacidos aromaticos. Além disso,
0s Oleos essenciais também podem apresentar em sua composicao
alcanos, alquenos lineares e constituintes contendo heterodtomos como
nitrogénio e enxofre.

A presencga de varios principios bioativos derivados do metabolismo
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secundario vegetal é explicada como uma estratégia que as espécies
vegetais desenvolveram com func¢des complementares, na defesa contra
pragas e doencas. Este tipo de estratégia impede o desenvolvimento de
resisténcia por parte dos organismos que as atacam e/ou parasitam e
podem ser suficientes para matar micro-organismos, insetos ou mesmo
vertebrados de grande porte (CASTRO et al., 2005). Ativos obtidos a partir
do metabolismo secundario, como 6leos essenciais, quando utilizados em
doses e combinagbes adequadas podem se converter em solucdes
biotecnoldgicas com diversas aplicacoes.

1.5 Oleos essenciais

Os 0Oleos essenciais sao misturas complexas de substancias volateis
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, obtidos tradicionalmente de
partes de plantas (flores, brotos, sementes, folhas, ramos, cascas, frutos e
raizes) através de destilagdo por arraste com vapor d’agua, também
conhecida por hidrodestilagdo. Também sdo chamados de Oleos etéreos,
volateis ou esséncias (GUENTHER, 1948). Essas denominac¢des derivam de
algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como por exemplo, a de
serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente
(GIORDANI et al., 2008). Quimicamente sdo compostos de hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis simples e terpenos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e
compostos contendo enxofre em diferentes concentracdes (SIMOES et al.,
2007).

Estima-se que existam mais de 3.000 6leos essenciais (OE) conhecidos,
dentre os quais em torno de 300 sdo comercialmente importantes por
apresentarem caracteristicas aromaticas interessantes na industria cosmética
e alimenticia (VAN DE BRAAK; LEIJTEN,1999; SMITH-PALMER et al.,1998,
apud BURT, 2004).

Entretanto, a aplicacdo dos 6leos essenciais ndo se restringe apenas a
atividades relacionadas a fragrancias e aromas, uma vez que 0s Oleos
essenciais tém sido considerados a principal fonte de substancias com

atividade antimicrobiana, como foi demonstrado por Guenther (1948) e Boyle
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(1955) e revisto por Shelef (1983) e Nychas (1995) apud Burt (2004).

Além da atividade antimicrobiana que alguns 6leos apresentam, o fato
de serem utilizados comercialmente na indulstria, seja de alimentos,
farmacéutica e/ou cosmética, demonstra caracteristicas interessantes sob o
ponto de vista tecnoldgico, visto que estes OE ndo se tornam residuos nocivos
ao ambiente e a saude humana (BAKKALI et al., 2008).

Sendo assim, 0s Oleos essenciais e seus componentes podem
representar uma alternativa para a substituicdo de antibiéticos utilizados no
controle das LAB no processo de fermentacdo para obtencdo do bioetanol.
Neste contexto, este estudo propds a investigacao da atividade antimicrobiana
de diferentes OE como alternativa no controle de contaminacéo por LAB no

processo de fermentacao alcdolica.
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APRESENTACAO DA TESE

Este trabalho avaliou o potencial de 6leos essenciais quanto a atividade
biolégica em micro-organismos provenientes de processos de fermentagéo a
fim de desenvolver uma tecnologia alternativa para substituicdo do uso de
antibioticos em processos fermentativos industriais. Para tanto, 40 6leos
essenciais extraidos de espécies medicinais nativas e exéticas foram testados
guanto a atividade inibitéria de micro-organismos provenientes de processos
de fermentacédo para producao de bioetanol combustivel. Os 6leos essenciais
foram extraidos de plantas pertencentes a Colecdo de Plantas Medicinais e
Aromaticas (CPMA) do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas
Biologicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

O Capitulo 1 aborda as praticas de utilizacdo de antimicrobianos nos
processos de fermentacdo de unidades industriais sucroalcooleiras
brasileiras. A discussao do paradigma atual de utilizacdo de antimicrobianos
traz ndo apenas elementos tedricos, mas também apresenta dados coletados
em dez unidades industriais brasileiras a respeito da utilizacdo de
antimicrobianos para controle de contaminacdo bacteriana nos processos

fermentativos.

No Capitulo 2 serdo apresentados os 6leos essenciais utilizados neste
estudo e seus critérios de selecdo e, na sequéncia, o Capitulo “Potential Use
of Essential Oils in Baker’s Yeast”, publicado no livro “Pesquisa na Cadeia de

Suprimentos de Plantas Aromaticas” pela editora Atena em 2019.

No Capitulo 3 serdo apresentados os capitulos: “Sturdiness of baker’s
yeast strains to natural bioactive compounds”, publicado em 2020 no livro
“Pesquisa Cientifica e Tecnologica em Microbiologia 2”, e “Industrial yeast
strains resistance to natural bioactive compounds”, que foi aceito para
publicacdo e esta no prelo para fazer parte do livro “Projetos Inovadores e
Producdo Intelectual na Microbiologia”. Ambos capitulos apresentam
resultados da primeira etapa de triagem, que consistiu na avaliagcdo da

atividade dos Oleos essenciais em linhagens de leveduras. Para esta
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avaliacdo foram utilizadas diferentes linhagens de leveduras industriais
subdivididas em trés grupos principais. Tais linhagens de leveduras foram
previamente diferenciadas utilizando a cariotipagem como ferramenta de

identificacdo e diferenciagdo molecular.

O Capitulo 4 traz os resultados da segunda etapa de avaliacdo dos
OE, que consistiu na andlise da atividade dos Oleos essenciais sobre
contaminantes bacterianos. Além disso, o capitulo descreve o isolamento e
identificacdo molecular dos contaminantes bacterianos provenientes de
diferentes processos fermentativos de unidades industriais produtoras de
bioetanol no Brasil.
Ja o Capitulo 5 envolve a terceira etapa da triagem dos OE que englobou
a analise da composicdo quimica e as avaliacdes de diferentes misturas de
Oleos essenciais, aqui denominadas blends. Os resultados dos ensaios de
fermentacdo utilizando levedura, bactéria e blend de 6leos essenciais
resultaram no Capitulo 6, que consiste da Patente BLEND 1251
“Composicoes e seu uso”, depositada sob Numero do Processo: BR 10 2018
016804 5. Por fim, as principais conclusdes obtidas do trabalho seréo

apresentadas de forma integrada no item Conclusfes Gerais.
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Capitulo 1

Uso de antimicrobianos nos processos de fermentacao
nainddstria de bioetanol: Paradigma atual e desafios

Figura 3: O Grito, de Edvard Munch (1895)
Fonte:https://super.abril.com.br/blog/superlistas/10-pinturas-mais-caras-do-mundo/

Eu caminhava com dois amigos - o sol se pds, o céu tornou-
se vermelho-sangue - eu ressenti como que um sopro de
melancolia. Parei, apoiei-me no muro, mortalmente fatigado;
sobre a cidade e do fiorde, de um azul quase negro,
planavam nuvens de sangue e linguas de fogo: meus amigos
continuaram seu caminho - eu fiquei no lugar, tremendo de
angustia. Parecia-me escutar o grito imenso, infinito, da
natureza. (MUNCH apud NAZARIO, 1999, p. 151)
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APRESENTACAO

No presente capitulo sdo abordadas as praticas de utilizacdo de
antimicrobianos nos processos de fermentacdo de unidades industriais
sucroalcooleiras brasileiras. Tanto os aspectos industriais (como rendimento
e perdas de produtividade em etanol) quanto os principais desafios
ambientais e consequéncias sobre a saude humana sé&o trazidos em fungéo
desta pratica de utilizacdo. Além disso, a discussdo do paradigma atual de
utilizacdo de antimicrobianos traz ndo apenas elementos tedricos, mas
também apresenta dados coletados a partir de entrevistas realizadas em dez
unidades industriais brasileiras a respeito da utilizacdo de antimicrobianos

para controle de contaminacao bacteriana nos processos fermentativos.

1.1 INTRODUCAO

A contaminacdo bacteriana em processos de fermentacao na industria
de bioetanol é um problema muito comum e traz indmeros prejuizos, nao
apenas para o rendimento do processo, como também prejuizos indiretos,
uma vez que a presenca de alguns contaminantes colabora para
desencadear floculagdo do fermento e possiveis paradas com consequentes
perdas econdmicas.

Diferentes antimicrobianos, incluindo antibiéticos usados para tratar
infec¢cbes que acometem a saude humana e animal, como a penicilina e a
virginiamicina, séo frequentemente utilizados para controlar a contaminagéo
bacteriana em processos fermentativos para producdo de bioetanol
(BISCHOFF et al.,2007; STROPPA et al., 2000).

A estratégia de uso destes antimicrobianos varia de uma unidade
industrial para outra, sendo que para algumas a adi¢cdo de antimicrobianos
no processo de fermentagdo € continua, enquanto em outras, 0S
antimicrobianos sdo adicionados em altas dosagens de acordo com 0s niveis
de contaminacdo bacteriana, que sdo monitorados incessantemente.

O fator comum entre as estratégias de controle de contaminacédo é o

uso permanente de antibidticos em praticamente todo o periodo de safra.
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Nas ultimas duas décadas, o uso indiscriminado de antibiéticos para o
controle de bactérias tem sido uma pratica comum em diferentes ambitos
que ultrapassam o uso destas substancias como antimicrobianos para tratar
infeccdes que acometem a salde humana.

Historicamente, é possivel verificar que este tipo de aplicacédo
desequilibrada dos antibioticos, desde a introducdo do primeiro
antimicrobiano em 1937, tem promovido um crescimento persistente na
disseminacdo de bactérias resistentes a medicamentos, amplamente
conhecida comoresisténcia antimicrobiana (Antimicrobial Resistance - AMR)
(DAVIES, DAVIES 2010).

A resisténcia antimicrobiana (AMR), por definicdo, € o fenbmeno em
que os micro-organismos causadores de infec¢des, como bactérias, tém a
capacidade de sobreviver a exposicdo a medicamentos que normalmente
inibiriam seu crescimento ou os matariam (O’NEILL, 2016).

As consequéncias da AMR tém implicacdes para a saude humana,
afetando inclusive o aparecimento e aumento de casos de micro-organismos
multirresistentes (MDR - Multi Drug Resistant Microorganisms). Além disso,
O’Neill (2016) estima que o aumento da resisténcia antimicrobiana
descontrolada acarretara 10 milh6es de mortes evitaveis por ano até 2050.

Por outro lado, Smith (2013) aponta consequéncias que superam o
custo humano ao abordar fatores econémicos em funcdo do aumento da
AMR, uma vez que esta resulta em maiores gastos com servigos de saude e
com maior utilizacédo de recursos (ALUMRAN et al., 2014; MARAGAKIS et
al.,2008; MCGOWA, 2001). Estima-se que em 2050, se ndo houver
restricdes, a AMR tera impactado a producao mundial em US$100 trilhdes
(O’'NEILL, 20186).

Sob o ponto de vista evolutivo, a resisténcia antimicrobiana é
inevitavel, uma vez que as mutacOes e capacidade de adaptacdo as
situacbes de estresse e exposicdo a antimicrobianos, sdo inerentes as
bactérias (FOWLER et al., 2014; WEBER; COURVALIN, 2005). Entretanto,
sabendo-se que a taxa de desenvolvimento de AMR é amplamente

conhecida, bem como facilitada pelo uso desnecessario e indiscriminado,
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acOes podem ser adotadas para retardar e conter o desenvolvimento de
resisténcia (O’NEILL, 2016; BUKE et al., 2005).

Diante disso, € incontestavel o impacto que o uso indiscriminado de
antibiéticos nos processos industriais para producdo de bioetanol pode
desencadear tanto para a saude humana como para o0 ambiente, visto que
os antibidticos tém o potencial de deixar residuos, tanto relacionados ao
antimicrobiano original como de seus metabdlitos e/ou conjugados (ISIDORI
et al., 2005; ISLAM et al., 2016; PETERS, et al., 2009).

Assim, para esbocar um panorama atual do cenério brasileiro de uso
de antimicrobianos nos processos fermentativos, foi proposta esta
investigacdo como parte suplementar ao desenvolvimento da tese, onde
foram realizadas entrevistas com a finalidade de avaliar as estratégias de
controle de contaminagao bacteriana utilizadas nos processos fermentativos

em 10 unidades industriais brasileiras ao longo das safras de 2019/2020.

1.2 MATERIAL E METODOS

Foram realizadas entrevistas com funcionarios de 10 unidades
industriais brasileiras produtoras de etanol combustivel ao longo da safra de
2019/2020.

Dentre as unidades industriais, 9 estéo localizadas no estado de S&o
Paulo e 1 no estado do Mato Grosso do Sul, sendo que todas utilizam cana-
de - acucar como matéria-prima para producdo de etanol combustivel nos
processos de fermentacao.

A realizacdo das entrevistas ocorreu no ano de 2019 e os
guestionamentos foram realizados considerando as praticas adotadas como
referéncia para a safra de 2019/2020 e, no caso das questdes 9 e 10,
considerando as praticas adotadas para todas as safras, incluindo safras
anteriores e a safra 2019/2020.

As entrevistas foram baseadas em um questionario aplicado
verbalmente, o qual elencou dez questdes envolvendo as estratégias de
controle de contaminacéo bacteriana utilizadas nos processos fermentativos,

e teve como finalidade identificar as estratégias e o0s antimicrobianos
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utilizados, assim como a frequéncia de uso/ aplicagdo. As questdes

aplicadas nas entrevistas estao listadas no Quadro 1.

Quadro 1: Questdes utilizadas na entrevista com as unidades industriais para avaliagéo das
estratégias de controle de contaminacao bacteriana utilizadas nos processos fermentativos.

# Questdes utilizadas na entrevista com as unidades industriais

a1 Qual a localizacdo da unidade industrial?

o A unidade industrial realiza o monitoramento da contaminacso bacteriana?

Q3 A unidade industrial realiza o controle de contaminac&o bacteriana?

04 Caso utilize estratégias de controle de contaminacdo bacteriana, qual(is) utiliza?
Dentre as estratégias de controle de contaminag&o ufilizadas, qual a mais

Q5 |frequentemente utilizada?

Q6 Utiliza antibiotico para controlar a contaminag&o bacteriana?

Q7 Qual(is) antibioticos utilizados?

Qs Qual a frequéncia de uso do(s) antibiotico(s) utilizado(s)?
Ja utilizou alguma estrategia alternativa ou natural para fazero confrole de

Qo contaminacdo para substituir o uso de antibidticos?
Em caso afimativo para a questdo 9, qual sua percepcado acerca dos resultados

Q10 | pptidos?

Fonte: Elaborada pela autora

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados coletados a partir das entrevistas sdo descritos a seguir,

sendo que a identidade das unidades industriais foi preservada por razées

éticas e de condi¢cdes de sigilo, uma vez que as informacdes foram

fornecidas para este trabalho a titulo de colaborac&o. Assim, a nomenclatura

adotada para as unidades industriais serd composta apenas por letras

sequenciais. As respostas objetivas para as questdes de 2 a 6 e a questao 9

(Q9) estéo listadas no Quadro 2 e seréo discutidas na sequéncia, juntamente

com as respostas subjetivas para as questdes 7, 8 e 10.
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Quadro 2: Respostas das questdes objetivas da entrevista fornecidas pelas unidades industriais a
respeito das estrtégias de controle de contaminagéo bacteriana utilizadas nos processos fermentativos.

Legenda: At:reviagﬁes: SP = S30 Paulo; M5= Mato Gresso do Sul; 5 = Sim; N= Mﬁc:-: ANT= ANTIBIOTICO:
AAC = ADICAD DE ACIDD; DCL = DIOXIDO DE CLOROD; EXL= EXTRATO DE LUPULG.

USINA 1 02 Q3 Q4 Q5 Q6 Q9
Q 5| N| 5| N|ANT|AAC| DCL| EXL| ANT| AAC| DCL| EXL| 5 | N[S | N
A SP| X X x X X X X X
B SP| X X X X X X X
C SP| X X X X X X
D SP| X X X X X X
E MS| X X X X X X X
F SP| X X X X X X
G SP| X X X X X X X
H SP| X X X X X X X
[ SP| X X X X X X
J SP| X X A X X X

Fonte: Elaborada pela autora

Considerando as unidades avaliadas, 100% afirmaram realizar o
monitoramento da contaminacéo bacteriana e utilizar estratégias de controle
de contaminac&o. Dentre as estratégias de controle de contaminacéo, foram
apontadas quatro principais:1) uso de antibidticos; 2) adicdo de &cido ao
fermento ou tratamento utilizando acido; 3) uso de diéxido de cloro e 4) uso
de extrato de lupulo.

O uso de antibidticos como estratégia de controle de contaminacao foi
prevalente e apontado por 100% das unidades industriais, seguido por 30%
das unidades que também adotam diéxido de cloro. Outros 30% das
unidades industriais utilizam a adicdo de acido como estratégia de controle,
além do uso de antibioticos, e apenas 1 unidade (10%) mencionou o uso de
extrato de lapulo para controlar contaminantes bacterianos.

Em relacdo aos antibidticos adotados pelas unidades industriais,
100% afirmaram utilizar monensina sodica, sendo que 30% fazem uso
associado a virginiamicina e outros 20% afirmaram que utilizam, além destes
dois antibidticos, outros tipos de antibiéticos, como por exemplo penicilina,
quinolonas e aminoglicosideos (gentamicina, neomicina), contabilizando o
uso de mais de cinco tipos de antibioticos de modo intercalado.

Na questdo a respeito da frequéncia de uso e/ou aplicacdo dos
antibioticos no processo fermentativo, ndo houve um padrdo de resposta

anico, sendo as respostas bem variadas. Os perfis resultantes para esta



guestdo seguem: 50% fazem uso continuo e adi¢cdo constante de antibiotico;
10% fazem adicdo de antibidtico de hora em hora para controle de
contaminacao, independente dos niveis de contaminacdo; 20% aplicam

antibiéticos de acordo com os niveis de contaminacao, considerando dados

de contagem de bactérias para que se mantenham abaixo de 106; 10%
afirmaram que utilizam apenas quando ha contaminacdo, mas que essa
situagcdo permanece em mais de 95% do tempo de safra e, portanto, fazem
uso intercalado de diversos antibioticos; e 10% afirmaram fazer uso
esporadico dos antibiéticos por utilizarem didxido de cloro continuamente no

processo (Figura 4).

Frequéncia de uso de antibidticos nos processos defermentacio

&
Y

= Usocontinuo, constante e ininterrupto de antibiéticos

= Adic&o de antibidticos de hora em hora

Aplicacao de antibiéticos de acordo com os niveis de
contaminacdao, utilizam contagem como parametro

que corresponderia a 95% do periodo de safra

= Uso esporadico de antibidticos, principal estratégia
usada para controle é o diéxido de cloro

= Uso de antibiéticos somente quando ha contaminagéo
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Figura 4: Frequéncia de uso/adicdo de antibidticos nos processos fermentativos para producao de

etanol combustivel em unidades industriais brasileiras. N=10.

Em relagdo a experiéncia das unidades industriais sobre o uso de
alguma estratégia alternativa ou natural para fazer o controle de
contaminagcdo para substituir o uso de antibioticos, 90% das unidades
industriais afirmaram nunca ter usado outras estratégias alternativas com
produtos naturais e apenas 10% mencionaram jé ter utilizado. No entanto,
esta unidade apontou limitagdes de baixa eficacia para manutengéo deste

tipo de prética de aplicagéo.



Os resultados apresentados através dos dados coletados a partir das
entrevistas com as unidades industriais comprovam o uso continuo, irrestrito
e sem um critério definido de antibioticos nos processos fermentativos.

Esta estratégia de controle de contaminacdo aumenta a pressao de
selecdo, podendo resultar em maior incidéncia de micro-organismos
resistentes ou com multiplas resisténcias a antibioticos ao longo do tempo.

Diversos autores tém demonstrado altos niveis de resisténcia a
antibioticos em micro-organismos provenientes de ambientes com alta
exposicao a antibiéticos (DEC et al., 2017).

Além disso, a ubiquidade das LAB na natureza, associada ao fato de
que bactérias Gram-positivas, especialmente do género Lactobacillus, vem
sendo consideradas reservatorios de genes de resisténcia a antibiodticos
(MURPHREE et al., 2014; SAAED et al.,2014), reforcam a preocupagao em
relacdo a transferéncia de genes de resisténcia para micro-organismos
patogénicos. Portanto, o uso indiscriminado de antibiéticos no contexto
industrial para o controle de contaminagdo bacteriana nos processos
fermentativos pode trazer sérios problemas ambientais e para a saude
humana.

Neste sentido, diversos autores tém recomendado o emprego
prudente de antibidticos e a reducéo de seu uso excessivo fora da prética
médica e veterinaria (DEC et al., 2017; MURPHREE et al., 2014; SAAED et
al.,2014).

1.4 CONCLUSOES

Diante destes achados e das informacfes que a literatura traz a
respeito da selecdo de micro-organismos resistentes a antibiéticos, é
possivel concluir que o cenario brasileiro de uso de antimicrobianos nos
processos fermentativos apresenta um panorama preocupante, sinalizando
a necessidade eminente de novas solucdes tecnoldgicas capazes de auxiliar
na premissa de redugéo do uso excessivo e indiscriminado de antibiéticos em
contextos para além de sua aplicacao na saude, seja ela humana ou animal.

Neste sentido, o presente trabalho traz, nos proximos capitulos, a avaliagdo
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de potenciais produtos naturais para serem aplicados no controle de

contaminacao bacteriana em processos de fermentacéo.
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APRESENTACAO

No presente capitulo serdo abordados alguns conceitos relativos aos 6leos
essenciais (OE), apresentados os 0leos essenciais avaliados neste trabalho,
bem como os critérios utilizados para selecdo. Na sequéncia segue o Capitulo
“‘Potential Use of Essential Oils in Baker’s Yeast” publicado no livro
“Pesquisa na Cadeia de Suprimentos de Plantas Aroméaticas” pela Editora
Atena em 2019, que apresenta um breve histérico dos 6leos essenciais e uma
discussdo a respeito de suas aplicacdes, bem como alguns resultados da
atividade antimicrobiana dos OE em linhagens de leveduras de panificacéo,
gue sao mais profundamente explorados no Capitulo 3. As etapas de triagem
dos OE sao descritas e os resultados referentes as analises de composicao

guimica séao apresentados.

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, obtidos tradicionalmente de
partes de plantas (flores, brotos, sementes, folhas, ramos, cascas, frutos e
raizes) através de destilagdo por arraste com vapor d’agua, também
conhecida por hidrodestilagcdo. Também s&o chamados de Oleos etéreos,
volateis ou esséncias (GUENTHER, 1948). Essas denominac¢fes derivam de
algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas, como por exemplo, a de
serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente
(GIORDANI et al., 2008). Quimicamente sao compostos de hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis simples e terpenos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e
compostos contendo enxofre em diferentes concentracdes (SIMOES et al.,
2007).

Estima-se que existam em torno de 3000 Oleos essenciais (OE)
conhecidos, dos quais aproximadamente 300 sao comercialmente
importantes por apresentarem caracteristicas aromaticas interessantes para
as industrias cosmética e alimenticia (VAN DE BRAAK; LEIJTEN,1999;
SMITH-PALMER et al.,1998, apud BURT, 2004).
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APRESENTAGAO

O livro “Pesquisa na Cadeia de Suprimentos de Plantas Aromaticas” de
publicacdo da Atena Editora apresenta em seu primeiro volume 5 capitulos associados
a inovacgdes tecnoldgicas com uso de plantas aromaticas e medicinais.

As plantas medicinais e arométicas sdo utilizadas na medicina popular desde os
tempos passos por comunidades indigenas, rurais e urbanas visando a prevencao de
enfermidades por meio do uso de chas, compressas, banhos, xaropes, entre outras
formas de uso. Nos Ultimos anos, a busca por uma vida de qualidade tem reforgado o
resgate da importancia e uso das plantas medicinais, sejam elas exoticas e/ou nativas
das diferentes fitofisionomias.

Atualmente foi liberada pelo Ministério da Saude uma Relagédo de Plantas
Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), constituida de 71
espécies, contribuindo para implantagao de hortos medicinais em postos de saude,
escolas publicas e privadas e instituicdes de ensino superior em diversos estados do
Brasil.

Alémdisso, as plantas medicinais e aromaticas apresentam potencial tecnologico,
pois podem ser inseridas na cadeia industrial e controle fitossanitario, especialmente
pela acdo que o dleo essencial que muitas espécies detém. Neste volume, seréo
abordados trabalhos referentes a alelopatia, controle de plantas espontaneas, uso de
6leo essencial em leveduras de panificagéo, métodos de extracao de 6leo essencial e
sua composicao quimica.

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores
gue empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consisténcia, visando
potencializar o avanco de uso de fitoterapicos e em bioprocessos.

Espera-se com esse livro incentivar alunos de graduacao e pés-graduagao, bem
como pesquisadores de instituicbes de ensino, pesquisa e extenséo ao desenvolvimento
estudos de associados ao cultivo, caracterizagdo fitoquimica e comprovacao
cientifica das propriedades das plantas medicinais, incentivando o resgate cultural e
fortalecimento da cadeia de plantas medicinais e aromaticas, almejando contribuir na
qualidade de vida da sociedade e desenvolvimento sustentavel.

Cleberton Correia Santos
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RESUMO: Este capitulo fornece um panorama
geral sobre as aplicagdes dos 6leos essenciais
sob uma perspectiva global. Esta visdao mais
abrangente tem como objetivo cobrir a extensa
gama de aplicagbes industriais dos o6leos
essenciais, salientando sua importancia em
diversas areas. Além disso, avangos e novos
estudos sdo mostrados para estimular o
pensamento criativo e encorajar o leitor a obter
a informacédo e descobrir tendéncias que vao
além das aplicagbes tradicionais.
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Na primeira parte, definicoes, o contexto histérico e caracteristicas dos 6leos essenciais
derivados de plantas sdo brevemente descritos. Os principais compostos com
propriedades biologicas significativas e efeitos antimicrobianos sao citados de forma
resumida. As partes subsequentes retratam o uso dos 6leos essenciais no contexto
industrial. Por esta razéo estudos focados no tanto na aplicacdo tradicional como
nas mais recentes perspectivas sdo apresentados. Por fim, resultados oriundos de
experimentos usando 6leos essenciais e leveduras de panificacdo sdo demonstrados e
discutidos. Estes ensaios tiveram o objetivo de avaliar o efeito dos 6leos essenciais em
sistemas que utilizam linhagens de Saccharomyces cerevisiae, comumente utilizada
em diversos ramos industriais. Este capitulo aborda as potenciais aplicacdes da
pesquisa em 6leos essenciais (OE) para varios segmentos industriais compreendendo
desde o uso mais basico e convencional até as aplicagdes de vanguarda em processos
que adotam leveduras de panificagcao como plataforma para processos fermentativos.

USO POTENCIAL DE OLEOS ESSENCIAS EM LEVEDURAS DE PANIFICAGAO

ABSTRACT: This chapter provides an overview of applications of essential oils (EOs)
using a global perspective. This broad view aims to cover the extensive industrial
applications of EOs, highlighting theirimportance in severalfields. Recentadvancements
are highlighted to illustrate “out-of-box-thinking” and to encourage readers to acquire
information regarding trends beyond traditional applications of EOs. In the first
section, definitions, historical contexts and characteristics of plant-derived EOs are
briefly outlined. The compounds with significant biological properties and antimicrobial
effects are summarized. Subsequent sections describe the use of EOs in the industrial
context. We present studies focused on both traditional applications and the latest
perspectives Finally, results from experiments using essential oils and baker’s yeast
strains are discussed. These studies aimed to evaluate the effects of EOs in systems
that use Saccharomyces cerevisiae strains, commonly used in numerous industries.
This chapter addresses the potential applications of EOs in industries ranging the most
basic and conventional uses to the cutting edge applications in processes that adopt
baker’s yeast as the platform for fermentation processes.

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae; Baker's yeast; Essential oils; Industrial
applications

11 ESSENTIAL OILS — HISTORY AND BRIEF OVERVIEW

Human use of plants dates back to antiquity. From the Neolithic Age, when humans
began cultivating plants and extracting oils using stone tools, up to today, plants have
played important roles as natural resources to satisfy needs related to health as well as
to food (MAZOYER; ROUDART; 2010; GURIB-FAKIM, 2006).

Several ancient historical records show that combinations of ointments and oils
produced from various plant species were widely used worldwide (HALBERSTEIN,
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2005; SENDRA, 2016). Evidences of medicinal and aromatic plants date back to 5000
years ago in India, China and Egypt as well as in Greece and Central Asia over almost
2500 years (ANG-LEE et al. 2001; JAMSHIDI-KIA. et al. 2018).

Aromatic and medicinal plants were usually used as extracts or ointments. In
fact, these plants are rich in specialized secondary metabolites, especially essential
oils.

Essential oils are a mixture of several compounds, mainly terpenes, alcohols,
acids, esters, epoxides, aldehydes, ketones, amines and sulfides. These phytochemicals
are produced by plants in response to stress; indeed, plants possess a wide range of
tools to combat pathogenic infections (THEIS; LERDAU, 2003).

These compounds are also known as volatile or ethereal oils. The name ‘essential
oil is thought to have originated from the term coined in the 16" century by the Swiss
medical reformer Paracelsus von Hohenheim; he referred to the effective component
of a drug as Quinta essentia (GUENTHER, 1948).

Guenther (1948) described essential oils as aromatic oily liquids obtained from
various parts of plants, including flowers, buds, seeds, leaves, twigs, bark, herbs, wood,
fruits and roots. Despite the fact essential oils are not strictly-speaking oils, they are
frequently poorly soluble in water, a characteristic of oils in general (DEANS; RITCHIE
1987; HAMMER et al.1999; BURT, 2004; SANCHEZ et al., 2010).

2| APPLICATIONS OF ESSENTIAL OILS

Because essential oils contain volatile components with antimicrobial activities,
they have been used for centuries for medicinal as well as for cosmetic purposes.
Furthermore, they often have a specific odor and sometimes a distinctive and pleasant
taste, the main reason why they are used commercially in significant amounts in the
flavor and fragrance markets (BURT, 2004).

According to countless authors, including CONNER (1993), plant-derived
essential oils have long served as flavoring agents in foods and beverages. Because
of their versatility, including their antimicrobial properties, essential oils may potentially
replace synthetic additives as natural agents for food preservation.

In recent decades, several studies have been conducted with natural products
focusing on antimicrobial properties; this research has been stimulated by increasing
signs of negative effects caused by consumption of synthetic preservatives.

More recently, the popularity of natural products has been increasing and has
impacted various essential oil applications, as consumer perception towards food
preservatives has changed simultaneous with increased interest in clean-label food
products (DENGATE et al., 2002; PRIFTIS et al., 2007).

Because of the wide range of essential oils and their effects, they have received
attention not only as from the flavoring and perfume industries in recent years, but also
from other industrial segments. Consequently, many researchers have studied plant-

Pesquisa na Cadeia de Suprimentos de Plantas Aromaticas Capitulo 1 “



58

derived essential oils and their applications.

Essential oils and their components have been extensively studied, not only for
traditional use in perfumery, cosmetic and flavor industries, but also for alternative
functions, including antibacterial (DEANS; RITCHIE,1987; OUSSALAH et al.,
2007; FREIRES et al., 2015; SANTOS et al.,2017), anti-parasitic (GEORGE et al.,
2009; COSTA et al., 2009), insecticidal (ESSAM, 2001; KIM et al., 2003), antifungal
(FITZGERALD et al., 2003, KALEMBA;KLUNICKA, 2003;TSERENNADMID et al.,
2011; FREIRES et al., 2015), and antioxidant, as well as growth and health promoters
(BRENES; ROURA, 2010).

31 NEWEST POTENTIAL APPLICATIONS OF ESSENTIAL OILS

In the last two decades, as a consequence of the advances in chromatography
and chemical analysis, several studies have been undertaken to characterize the
composition of essential oils. These studies have involved medicinal and aromatic
plants from various parts of the world, including endemic plants that may provide a wide
range of components in varying amounts and proportions (SARTORATTO et al.,2004;
VIUDA-MARTOS et al. 2011; BALLESTER-COSTA et al., 2013; SHAROPOVet al.,
2015; MARIN et al., 2016).

According to Raut and Karuppayil (2014), several innovative applications using
essential oils go beyond traditional uses. These authors mention studies of essential oils
applied as anti-protozoans, anti-diabetics, anti-inflammatories, antioxidants, antivirals,
and anti-mutagenics.

Given the fact that more than one million compounds have been discovered in
natural sources, and that among them 50%—60% are produced by plants, plant-derived
essential oils should be emphasized. Several compounds promise high potential to be
explored by numerous industrial segments (BERDY, 2005).

Among the various segments in which essential oils can be applied, the food,
animal husbandry and agriculture industries are worth highlighting.

Unquestionably, in the context of food industry, the main application of essential
oils has been related to their use as flavorings as well as preservatives, because there
has been a growing demand for their antifungal, antibacterial and antioxidant properties.

Essential oils should also be considered for food preservation because of several
difficult challenges in terms of contamination and spoilage. One of these is related to
substantial concern over multidrug-resistant microorganisms on the part of regulatory
agencies. Furthermore consumer food preferences are moving away from synthetic
additives and preservatives and there is an increasing demand for minimally processed
foods and natural preservatives.

In short, essential oils are highly valued by the food industry because they
are well-suited for use in organic foods, permitting the use of clean labels on foods.
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Nevertheless, the use of essential oils present limitations, because in some cases they
cause sensory changes derived from their strong odors, flavors and colors, all of which
may change the original characteristics of foods (KUORWEL et al. 2011).

Research on essential oils’ biological activities has become increasingly crucial
for the pursuit of natural and safe alternative preservatives and health promoters. In
this regard, essential oils are used as feed additives for ruminants to alter ruminal
metabolism so as to reduce methane and ammonia emissions (COBELLIS et al., 2016).

Another important segment of application of essential oils is related to their use
as replacements for antibiotic growth promoters both in animal husbandry and some
agricultural processes. In spite of their mode of action in animals, their role remains
superficially understood and requires deeper investigation (PEREIRA et al., 2010;
NEGI, 2012; COBELLIS et al., 2016; BENTO et al., 2013).

Despite the substantial number of studies of essential oils as potential antimicrobials
and as food preservatives, very few reports show their application in processes that
use Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae is used to produce bread and other bakery products.
It is also widely employed in several industrial segments as a platform for fermentation
processes.

4| BAKER'S YEAST - Saccharomyces cerevisiae

In the same way that plant-derived essential oils have shown remarkable
applications since antiquity, yeasts have been widely reported in historical documents
from several cultures throughout history (FLEET, 2006). Among yeasts, Saccharomyces
cerevisiae has been one of the most important domesticated microorganisms.

This microorganism has been extensively used in several fermentation
processes since antiquity because of its versatility and capacity to act on various
substrates. Interestingly fermentation processes employing S. cerevisiae remain
common and represent a significant component of modern industrial processes.

In the food industry, S. cerevisiae is a double-edge sword. On the one hand, it
often appears as a contaminant (STRATFORD, 2006; TYAGI et al., 2014). By contrast,
a number of strains of this microorganism are employed as baker’s yeasts to produce
bread and other bakery products. Furthermore, several strains are used in industrial
fermentation processes to produce beer, wine, and bioethanol.

As mentioned above, there is a trend toward green consumerism, not only in the
food industry. Essential oils have also recently emerged as possible sources of safe
and natural antimicrobial agents.

Long-term selection and domestication of Saccharomyces cerevisiae has led
to selection and use of various strains with characteristics appropriate for distinct
fermentation processes. Consequently, the effects of plant-derived essential oils on
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yeast strains used in various fermentation processes are fundamentally important for
understanding its action and possible future applications.

The next section summarize some findings from our studies using essential oils
in baker’s yeast strains.

51 EFFECT OF ESSENTIAL OILS IN BAKER’S YEAST Saccharomyces cerevisiae
STRAINS

Our group studied the effect of 25 plant-derived essential oils on strains of S.
cerevisiae from the bakery industry (Figure 1). We cataloged growth-inhibition profiles
following exposure to essential oils at varying concentrations. All strains were isolated
from different baker’s yeasts: stronger baker’s yeast, active dry baker’s yeast, and
sweet dough baker’s yeast. All were distinguished by karyotyping using pulsed field
gel electrophoresis (PFGE).

The essential oils used were extracted from plants belonging to the Medicinal
and Aromatic Plant Collection (CPMA) of Chemical, Biological and Agricultural
Multidisciplinary Research Center (CPQBA) at University of Campinas (UNICAMP) in
Brazil.

60
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YEAST STRAINS

Essential Oils DYS | BMD | FMD | IMD | FFF | IMS
ADY SDY

Aloysia tryphylla
Artemisia annua
Varonia curassavica
Cymbopogon winterianus
Lippia sidoides

Ocimum gratissimum
Origanum vulgari
Achyrocline satureioides
Alpinia

Cipé cruz-do-norte
Cymbopogon citratus
Cymbopogon martinii
Cyperus articulatus
Elyonurus muticus
Chenopodium ambrosioides
Eugenia uniflora

Lippia alba

Melaleuca alternifolia

Mentha aquatica
Mentha piperita
Ocimum selloi

Schinus terebinthifolius
Ruta graviolens
Tagetes patula

Inhibitory Concentration of Essential Oils (mg/mL)

2 0,25 10,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001

Terms used considering commercial descripton:
ADY - Active Dry Baker’s Yeast

SDY - Sweet Dough Baker’s Yeast

SY - Strong Baker’s Yeast

FIGURE 1 Effect of essential oils (EOs) on baker’s yeast strains growth

The 25 plant-derived essential oils (Figure 1) were analyzed using gas
chromatography — mass spectral analysis (GC-MS) (ADAMS, 2007). Oil components
were identified by comparison of mass spectra and retention indices with spectral
library and literature. A different activity profile of essential oils in the face of baker’s
yeast strains was found. Among them, two groups can be highlighted: (I) Essential oils
with severe effects on baker’s yeast and (Il) Essential oils that had no effect on baker’s
yeast. In the first group, two essential oils should be mentioned:Elionurus muticus
and Chenopodium ambrosioides. In the second group, three essential oils deserve
to be highlighted: Alpinia; Achyrocline satureioides; and Varronia curassavica. We will
discuss A. satureioides; E. muticus and V. curassavica in more detail.

5.1 Elionurus muticus

The genus Elionurus Humb.et Bompl ex. Willd (Gramineae) is common in
subtropical regions of South America, Africa and Australia. In Brazil E. muticus is native
to the Pantanal biome and is popularly called “Capim-Carona.” This plant has been
studied for its negative effects in animal husbandry (SANTOS et al., 2005).

Pesquisa na Cadeia de Suprimentos de Plantas Aromaticas Capitulo 1



62

Similar to results shown in Figure 1, in which this essential oil presented one of
the most severe effects on all Saccharomyces cerevisiae strains isolated from baker’s
yeast, studies have demonstrated strong antimicrobial inhibitory effects of this oil in
yeasts of the Candida spp. (SABINI et al., 2006).

Although E. muticus essential oil has been mentioned as a repellent
(STEFANAZZI, et al., 2011) and antimicrobial for Candida species, there are no
studies of its effect on S. cerevisiae. The main chemical compound found in E. muticus
essential oil was citral, a mixture of two geometric isomers known as geranial and neral
that represent 82% of their composition.

Given the fact that S. cerevisiae are model of eukaryotic cells, the severe effect of
this oil should be considered when used for human applications due its possible toxicity
and need to be deeply studied.

5.2 Achyrocline satureioides

Achyrocline satureioides (D.C.) Lam. (Asteraceae), known as “marcela hembra”
(Uruguay and Argentina), “marcela do campo” or “macela” (in Brazil) is a medicinal plant
native to southeastern South America and is distributed as well in Europe and Africa.
This aromatic plant has been traditionally used as an infusion of the dried flowers and
flowered stems by local populations for medicinal purposes (LORENZO et al., 2000).

In our study, the essential oil extracted from A. satureioides was found to
be harmless for all baker’'s yeast strains evaluated. Several studies conducting
chemical characterization of A. satureioides essential oils showed that a-pinene and
caryophyllene were major components, consistent with our results (45%o0f a-pinene;
25% of caryophyllene and 13% of a-humulene). The data showed that there was no
inhibitory action on any S. cerevisiae strains when the A. satureioides essential oil was
present at all concentrations tested.

Other studies, including research conducted by Mota et al. (2011) demonstrated
the antibacterial effect of this oil. For all these reasons, there is a potential of this
essential oil to be studied in depth for fermentation systems that use baker’s yeast.

5.3 Varronia curassavica (sin = Cordia verbenaceae DC.)

Varronia curassavica Jacq. (sin = Cordia verbenaceae DC.), Boraginaceae,
popularly known as “erva-baleeira”, “catinga-de-barao”, “maria-preta” and “maria-
milagrosa” occurs naturally from Central to South America. In Brazil, it occurs in the
Atlantic Forest biome. This traditional medicinal plant has been used to treat several
inflammatory disorders, including ulcers and arthritis (FEIJO et al., 2014).

As with the essential oil of A. satureioides, the V. curassavica essential oil was
also shown to be harmless for all baker’s yeast strains evaluated, at all concentrations
tested. Likewise, chemical characterization studies of V. curassavica essential oil
showed that a-pinene and caryophyllene were the major components (CARVALHO et
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al., 2004). Our study supports these results (33%o0f a-pinene; 33% of caryophyllene
and 7,5% of a-humulene) and demonstrates the absence of inhibitory effect of V.
curassavica essential oil on all baker’s yeast strains. As with A. satureioides, there are
many studies using V. curassavica essential oil, demonstrating an antibacterial effect
(RODRIGUES et al., 2012); for this reason, this oil presents potential in systems that
use baker’s yeast.

CONCLUSION

In this chapter, we provided an overview of applications for essential oils.

Plant-derived essential oils offer a wide range of useful properties. A series of
ongoing investigations are demonstrating various advantages with application of
essential oils. Several authors have highlighted the reduction of genotoxicity (even
after prolonged use), lower toxicity, and the ability to act on several targets as the main
reasons for their beneficial characteristics. Furthermore, use in ‘eco-friendly’ products,
associated with low costs of production, increases profitability of their use.

We highlighted traditional and new applications, as well as potential applications
in systems that employ baker’s yeast in fermentation processes.

Generally, the concept of essential oils as antimicrobials can be considered a
traditional approach. Nevertheless, the use of essential oils in baker’s yeast strains
should be considered an innovative application, because there are no studies using
both of them. Furthermore, S. cerevisiae strains strongly impact food and beverage
production.

The effects of essential oils or their several components in fermentation
processes need further exploration because a range of essential oils have been
accepted by the European Commission. The United States Food and Drug
Administration (FDA) has also classified these substances as generally recognized
as safe (GRAS). Studies using essential oils in Saccharomyces cerevisiae strains
may be applied as screening techniques for antimicrobials to be used in fermentation
processes, because there is great potential for new molecules and phytochemical
discoveries based on essential oils that are extracted and characterized from traditional
and medicinal plants worldwide.

Considering our present knowledge and future perspectives, the use of essential
oils on yeast strains is only beginning, and there is a long journey ahead.
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2.3 POR QUE AVALIAR OLEOS ESSENCIAIS PARA
UTILIZACAO NA INDUSTRIA DE BIOETANOL?

A problematica em relacdo a necessidade de substituicdo do uso de
antibioticos nos processos de fermentacdo para producdo de etanol
combustivel foi exposta ao longo do Capitulo 1 e demonstra que, além do uso
de antibidticos no processo fermentativo ter um papel significativo na selecéo
de bactérias resistentes, existe ainda outra restricdo em relacao ao uso desses
produtos. Diz respeito aos tracos desses antibidticos, os quais podem ser
encontrados em subprodutos da producao do etanol (GORDON, 2009).

Apos a utilizagdo no processo industrial de fermentagéo, a levedura
seca, um dos subprodutos da producado de etanol, € vendida como fonte de
proteina para o preparo de racdo animal. O Brasil, como grande exportador
dessa proteina, convive com a rotina de rejeicdo desse produto pela
Comunidade Europeia, ja que sédo encontrados tracos de antibidticos nessa
levedura seca.

Sendo assim, a busca por produtos naturais surge como uma alternativa
promissora para este tipo de substituicao.

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de
compostos quimicos com atividade biolégica tem sido amplamente relatado
ao longo dos ultimos anos (KOURKOUTAS et al, 2015).

No Brasil, a biodiversidade é considerada uma inestimavel fonte de
substancias biologicamente ativas, e sua preservacao e estudo sédo de
fundamental importancia (BARREIRO et al 2009), seja por sua enorme
potencialidade na descoberta de novos farmacos, que ha muito vem
despertando interesse de pesquisadores da area farmacéutica, seja por seu
potencial em aplicagcdes biotecnologicas (SMITH-PALMER et al, 1998;
KORDALI et al., 2008).

Muitas espécies medicinais vém sendo amplamente reconhecidas por
suas propriedades antimicrobianas ao longo dos séculos. A identificacédo e o
entendimento dos mecanismos de acdo dos compostos presentes em tais
plantas tem sido objeto de estudo de inUmeras pesquisas, ja que a busca por
compostos com atividade biolégica provenientes de plantas tem aumentado

consideravelmente na indulstria alimenticia, cosmética e farmacéutica
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(SMITH-PALMER et al, 2001; EDRIS, 2007).

Em toda parte da planta, podem ser encontrados principios ativos
importantes, sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas, que déo
origem a uma série de substancias conhecidas e com diversas aplicacoes.

Este fato motiva a investigacdo de produtos naturais provenientes de
plantas, como Oleos essenciais e extratos vegetais que possam ser utilizados
no controle da contaminacédo sem, entretanto, tornarem-se residuos nocivos
ao ambiente e a saude humana.

Sabe-se que a aplicacdo dos 6leos essenciais ndo se restringe apenas
a atividades relacionadas a fragrancias e aromas, uma vez que estes
compostos tém sido considerados a principal fonte de substancias com
atividade antimicrobiana, como foi demonstrado por Guenther (1948) e Boyle
(1955) e revisto por Shelef (1983) e Nychas (1995) apud Burt, (2004).

Além disso, devido a atividade antimicrobiana que alguns Oleos
apresentam, alguns OE ja tém sido utilizados comercialmente na industria,
seja de alimentos, farmacéutica e/ ou cosmeética, demonstrando
caracteristicas interessantes sob o ponto de vista tecnoldgico, visto que nao
geram residuos nocivos ao ambiente e a salde humana (BAKKALI et al.,
2008).

Sendo assim, 0s 0leos essenciais e seus componentes se apresentam
como uma possibilidade na substituicdo de antibiéticos utilizados no controle
das bactérias lacticas (LAB) no processo de fermentagcdo para obtencdo do

bioetanol.

2.4 OLEOS ESSENCIAIS ESTUDADOS E CRITERIOS DE
SELECAO

Os Oleos essenciais (OE) utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho (Tabela 1) foram gentilmente cedidos pelas Divisdes de Microbiologia
(DM) e de Agrotecnologia (DAGRO) do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP. Com excec¢édo do OE
de Vetiver (Vetiveria zizanioides), obtido comercialmente, os demais OE foram
obtidos através de extracdo de material vegetal proveniente de plantas da
Colecéo de Plantas Medicinais e Aromaticas (CPMA) (Figura 6), do CPQBA
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da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Figura 6: Foto da Cole¢do de Plantas Medicinais e Aromaticas (CPMA),
CPQBA/UNICAMP, gentilmente cedida pela Divisdo de Agrotecnologia/CPQBA.
Fonte: https://webdrm.cpgba.unicamp.br/cpma/

2.5 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As extracdes dos OE foram realizadas por hidrodestilacdo, em um
sistema do tipo Clevenger adaptado, utilizando material vegetal, sendo que
para cada OE as massas dos 6rgdos vegetativos variaram de acordo com a
disponibilidade de material no momento da coleta. O tempo de extragdo dos
OE foi de 3 horas a partir do inicio da destilagdo. Os OE obtidos foram
separados da fase aquosa com auxilio de pipeta Pasteur, transferidos para

frascos ambar e acondicionados em freezer (-20°C).
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Tabela 1: Lista de Qleos Essenciais (OE).
LEGENDA OE = Oleos essenciais; E = Planta exdtica; N = Planta Nativa; NA = ndo se aplica.

70

#OE Nome cientifico Origem # Voucher Familia Nome Popular
1 Aloysia gratissima E NA Verbenaceae Erva Santa
14  Alpinia galanga E NA Zingiberaceae  Alpinia
3 Artemisia annua E NA Asteraceae Atemisia
21 Chenopodium ambrosioides E NA Amaranthaceae Erva de Santa Maria
17 Cymbopogon citratus E NA Poaceae Capim-limao
18 Cymbopogon martinii E NA Poaceae Palmarosa
5 Cymbopogon winterianus E NA Poaceae Citronela
24 Melaleuca alternifolia E NA Myrtaceae Tea tree
25 Mentha aquatica E NA Lamiaceae Horteld
26 Mentha piperita E NA Lamiaceae Horteld apimentada
7 Ocimum gratissimum E NA Lamiaceae Alfavaca-cravo
8 Origanum vulgare E NA Lamiaceae Orégano
30 Pimenta Didica E NA Myrtaceae Pimenta da jamaica
32 Ruta graveolens E NA Rutaceae Arruda
33 Tagetes patula E NA Asteraceae Cravo-de-defunto
11  Thymus vulgaris E NA Lamiaceae Tomilho
12  Vetiveria zizanioides E NA Poaceae Vetiver
13 Achyrocline satureioides N UEC 127116 Asteraceae Macela do campo
2  Aloysia triphylla N UEC 121412 Verbenaceae Erva Maria Luiza
15 Baccharis dracunculifolia N UEC 188585 Asteraceae Alecrim-do-campo
16 Calea pinnatifida N UEC 121950 Asteraceae Cip6 Cruz do Norte
19 Cyperus articulatus N UEC 121396 Cyperaceae Priprioca
20 Elionurus muticus N UEC 139466 Poaceae Capim-carona
22 Eugenia uniflora N UEC 184195 Myrtaceae Pitanga
23 Lippia alba N UEC 121413 Verbenaceae Erva cidreira de folha
6 Lippia origanoides N UEC 184171 Verbenaceae Alecrim pimenta
27  Ocimum selloi N UEC 121406 Lamiaceae Manjericdo-anis
28 Pilocarpus microphyllus N UEC 150310 Rutaceae Jaborandi
29 Pilocarpus pennatifolius N UEC 184143 Rutaceae Canela-cutia
9  Piper abutiloides N UEC 149639 Piperaceae NA
10 Piper aduncum N UEC 127118 Piperaceae Pimenta-de-macaco
34 Piper caldense N UEC 184700 Piperaceae Pimenta d'arda
35 Piper cernuum N UEC 180855 Piperaceae Pimenta de macaco
36 Piper marginatum N UEC 121395 Piperaceae Caapeba
37  Piper mollicomum N UEC 128163 Piperaceae Jaborandi-manso
38 Piper ovatum N CPMA 1618 Piperaceae Jaguarandi
39 Piper regnellii N UEC 127119 Piperaceae Pariparoba
40 Pothomorphe umbellata N UEC 127123 Piperaceae Caapeba
31 Schinus terebinthifolius N UEC 166613 Anacardiaceae Aroeira
4 Varronia curassavica N UEC 184153 Boraginaceae Erva baleeira

Fonte: Elaborada pela autora



2.6 AVALIACAO E TRIAGEM DE OLEOS ESSENCIAIS

Os 40 oleos essenciais utilizados neste trabalho foram selecionados
inicialmente com base nos resultados obtidos a partir de pesquisas anteriores
dos grupos de pesquisa do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas (CQPBA) da Unicamp sobre as atividades de oleos
essenciais sobre leveduras patogénicas. Assim, foram selecionados 6leos
essenciais cujo perfil ndo demonstrou atividade biolégica para leveduras
patogénicas.

Na sequéncia, os 6leos essenciais passaram por trés etapas de
avaliacdo e triagem tendo como objetivo selecionar aqueles com perfil
adequado para inibir contaminantes bacterianos nos processos de
fermentacdo para producdo de etanol combustivel. As quatro etapas de

triagem consistiram em:

1) avaliacdo da seguranca de uso dos 6leos essenciais, ou seja, avaliar os
OE em relagdo a inocuidade em leveduras presentes nos processos

fermentativos;

2) avaliacao da eficacia da atividade dos OE para inibicdo de contaminantes
bacterianos provenientes de processos fermentativos. Esta etapa foi subdividida
em duas partes: avaliagdo da atividade bacteriostatica (determinacdo da
concentracdo inibitéria minima — Minimal Inhibitory Concentration — MIC) e
avaliacdo da atividade bactericida (determinacdo da concentracdo bactericida
minima — Minimal Bactericidal Concentration — MBC);

3) avaliagcao do perfil de composi¢do quimica.

Na primeira etapa, os 40 6leos essenciais listados na Tabela 1 foram
avaliados quanto a atividade inibitéria de leveduras presentes nos processos
fermentativos brasileiros, cuja descricdo detalhada e analises encontram-se
no Capitulo 3.

Na segunda etapa, apenas os OE inécuos para todas as linhagens de
leveduras industriais foram testados. Assim, a segunda etapa, utilizou apenas
0s 21 OE descritos na Tabela 2 para testar a atividade bacteriostatica e
bactericida dos Oleos essenciais em bactérias isoladas de processos de

fermentacdo. A segunda etapa é abordada no Capitulo 4.
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Tabela 2: Triagem de Oleos Essenciais em Leveduras Industriais.

Legenda: [ OE sem atividade antimicrobiana para todas as linhagens de leveduras
em todas as concentragdes testadas

OE com atividade diferencial para as linhagens de leveduras avaliadas
[ ] OE com atividade para todas as linhagens avaliadas

OLEOS ESSENCIAIS

2 Aloysia triphylla
Cymbopogon winteranus
Lippia sidoides

Ccimum gratissimum
Origanum vulgare
Thymus vulgaris

17 Cymbopogon citratus

18 Cymbopogon martinii

19 Cyperus arficulatus
Elyonurus muticus
Chenopodium ambrosioides
Eugenia unifiora

Mentha aquatica

0o =~ &

=
=

Pimenta Didica
Calea pinnatifida
Lippia alba
Melaleuca alternifolia
Mentha piperita
Tagetes patula

EeRB8a8 NS

Fonte: Elaborada pela autora.
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Capitulo 3

Atividade dos Oleos Essenciais em Leveduras

Figura 7: Saccharomyces cerevisiae
Fonte: Mogana Das Murtey and Patchamuthu Ramasamy / CC BY- SA
(https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0)
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APRESENTACAO

O presente capitulo traz a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais sobre linhagens de leveduras, bem como os critérios de selecéo e
metodologia empregada para diferenciacdo molecular das linhagens. Na
sequéncia seguem os Capitulos “Sturdiness of baker’s yeast strains to
natural bioactive compounds”, publicado em 2020 no livro “Pesquisa
Cientifica e Tecnoldgica em Microbiologia 2”, e “Industrial yeast strains
resistance to natural bioactive compounds”, que foi aceito para publicacéo
e esta no prelo para fazer parte do livro “Projetos Inovadores e Produgéo
Intelectual na Microbiologia”. Ambos apresentam os resultados dos ensaios
realizados para determinacdo de atividade antimicrobiana dos Oleos

essenciais sobre as diferentes linhagens de leveduras.

3.1INTRODUCAO

Para realizar a selecdo das linhagens de leveduras a serem testadas
nos ensaios de susceptibilidade aos 0leos essenciais (OE), foram
estabelecidos trés grupos principais de linhagens de leveduras presentes nos
processos fermentativos em usinas produtoras de bioetanol: 1) linhagens de
padrées comerciais, 2) linhagens nativas e 3) linhagens de leveduras de
panificagéo.

O primeiro grupo denominado linhagens de padrdes comerciais, é
composto por linhagens de leveduras isoladas de unidades industriais
brasileiras e que j4 foram amplamente estudadas, caracterizadas e que,
atualmente, sado comercializadas. Estas linhagens s&o frequentemente
utilizadas como “starters”, ou seja, como inéculo inicial para comecar o
processo fermentativo nas unidades sucroalcoleeiras brasileiras. Tais
linhagens sao utilizadas isoladamente ou combinadas com outras linhagens.

Dentro deste grupo encontram-se as linhagens: Santa Adélia (SA-1);
Pedra-2 (PE2); Catanduva (CAT-1); Barra Grande (BG-1) e FT858L, que
foram obtidas a partir do acervo de leveduras do Laboratorio de Bioprocessos
do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas
(CPQBA).
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O segundo grupo incluiu as linhagens nativas, isoladas a partir de
amostras de fermentos provenientes de processos industriais de producao de
bioetanol de diferentes usinas brasileiras situadas em quatro estados (Figura
8), que encaminham regularmente amostras de fermento para o Laboratorio
de Bioprocessos (CPQBA) para andlises de identificagdo molecular e

caracterizacdo dessas linhagens.

. & Estadosde origemdasunidades

industriais onde foramisoladas
as linhagensnativas
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Figura 8: Estados em que se situam as unidades industriais onde as linhagens de leveduras nativas

foram isoladas.

O terceiro grupo é composto de linhagens de leveduras de panificacéo,
gue também sé&o utilizadas nos processos de fermentacdo das unidades
industriais no inicio da safra, embora ndo permanecam por um periodo
prolongado nos processos.

As linhagens de leveduras utilizadas estéo listadas na Tabela 3 e sao
descritas mais detalhadamente nos capitulos “Sturdiness of baker’s yeast
strains to natural bioactive compounds” e “Industrial yeast strains
resistance to natural bioactive compounds”, os quais séo apresentados a
seguir demonstrando os resultados oriundos dos ensaios de atividade

antimicrobiana dos 6leos essenciais sobre as linhagens de leveduras.



Tabela 3: Linhagens de leveduras Saccharomyces sensu stricto utilizadas.

LEGENDA: MG —Minas Gerais; 5P — 580 Paulo; MS — Mato Grosso do Sul; TO — Tocantins *
Identificagdo dos nomes de acordo com as especificagdes comercials dos fermentos das unidades
industriais foram substituidos por siglas para preservar a identidade das unidades

Linhagens de leveduras Saccharomyces sensu stricto

SA 1 — Linhagem padrdo comercial Santa Adélia 1
PE 2 — Linhagem padrdo comercial Pedra 2
CAT 1 - Linhagem padrio comercial Catanduva 1

BG 1 - Linhagem padrao comercial Barra Grande 1
FT858L - Linhagem padrio comercial FT858L

ANG - Linhagem padrdo comercial ANGEL

DBP_AR - Linhagem nativa isolada a partir da Unidade Industrial localizada em MG*
DBP_RYV - Linhagem nativa isolada a partir da Unidade Industrial localizada em SP*
DBP_SF - Linhagem nativa isolada a partir da Unidade Industrial localizada em MS*
DBP_SM - Linhagem nativa isolada a partir da Unidade Industrial localizada em SP*
DBP_BPA —Linhagem nativa isolada a partir da Unidade Industrial localizada em TO*
DBP_CVG — Linhagem nativa isolada a partir da Unidade |ndustrial localizada em MG*
DBP_TFT - Linhagem nativa isolada a partir da Unidade Industrial localizada em M3
SY_FFF - Linhagem de levedura de panificacdo isolada de Fermento Forte*

SY_IMS - Linhagem de levedura de panificagdo isolada de Fermento Forte Massa Sal*
ADY_DYS - Linhagem de levedura de panificagdo isolada de Fermento Seco*
SDY_BMD - Linhagem de levedura de panificagdo isolada de Fermento Massa Doce*
SDY_FMD Linhagem de levedura de panificagao isolada de Fermento Massa Doce*
SDY_IMD Linhagem de levedura de panificagdo isolada de Fermento Massa Doce*
DBF_CLE — Linhagem considerada padrao isolada a partir da Unidade Indusfrial e mantida

em laboratorio por 20 anos

Fonte: Elaborada pela autora.
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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnoldgica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscopicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducao, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicacdes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar 0s processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancgos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sao encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussées, haja vista que
enfrentamos a questao da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificacédo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializacdo do desenvolvimento tecnolégico no estudo e aplicacbes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saide em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdo, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma o6tima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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ABSTRACT: Briefly, this chapter provides an
overview about baker’s yeast strains, more
specifically about the sturdiness of different
yeast strains in the face of essential oils.
General aspects of plant-derived essential
oils are discussed, and some applications of
these substances are lightly addressed. The
sturdiness of the baker’s yeast strains is reported
for 31 plant-derived essential oils extracted from
Brazilian and exotic medicinal and aromatic
plants.

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae;
Baker’s yeast strains; Essential Oils; Industrial
applications

ROBUSTEZ DE LINHAGENS DE
LEVEDURAS DE PANIFICACAO A
BIOATIVOS NATURAIS

RESUMO: Este capitulo fornece,
resumidamente, uma visdo geral sobre
as linhagens de levedura de panificacdo,
mais especificamente sobre a robustez das
diferentes cepas destas levedura na presenca
de 6leos essenciais. Aspectos gerais dos 6leos
essenciais derivados de plantas sao discutidos
e algumas aplicacbes dessas substéncias sao
levemente abordadas. A robustez das linhagens
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de leveduras de panificacao é relatada para 31 dleos essenciais derivados de plantas,
extraidos de plantas medicinais e aromaticas brasileiras e exéticas.

11 BAKER’S YEASTS

In fermentation processes involving yeasts for industrial purposes, whether for
the production of beverages such as beer, wine or spirits, or for the production of bread
and bakery products, or in the symbiotic matrices with bacteria as kombucha or kefir,
one microorganism should be highlighted: Saccharomyces cerevisiae.

This microorganism has shown remarkable attributes since ancient times, and
plays an important role due to its versatility and capacity to act in different kinds of
substrates (STRATFORD, 2006).

Inthe food industry, S. cerevisiae represent a significant part of the microorganisms
employed as baker’s yeast to produce bread and other bakery products in the
fermentation processes. Inside this species, numerous strains are broadly used
in industrial fermentation processes to produce not only bakery products, but also
beer, wine, and bioethanol. Thus, it is necessary to know the characteristics of this
microorganism and its behavior in different situations.

As mentioned above, Saccharomyces cerevisiae is widely used in different
industrial segments, mainly in the food industry, in which the use of natural products
free of synthetic additives has been a trend.

Recently, because of the higher demand for natural products and the development
of green consumerism, plant-derived essential oils have been gaining popularity.

According to several authors, essential oils have long acted as flavoring agents in
beverages and food. Besides that, they could be used as a natural source of antimicrobial
compounds, and due to their versatility, they could have a great potential to replace
synthetic additives as natural agents for food preservation (DEANS; RITCHIE, 1987;
CONNER, 1993; BURT, 2004; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

More recently, natural products are in the spotlight, and they have been highly
valued by several industrial segments. In the food industry, their visibility has led to
many studies using plant-derived essential oils focusing on antimicrobial and antioxidant
properties (KUORWEL et al., 2011; KALEMBA, KUNICKA, 2003; NEGI, 2012).

Despite the amount of studies and articles concerning the application of essential
oils as potential antimicrobials and as food preservatives, in the industrial segments,
very few reports have demonstrated their direct application in processes which use
Saccharomyces cerevisiae.

As referred to previously, this important microorganism is used as baker’s yeast
in order to produce bread and other bakery products. In addition, there are several
strains with different characteristics responsible for their wide application in several
industrial segments as a platform for fermentation processes.

In this study, we took a step toward exploring this question by conducting an initial
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baker’s yeast characterization in order to determine the sturdiness profile from different
yeast strains in the face of several essential oils extracted from Brazilian native plants
and also exotic plants.

For this reason, baker's yeasts were previously evaluated considering their
genetic identification in a sub specific level using molecular fingerprint tools.

2| STRAINS DIFFERENTIATION

Our study involved six microorganisms belonging to three different commercial
baker’s yeasts.

The baker’s yeasts strains were isolated from baker’s yeast samples commercially
used in Brazil and all of them are identified as Saccharomyces cerevisiae. This yeast
species has an important and strong impact in the food and beverage industries.

Firstly, all commercial baker’s yeasts were grown using the spread-plating
technique, in which a small sample is spread over the surface of an agar plate in order
to evaluate the biotypes, i.e., we evaluated the morphology of discrete colonies formed
across the surface of the WL Nutrient medium agar (WLN, DIFCO 242420).

After that, we used a streak-plating technique to check the purity of the culture of
yeast. Then, single colonies, which are comprised of millions of cells growing in a cluster
on an agar plate, were transferred to another plate using the spread-plate technique.
Thus, the pure microorganisms were grown in petri dishes with Potato Dextrose Agar
medium (PDA, DIFCO 213400) to be submitted to DNA extraction protocol (BIDENNE
et al., 1992 modified; OAKLEY-GUTOWSKI et al., 1992 modified; ARGUESO, et al.
2008).

All isolates were distinguished by an electrophoretic karyotyping profile obtained
from pulsed field gel electrophoresis (PFGE). This technique consists of the separation
of intact chromosomal DNA according to its size on a gel matrix of agarose. According
to the number and size of the chromosomes present in each strain, specific banding
patterns were obtained.

In a different way to conventional DNA electrophoresis, which is able to separate
molecules of up to 50 kilobases, PFGE is able to do the separation of large DNA
molecules, as yeast chromosomes, which range from several hundred to several
thousand kilobases (ZIMMERMAN; FOURNIER, 1996). It is possible because this
technique uses an electric field that periodically changes direction in a gel matrix of
agarose.

Unquestionably, nowadays there is an immense variety of molecular techniques
for the identification of microorganisms. Nonetheless, not all of them are able to have
sufficient sensitivity to distinguish some microorganisms at the sub-specific level, i.e.,
by distinguishing among different strains.

According to VILANOVA et al. (2007), PFGE has a greater discriminatory power
when compared to mtDNA restriction analysis for Saccharomyces cerevisiae yeast
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clones. Therefore, this greater resolution in the power of differentiation among strains
makes it better suited for the detection of genetic diversity in yeasts.

For this reason, we used PFGE to do the differentiation of baker’s yeast strains.
Below we present the DNA electrophoretic profile for all baker’s yeast strains evaluated
(Figure 1). The terms used to name the baker’s yeast groups were stablished based on
the commercial description: (ADY Active dry baker’s yeast; SDY Sweet dough baker’s
yeast; SY strong baker’s yeast).

FFF M3 DYs BMD FMD IND

sY ADY sDhYy

Figure 1: Genomic DNA electrophoretic profile of baker’s yeast strains (Saccharomyces
cerevisiae) obtained using PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) in agarose gel 0.8%. Image
acquisition by UVP Vision Works LS system. (A) Strain FFF; (B) Strain IMS; (C) Strain DYS; (D)

Strain BMD; (E) Strain FMD; (F) Strain IMD.
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The differentiation among the yeast strains was stablished by the DNA
electrophoretic profile comparison. Figure 2 illustrates the analysis results using PFGE
and UVP Vison Works L.S. systems.

00 332 s

JENTE T IR EEE T

Figure 2: Differentiation among baker’s yeast strains (Saccharomyces cerevisiae). Comparative

of genomic DNA electrophoretic profile. Image acquisition and differentiation analysis system by

UVP Vision Works LS. (A) Strain FFF; (B) Strain IMS; (C) Strain DYS; (D) Strain BMD; (E) Strain
FMD; (F) Strain IMD.

After the PFGE analysis, six strains were identified as different yeast strains.
Each one was tested with 31 plant-derived essential oils.

The next session presents some concepts about plant-derived essential oils,
reveals the essential oils studied, and summarizes some findings from our studies with
baker’s yeast strains’ sturdiness to these compounds.
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3| ESSENTIAL OILS

Recently, synthetic additives have been accused of causing toxic and carcinogenic
effects, and the consumer concerns regarding healthier food options have increased.
As a result, the popularity of natural products has been blasting and the demand for
alternatives to synthetic food additives has gained significant market share.

Given the fact that plant-derived essential oils (EOs) contain volatile components
with antimicrobial and antioxidant activities and have been used for centuries for
medicinal and cosmetic purposes, as well as flavor and fragrance markets, they would
be strong candidates to this replacement (HAMMER et al., 1999; HALBERSTEIN,
2005; Gurib-Fakim, 2006; MARIN et al., 2016; Jamshidi-Kia et al., 2018).

Plant-derived essential oils are a mixture of several compounds, with different
chemical origins. Their composition vary and could include terpenes, alcohols, acids,
esters, epoxides, aldehydes, ketones, amines, and sulfides. These complex aromatic
and volatile mixtures could be obtained from different plant materials such as leaves,
flowers, buds, roots, and barks (GUENTHER, 1948; BURT, 2004). The production of
these phytochemicals is mentioned by several authors as a stress response of the
plants, which possess a wide range of tools to combat pathogenic infections (THEIS;
LERDAU, 20083).

In addition, these complex mixtures extracted from plants have high potential
to scale down the use of synthetic compounds, which are widely used by the food
industry to control undesirable contaminants, since they have important properties, like
antimicrobial and antioxidant actions (DEANS; RITCHIE, 1987; HAMMER et al., 1999;
BURT, 2004; SARTORATTO et al., 2004; SENDRA, 2016).

In this study, 31 plant-derived essential oils were used. These essential oils were
extracted from plants belonging to the Medicinal and Aromatic Plant Collection (CPMA)
of the Chemical, Biological and Agricultural Multidisciplinary Research Center (CPQBA)
at University of Campinas (UNICAMP), in Brazil.

The sturdiness of 6 different strains of S. cerevisiae, previously identified and
differentiated, was established considering their capability to grow in the face of different
essential oils, in all concentrations evaluated.

The sturdiness was inferred from the growing ability considering the inhibitory
effect of the plant-derived essential oils (EOs) using the microdilution test and
determining Minimal Inhibitory Concentration - MIC (NCCLS, 2002) for each of the 31
essential oils. Figure 3 summarizes the results from the experiments with the 31 EOs
in different concentrations, in which we catalogue the resistance profiles of all baker’s
yeast strains studied.
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4| RESULTS

baker’s yeast strains growth.

The convergence among resistance or susceptibility profile comparing all strains
demonstrated a similarity of 75%, considering all OE evaluated. In other words, the
robustness profile differed among the 3 groups of yeasts studied for only 8 essential oils.

(Artemisia annua; Melaleuca aternifolia; Mentha aquatica; Mentha piperita; Ocimum
gratissimum; Schinus terebinthifolius; Piper aduncum and Tagetes patula essential

oils).

Considering all EOs, the strains presented an average robustness of 35%. The

strains commercially referred as Strong Yeast revealed greater sturdiness, achieving
45% for one strain and an average of 42%, comparatively (Figure 4).
Contrastingly, DYS yeast strain, belonging to Active dry yeast (ADY) group,

showed the worst sturdiness pattern to all essential oils evaluated (Figure 4).
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FIGURE 4 Baker’s yeast sturdiness considering all essential oils evaluated.

For the groups in which two or more strains were tested, the same robustness
pattern was observed in the different strains inside the same group. Interestingly,
although the strains were isolated from yeasts of distinct brands/suppliers, the same
standard of robustness was observed for different lineages of the same group (Figure
4).

All strains were resilient to EO of Varronia curassavica (sin = Cordia verbenaceae
DC.); Achyrocline; satureioides; Pilocarpus pinatifolius; Ruta graviolens; and several
species of Piper sp.,in all tested concentrations.

Distinctly, most of the baker’s yeast strains have presented slight inhibitory growth
pattern in the face of Artemisia annua, Melaleuca alternifolia, Mentha aquatica and
Mentha piperita essential oils, in which concentrations can reach 0,5mg/mL.

Conversely, the essential oils extracted from: Cymbopogon citratus; Cymbopogon
martini; Cyperus articulatus, Elionurus muticus; Chenopodium ambrosioides; Lippia
alba; Pimenta dioica and Tagetes patula, were very harmful for all the yeasts assessed
in much lower concentrations of EOs.

51 FINAL CONSIDERATIONS

Thischapter providedthe characterization of several baker’s yeast strains, including
the genetic differentiation among strains and the establishment of the sturdiness profile
using essential oils obtained from native Brazilian plants and exotic ones.

Despite the significant number of research studies of plant-derived essential oils as
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potential food preservatives, antioxidants and antimicrobials, extremely few show their
application in processes using Saccharomyces cerevisiae as fermentation platforms.

In this chapter, both the sturdiness of different baker’s yeast strains in the face of
several EOs and the inhibitory effect of them, were discussed.

Generally, the yeast strains’ robustness presented results convergence, i.e., the
same EO inhibitory effect was observed for different strains for one specific plant-
derived essential oil.

Although there is a general convergence of results regarding the robustness of
the strains against one specific OE, especially in the case of lineages of the same group
or commercial classification, the results related to the concentrations of EO highlighted
the need to evaluate sturdiness of the strains with different essential oils, even if they
belong to plants of the same genus.

On the one hand, the results demonstrate that the sturdiness of baker’s yeast
strains distinctly vary when submitted to essential oils, but on the other hand, it is not
possible to predict the effect of EO extracted from plants belonging to the same plant
family or genus.

For some groups (family or genus), the results of yeast robustness point toward
the same pattern. One example is the yeast strains’ sturdiness presented with EOs
extracted from the vast majority of plants belonging to the genus Piper sp. and the
genus Mentha sp. By contrast, in other cases, the sturdiness to EOs extracted from
plants belonging to the same plant genus is not necessarily similar, as EOs extracted
from Ocimum spp plants demonstrated significant difference in the baker’s yeast
sturdiness profile.

Furthermore, the sensitivity profile of baker’s yeast strains in the face of essential
oils with a high harmful effect exhibited a more convergent outcome. One example is
the inhibitory effect of EOs extracted from plants belonging to family Verbenacea and
Poaceae. EOs extracted from Lippia spp. (family Verbenaceae) and Cymbopogon spp.
(family Poaceae), were very toxic for all the baker’s yeast strains, presenting similar
harmful effects against all of them.

In short, not only the baker’s yeast sturdiness results, but also the essential
oils inhibitory effect results were significant and have implications on technological
applications for both the food industry and other industrial segments that use
Saccharomyces cerevisiae strains.

Finally, these findings open new perspectives for the industrial application of
bioactives as plant-derived essential oils.
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APRESENTACAO

Amicrobiologia tem sido um assunto recorrente nos tltimos anos, desde os corredores
universitarios aos locais informais, as conversas vao desde as bactérias multirresistentes,
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de
pandemia viral que marcara na histéria o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui
0 estudo dos seres vivos microscopicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia,
estrutura, fisiologia, reprodugao, genética, taxonomia, interagcao com outros organismos e
com o ambiente além de aplicacoes biotecnologicas.

Como ciéncia, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atras, e tem passado
por constantes avancos gracas a descobertas e inovagoes tecnologicas. Sabemos que
0s microrganismos sao encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de
conhecimento que havia antes da invengao do microscopio hoje nao é mais um problema
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias,
virus, fungos e protozoarios.

A grande importancia dessa tematica se reflete no material de qualidade ja publicado
na Atena Editora e mais uma vez recebe 0s nossos holofotes com o tema “Projetos
Inovadores e Producgao Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas
desenvolvidas em diversos institutos do territrio nacional contendo analises de processos
biol6gicos embasados em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentagao
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Temas ligados a inovagao e tecnologia microbiana sao, deste modo, discutidos
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela satde em seus aspectos microbiolégicos.
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados praticos obtidos
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais
pesquisadores de outras subareas da microbiologia.

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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ABSTRACT: This chapter briefly provides an
overview about industrial yeast strains, more
specifically about yeast strains applied in the
fermentation processes in Brazilian fuel-ethanol
production industry. In the first section, historical
aspects of fermentation and the use of yeast
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strains in Brazil are discussed and the concepts
about selected yeast and native autochthonous,
yeast strains are lightly addressed. Subsequent
sections present the molecular differentiation
among yeast strains and a brief explanation about
the industrial application of natural bioactives,
especially essential oils. Finally, the resistance
profile of 20 industrial yeast strains is reported
for 40 plant-derived essential oils, extracted
from Brazilian and exotic medicinal and aromatic
plants.

KEYWORDS: Saccharomyces sensu stricto
group; yeast strains; Essential Oils; Industrial
applications

RESISTENCIA DE LINHAGENS
DE LEVEDURAS INDUSTRIAIS A
COMPOSTOS BIOATIVOS NATURAIS

RESUMO: Este capitulo fornece resumidamente
uma visao geral sobre cepas de leveduras
industriais, mais especificamente sobre cepas
de leveduras aplicadas nos processos de
fermentacgao na industria brasileira de producao
de etanol-combustivel. Na primeira secao,
aspectos historicos da fermentacao e do uso
de cepas de levedura no Brasil sao discutidos
e 0s conceitos sobre leveduras selecionadas
e cepas de leveduras autoctones nativas sao
levemente abordadas. As secoes subsequentes
apresentam a diferenciagao molecular entre
cepas de leveduras e uma breve explicagcao
sobre a aplicacao industrial de bioativos naturais,
especialmente 6leos essenciais. Finalmente, &
relatado o perfil de resisténcia de 20 cepas de
leveduras industriais para 40 6leos essenciais de
origem vegetal, extraidos de plantas medicinais e
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aromaticas brasileiras e exoéticas.
PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces sensu stricto; linhagens de levedura; Oleos essenciais;
Aplicagoes industriais.

11 FERMENTATION AND YEASTS — HISTORY AND BRIEF OVERVIEW

Humans have adopted fermentation practices to produce fermented foods and
alcoholic beverages since ancient times, although the protagonist of this process stayed
“‘invisible” for centuries, being used through empirical observations without knowing their
chemical and microbiological bases (AMORIM et al., 2005).

Inventions and innovations using fermentation and yeasts were done along the
history based on observations and almost no knowledge about microorganisms, including
the presence of yeasts as the main element in the fermentation processes. As a matter
of fact, it would be several centuries of years before it was even known that microscopic
organisms existed.

Antonie van Leeuwenhoek was the first to observe cells using a primitive microscope
in 1680, when the seeds of Microbiology were sown.

Since then, scientific information has grown at an exponential rate. In some fields
such as Chemistry and Biology, especially in Microbiology and Biotechnology this explosion
of knowledge is more evident. This progress has been impacted by some of the most
significant names in the history of sciences, including van Leeuwenhoek, Lavoisier, Gay-
Lussac, Pasteur, Buchner and Koch.

More recently, important names in modern science argued that “the most important
lest tube in the birth and growth of the modern life sciences is the fermenter’, and “the
most important model organism has been the yeast Saccharomyces cerevisiae”, commonly
known as baking yeast, brewing or wine yeast (CHAMBERS; PRETORIUS 2010).

21 YEASTS

Yeasts have been widely studied and used to produce value-added products
by different industrial segments. One clear example is the origin of the word enzyme -
‘en’ meaning within and ‘zyme’ meaning leaven. Yeasts have been an important part of
pioneer works in several fields, particularly in life sciences as Microbiology and Enzymology
(BARNETT, 1998, 2000; BARNET & LICHTENTHALER, 2001).

Among the yeasts, Saccharomyces genus should be highlighted because
microorganisms inside this group were the first domesticated microorganisms. Besides that,
they usually are related to several fermentation processes for industrial purposes.

In Brazil, as much as all over the world, the relevance of Saccharomyces genus
covers most important biological systems, since it is highly employed as an eukaryotic
organism model as well as widely used in industrial processes like bakery, wine industry
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and brewery due to its key role in fermentative process.

However, in Brazil these yeasts go beyond the application in conventional industrial
segments and have a very important role in the biofuels industry. That is the reason why it
is so necessary to know the characteristics of these microorganisms and their behavior in
different situations.

31 YEASTS AND FERMENTATION PROCESSES IN BRAZILIAN FUEL-
ETHANOL PRODUCTION INDUSTRY

Brazil has taken a notorious place in the biofuels worldwide scenario.

Nowadays, Brazil is the largest sugarcane’s bioethanol producer in the world,
producing over 30 billion liters in 2019 (UNICA, 2019; UDOP, 2020).

Although this country has been producing ethanol since the1930s through
fermentation processes, at that time serendipity presumably played an important role in the
process since fermentations resulted from empirical observations of natural events. Indeed,
the experience with the processes were generated in harnessing repeat ‘experiments’
in which the improvements were made by trialling modifications to practices and were
communicated down through the generations, retaining the results that were beneficial and
discarding those that failed (ALBA-LOIS; SEGAL-KISCHINEVZKY, 2010).

It was just in the 1990s that Brazilian distilleries started to use yeasts referred to
as pure, purchased by manufacturers with required characteristics for the fermentation
processes to industrial production of fuel-ethanol (AMORIM et al., 2011).

One might argue that the early use of yeasts in bioethanol production was based
on little or no knowledge of microbiology that drives fermentation. In fact, it would be
several decades before it was even known population dynamics of microorganisms in the
fermentative processes.

Since then, several scientific groups have dedicated efforts to unravel the fermentation
process in order to understand the major actor in this process - the yeasts.

The power of change which the understanding about these simple, unicellular
microorganisms have caused in life science related to the fuel-ethanol industry could be
described as a revolution.

This scientific revolution in bioethanol industry, range from prospection and
identification methods, as done by Basso et al. (2008) until the potential modification for
different applications described by Argueso et al. (2009) and Gu and Oliver (2009), passing
through the characterization of the biodiversity of strains, as studied by Steckelberg (2001),
Basso et al. (2004) and Tosetto (2008).

Nevertheless, until nowadays it is a challenge to understand completely the
fermentation processes and all the dynamics related to this useful microorganism which
has played a pivotal role in this process - Saccharomyces cerevisiae.
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One of the reasons why it is difficult to reveal all the answers regarding the difficulties
to be overcome in Brazilian fermentation processes could be explained by the operational
conditions.

Most industrial processes installed for biofuel production in that country, use yeast
cell recycling. However, this strategy promotes operations with high cell concentration,
and dynamizes the fermentation, making it faster. On the other hand, these choices allow
conditions favorable to grow contaminating bacteria and yeasts.

Besides that, fuel-ethanol industrial fermentations processes are subject to huge
selective pressure considering oscillation in several attributes as temperature, pH, ethanol
and sugar concentrations along all the process and also during the harvest season period,
resulting in the growth and persistence of yeasts adapted to stress conditions.

For this reason, the fuel-ethanol industry has been incessantly trying to overcome
the problems with the main bottleneck in the process — fermentation and, consequently,
yeasts.

Saccharomyces cerevisiae has shown remarkable attributes and plays an important
role in fermentation processes due to its versatility and capacity to act in different kinds of
substrates (STRATFORD, 2006).

However, there are many differences inside the universe of Saccharomyces sp. This
understanding just surfaced because of the explosion of knowledge sparked by the advent
of gene technology which drove a convergence of several fields of life sciences, under the
banner of molecular biology (CHAMBERS; PRETORIUS 2010).

Molecular biology brought light to several parts of biology, clarifying several
processes and explaining the development of some microorganisms, including the yeasts.
This newest approach enabled us to understand them and explain why yeasts inside of
the same species might present a completely different characteristics and behavior in
fermentation. So, the molecular biology tools allowed us to know different strains inside the
group of Saccharomyces sensu stricto.

Therefore in the transition from the 20" to 21t century, researchers dedicated to
unveil the Brazilian fermentation processes on fuel-ethanol production and selected some
yeast strains, belonging to Saccharomyces sensu stricto group, from different industrial
units. From that, five strains (BG1; CAT1; FT858; PE2 and SA1) are being produced and
commercialized to be used as starter yeast inoculum at the beginning of the harvest season
period.

According to Andrietta et al. (2011) the names of these strains are related to their
original industrial unit from which they were isolated. Thereby, BG1 strain correspond to a
yeast strains isolated from Usina Barra Grande de Leng6is S/A; whereas CAT1 strain was
isolated from Catanduva unit, belonging to Virgolino de Oliveira S/A Agticar e Alcool Group;
PE2 strain was selected from Pedra Agroindustrial S/A unit and SA1 strain was originally
isolated from Usina Santa Adélia S/A unit. Differently from these four strains, FT858 strain
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was named after its isolation by Fermentec Ltda, a biotechnology Brazilian company. All
these industrial units, as well as Fermentec, are located in the state of Sao Paulo in Brazil.

Thus, Brazilian distilleries, in the early 2000s, started to use these selected industrial
yeast strains in their fermentation processes.

In 2006, on the study presented by Basso et al. (2008), it was mentioned that 190
bioethanol plants among the 329 Brazilian distilleries were using industrial selected yeast
strains.

In the last decade, our group compiled the information about the yeast strains used
as inoculum to start up the alcoholic fermentation at the beginning of harvest season by 125
Brazilian industrial units, from 2011 to 2018, as shown in Figure 1.

100% | pm BB own
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50% ANGEL
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40%
W FT858
30%: 1 M Native Autochthonous
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Fig.1 Historical use of starter yeasts strains in Brazilian fuel-ethanol production processes
in the harvest season periods from 2011 to 2018. All the terms used to refer to the yeasts
are abbreviations or commercial names, except to “Native autochthonous” and “Own”. The
expression “own” yeast is used to refer to a mixture of yeasts stored at the end of one harvest
period and used in the next harvest season period as inoculum, without any identification or
characterization. All these information was sourced by personal communication with 125 the
Brazilian distilleries during the period evaluated.

Figure 1 shows the historical use of yeast strains to start up the alcoholic fermentation
in 125 Brazilian fuel-ethanol production processes, along the harvest season periods from
2011 to 2018. The names of the yeasts inside the figure refer to its commercial names.
We referred to “Native autochthonous”, yeasts which were isolated from each industrial
fermentation process, identified and characterized previously. The expression “Own” is
used to refer to a mixture of yeasts stored at the end of one harvest period and used in the
next harvest season period as inoculum without any identification or characterization. In
this way “own” does not refer to one specific strain, it is a mixture of undetermined strains.
All this information was based on personal communication with 125 the Brazilian distilleries
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during the period evaluated.

As mentioned above, generally, the hard conditions in fermentation processes in the
industrial context lead to a huge selective pressure over the microorganisms, especially
yeasts, originating a driven natural selection of strains.

Despite of the continuous use of selected yeast strains in the industry, several
researches related to yeasts population dynamics in Brazilian fermentation processes
along the harvest season, have shown the replacement of these strains, as put forth by
Steckelberg et al. (2017).

New approaches of yeast strains use have arisen from this deeper knowledge about
the yeast strains population dynamics.

Recently, indigenous yeast strains, previously considered as a problem in the
fermentation processes, once they replaced selected yeast strains during the harvest
season period, were reclassified as native autochthonous yeast lineages with high potential
to be used after identification and characterization analysis.

So the fermentation processes became a huge source of biodiversity and possible
solutions to improve their own processes.

For this reason, in this study we used twenty yeast strains with three different profiles:
6 baker’s yeast strains; 6 selected yeast strains and 7 native autochthonous yeast strains
in order to evaluate, comparatively, their resistance profile under the action of 40 different
essential oils. We also evaluated one yeast strain named CLE isolated from one Brazilian
industrial unit more than 20 years ago, characterized, stored in the Bioprocess laboratory
and used as a fermentation standard.

All the strains were previously evaluated considering their genetic identification in a
sub specific level using molecular fingerprint tools. In the next session we will present the
yeast strains differentiation.

4| YEAST STRAINS DIFFERENTIATION

Our study involved twenty microorganisms belonging to Saccharomyces sensu
stricto group, divided into three different classes: 1) baker’s yeast strains, which were used
exclusively in the beginnings but they are also used nowadays; 2) commercial yeast strains
(named and described above as selected yeast) including ANGEL yeast strain, which is
a Chinese strain popularly used in Brazil as inoculum and 3) native autochthonous yeast
strains.

The baker’s yeasts strains were isolated from baker’s yeast samples commercially
used in Brazil. Likewise, the commercially selected yeast strains were isolated from
commercial yeast samples produced in large scale and commercialized in Brazil.

On the other hand, the native autochthonous yeast strains were isolated from yeast
samples from fermentation processes in different industrial units in Brazil. The fuel-ethanol
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production industrial plants which provided the samples are located in four Brazilian states:
Sao Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Tocantins, the former three belonging to the
main Brazilian biofuel production axis.

The ARO and CVG strains were isolated from two different industrial units, located
in Minas Gerais; whereas the SM strain and RV strain were isolated from two different
industrial units located in Sao Paulo; SF and TFT strains were isolated from fermentation
processes located in Mato Grosso do Sul and finally BPA strain were isolated from fuel-
ethanol production industry located in Tocantins. All of these yeast strains were previously
evaluated in fermentation assays by the Bioprocess Laboratory team at Unicamp and were
classified as satisfactory or superior performance in fermentation tests.

To proceed the differentiation protocols, firstly all yeast strains were grown using
spread-plating technique, in which a small sample is spread over the surface of an agar
plate in order to evaluate the biotypes, i.e., we evaluated the morphology of discrete colonies
formed across the surface of the WL Nutrient medium agar (WLN, DIFCO 242420).

After that, we used a streak-plating technique to check the purity of the culture of
yeast. Then, single colonies, which are comprised of millions of cells growing in a cluster
on an agar plate, were transferred to another plate using spread-plate technique. Thus, the
pure microorganisms were grown in petri dishes with Potato Dextrose Agar medium (PDA,
DIFCO 213400) to be submitted to DNA extraction protocol (BIDENNE et al., 1992 modified,
OAKLEY-GUTOWSKI et al., 1992 modified; ARGUESO, et al. 2008).

All isolates were distinguished by electrophoretic karyotyping profile obtained from
pulsed field gel electrophoresis (PFGE). This technique consists in the separation of
intact chromosomal DNA according to its size on a gel matrix of agarose. According to the
number and size of the chromosomes present in each strain, specific banding patterns were
obtained.

In a different approach, considering conventional DNA electrophoresis which is able
to separate molecules of up to 50 kilobases, PFGE is able to do the separation of large DNA
molecules, as yeast chromosomes, which range from several hundred to several thousand
kilobases (ZIMMERMAN; FOURNIER, 1996). This separation is possible because this
technique uses an electric field that periodically changes direction in a gel matrix of agarose.

Unquestionably, nowadays there is an immense variety of molecular techniques
for the identification of microorganisms. Nonetheless, not all of them are able to have
sufficient sensitivity to distinguish some microorganisms at the sub-specific level, i.e., by
distinguishing among different strains.

According to VILANOVA et al. (2007), PFGE has a greater discriminatory power
when compared to mtDNA restriction analysis for Saccharomyces cerevisiae yeast clones.
Therefore, this greater resolution in the power of differentiation among strains makes it
better suited for the detection of genetic diversity in yeasts.

For this reason, we used PFGE to do the differentiation of all yeast strains. Below
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we present the DNA electrophoretic profile for two groups of yeast strains evaluated:
commercial selected yeast strains and native autochthonous yeast strains (Figure 2). The
terms used to name commercially selected yeast strains were discussed above. The native
autochthonous strains were named according to the protocol used in Bioprocess Laboratory,
at Unicamp, which names yeast strains considering their original place of isolation.

The DNA electrophoretic profiles of all baker’s yeast strains evaluated were presented
by Kitaka et al. (2020) in the study “Sturdiness of baker’s yeast sirains to natural bioactive
compounds”. The expressions used to name the baker’s yeast groups were established
based on the commercial description: (ADY: Active dry baker’s yeast; SDY Sweet dough
baker’s yeast; SY strong baker’s yeast).

The Figure 2 presents the genomic DNA electrophoretic profile of all industrial yeast
strains, which allows the differentiation among yeast strains belonging to Saccharomyces
sensu stricto group. From the (A) to (F) were demonstrated the genomic DNA profiles of
commercially selected yeast strains, whereas from (G) to (M) present DNA profiles of native
autochthonous yeast strains and in (N) the DNA profile of CLE standard strain, stored in
laboratory for more than 20 years.
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Figure 2: Genomic DNA electrophoretic profile of yeast strains. Differentiation among yeast
strains (Saccharomyces sensu stricto group) obtained using PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) in agarose gel 0.8%. Image acquisition by UVP Vision Works LS system. (A)
SA1 strain; (B) PE2 strain ;(C) CAT1 strain; (D) BG1 strain; (E) FT858 strain; (F) ANG strain; (G)
ARO strain; (H) RV strain; (1) SF strain; (J) SM strain; (K) BPA strain; (L) CVG strain; (M) TFT
strain; (N) CLE strain.

After the molecular differentiation test using PFGE analysis, twenty strains were
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established as different yeast strains. All of them were tried with 40 plant-derived essential
oils. The subsequent sessions explain why evaluate industrial yeasts strains in the face
of essential oils. They also summarize some findings from our studies with yeast strains’
resistance to these compounds.

51 WHY NATURAL PRODUCTS AND INDUSTRIAL YEAST STRAINS

As mentioned above, yeasts, particularly yeasts strains belonging to Saccharomyces
sensu stricto group, are widely used in different industrial segments.

Fuel-ethanol production industry, as well as other industrial segments, has positioned
itself in the context of a more modern approach, generating a demand for natural products
solutions and the development of eco-friendly technologies.

Throughout the history of Brazilian fuel-ethanol production, this industrial segment
has been continuously using antibiotics in order to control bacterial contamination in their
fermentation processes. Some of these antibiotics are the same consumed by humans
and are posing a serious problem, since the promiscuous use of antibiotics increases the
selective pressure over antibiotic resistance genes. This selective pressure caused by this
practice facilitates the transference antibiotic resistance genes to pathogenic organisms
and explains the growing concern about the effects of the indiscriminate use of antibiotics in
human health (ALLEN et al., 2010).

In addition, traces of these antibiotics may be found in ethanol byproducts. Dry yeast
is sold as a source of protein for animal feed preparation. Brazil, as a leading exporter of
this protein, faces the customary rejection of this product by the European Community. This
is because of antibiotics traces which are found in dry yeasts (GORDON, 2009).

Therefore, the replacement of antibiotics’ use in the fermentation processes for
bioethanol production is paramount. Hence, the replacement should entail the use of
substances that do not turn into harmful residue to the environment and, as a consequence,
a hazard to human health.

Essential oils (EO) are considered an important natural source of substances with
antimicrobial activity, some of them are discussed by Burt (2004) and Kitaka et al. (2019).

Besides the antimicrobial activity, the fact that some EO are used commercially
in several industrial segments, as food industry, pharmaceutical and / or cosmetic,
demonstrates interesting technological characteristics of essential oils, as they do not
become harmful residues to the environment and human health (BAKKALI et al., 2008).
Thus, these oils may become a solution to do this replacement.

These facts motivated the investigation of Saccharomyces sensu stricto resistance
in the face of EO, as a screening evaluation test in yeasts, in order to develop a technology
to serve as an alternative solution to replace antibiotics to control contamination in alcoholic
fermentation processes.
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61 RESISTANCE OF YEAST STRAINS TO ESSENTIAL OILS

This session presents some concepts about plant-derived essential oils and
summarizes some findings from our studies about the resistance of industrial yeast strains
to these compounds.

According to Roller (2003), plants produce a range of antimicrobial compounds.
Some of them are always present in the plants, while others are produced as a response
against microorganisms and physical injuries. The production of these phytochemicals as a
stress condition response to combat pathogenic infections is mentioned by several authors
(THEIS; LERDAU, 2003). Inside of this phytochemicals group are the essential oils (EO).

Essential oils are a mixture of several compounds, with different chemical origin.
Their composition varies and could include terpenes, alcohols, acids, esters, epoxides,
aldehydes, ketones, amines and sulfides. These complex aromatic and volatile mixtures
could be obtained from different plant materials such as leaves; flowers; buds; roots and
barks (GUENTHER, 1948; BURT, 2004).

In this study, 40 plant-derived essential oils were used, which were described by
Kitaka (2018; 2019). These essential oils were extracted from plants belonging to the
Medicinal and Aromatic Plant Collection (CPMA) of Chemical, Biological and Agricultural
Multidisciplinary Research Center (CPQBA) at University of Campinas (UNICAMP), in
Brazil.

The resistance of the 20 different industrial yeast strains, previously identified and
differentiated, was established considering their ability to grow in the face of different
essential oils, in all concentrations evaluated.

The resistance was inferred from the growing ability considering the inhibitory
effect of the essential oils (EOs) using the microdilution test and determining Minimal
Inhibitory Concentration - MIC (NCCLS, 2002) for each of the 40 essential oils. The Figure
3 summarizes the results from the experiments with the 40 EOs in different concentrations,
ranged from 2mg/mL to 1pg/mL in which we catalogue the resistance profiles of all yeast
strains studied.
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Considering all of the 20 yeast strains, they presented an average resistance of
57.7% to all oils tested. The Figure 4 illustrates the resistance profile of all the yeast strains
evaluated. In (A) the profile of strains referred as baker’s yeast strains shows an average
resistance of 51.7%, the worst in comparison to the other groups of yeast strains. The
lowest resistance inside this group achieved 45% in DYS strain. The comparative study in
this group of yeast strains were discussed by Kitaka et al. (2020).
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Figure 4: (A) Resistance of Baker's Yeast Strains to EC; (B) Resistance of Native Autochthonous Yeast Strains
to EQ; (C) Resistance of Commaercilly Seleted Yeast Strains to EO; (D) Comparison of resistance profile to EO

among all yeast strains evaluated.
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Contrasting the baker’s yeast strains group, for the other two groups, (commercially
selected yeast strains (C) and native autochthonous yeasts strains (B)), there was no
convergence among resistance or susceptibility profile, comparing the strains inside each
group. For both groups the average resistance was similar, 61.7% and 60.0% respectively.

In the native autochthonous yeasts strains group (B), we should highlight ARO
strain (isolated from fermentation process located in Minas Gerais) and SM strain (isolated
from fermentation process located in Sao Paulo), both presenting 65% of resistance to all
essential oils evaluated. Inside this group, the strain with the worst resistance performance
was TFT, isolated from fermentation process located in Mato Grosso do Sul, which is
resistant to 55% of all EO studied.

Similarly, in the group of commercially selected yeast strains (C), there was no
uniformity with the resistance profile of the strains, although all of them have shown higher
resistance profile. In this group BG1 strain should be highlighted with 65% of resistance,
followed by PE2, ANGEL and FT858, all with 62.5% of resistance.

In Figure 4 (D) it is possible to notice the resistance performance of one laboratory
yeast strain, named CLE. It was resistant to 57.5% of all essential oils tested. Despite of the
fact that this yeast strain has been stored in laboratory conditions for more than 20 years, it
seems to have kept, in general, the pattern of resistance observed in native yeast strains,
since it was also isolated at one Brazilian industrial unit and characterized (in the same way
of native autochthonous yeast strains).

Taking into consideration the activity of all EOs over yeast strains, as shown in the pie
chart (Figure 5), it is possible to notice that, for 52% of the EO, there was no antimicrobial
activity for all yeast strains tested.

Contrastingly, the remaining 48% EOs have shown activity on the yeast strains.
Among these EOs, 35% presented activity for all strains while 13% acted differentially,
presenting activity for certain strains.

m 14 Essential olls with
antimicrobial activity in
all yeast strains

4 21 Essential oils without
any activity to all yeast
strains

w5 Essential oils with
differential antimicrobial
activity for different
yeast strains

Figure 5: Antimicrobial activity of essential oils in industrial yeast strains
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As the baker’s yeast strains’ robustness were previously discussed by Kitaka et al.
(2020), herein, we will discuss the effect of the essential oils in the other strains, referred to
as industrial strains. All these strains were affected by EO of Aloysia tryphylla; Cymbopogon
winterianus; Lippia sidoides; Ocimum gratissimum; Origanum vulgari; Cymbopogon citratus;
Cymbopogon martini; Cyperus articulatus; Elyonurus muticus; Dysphania ambrosioides;
Eugenia uniflora; Mentha aquatica and Pimenia dioica.

Distinctly, most of the industrial yeast strains have presented slight inhibitory growth
pattern in the face of Melaleuca alternifolia, Mentha piperita and Tagetes patula essential
oils, in which concentrations can reach 0,5mg/mL.

The EOs under which all the industrial yeasts strains have shown resistance, were
presented by Kitaka et al. (2018) and were screened to be evaluated in other microorganisms
isolated from fuel-ethanol fermentation processes.

Comparison among the three groups of yeast strains shows that baker’s yeast group
presented the lowest resistance and the major uniformity in the resistance profile.

Both selected yeast group and native autochthonous yeast strains group presented
strains highly resistant to most of the essential oils. As the strains inhabiting the fermentation
processes are mainly composed of selected yeast strains and native autochthonous yeast
strains, the use of some EOs could be a possibility, considering the previous screening, as
we showed here.

71 FINAL CONSIDERATIONS

This chapter provided the characterization of several yeast strains used as inoculum
in Brazilian fermentation processes in the fuel-ethanol production industry. These strains
include: baker’s yeast strains; commercially selected yeast strains and native autochthonous
yeasts. The characterization involved the genetic differentiation among strains and the
establishment of resistance profile using essential oils obtained from native Brazilian plants
and exotic ones.

However there are uncountable studies using essential oils as potential antimicrobials
and antioxidant, extremely few show their application in processes using Saccharomyces
sensu stricto as fermentation platforms.

This chapter discussed both the resistance of different yeast strains groups in the
face of several EOs and the comparison among them.

Overall, the results of yeast strains resistance presented a convergence, i.e., the
same EO inhibitory effect was observed in different strains for one specific essential oil.

Although there is not a general convergence of results regarding the resistance of
all the strains to all the EO, it was possible to observe the convergence of findings in the
resistant profile by the strains against one specific EO.

Furthermore, for some EO, the results of yeast strains resistance point toward a
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similar pattern. This similarity might allow a prediction of the effect of EOs extracted from
plants belonging to the same plant family or genus. Some convergent examples are related
to the sensitivity profile of yeast strains in the face of the essential oils in which there was a
high harmful effect.

One example is observed in the inhibitory effect of EOs 17 and 18, extracted from
plants belonging to the Cymbopogon spp. genus (Poaceae family) which presented similar
harmful effects against all the yeast strains.

In other cases, as Elyonurus muticus; (20); Dysphania ambrosioides (21) and
Eugenia uniflora (22), although essential oils were not extracted from plants belonging to
the same family or genus, the harmful effect in one specific strain could give us a clue about
the higher toxicity effect for all the industrial yeast strains.

In short, not only the findings of resistance in industrial yeast strains but also the
essential oils inhibitory effect has implications on technological applications for industrial
segments that use Saccharomyces sensu stricto strains. Finally, these results open new
perspectives for applications of bioactives as plant-derived essential oils, especially in the
industrial context.
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3.4CONCLUSOES

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos OE em linhagens de
leveduras isoladas a partir de unidades industriais e diferenciadas por
PFGE foi conduzida com a finalidade de determinar quais OE possuiam
perfil adequado desejavel (inertes para todas as linhagens de
Saccharomyces sensu stricto em todas as concentracdes testadas), para
serem avaliados posteriormente frente as bactérias contaminantes
(Lactic Acid Bacteria — LAB) em relacéo a atividade antimicrobiana.

Tendo em vista que os resultados das avaliagbes contra linhagens
de leveduras de panificacdo mostraram que este grupo € mais
susceptivel a acdo dos OE, e pelo fato de permanecerem por um periodo
muito breve nos processos de fermentacao, a triagem dos OE para as
avaliacbes subsequentes basearam-se nos resultados da atividade
antimicrobiana dos OE contra as linhagens industriais, ou seja, aquelas
dos grupos de linhagens de padrdes comerciais e linhagens nativas.

A avaliacdo do potencial inibitério dos 40 Oleos essenciais em
linhagens de leveduras industriais mostrou que 14 (35%) OE
apresentaram atividade para todas as linhagens de leveduras testadas
em pelo menos uma das concentracdes avaliadas; 5 (12,5%) OE
apresentaram atividade diferencial para as linhagens de leveduras
testadas, ou seja, tiveram efeito inibitério para algumas linhagens de
leveduras e foram inertes para outras. Por outro lado, 21 (52,5%) OE
apresentaram o perfil desejavel para ensaios posteriores com bactérias
lacticas, isto €, ndo apresentaram atividade inibitoria para nenhuma das
linhagens de leveduras testadas para todas as concentracdes avaliadas
(Tabela 2).

Os 21 dleos inertes nos ensaios de atividade antimicrobiana para
leveduras em todas as concentracbes avaliadas foram selecionados

para prosseguir com as etapas subsequentes do trabalho.
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APRESENTACAO

No presente capitulo sdo discutidos os resultados da avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos Oleos essenciais frente a contaminantes bacterianos
presentes em processos fermentativos de unidades industriais produtoras de
bioetanol em diferentes partes do Brasil. Além disso, o capitulo traz a
caracterizacdo taxondmica destes contaminantes bacterianos, realizada com
ferramentas de biologia molecular utilizando sequéncias parciais do gene
RNAr 16S. As metodologias de isolamento e de armazenamento dos
contaminantes sdo também brevemente descritas. Por fim, sdo apresentados
os resultados da andlise de atividade dos 6leos essenciais nestes micro-

organismos.

41  INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor de etanol do mundo. O processo
produtivo é pautado na fermentacdo de aclUcares provenientes da cana-de-
acucar por leveduras. Este processo de fermentacdo ocorre em tanques,
denominados dornas de fermentacdo, que promovem um ambiente adequado
ao crescimento também de bactérias contaminantes (AMORIM et al, 2011).

A principal consequéncia da presenca de micro-organismos
contaminantes nas dornas de fermentacdo é a reducdo da eficiéncia
fermentativa, acompanhada de uma menor producéo de etanol, causando
prejuizos consideraveis (LUDWIG, OLIVA-NETO, ANGELIS, 2001). Desta
forma, o monitoramento e o controle de contaminantes nestes tanques sao
fundamentais para a melhora na eficiéncia e no rendimento da producéo de
etanol.

Dentre os fatores que afetam a fermentacdo alcodlica, destaca-se a
contaminagao bacteriana. Assim, a fim de contornar esse problema, muitas

unidades industriais fazem uso de antibidticos, especialmente quando os

niveis de contaminagéo atingem valores acima de 107 células/mL de mosto e,
por consequéncia, ha uma queda significativa no rendimento alcodlico.
A incidéncia de micro-organismos contaminantes nas dornas de

fermentacdo €, em sua maioria, composta por bactérias Gram-positivas
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denominadas bactérias laticas (LAB). Estas bactérias competem diretamente
com as leveduras pelo substrato presente no mosto, que seria convertido em
etanol, desviando assim a sintese para outras moléculas. Além disso, estes
contaminantes podem produzir compostos inibitérios que afetam as leveduras
e, consequentemente, reduzem a produtividade industrial do etanol.

Desta forma, para que as perdas sejam reduzidas ou minimizadas, as
unidades fazem uso de antibioticos. Os antibidticos comerciais mais utilizados
para o controle de contaminantes bacterianos nos processos de fermentacéo
para producdo de etanol s&o: cloranfenicol, tetraciclina, virginamicina,
penicilina e monensina soddica, sendo este Ultimo o de maior destaque por sua
atuacao sobre bactérias Gram-positivas, relatadas como o principal grupo de
contaminantes.

Entretanto, esses produtos ficam como residuos no creme de levedura,
impossibilitando o reaproveitamento deste sub-produto da fermentagcdo como
matéria-prima destinada a nutricdo animal, uma vez que este é rico em
proteinas e outros compostos nutracéuticos. Além disso, a exigéncia do
mercado, especialmente o europeu, que baniu o uso de antibidticos e
promotores de crescimento na nutricdo animal, agravam ainda mais o cenario,
tornando ainda mais urgente a necessidade de estratégias de substituicdo do
uso de antibiéticos nos processos de fermentacgéo.

Segundo Lucena et al. (2010), Bischoff (2007) e Skinner e Leathers (2004), os
principais contaminantes pertencem ao género Lactobacillus. A seguir sédo
apresentados a metodologia e os resultados das analises de identificacdo das
bactérias contaminantes que foram utilizadas posteriormente para avaliar a
atividade dos O6leos essenciais sobre micro-organismos contaminantes
provenientes de processos de fermentacdo alcodlica. Na sequéncia séo
apresentados os resultados da avaliacdo da atividade dos 6leos essenciais

nestes contaminantes.
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4.2 BACTERIAS CONTAMINANTES DE PROCESSOS
FERMENTATIVOS INDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE
BIOETANOL: QUEM SAO?

4.2.1 MATERIAL E METODOS

42.1.1 Isolamento das linhagens

Foram isoladas 195 cepas de LAB a partir de 57 amostras diferentes
de fermento (32 unidades industriais diferentes) ao longo de 2 safras
consecutivas (2015/2016 e 2016/2017): 41 isolados da safra 2015/2016 e 154
isolados da safra 2016/2017. Para realizar a selecéo e isolamento de cepas de
LAB contaminantes foram realizados plagueamentos de amostras de
fermento provenientes de usinas produtoras de bioetanol utilizando o meio de
cultivo MRS (Agar Lactobacili MRS - DIFCO® Ref.288210 — Tabela 4),
adequado para o crescimento de bactérias lacticas contendo 100 ppm de
actidiona (ciclohexamida), agente seletivo inibitério para o crescimento de
leveduras. Apos o isolamento e purificacdo das cepas de bactérias lacticas em
placas contendo meio MRS acima descrito, foi realizado procedimento para

criopreservacéao das cepas.

Tabela 4: Meios de cultivo e manuten¢do dos micro-organismos.

Condigtes de Crescimento Linhagens de Linhagens de LAB™
Saccharomyces sensu
Stricto

Ivleio de Cultivo para Isclamento WL Nutrient Medium' MRS Agar Medium?

Ivleio de Cultivo para Manutencéo YEPD ﬂ'tgpézlr3 MRS Agar Medium?

Meio de Cultivo MIC Caldo YEPD* Caldo MRS®

Meio de Cultiva MBC - MRS Agar Medium?

Ivieio de Cultivo para Preservacdo Caldo YEPD? + Glicerol ~ Caldo MRS® + Glicerol 10%
10%

Temperatura de Crescimento 32°C 32°C

Temperatura de Preservacédo 43 8°%C 4a8°C

Temperatura de Estocagem em Criotubos ~ -80°C -80°C

Microaerofilia ** MNZo Dependente da linhagem

TWLN {(Wallerstein Nutrient Medium DIFCO® Ref 242420) com 100 ppm de monensina sodica.

< MRS Agar (Lactobacilll MRS - DIFCO® Ref 288210} com 100 ppm de actidiona (ciclohexamida).

3 YEPD Agar (Extrato de levedura 10 g/L; Glicose 20 g/L; Peptona Bacteriologica 20 g/L; Agar 15 g/L)

4 caldo YEPD (Extrato de levedura 10 g/L; Glicose 20 g/L; Peptona Bacteriologica 20 gil)

® Caldo MRS {Lactobacilli MRS Broth - DIFCO® Ref.288130)

** Alguns micro-organismos precisaram de ambiente microaerdfilo para crescimento, para tais micro-
organimos foi utilizada jarra de anaerobiose com gerador de anaerobiose AnaeroGen(Atmosphere
Generation System) Therma Seientific -OX0ID.
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42.1.2 Estogue e manutencdo das linhagens

Para a manutencdo das cepas de bactérias lacticas para posterior
identificacdo e realizacdo de ensaios de susceptibilidade aos OE, foi realizado
procedimento de criopreservacao das cepas, apos o isolamento e purificacéo
destas.

As LAB foram cultivadas em caldo MRS (Lactobacili MRS Broth -
DIFCO® Ref.288130 — Tabela 4) por 24 h a 32°C, com subsequente
congelamento (-80°C) em criotubos contendo caldo MRS com crioprotetor
(solucdo de glicerol a 10%), para posterior identificagdo molecular. Os
criotubos foram mantidos em ultrafreezer (-80°C) até o momento da reativacéo
para identificacdo molecular dos isolados e/ou avaliagdo da atividade

antimicrobiana.

4.2.1.3 ldentificacdo das linhagens

4.2.1.3.1 Reativacdo das linhagens

Para reativagcdo dos isolados de LAB visando subsequente
identificacdo molecular, 40 cepas previamente isoladas e mantidas em
ultrafreezer (-80°C) foram reativadas utilizando caldo MRS (Lactobacilli MRS
Broth - DIFCO® Ref.288130 — Tabela 4) incubadas a 32°C. Apos 48 h de
crescimento, uma aliquota de 100 pL da suspenséao de células foi plaqueada
em meio Agar MRS (Lactobacilli MRS Agar - DIFCO® Ref.288210 — Tabela

4) para crescimento por confluéncia.

4.2.1.3.2 Extracdo de DNA gendmico

Para extracdo de DNA dos isolados bacterianos obtidos a partir de
amostras de fermentacédo alcodlica, foi utilizado o protocolo descrito por Van

Soolinger et al. (1993). A integridade e concentracdo do DNA foi estimada
através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR Safe™

DNA Gel Stain 10.000X in DMS (InvitrogenTM), usando como padrao de

concentracdo o DNA do fago lambda (1.).
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4.2.1.3.3 Amplificacdo e purificacdo de genes RNAr 16S

O DNA obtido a partir de cada isolado foi submetido a amplificacéo por
reacao em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) do gene
RNA ribossomal 16S utilizando primers (oligonucleotideos sintéticos) p10f (5°-
GAG TTT GAT TCA GGC CCT G-3") e p1100r (5-GTT GTG AGG GTT GGG
G-37), complementares as extremidades conservadas do gene RNA
ribossomal 16S de bactérias.

O programa de amplificagdo de PCR consistiu em um ciclo a 95
°C por 2 minutos, 30 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por

3 minutos além de 1 ciclo final de extensao a 72 °C por 3 minutos. Cada reacao
continha: 2,0 U de Tag DNA polimerase (InvitrogenTM); tampédo de PCR
(InvitrogenTM) 1 X; 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2); 0,2 uM dNTP mix

(InvitrogenTM), 0,5 uM de cada primer e 5,0 pyL (~50 ng) da amostra de DNA
gendmico, totalizando um volume final de reagéo de 25 pL. Os resultados de

amplificacdo dos fragmentos do gene RNAr 16S foram confirmados usando
gel de agarose 1% corados com 0,02 uL/mL SYBR Safe™ 10.000X in DMSO

(InvitrogenTM). Os produtos das amplificacbes foram entdo purificados
utilizando mini colunas (GFX PCR DNA e gel band purification kit, GE
Healthcare).

4.2.1.3.4 Sequenciamento dos genes RNAr 16S dos isolados

O sequenciamento dos fragmentos de DNAr 16S provenientes dos

isolados foi realizado em sequenciador automatico ABI 3500XL (Life

TechnologiesTM). A reacdo de sequenciamento utilizou de 1 uL de DNA
(aproximadamente 10 ng de DNA) dos isolados previamente purificado, 0,5
ML de um unico primer (foward ou reverse) (5 mM), 2 uL de tampédo Save
Money (500 pL de MgCl250 mM e 1 mL de Tris-HCI 1 M pH 9,0), 2 puL do

reagente Big Dye (Applied BiosystemsTM) e 10 puL de agua ultrapura q.s.p.
As condicfes da reacao foram: desnaturacéo inicial a 96°C durante 2 minutos,
seguida de 26 ciclos, sendo cada ciclo constituido das etapas de

desnaturacao (96°C por 45 segundos), pareamento (50°C por 30 segundos)
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e extensdo (60°C por 4 minutos). As reacbes foram realizadas em

termociclador Mastercycler Gradient (EppendorfTM). Posteriormente, as
reacoes de sequenciamento foram precipitadas, suspensas em formamida e

entdo aplicadas no respectivo sequenciador automatico.

42.1.35 Andlise filogenética

A analise filogenética que possibilita a identificacdo das linhagens de
LAB foi realizada utilizando as sequéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas
com cada primer. Estas foram montadas em uma Unica sequéncia consenso
(contig), combinando os diferentes fragmentos obtidos com ajuda do
programa phredPhrap (EWING et al., 1998). Apés a montagem do contig
correspondente ao organismo alvo, este foi comparado com sequéncias de
RNAr 16S de organismos representados nas bases de dados Genbank
(http://www.ncbi.nem.nih.gov) e RDP (Ribosomal Database Project,
Wisconsin, USA, http://www.http://rdp.cme.msu.edu/), usando as rotinas
BLASTn e SequenceMatch, respectivamente. Foram, ent&o, selecionadas
sequéncias de organismos tipo relacionados ao organismo desconhecido para
realizagdo das andlises filogenéticas. As sequéncias foram alinhadas
utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et al., 1997) e analisadas
com o software MEGA v.7 (TAMURA et al., 2007). As matrizes de distancia
evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura 2 p (1980) e a construcao
da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas foi feita pelo método
de Neighbor-Joining (SAITOU, NEI, 1987), com valores de “bootstrap”
calculados a partir de 1000 replicatas, utilizando as rotinas incluidas no
software MEGA. As afiliacGes filogenéticas foram determinadas com a
utilizacao da rotina Classifier (RDP — Ribosomal Database Project, Wisconsin,
USA, http://www.http://rdp.cme.msu.edu/), sendo confirmadas através da
rotina BLASTn (http://www.ncbi.nem.nih.gov). O programa Mothur (SCHLOSS
et al.,, 2009) foi utilizado para definicdo das Unidades Taxondmicas
Operacionais (OTUs) distintas de bactérias, utilizando o cutoff de 97% de
similaridade de sequéncia, as quais foram representadas nas arvores

filogenéticas.
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4.3RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 IDENTIFICACAO DAS LAB

Dos 40 isolados inicialmente propostos para reativacdo e avaliacéo
subsequente, 5 ndo puderam ser identificados, sendo que 3 deles né&o
apresentaram estabilidade de crescimento, mesmo apés 3 tentativas de
cultivo em diferentes condicbes de meios de cultivo e aeracdo, e 2 dos
isolados ndo apresentaram sequéncias adequadas para identificagcdo por
problemas no sequenciamento, mesmo apds duas tentativas de repeticdes.
Deste modo, apenas 35 cepas de LAB foram identificadas. Essas 35 cepas
foram isoladas a partir de amostras de fermento provenientes de unidades
industriais situadas em cinco estados brasileiros: Sdo Paulo (71,4% dos
isolados), Minas Gerais (5,7% dos isolados), Mato Grosso (8,6% dos
isolados), Mato Grosso do Sul (5,7% dos isolados) e Goias (8,7%dos isolados)
(Figura 10). Estes estados fazem parte do principal eixo produtivo de etanol

do Centro-Sul do Brasil.

o

* Estado de origem das unidades
industriais de onde foram isolados
0s contaminantes bacterianos

Figura 10: Mapa de localizagdo dos estados brasileiros onde estéo situadas
as unidades industriais nas quais 0s contaminantes bacterianos foram isolados.

O DNA destes isolados foi extraido com sucesso (Figura 11), e
submetido a reagbes de PCR para amplificacdo do gene RNAr 16S,

purificacdo e sequenciamento.
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O sequenciamento e andlise filogenética do gene RNAr 16S relevou a
presenca de 9 OTUs distintas (Unidades Taxondmicas Operacionais) dentre
as 35 bactérias sequenciadas (Figura 12 a Figura 14), distribuidas em 4
principais grupos: Lactobacillus sp., Acetobacter sp., Staphylococcus sp. e
micro- organismos da familia Leuconostocaceae, sendo 0 grupo de
Lactobacillus o mais abundante, que incluiu as espécies L. paracasei, L.

fermentum, L. ferraginis, L. amylovorus e L. harbinensis.
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Figura 11: Estimativa da concentracdo do DNA gendmico das linhagens
de LAB em gel de agarose 0,8%

Dos 35 isolados identificados, 91,4% pertencem ao género
Lactobacillus (Figura 12); 2,9% ao género Acetobacter (Figura 14); 2,9% a
familia Leconostocaceae e 2,9% ao género Staphylococcus (Figura 13).

Dentre 0s micro-organismos pertencentes ao género Lactobacillus, foi
possivel notar uma predominancia da espécie L. paracasei, que corresponde
a 62,9% da populacdo de LAB avaliada. Dentre os micro-organismos que
foram afiliados ao grupo dos Lactobacillus, 12,5% foram identificados em nivel
de género apenas. Também foram identificados micro-organismos das
espécies L. fermentum (8,5%), L. ferraginis (8,5%), L. amylovorus (2,9%) e L.
harbinensis (2,9%) (Figura 12).
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Lactobacillus pentosus DSM 203147 (D79211)

Lactobacillus arizonensisNRRL B-147687 (AJ965482)
Isolado 70 (=90; OTU 1)

100 Lactobacillus paraplantarum DSM 108677 (AJ306297)

Lactobacillus fabifermentans LMG 242847 (AM905388)

Lactobacillus farraginis NRIC 06767 (AB262731)

100 |isolado 43 (= 3; 73; OTU 2)

Lactobacillus zeae DSM 201787 (D86516)
Lactobacillus casei ATCC 3937 (AF469172)

70

09 100 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans DSM202587 (AB181950)
Lactobacillus paracasei subsp. paracaseiDSM56227 (D79212)

70| |solado 49 (=12; 16;152; 105; 49; 146; 109; 147; 48; 28; 44; 38;
41; 131; 53; 150; 64; 36; 51; 21;156; 56; OTU3)

— Lactobacillus perolens DSM127447 (Y19167)

Py Lactobacillus shenzhenensis LY-73 KACC 168787 (JX523627)

Isolado 66 (=OTU 4)
Lactobacillus harbinensis SBT109087 (AB196123)
Lactobacillus harbinensis 217 (KR051175)

Lactobacillus kitasatonis JCM10397 (AB107638)
ﬂ Isolado 87 (= OTU 5)
g2 | Lactobacillus amylovorus DSM 205317 (AY944408)

|——{ Lactobacillus gorillae KZ01T (AB904716)

95

100
Isolado 15 (=OTU 6)

a9 Lactobacillus fermentum CIP1029807 (JN175331)

A.methanolicus ATCC 435817 (X77468)

0.020
Figura 12: Andlise filogenética da sequencias parciais do gene RNA16S (~600 pb) obtidas a partir dos isolados provenientes de processo de fermentacéo
para producéo de bioetanol afiliados ao género Lactobacillus e micro-organismos recuperados da base de dados Genbank.
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Fructobacillus tropaeoliDSM 23247 (AB542054)
Fructobacillus ficulneus DSM 136137 (AF360736)

Fructobacillus pseudoficulneus DSM 154687 (AY 169967)
Fructobacillus durionis LMG 225567 (AJ780981)

Isolado 99 (= OTU 7)

Fructobacillus fructosus AF 3607377 (AF360737)

100
Leuconostoc fallaxDSM 201897 (AF360738)

Leuconostoc kimchii KCTC 23867 (AF173986)

Staphylococcus pasteuriDSM 106567 (AB009944)
100 ’7 Isolado 39 (= OTU 8)

0 Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus GTC 12287 (AB233326)
Staphylococcus jeftensis DSM 266187 (JN092118)

721 Staphylococcus petrasii subsp. petrasii CCM 84187 (JX139845)

A.methanolicus ATCC 435817 (X77468)

0.020

Figura 13: Andlise filogenética das sequéncias parciais do gene RNA16S (~600 pb) obtidas a partir dos isolados provenientes de processo de fermentacéo
alcodlica afiliados aos géneros Staphylococcus e a familia Leuconostocaceae, juntamente com micro-organismos rec recuperados da base de dados

Genbank.
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Isolado40 (=OTU 9)

Acefobater pasteurianus DSM 35097 (X71863)

Acefobacter pomorum LMG 188487 (AJ419835)

70 Acefobacteraceti ATCC15973T (X74066)

Acefobacter ghanensis 430AT (EF030713)
Acetobacter okinawensis JCM25146T (AB665068)
Acetobacter papayae JCM25143T (AB665066)

—Acetobacter fabarum R-36330T (AMO05849)

A.methanolicus ATCC 435817 (X77468)

e

0.0050
Figura 14: Andlise filogenética das sequéncias parciais do gene RNA16S (~600 pb) obtidas
a partir dos isolados provenientes de processo de fermentacao alcodlica afiliados ao género
Acetobacter e micro-organismos relacionados recuperados da base de dados Genbank.

A partir da andlise dos resultados de identificacdo das LAB isoladas de
processos fermentativos brasileiros € possivel afirmar que o perfil de maior
incidéncia das bactérias do género Lactobacillus corrobora os achados da
literatura descritos para processos fermentativos de producdo de etanol no
geral.

Os dados apresentados por trabalhos anteriores que tratam de
prevaléncia e distribuicdo de contaminantes em processos fermentativos para
producédo de bioetanol, sejam eles brasileiros, como estudado por Lucena et
al. (2010), ou processos de producédo americanos, apresentados por Skinner
e Leathers (2004), apontam a predominancia do género Lactobacillus de forma

unissona.

No entanto, a prevaléncia de espécies dentro deste género nos
processos fermentativos parece ndo seguir um padrdo. A identificacdo de
espécies dos contaminantes com maior incidéncia encontrada mostrou a
prevaléncia de L. paracasei, diferindo dos padrdes apontados por Lucena et
al. (2010) e Skinner e Leathers (2004), que indicam L. fermentum e L.
delbrueckii respectivamente, como 0s contaminantes bacterianos mais

abundante nos processos fermentativos.
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Embora Lucena e colaboradores (2010) tenham avaliado amostras
contaminantes oriundas de quatro destilarias brasileiras, no periodo de 2007
e 2008, vale ressaltar a diferenca de localizacdo das unidades industriais
avaliadas quando comparadas com o presente trabalho, uma vez que as
guatro destilarias estdo localizadas no nordeste brasileiro enquanto que o
presente trabalho avaliou unidades industriais do eixo centro-sul do Brasil.

No estudo conduzido por Skinner e Leathers (2004), a avaliacdo dos
contaminantes foi realizada tendo como base amostragens a partir de
processos fermentativos de usinas americanas no periodo de 2002 e 2003.
Este trabalho mostra a incidéncia de 44 a 60% do grupo Lactobacillus, sendo
gue a espécie prevalente € L. delbrueckii, correspondendo a 21-45% dos
isolados pertencentes a este género. E importante ressaltar que o modelo
americano de processo de fermentacao utiliza como matéria-prima principal o
milho e, por esta razdo, ndo apenas as etapas, mas 0 processo fermentativo
como um todo sdo bem distintos dagueles encontrados no cenario brasileiro.

Embora haja diferenca na prevaléncia das espécies de Lactobacillus
encontradas em diferentes trabalhos, e em diferentes unidades industriais, 0s
efeitos associados a diferentes espécies deste género nos processos de
fermentagao confluem para problemas na viabilidade celular de leveduras nos
processos, com consequente decréscimo na produgdo de etanol.

Além disso, metabdlitos produzidos por estes micro-organismos
também atuam indiretamente nas leveduras e, consequentemente, no
processo fermentativo. Segundo Nobre et al. (2007), o decréscimo da
viabilidade celular de leveduras € também induzido por células inativas de L.
fermentum, sugerindo que metabdlitos bacterianos podem interferir na
populacao de leveduras.

Narendranath et al. (1994) relataram que L. paracasei afeta a
viabilidade celular de leveduras quando a concentragdo do &cido latico no
processo ultrapassa 8 g/L, sendo gue este efeito € mais pronunciado quando
h& combinacdo com a presenca de acido acético.

Estudo recentes empregando modelos de laboratério com culturas
puras de leveduras e uma bactéria especifica ou seus produtos inibitorios tém
demonstrado que células de S. cerevisiae sdo claramente afetadas com a

adicdo de &cido lactico e é&cido acético, resultando no decréscimo de
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crescimento e de producdo de etanol (MAIORELLA et al.1983;
NARENDRANATH 2001; THOMAS et al 2002).

Deste modo, mesmo sem uma concordancia entre as espécies de
contaminantes bacterianos encontradas nos diferentes processos
fermentativos, € notavel a importancia do género Lactobacillus como
contaminante.

Além disso, é possivel afirmar que nos processos fermentativos
brasileiros de producdo de bioetanol, o género Lactobacillus sp. é o
prevalesce dentre os contaminantes, assim como afirmou Bischoff et al.
(2007) para os contaminantes oriundos de processos fermentativos de

producao de etanol combustivel a partir de milho.

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS
EM BACTERIAS CONTAMINANTES DE PROCESSOS
FERMENTATIVOS INDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE
BIOETANOL

4.4.1 MATERIAL E METODOS

4.4.1.1 Atividade antimicrobiana dos 06leos essenciais em

contaminantes bacterianos (LAB)

Apbs a triagem inicial dos Oleos essenciais (OE) em linhagens de
leveduras, foram selecionados os OE que apresentaram perfil inerte para
leveduras, ou seja, que ndo apresentaram atividade inibitéria para as
linhagens de leveduras isoladas de processo industrial. Estes OE
selecionados, previamente discutidos no Capitulo 2, foram testados para
avaliar o potencial inibitorio e microbicida frente as linhagens de bactérias
lacticas (LAB) isoladas de amostras de fermentacéo alcéolica de diferentes
unidades industriais.

Os ensaios para determinacao de atividade inibitéria (MIC) e os ensaios
para determinacao de atividade bactericida (MBC) foram realizados de acordo
com o0s protocolos descritos nos métodos de referéncia para testes de

sensibilidade a agentes antimicrobianos descritos em CLSI (2005).
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4.4.1.2Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (MIC)

Os ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacgao
da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) dos 6leos essenciais frente as
linhagens de LAB foram realizados utilizando os 6leos essenciais (OE) inertes
nos ensaios de atividade antimicrobiana para todas as leveduras industriais
avaliadas (Tabela 2).

Para estes ensaios, o preparo dos inoculos de 37 cepas de LAB
provenientes de amostras de unidades industriais distintas foi realizado
segundo as recomendacdes do protocolo M7-A6 para bactérias (CLSI, 2005).
Os isolados armazenados conforme descrito no item 4.2.1.2 foram reativados
a partir dos criotubos e foram cultivados em caldo MRS por 48 h a 32°C, com
repique subsequente para placas contendo meio de cultivo MRS, com 100
ppm de actidiona (ciclohexamida) e mantidas em estufa a 32 °C por 24 h
(Tabela 4).

Apbs o crescimento por confluéncia das linhagens nas placas, aliquotas
da cultura foram retiradas com alca de platina e transferidas para tubo de
ensaio contendo 4,0 mL de solucao salina 0,9% esterilizada. As suspensdes
de LAB foram homogeneizadas em agitador vortex e uma aliquota (2 mL)
desta suspensao foi utilizada para leitura em espectrofotémetro (FEMTO
600S) a 625 nm, ajustando-se com solucao salina 0,9% para uma densidade
optica (DO) de 0,08 a 0,10, correspondente a concentracdo de 1,5 x 108
UFC/mL. Aos 2 mL remanescentes das suspensdes de bactérias, foram
adicionadas as mesmas quantidades de solucdo salina 0,9% esterilizada,
utilizada no ajuste em espectrofotdmetro. A partir das solu¢des padronizadas,
foi realizada diluicdo seriada de forma a se obter, ao final da mesma, a
concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL e, destas Ultimas solucdes, 6 mL foram
transferidos para tubos contendo 3 mL de meio de cultura MRS (Tabela 4),
estabelecendo-se uma concentragdo de 1 x 108 UFC.mL*ou 1,0 x 10° em 100
pL. Desta forma, os pocos das microplacas inoculados resultaram em
concentragdes de 5 x 10° UFC.mL™* (CLSI, 2005).

Para cada isolado de LAB, foram avaliados 21 6leos essenciais
distintos (listados na Tabela 2) em testes de microdiluicdo. As amostras de
OE foram diluidas em caldo MRS, para uma concentragdo de 8 mg.mL™*,

correspondendo a 2 mg.mL! no primeiro compartimento da placa de
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microdiluicéo.

Os testes de microdiluicdo foram realizados em microplacas
esterilizadas de 96 orificios ou poc¢os (8 linhas A-H/1-12 colunas) onde foram
adicionados 100 pL de caldo MRS (Tabela 4). Na primeira coluna foram
depositados 50 pL da solucédo de cada de OE diluido (controle de esterilidade).
Na segunda coluna néo foi adicionada nenhuma solugao (controle positivo do
in6culo). Naterceira coluna foram depositados 100 pL de cada solucao de OE
diluido em duplicata. O contetudo dos pocos (caldo MRS + solucdo de OE) foi
homogeneizado e 100 pL foram transferidos para os pogos da coluna
seguinte, repetindo-se o procedimento até a coluna 12, sendo os 100 pL finais
excedentes desprezados. As concentracdes avaliadas variaram entre 2000 e
1,95 pug.mL1. Posteriormente, da coluna 2 a 12 foram adicionados 100 pL do
ino6culo padronizado de cada uma das diferentes linhagens de bactérias.

Apo6s a adicdo do inoculo, as placas foram incubadas em estufa a 32
°C por 24 h. Decorrido o periodo de incubacéo, foram adicionados, em todos
0S po¢os, 50 uL de solucéo 0,1% de cloreto de trifenil tetrazélio (TTC), seguido
de re-incubacgédo das placas por um periodo de 3 h. A concentracéo inibitéria
minima (MIC) é definida como a menor concentracdo dos 6leos essenciais
capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos, impedindo o
aparecimento de coloracdo vermelha, conferida ao meio quando as células

apresentam atividade respiratoria (CLSI, 2005).

4.4.1.3Determinacédo da Concentracdo Bactericida Minima (MBC)

Os ensaios para determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima
(MBC) dos dleos essenciais frente as LAB foram realizados por meio de
subcultivo em placas de MRS, utilizando 10 uL aliquotados a partir dos pogos

onde foi determinada a MIC, com posterior incubacé&o por 24 h a 32°C.
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4.4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.2 .1 Atividade antimicrobiana dos OE (MIC /MBC) em LAB

Dos 40 OE testados em ensaios para avaliacdo da atividade inibitéria
em leveduras, apenas 21 OE apresentaram o perfil desejavel, ou seja, ndo
inibiram nenhuma das linhagens de leveduras avaliadas em todas as
concentracbes testadas. Estes OE (Tabela 2) foram selecionados para
ensaios subsequentes de avaliagdo de atividade antimicrobiana e
determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) e Concentragédo
Bactericida Minima (MBC) em LAB.

Dentre as LAB reativadas, 37 apresentaram crescimento satisfatério e,
portanto, mostraram-se aptas para avaliacao da atividade antimicrobiana dos
21 OE selecionados e previamente triados em linhagens de leveduras
Saccharomyces sensu stricto, cujos resultados sdo mostrados no Quadro 3.
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Quadro 3: Atividade antimicrobiana de OE em bactérias lacticas (LAB) isoladas de processo
industrial de producéo de bioetanol.

OE: 1 = Aloysia gratissima; 3 = Artemisia annua; 4= Varronia curassavica; 9= Piper abutiloides; 10=
Piper aduncum; 12= Vetiveria zizanioides ; 13= Achyrocline satureioides; 14= Alpinia; 15= Baccharis
dracunculifolia; 27= Ocimum selloi; 28= Pilocarpus microphyllus; 31= Pimenta rosa; 32= Ruta
graveolens; 34= Piper caldense; 35= Piper cernum; 36= Piper marginatum ; 37= Piper molicomum; 38=
Piper ovatum; 39= Piper regnellii ; 40=Photomorphe umbellata. Escala de cores correspondente & MIC
(mg/mL), ou seja, a intensidade da atividade antimicrobiana dos OE.

sem atividade | 2,0 | 10 ), 0,135 | 00625 @ 0,031 0,016 0,008 0,004
Oleos essenciais
#Isolad 1 3 4 9 10 | 12 | 13 | 14 15 27 28 | 29 | 31 32 | 34 35 36 37 38 39
Isolado Origem
2 DBP_BY-2015 co - - - . . . . : ) R _ -
12 DEP_SM-2015 sP - - - : - - : : . . . . B B
15 DEP_REN-2015 sp
21 DEP_GOI-2015 GO
32 DEP_OCP-2015 P
36 DEP_SAP-2015 5P
38 DEP_NAR-2015 sp
39 DEP_YOC-2015 P
40 DEP_YOM-2015 sp
42 DEP_YOM-2016 sp
43 DEP_YOM-2016 P
45 DEP_ARP-2016 MG
43 DEP_NAR-2016 sp
51 DEP_SAP-2016 P
53 DEP_SAJ-2016 sp -
56 DEP_VP-2016 sp
1 DEP_OCP-2016 P - - - - - - 3 - : :
6 DEP_SM-2016 5P - - - - - - : : . : :
0 DEP_ARO-2016 MG : - . E . B - . . 3 - . . .
3 DEP_BME-2016 P
50 DEP_RY-2016 sp - - F - - - . : - - -
85 DEP_BVR-2016 sp - - - - - - - . . .
87 DEP_ORC-2016 T - - - - - - : :
30 DEP_ORCIM-2016 T - - - - . - - . B . . B .
35 DEP_VCJB-2016 sp - . 3 . < .
39 DEP_COP-2016 T - - .
105 DEP_REY-2016 sp -:-
103 DEP_REN-2016 sp - - . . .
15 DEP_CPT-2016 P .
123 DEP_CME-2016 5P . - . -
121 DEP_BY-2016 G0 - - - - - . . : :
131 DEP_VOT-2016 P - - - - : : -
146 DEP_TYA-2016 Ms - - : . - . . - .
147 DEP_TY4-2016 Ms
150 DEP_BAL-2016 P
152 DEP_BAL-2016 5P
156 DEP_V0JB-2016 P

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com os resultados obtidos, a eficacia (Figura 15), o peffil
bacteriostatico (Figura 16) e o perfil bactericida (Figura 17) dos Oleos
essenciais avaliados variaram de acordo com cada OE.

A eficacia dos 21 OE perante os isolados de LAB variou de 3,7% a 97%,
conforme pode ser notado na Figura 15. Dos 21 0leos essenciais testados para
LAB, 9 (45%) apresentaram eficacia superior a 60%, demonstrando perfil
interessante para a finalidade que esta sendo proposta neste trabalho. Dentre
eles, podemos destacar os OE de: Aloysia gratissima (1); Vetiveria zizanioides

(12), Baccharis dracunculifolia (15), Piper caldense (34), Piper cernum (35) e
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Piper ovatum (38), que apresentaram melhores perfis antimicrobianos com
eficacias superiores a 70%, variando entre 70% e 97%, conforme mostra a
Figura 15. Tais resultados indicaram que estes OE possuem perfil adequado
para serem investigados quanto a utilizagdo como potenciais antimicrobianos
para o controle de contaminacao de bactérias lacticas (LAB) em fermentacéo

para producao de bioetanol.

97 95
100,0
90,0 86
80,0 73 78
70
., 70,0 68 65
o
v 60,0
8
g 30,0 43
[®}
‘S 40,0
e
- 30,0 22
ES
20,0 16 19 19 4 16
11 11 11
ol | o i
0,0 o
17 3 4 9 10 12 13 14 15 27 28 29 31 32 34 3536 37 38 39 40
OLEOS ESSENCIAIS
W 1-Aloysia gratissima M 3 - Artemisia annua W4 - Varronia curassavica W 9 - Piper abutiloides
W 10 - Piper aduncum Wl 12 - Vetiveria zizanoides W 13 - Achyrocline satureioides W 14 - Alpinia
u 15 - Baccharis dracunculifolio M 27 - Ocimum selloi W28 - Pilocarpus microfolius W 29 - Pilocarpus pinatifolius
u 31 - Schinus terebinthifolius 32 - Ruta graviolens i 34 - Piper coldense M 35 - Piper cernum
u 36 - Piper marginatum il 37 - Piper molicomium i 38 - Piper ovatum 39 - Piper regnelli

i 40 - Photomorphe umbelata

Figura 15: Eficacia da atividade dos Oleos Essenciais em bactérias acido-lacticas (LAB).
N=37.

Assim, investigagbes mais detalhadas e aprofundadas destes OE
foram realizadas e s@o apresentadas e discutidas nos Capitulos 2 e 5.

Além disso, os ensaios para determinacdo de atividade inibitoria e
atividade microbicida (MBC) demonstraram que a maioria dos OE apresenta
perfil bacteriostatico (Figura 16 e Figura 17). No entanto, os OE de Artemisia
annua (3); Baccharis dracunculifolia (15); Piper cernum (35); Piper ovatum
(38) e Piper marginatum (36) apresentaram perfil bactericida interessante, ja
gue sua atividade bactericida foi superior a 40% para a populagéo de LAB
testada em concentracdes que variaram de 2 mg/mL a 1 pg/mL (Figura 16 e
Figura 17).
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Atividade Bacteriostatica
dos Oleos Essenciais em isolados N=37

100, 0% 100,0%

100,0%

90,0%
20 0 0,05 20, C;—‘ 78,9% 78,6%
80,0% 75,0%_ 5,0%5,0
72,0% 12,0%
70,0% £6,7% 66,75
60,0% B0,0% 58,1%
50 056
50,0% T
40,0%
33, 3%
30,0%
20,8%
20,0% 0.8%
10,0%
0,0%

9 10 12 13 14 15 27 283 29 31 32 34 35 36 37 33 39 40
OLEQS ESSENCIAIS

% EFICACIA

Figura 16: Eficacia da atividade bacteriostatica de 6leos essenciais em linhagens de
bactérias acido lacticas (LAB)

OE: 1 = Aloysia gratissima; 3 = Artemisia annua; 4= Varronia curassavica; 9= Piper abutiloides;
10= Piper aduncum; 12= Vetiveria zizanioides ; 13= Achyrocline satureioides; 14= Alpinia; 15=
Baccharis dracunculifolia; 27= Ocimum selloi; 28= Pilocarpus microphyllus; 31= Pimenta rosa;
32= Ruta graveolens; 34= Piper caldense; 35= Piper cernum; 36= Piper marginatum ; 37= Piper
molicomum; 38= Piper ovatum; 39= Piper regnellii ; 40=Photomorphe umbellata.
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Figura 17: Eficacia da atividade bactericida de OE em linhagens de bactérias acido
lacticas (LAB).

OE: 1 = Aloysia gratissima; 3 = Artemisia annua; 4= Varronia curassavica; 9= Piper abutiloides;
10= Piper aduncum; 12= Vetiveria zizanioides ; 13= Achyrocline satureioides; 14= Alpinia; 15=
Baccharis dracunculifolia; 27= Ocimum selloi; 28= Pilocarpus microphyllus; 31= Pimenta rosa;
32= Ruta graveolens; 34= Piper caldense; 35= Piper cernum; 36= Piper marginatum ; 37= Piper
molicomum; 38= Piper ovatum; 39= Piper regnellii ; 40=Photomorphe umbellata.
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Com os resultados obtidos nos ensaios para a determinacdo da
Concentracéo Inibitéria Minima (MIC) € possivel notar que, para a maioria dos
OE testados, as concentragdes inibitérias variaram entre 0,5 mg/mL e 2,0
mg/mL (Quadro 3). No entanto, alguns OE apresentaram faixas mais amplas
de atuacdo, como o OE de Vetiveria zizanioides (12), que apresentou inibicao
a partir de 8 pg/mL, e os OE de Achyrocline satureioides (13) e Alpinia, com
faixa de inibicdo a partir de 31,25 ug/mL. Além dos OE de Artemisia annua (3),
Varronia curassavica (4) e Piper aduncum, com inibicdo em concentracoes
iguais ou superiores a 62,5 ug/mL (Figura 18).

Por outro lado, na avaliacdo do potencial de atividade bactericida dos
OE nos ensaios para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima
(MBC), nota-se que os 0leos de Artemisa annua (3); Vetiveria zizanioides (12);
Piper cernum (35); Piper molicomum (37); Piper ovatum (38); Piper regnellii
(39) e Photomorphe umbellata (40) apresentaram os melhores resultados,
com atividade bactericida para pelo menos um terco da populacdo de LAB
avaliada. Mereceram destaque os OE de Piper ovatum (79,2%), Piper cernum
(66,7%); Piper regnelli (50,0%); Vetiveria zizanioides (41,9%) e Artemisia
annua(40,0%), que apresentaram eficacia da atividade microbicida superior a
40,0% para a populacdo de LAB testada (Figura 17).

Segundo Soldrzano-Santos e Miranda-Novales (2011), o potencial
bactericida do OE pode ser atribuido a hidrofobicidade destes compostoss, 0
gue lhes permite particdo com os lipideos da membrana celular e mitocondrias
das bactérias, causando desestruturacdo celular e aumentando a
permeabilidade da membrana provocando o vazamento de moléculas

essenciais a sua sobrevivéncia e levando as bactérias a morte.
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Perfil de atuacdo dos Oleos Essenciais (OE) @ Bacteriostatico

O Bactericida
OE 1 3 4 9 10 12 13 14 15 27 28 29 31 32 34 35 36 37 38 39 40
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Figura 18: Perfil de atividade (bacteriostatica ou bactericida) e faixas de atuacéo dos OE

OE: 1 = Aloysia gratissima; 3 = Artemisia annua; 4= Varronia curassavica; 9= Piper abutiloides; 10=
Piper aduncum; 12= Vetiveria zizanioides ; 13= Achyrocline satureioides; 14= Alpinia; 15= Baccharis
dracunculifolia; 27= Ocimum selloi; 28= Pilocarpus microphyllus; 31= Pimenta rosa; 32= Ruta
graveolens; 34= Piper caldense; 35= Piper cernum; 36= Piper marginatum ; 37= Piper molicomum; 38=
Piper ovatum; 39= Piper regnellii ; 40=Photomorphe umbellata.

Considerando-se os resultados obtidos acerca da eficicia de atuacéo
dos OE em LAB, efeito microbicida, além das faixas de atuacdo dos 21 OE
avaliados, foram selecionados os OE Aloysia gratissima (1); Vetiveria
zizanioides (12); Baccharis dracunculifolia (15); Pilocarpus microphyllus (28);
Photomorphe umbellata (40) além de todos os OE provenientes de plantas do
género Piper (P.abutiloides (9); P.aduncum (10); P.caldense (34); P.cernum
(35); P.marginatum (36); P. molicomum (37) e P. ovatum (38) para avaliacédo
do perfil quimico, cujos resultados sao apresentados posteriormente no
Capitulo 5.
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Capitulo 5

Composicéo Quimica, Blends de Oleos

Essenciais e Fermentac&o usando Blend

Figura 19: Etapas de avaliacdo dos 6leos essenciais
FONTE: Elaborada pela autora.

APRESENTACAO

Este Capitulo refere-se a terceira etapa da triagem dos OE que envolveu a
andlise da composicdo quimica e as avaliagbes de diferentes misturas de 6leos
essenciais, aqui denominadas blends. Em adicdo, sdo apresentados os resultados
dos ensaios de fermentacao utilizando levedura, bactéria e blend de 6leos essenciais
gue resultaram na Patente BLEND 1251 “Composi¢cbes e seu uso” depositada sob
Numero do Processo: BR 10 2018 016804 5, apresentada no Capitulo 6.



5.1 PERFIL QUIMICO DOS OLEOS ESSENCIAIS

5.1.1 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA: CRITERIO DE
SELECAO

Apoés as duas primeiras etapas de triagem dos OE, que consistiram na
selecdo de OE com perfis desejaveis de seletividade de inibicdo (bactericidas
e/ou bacteriostaticos para linhagens de LAB, porém inertes para linhagens de
leveduras Saccharomyces sensu stricto), foi realizada a terceira etapa de
triagem dos OE. Nesta Ultima etapa, analises para avaliacdo da composicao
guimica dos 6leos essenciais com os melhores desempenhos de atividade

antimicrobiana e seletividade foram realizadas.

5.1.2 MATERIAL E METODOS

5.1.2.1 Oleos avaliados

De acordo com os resultados obtidos nas etapas anteriores discutidas
nos Capitulos 3 e 4 a respeito da eficacia de atuacdo dos OE em LAB, o
efeito microbicida, as faixas de atuacdo dos OE avaliados, e de acordo com
os critérios descritos no item 5.1.1, os OE listados a seguir foram avaliados
em relacdo a composicdo quimica: (1) Aloysia gratissima; (9) Piper
abutiloides, (10) Piper aduncum; (12) Vetiveria zizanioides; (15) Baccharis
dracunculifolia; (28) Pilocarpus microphyllus; (34) Piper caldense; (35) Piper
cernuum; (36) Piper marginatum; (37) Piper mollicomum; (38) Piper ovatum

e (40) Photomorphe umbellata.

5.1.2.2 Analise de composicdo quimica dos 6leos essenciais

A avaliacdo da composi¢ao quimica foi realizada na Divisdo de Quimica
Orgéanica e Farmacéutica (DQOF) do CPQBA, empregando Cromatografia a
Gas acoplada a Detector de Massas (CG-EM). Para as analises
cromatograficas, todas as amostras de OE com perfil desejavel de
seletividade foram pesadas, solubilizadas em acetato de etila (20 mg.mL™)

e analisadas por Cromatografia a Gas acoplada a Detector Seletivo de
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Massas (CG-EM) para determinacdo de sua composicdo quimica. Foi
utilizado o cromatografo Agilent 6890 N e detector de espectrometria de
massas Agilent 5975 e coluna HP5-MS (J&W Scientific) contendo 5% de
Fenilmetilsiloxano, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro e 0,25
pm de espessura de filme. As condi¢cbes para as analises cromatogréaficas
foram: Temperaturas: injetor= 220°C, detector= 250°C, coluna= 60°C,
3°C.min1, 240°C e vazao do géas de arraste (He) 1,0 mL.min"%. Para todas as
analises o detector de espectrometria de massas foi operado com
temperaturas: fonte 230 °C e quadrupolo 150 °C; e energia de ionizacao de
70 eV.

A identificagdo de componentes de 6leos volateis usando CG e de CG-
EM vem sendo aplicada com sucesso para identificar substancias de
estruturas conhecidas porque, em sua maioria, os dados gerados podem ser
comparados diretamente com os valores de tempo de retencdo (indice de
retencao) obtidos em colunas de polaridades diferentes e com 0s espectros
de massas dos constituintes volateis publicados (ADAMS, 2007).

Foi realizada a identificacdo dos compostos através da comparacao
dos espectros de massas das amostras com dados da biblioteca NIST-05
(National Institute of Standards and Technology). Para as amostras de OE
também foi calculado o indice Aritmético (IA), de acordo com a equacao de
Van den Dool e Kratz (Figura 14), com co-injecdo de padrdo de
hidrocarbonetos (C8 a C22) e dados descritos por Adams (2007).

[(T?"q.x;. - TT(C‘n—lj) -U:cn;. - Cn:n—lj)] -100
TT:Cn;. - TT":f:n—lj.

IA = 100.Cp_y, +

Figura 20: Equacéo de Van den Dool e Kratz utilizada para calcular o indice aritmético (I1A)
(Adaptado de Adams, 2007).

Onde: Cn.i- NUmero de carbonos do hidrocarboneto n-1; Trx- Tempo de retencdo do
composto na amostra; Trcn-1- Tempo de retencdo do hidrocarboneto n-1; Ca- Nimero de
carbonos do hidrocarboneto n; Trcn)- Tempo de retencdo do hidrocarboneto n.
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5.1.3 RESULTADOS

As andlises cromatograficas permitiram identificar e quantificar os
componentes dos OE que apresentarem perfil de inibicdo desejavel (inertes
para linhagens de leveduras e com atividade para as linhagens de LAB)
cujas eficacias foram superiores a 70%. Esta caracterizacdo do perfil quimico
teve a finalidade de avaliar similaridades dos principais constituintes
guimicos, bem como dos compostos majoritarios nos diferentes 0leos
essenciais (OE) com melhores performances antimicrobiana avaliados nos
ensaios de atividade inibitéria e microbicida.

A composicdo quimica detalhada de cada um dos 12 OE esta

apresentada nas Tabela 5 a 17.

Tabela 5: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Aloysia gratissima (1).
Eficacia: 70,3%; Atividade microbicida; 21,7%.

tr (min)® IR™ Analitos identificados na amostra % rel.'™®

532 933 alfa-pineno 249
6 56 980 beta-pineno 22 06
6,79 988 beta-mirceno 3,89
8,14 1029 Limoneno 284
8,68 1044 trans-ocimeno 0,80
13,24 1163 trans-pinocanfona 930
13,86 1178 cis-pinocanfona 278
18,86 1297 acetato de trans-pinocarvila 7.80
23,98 1419 trans-cariofileno 980
25 42 1454  alfa-humuleno 162
26,48 1481 gemmacreno D 7,85
27 06 1495 Biciclogermacreno 4 38
29 54 1558 gemmacreno B 10,84
30,43 1581 oOxido de cariofileno 216
31,08 1507 M =222 8 66
33,58 1665 Bulnesol 273

Motas: (a) tempo de retencdo (b) indice de retencdo (c) fragdo em
porcentagem da area total integrada para o cromatograma d) massa molar



Tabela 6: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Piper abutiloides (9).
Eficacia: 43,2%:; Atividade microbicida: 0%.

tz (min)® IR™  Analitos identificados na amostra % rel. @
534 933 alfa-pineno 0,55
6. 56 979  beta-pineno 0,28
7,40 1008 para-cimeno 0,45
774 1018  orto-cimeno 210
833 1034  cis-ocimeno 1,42
B 70 1045  trans-ocimeno 1.63
917 1058 gama-terpineno 617
10,18 1086 Terpinoleno 221
24 00 1419  trans-cariofileno 903
25 53 1457 Croweacina 271
27 11 1496 Valenceno 16,56
2827 1526 M =204 0,52
29 64 1561 trans-nerolidol 1,12
30,24 1576 Espatulenol 0,52
31,75 1616 M =208 0,62
31,95 1621 1,3 5-trimetoxi-2-propenilbenzeno 10,97
33,11 1653 Dilapiol 19,76
33,19 1655 n.i. 0,99
34,01 1677 trans-asarona 222
35,36 1714 m =208 20,21

Motas: (a) tempo de retencdo (b) indice de retencdo (c) fracdo em
porcentagem da area total integrada para o cromatograma d) massa molar

Tabela 7: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Piper aduncum (10).
Eficacia: 18,5% Atividade microbicida: 13,3%.

ta{min)®’  IR™  Analitos identificados na amostra % rel. F!
534 934 alfa-pineno 252
6,56 8980 beta-pineno 3,05
833 1035 cis-beta-ocimeno 5,69
8,73 1046 trans-beta-ocimeno 15,86
18,70 1293 Safrol 10,44
23,97 1419 trans-cariofileno 2,84
2474 1438 Aromadendreno 1,06
2544 1455 alfa-humuleno 3,26
26,49 1481 germacreno D 5,34
27,14 1497 Biciclogermacreno 38,64
27,53 1507 beta-bisaboleno 1,11
27,77 1513 gama-cadineno 1,18
27.87 1515 M =222 1,96
2798 1518 M= 204 3.72
29,52 1558 germacreno B 0,74
30,26 1577 Espaiulenol 2,59

Motas: (a) tempo de retencdo (b) indice de retencdo (c) fragdo em
porcentagem da drea total integrada para o cromatograma d) massa m
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Tabela 8: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Vetiveria zizanioides (12).

Eficacia: 86,5%; Atividade microbicida: 41,9%.

tx (min) ¥ IR™ Analitos identificados naamostra % rel. ™™
H,35 934 alfa-pineno 8,82
6,56 980 Dbeta-pineno 7.29
2640 1479 gama-muuroleno 3,78
26,71 1486 M =204'" 1,55
26,79 1488 M =202 277
29 33 1553 beta-vetiveneno 4 87
31,95 1621 M =204 1,28
32,02 1623 M =204 2,51
33,19 1654 M =222 11,38
33,30 1657 M =220 1,88
33,42 1661 M =220 210
33,59 1665 Bulnesol 1,92
33,74 1669 M =218 1,80
3402 1677 ni'® 1,93
34 41 1687 n.i. 3,93
3570 1723 M =220 3,34
36,52 1747 M =220 15,86
37,88 1786 n. 6,47
38,80 1812 acido vetivénico 12,34
3966 1838 alfa-vetivona 4,20

Motas: a) tempo de retengdo b) indice de retencdo

c)fragdo em porcentagem da area total integrada para o cromatograma

d) massa molar

&) ndo identificado

Tabela 9: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Baccharis dracucunlifolia (15).

Eficacia: 73,0% Atividade microbicida: 28,0%.

tz(min) ¥ IR™ Analitos identificados na amostra % rel. ™
5,35 934 alfa-pineno 6,08
6. 58 980 beta-pineno 13,42
6,81 989 beta-mirceno 290
8,19 1031  Limoneno 26,74
23,97 1419 trans-cariofileno 1,94
26 49 1481 germacreno D 548
27,09 1496 Biciclogermacreno 7,70
27,20 1498 alfa-muuroleno 1,06
27,98 1518 delta-cadineno 3,78
29 75 1563 trans-nerolidol 22 54
30,31 1578 Espatulenol 5,41
30,60 1585 nj '® 1,92
3323 1655 M=204"9 1,05

Motas: a)tempo deretencdo b)indice de retencéo

c) fracdo em porcentagem da area total integrada para o cromatograma
e) ndo identificado

d) massa molar
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Tabela 10: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Pilocarpus microphyllus (28)

Eficacia: 67,6% Atividade microbicida: 28,0%

tr(min)® IR™  Analitos identificados naamostra % rel.
8,16 1030 Limoneno 1,79
22 17 1375 M =204 " 2 28
2278 1390 beta-elemeno 10,63
24 03 14200 trans-canofileno 17 .30
24 62 1435 alfa-guaieno 1,64
25 44 1455 alfa-humuleno 2 06
26 55 1482 germacreno D 27175
26,80 1488 M = 204 0,86
27,09 1496 Biciclogermacreno 6,62
27 35 1502 alfa-bulneseno 9 51
27 56 1508 germacreno A 563
27,98 1518 delta-cadineno 3,24
29 55 1658 germacreno B 484
31.40 1606 5-epi-7-epialfa-eudesmol 0,75
33,16 1654 WM =222 512
Motas: a)tempo deretencdo b)indice de retencdo
c) fracio em porcentagem da area total integrada para o cromatograma
d) massa maolar
Tabela 11: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Piper caldense (34)
Eficacia: 77,8% Atividade microbicida : 21,1%
tr (min) ¥ IR™  Analitos identificados na amostra % rel, ™
5,34 933 alfa-pineno 0,42
6,56 a79 beta-pineno 1,07
8,16 1030 Limoneno 3.73
8,70 1045  trans-ocimeno 1,67
24 04 1420  trans-cariofileno 2326
25 43 1455  alfa-humuleno 1.01
26,48 1480 gama-muuroleno 1,96
26,79 1488 beta-selineno 1,04
2717 1498  Biciclogermacreno 43,00
27 54 1507  alfa-bisaboleno 1,45
27,97 1518  delta-cadineno 1,36
29 52 1558 gemmacreno B 0,97
2970 1563  trans-nerolidol 10,83
30,26 1577  Espatulenol 1,71
30,44 1582  dxido de cariofileno 1,72
30,61 1586  n.. 2,69
30,92 1594  Khusimona 0,73
33,22 1656 M =222 1,39

Motas:  a) ty (min)=tempo de retengdo b) IR =indice de retengdo

c) %rel =fracdo em porcentagem da area total integrada para o cromatograma
d) M=massa molar



Tabela 12: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Piper cernuum (35)

Eficacia: 97,0% Atividade microbicida: 66,7%

tz(min)® IR"™  Analitos identificados na amostra % rel.
5,25 934 alfa-pineno 6,94
6,56 979  beta-pineno 0,32
6,81 989  beta-mirceno 1.49
7.40 1008 para-cimeno 1,99
8,26 1032 beta-felandreno 21,02
8,33 1034  cis-ocimeno 1,39
aro 1045  trans-ocimeno 0,51
10,70 1101 Linalol 0,80
2398 1419 trans-cariofileno 3,28
26,47 1480 gama-muuroleno 1,37
2714 1497 Biciclogermacreno 28 61
2T 0T 1513 gama-cadineno 1,49
27,86 1515  n.i 1,10
2799 1519 delta-cadineno 647
2969 1562 trans-nerolidol 637
30,28 1577 Espatulenol 8.41
30,57 1685 beta-copaen-4-alfa-ol 1,41
3273 1642 epi-alfa-cadinol 1,05
32,81 1644 M =222 1,42
33,25 1656 M =222 4 57

Motas: a)t; (minj=tempo de retencdo b} IR =indice de retencao
) %rel =fragdo em porcentagem da area total integrada para o
cromatograma  d} M=massa molar

Tabela 13: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Piper marginatum (36)
Eficacia: 63% Atividade microbicida: 21,4%

tr (min) ¥ IR™ Analitos identificados na amostra % rel. ™
5,36 934 alfa-pineno 15,73
657 980 beta-pineno 8 00
6.81 989 beta-mirceno 202
818 1030 Limoneno 4 69
8,34 1035 1.8-cineol (eucaliptol) 55 74
14 68 1198 M =136 4 44
26 47 1480 germacreno D 1,54
27,07 1495 M =204 3,59
29 52 1558 germacreno B 1,78
29 65 1561 M =204 2,47

Motas: a)tz (min)=tempo de retencdo b} IR =indice de retencio
c) %erel =fracdo em porcentagem da area total integrada para o
cromatograma d) M=massa molar
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Tabela 14: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Piper molicomum (37).
Eficacia: 29,6% Atividade microbicida: 33,3%.

te(min)® IR™ Analitos identificados na amostra % rel. '
5,36 934 alfa-pineno 15,36
6,57 980 beta-pineno a8.00
6,81 989 beta-mirceno 1.97
8,18 1030 Limoneno 503
8,35 1035 1,8-cineol (eucaliptol) 63,31
14 68 1198 M =136 4 89
2965 1561 M =204 1,44

Motas:  a)ts (min)=tempo de retencdo  b) IR =indice de retencio
c) Yrel =fragdo em porcentagem da area total integrada para o
cromatograma d) M=massa maolar

Tabela 15: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Piper ovatum (38).

Eficacia: 95,0% Atividade microbicida: 79,2%.

tR (min) IR Identificagdo % rel.
535 8933 alfa-pineno 440
6457 980 Dbeta-pineno 1270
6,84 990 beta-mirceno 1977
870 1045 trans-ocimeno (.88
10,18 1086 Terpinoleno 214
2275 1389 beta-elemeno 1,44
2397 1419 trans-cariofileno 2,39
26 48 1481 gama-muuroleno 470
27,08 1495 Biciclogermacreno 6,41
27,20 1498 alfa-muuroleno 1,25
2753 1507 alfa-bulnesenco 287
27T 77 1513 gama-cadineno 1,63
27,86 1515 n.i 219
27,99 1518 delta-cadineno 781
3027 1577 Espatulenaol 10 .64
3273 1642 epi-alfa-cadinol 226
32,82 1645 M =222 3,51
33,28 1657 M =222 13,14

Motas: a) tr (min)=tempo de retencdo  b) IR =indice de retencdo
c) Yrel =fragdo em porcentagem da area total integrada para o cromatograma
d) M=massa molar
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Tabela 16: Perfil Quimico do Oleo Essencial de Photomorphe umbellata (40).
Eficacia: 66,7% Atividade microbicida: 33,3%.

tz (min) @ IR™ Analitos identificados na amostra % rel.
2397 1419 trans-cariofileno 14 23
26,25 1475 gama-muuroleno 3,69
26,49 1481 germacreno D 4762
27,07 1495 M =204 11,92
2775 1512 gama-cadineno 3,56
2797 1518 MNootkateno 8,79
3219 1628 1-epi-cubenol 4 M
33,21 1656 M =204 6.20

Motas: a) tr (min}=tempo de retencdo b} IR =indice de retencio
c) Yerel =fragdo em porcentagem da area total integrada para o
cromatograma d) M=massa molar

A partir dos resultados da analise comparativa de composi¢ao quimica
dos OE apresentados nas Tabelas de 5 a 16, € possivel notar uma ampla
diversidade de constituintes quimicos.

Esta variabilidade de composicdo quimica é uma caracteristica
interessante para aplicacdo biotecnologica, uma vez que pode contribuir
para que combinacbes de Oleos essenciais distintos tenham atividades
complementares com diferentes alvos celulares, favorecendo seu uso de
maneira a evitar resisténcia por parte dos contaminantes. Além disso, esta
amplitude de composicdo quimica quando utilizada de modo a combinar
diferentes Oleos essenciais pode resultar ndo apenas em um efeito
somatorio, mas em uma acao sinérgica dos componentes, possibilitando a
ampliacdo da eficacia e/ou reducéo da concentracdo de uso.

Os dados da analise comparativa de composi¢cdo quimica dos OE
juntamente com os dados de eficacia, atividade microbicida e faixa de
atuacao, discutidos previamente nos capitulos anteriores possibilitaram a
selecdo dos OE de Aloysia gratissima (1); Vetiveria zizanioides (12);
Baccharis dracunculifolia (15); Pilocarpus microphyllus (28); Piper caldense
(34); Piper cernum (35) e Piper ovatum (38) para avaliacées subsequentes
de composi¢ces (blends) utilizando a combinacdo destes OE, cujos

resultados sé@o apresentados e discutidos a seguir.
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5.2COMBINACOES DE OLEOS ESSENCIAIS — BLENDS

A partir dos resultados da analise da ultima etapa de triagem, os OE de
Aloysia gratissima (1); Vetiveria zizanioides (12); Baccharis dracunculifolia
(15); Pilocarpus microphyllus (28); Piper caldense (34); Piper cernum (35) e
Piper ovatum (38) foram selecionados para avaliagdes de composicoes
(blends) utilizando a combinacdo destes OE. Assim, foram realizados
experimentos em microplaca com diferentes combina¢cdes dos OE (Blends)
para determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC) e concentracdo
bactericida minima (MBC), utilizando diferentes espécies de bactérias
contaminantes isoladas a partir de processos fermentativos de producéo de
bioetanol.

Foram realizados aproximadamente 200 ensaios para avaliagédo
antimicrobiana de 60 composicdes (blends) distintas, contendo de 2 a 6
Oleos essenciais, para cada micro-organismo testado. Os ensaios foram
realizados em microplaca com a mesma metodologia utilizada para avaliar a
atividade de Oleos essenciais isoladamente em contaminantes bacterianos,
conforme descrito no Capitulo 4. Todos os ensaios foram realizados com
avaliacdes baseadas no planejamento experimental de misturas descritos
por Barros et al. (2002) e as concentracdes utilizadas para as condicoes
variaram de 0,001 a 2,0 mg/mL. Para todos os experimentos, o ponto central,
composto pela combinacdo de um maior nimero de OE, foi realizado em
triplicata.

A seguir sdo apresentados alguns dos resultados da analise destas
composi¢cdes com combinacdes dos OE (Aloysia gratissima (1); Vetiveria
zizanoides (12); Baccharis dracucunlifolia (15); e Pilocarpus microphyllus
(28)). Os outros resultados referentes aos blends testados, incluindo
combinacBes com 6leos essenciais extraidos de plantas do género Piper,
estdo discutidos na patente no Capitulo 6, evidenciando as combinacdes

mais promissoras.
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Quadro 4: Atividade antimicrobiana de 11 Composi¢des de Oleos Essenciais
(Blends) em bactérias contaminantes.

Legenda: E_ = nome da composic¢éo (Blend testado); OE= Oleo Essencial; (1) = OE Aloysia
gratissima;(12) = OE Vetiveria zizanioides; (15) = OE Baccharis dracucunlifolia; (28) = OE
Pilocarpus microphyllus Concentracéo inibitéria em mg/mL

bo [1,0 0,3 [0,125 101063 0,031 | 0,006 |0,008 0004 0,002 0,001
ID Origem OE Blends
£ lsolad Ao d |dontificacs isodamente | E7 | E8 [ E9 [E3[ Ea[ 15[ E2 23 | e | E5 E27
solade no de entilicagao Oleos Essenciais

Isolamento 1112)15028) 1 12] 1 15] 1 28[{12 15|12 28|15 28|12 15 28] 1 12 28| 1 12 15| 1 15 28/ 1 12 15 28

#12 DBP_SM-2015 Lactobacillus paracasei

#15 DBP_RBM-2015 Lactobacillus fermentum

#43 DBP_VOM-2016 Lactobacillus ferraginis

# 66 DBP_SM-2016 Lactobacillus harbinensis

#70 |DBP_ARO-2016 Lactobacillus sp

# 80 DBP_RV-2016 Lactobacillus sp - - -

#87 DBP_ORC-2016 Lactobacillus amylovorus

#99 DBP_COP-2016 Leuconostocaceae

#40 |DBP_VOM-2015 Acetobacter sp

#39 |DBP_VOC-2015 Staphylococeus sp

Fonte: Elaborado pela autora

Na sequéncia, os resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana dos
blends foram comparados com o0s ensaios utilizando apenas os O6leos
constituintes do blend isoladamente

No Quadro 5 é apresentado um exemplo de avaliagcdo comparativa do
blend E24, cujos OE constituintes séao: (1) Aloysia gratissima; (12) Vetiveria
zizanoides e (15) Baccharis dracucunlifolia, com os resultados dos ensaios
com 6leos essenciais empregados isoladamente. No exemplo mencionado &
possivel notar que houve uma reducdo nas MICs, ou seja, uma menor
concentracdo do blend E24 (0,5 mg/mL) foi capaz de inibir os micro-
organismos contaminantes avaliados quando comparada com a atividade
destes mesmos OE isoladamente, em que a menor concentragao atingida foi
de 2,0 mg/mL. Por outro lado, neste exemplo, houve uma piora na cobertura

geral da acao do blend E24 sobre os contaminantes em relacdo ao OE 15.
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Quadro 5: Exemplo de analise comparativa entre os resultados de atividade do
blend em relacéo aos resultados obtidos com os OE isoladamente.

Escala de cores correspondente a MIC dos OE (mg/mL):

TIERY -1 0.3 /0,125/0,063 0,031 0,016 0,008 0,004/0,002 0,001

Blend E24 OE

Isolado Origem Identificagao 1 12 15 1112115

#12 |DBP_SM-2015 Lactobacillus paracasei

#15 |DBP_RBM-2014 Lactobacillus fermentum

#39 |DBF_VOC-2015 |Staphylococcus sp

#40 |DBP_VOM-2015  |Acetobacter sp

#43 |DBP_VOM-2016 |Lactobacillus ferraginis

#66 |DBF_SM-2016 Lactobacillus harbinensis

#70 |DBP_ARO-2016 Lactobacillus sp

#80 |DBP_RV-2016 Lactobacillus sp

#87 |DBP_ORC-2016  |Lactobacillus amylovorus

#99 |DBFP_COP-2016 [ euconostocaceas

ApoOs a avaliagédo de cada um dos blends com os OE isoladamente,
foi realizada uma comparacdo entre o0s resultados do blends
considerando como parametros: 1) cobertura, ou seja, capacidade do
blend agir sobre o maior nimero de micro-organismos avaliados; 2) faixa
de concentracdo de atividade do blend; 3) atividade bactericida, isto é,
capacidade do blend de matar os micro-organismos; 4) atividade
bacteriostatica, ou seja, capacidade de inibir os micro-organismos
contaminantes; 5) reducdo da concentracdo de uso em relacdo a
concentragdo obtida nos ensaios com os OE isoladamente e 6) eficacia
geral sobre os contaminantes. No Quadro 6 € mostrado um exemplo da

comparacao entre alguns dos blends avaliados.
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Quadro 6: Exemplo de avaliacdo comparativa entre Blends de OE.

Avaliacdo Comparativa dos Blends frente aos OE isolados

Blend B | Bo | B0 | B11 | B12 | B13
OLEOS ESSENCIAIS

Composigdo do Blend

Cobertura
Concentragao

Atividade Bactericida
Atividade Bacteriostatica
< [ ]mg/mL

Eficacia Geral

LEGENDA Melhora em relagio a condigio usando OE isolado
Piora emrelagdo & condigdo usando OE isolado
Manteve a condicdo em relag8o aos OE isolados
= [ ]mg/mL=Menor concentracdo de atividede

No exemplo mencionado, € possivel notar diferentes perfis em relacéo
aos parametros avaliados, sendo B12 o blend cujos resultados sdo mais
promissores dentro da avaliacdo comparativa neste universo amostral de
blends.

ApoOs a avaliacdo comparativa de todos os blends, o blend denominado
B16, cujo perfil esta mostrado no Quadro 7, foi selecionado para os testes
fermentativos utilizando a levedura industrial PE-2 e um contaminante
bacteriano de Lactobacillus paracasei, que foi 0 micro-organismo
predominante nas contaminagdes avaliadas neste estudo.

Os ensaios fermentativos, bem como o0s resultados, estdo
detalhadamente descritos no Capitulo 6, que consta da patente
Composicdes e seu uso, depositada sob Numero do Processo INPI: BR 10
2018 0168045.

Quadro 7: Resultado da avaliagdo comparativa do blend B16.

Blend B16

Composicdo do Blend 12 (15|28 |34|35|38

Cobertura

Concentragdo de atividade
Atividade Bactericida
Atividade Bacteriostatica

= [ ]mg/mL

Eficacia Geral

LEGENDA

! Melhora em relagiio 4 condigdio usando OE isolado

Piora emrelagdo & condigdo usando OE isolado
Manteve a condicdo em relacdo aos OE isolados
= [ 1mg/mL= Menor concentragdo de atividade
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5.3ENSAIOS DE FERMENTACAO

A realizagdo de ensaios de fermentacdo em frascos sob agitagéo foi
feita no laboratério de Bioprocessos (DBP) do CPQBA da Unicamp,
utiizando a linhagem de levedura PE-2, a linhagem de bactéria lactica
contaminante identificada como Lactobacillus paracasei e o blend de Oleos
essenciais B16, previamente selecionado com base nos melhores resultados
para atividade antimicrobiana determinados neste trabalho.

O critério de escolha da linhagem de levedura para a fermentacéao foi
o fato desta linhagem de levedura padrdao comercial ser a mais comumente
utilizada pelas unidades industriais, conforme € discutido no Capitulo 3. J&
os critérios para a escolha da linhagem de bactéria contaminante estdo
embasados nos resultados de incidéncia das diferentes espécies de
contaminantes apresentados no Capitulo 4.

Os ensaios de fermentagéo foram realizados em triplicata utilizando
frascos com meio de cultivo sintético apropriado para fermentagéo, contendo
150 g/L de sacarose; 5 g/L de KH2POs; 1,5 g/L de NH4CIl; 1 g/L de
MgS04.7H20; 1,0 g/L de KCl e 6,0 g/L de extrato de levedura, cuja
formulacao esta descrita em Andrietta et al.(1999).

Nos ensaios de fermentacdo foram avaliados: populagcdo dos micro-
organismos (leveduras e LAB) na presenca e auséncia de OE, além de
monitoramento do decréscimo na concentracéo de agucares, e producao de
etanol e acidos organicos, especialmente acido latico.

A avaliacéo populacional foi realizada por plagueamentos em meios
especificos para cada micro-organismo, especificados como meio de
manutencdo na Tabela 4 (Capitulo 4). Para as condi¢cbes que visavam
recuperar leveduras para contagem, foram utilizados 100 ppm de monensina
sbdica para evitar o crescimento bacteriano. J4 para as condi¢cdes cujo
objetivo era a recuperacdo de bactérias, foram utilizados 100 ppm de
actidiona (ciclohexamida) para evitar o crescimento de leveduras. Os
plaqueamentos foram realizados em duplicata para cada diluicdo (10* a 10%?)
para cada frasco, no tempo zero (t=0) e 24 h apos o inicio da fermentacao
(t=24 h).

O monitoramento do decréscimo na concentracdo de acucares, bem
como os niveis de producédo de etanol e acidos organicos foram realizados

por HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) utilizando Breeze 2
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HPLC System (Waters).

A seguir sdo apresentados os resultados relativos a dosagem dos
acidos organicos (acido lactico e acido acético) para cada uma das
condicbes nos ensaios fermentativos (Figura 21 e 18). Na Figura 17 é
possivel notar o efeito inibitério da adicdo do Blend sobre as bactérias, com
consequente reducao da producéo do &cido lactico. Ja a producéo de &cido
aceético parece estar mais relacionada a levedura, e ndo a producéo de acido
acético pelas bactérias. No entanto é possivel notar que a adicao do Blend

também produziu uma reducédo da producéo de acido acético.

ACIDO LATICO

BLOE M 0,10
LOE [ 0,09
BOE N 0,11
BL I 0,57
L [ 0,16
B I 0,64

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70
Concentracdo de Ac. Lactico (g/L)

Figura 21: Concentracdo de &cido lactico em cada uma das condi¢ces dos
ensaios fermentativos.

Legenda: B= Indculo apenas com bactérias (L. paracasei); L = Indculo apenas
com leveduras (PE-2); BL= Condigdo contendo indculo de bactérias (L.
paracasei) e leveduras (PE-2); BOE = Condi¢&o contendo in6culo de bactérias
(L. paracasei) e adi¢do do Blend B16; LOE = Condi¢éo contendo inéculo de
leveduras (PE-2) e adi¢&o do Blend B16; BLOE = Condicdo contendo inéculo
de bactérias (L. paracasei) e leveduras (PE-2) e adigdo de Blend B16.



ACIDO ACETICO

BLOE | 0,18
LOE I 0,24
BOE M 0,03
BL . 0,41
L e 0,36
B M 0,03
000 005 010 015 020 025 030 035 040 045

Concentrag3o de Ac. Acético (g/L)

Figura 22: Concentracado de acido acético em cada uma das condicbes dos
ensaios fermentativos.B= Indculo apenas com bactérias (L. paracasei); L =
Inéculo apenas com leveduras (PE-2); BL= Condi¢do contendo inéculo de
bactérias (L. paracasei) e leveduras (PE-2); BOE = Condi¢do contendo indculo
de bactérias (L. paracasei) e adicdo do Blend B16; LOE = Condi¢cédo contendo
inoculo de leveduras (PE-2) e adi¢édo do Blend B16; BLOE = Condic¢édo contendo

inoculo de bactérias (L. paracasei) e leveduras (PE-2) e adi¢cdo de Blend B16.

Os demais resultados relativos aos ensaios fermentativos
estdo descritos no Capitulo 6, que consiste da patente
Composicbes e seu uso, depositada sob Numero do Processo
INPI: BR 10 2018 0168045.

Os resultados dos ensaios de fermentagdo nos mostram que
a adicéo do blend de OE possibilitou um acréscimo no rendimento
em etanol em 4%, valor significativamente superior ao relatado por
Fadel et al. (2018) que avaliou o efeito da adicdo de antibiéticos e
biocidas no rendimento em etanol da fermentacao alcodlica.

O efeito da adicdo de antibidticos e biocidas descritas por
Fadel et al. (2018), estéo listados na Tabela 17, onde é possivel
notar que a adicdo de dioxido de cloro (50 ppm) ocasiona um
acréscimo de 0,55%, ja a adicdo de tetraciclina (8-12 ppm) ou
amoxicilina (5-8 ppm) ou eritromicina (5-8 ppm) ou ainda
Cefadroxil (5-8 ppm) traz um aumento de 0,7% no rendimento em

etanol.
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Tabela 17: Efeito da adicéo de antibi6ticos e biocidas no rendimento em etanol em
fermentacéo alcodlica.

Legenda: < = Menor acréscimo no rendimento em etanol (%);
> = Maior acréscimo no rendimento em etanol (%)
[ ]avaliadas =concentragdes avaliadas

[ ]6timas = concentracdes étimas

Antibiético / Biocida [ Javaliadas [ ]6timas < (%) > (%)
Tetraciclina 4a12 ppm 10 -12 ppm 0,3 0,7
Penicilina 200 a 800 U/L 600 -800 U/L 0,2 0,75
Virginiamicina 0,5a2,0 ppm 1,5-2,0 ppm 0,2 0,8
Eritromicina 1,0a 8,0 ppm 5,0 - 8,0 ppm 0,35 0,7
Amoxicilina 1,0 a 8,0 ppm 5,0 - 8,0 ppm 0,5 0,7
Amoxicilina+Flucloxacilina 1,0 a 8,0 ppm 5,0 - 8,0 ppm 0,35 0,75
Cefadroxil 1,0 a 8,0 ppm 5,0 - 8,0 ppm 0,4 0,7
Meta bissulfito de potassio 25 a 150 ppm 75 ppm -0,8 0,7
Diéxido de cloro 25 a 125 ppm 50 ppm -0,1 0,55
DupondTM FermaSure® 10 a 60 ppm 50 ppm 0,2 0,85
Kamoran® (Monensina) 0,2a 1,0 ppm 2 ppm 0,3 1
Effymol+ 0,5a2,5ppm 0,8 -1,0 ppm 0,4 1,1

Fonte: Elaborada pela autora a partir de Fadel et al. (2018).

Além disso, no caso da adi¢ao de penicilina (600-800 U/L) o

acréscimo em rendimento de etanol é de 0,75%, seguida pela

adicao e virginiamicina (1,5 - 2,0 ppm) que ocasiona um aumento

de 0,8% em rendimento em etanol.

Em suma, o uso do blend de Oleos essenciais promoveu um

acréscimo ao rendimento em etanol aproximadamente quatro vezes

maior do que as estratégias disponiveis no mercado, demonstrando

caracteristicas desejaveis e um alto potencial biotecnolégico para

substituir os antibiéticos utilizados no controle da contaminagcdo da

fermentacao do bioetanol.
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Capitulo 6

Figura 23: Blend de 6leos essenciais.
Fonte: Elaborada pela autora.
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APRESENTACAO

Neste capitulo € apresentada a patente de invencdo Composicoes e
seu uso depositava no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI)
sob numero de processo INPl: BR 10 2018 0168045, que descreve
composicdes obtidas a partir da combinacdo de Oleos essenciais que
apresentaram resultados promissores quando testados em micro-
organismos presentes em processos de fermentagdo industrial,
especialmente contaminantes bacterianos oriundos de processos
fermentativos de unidades industriais brasileiras. As composicfes sao
resultado dos ensaios de avaliacbes dos Oleos essenciais discutidos ao

longo deste trabalho.
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COMPOSIGCOES E SEU USO

Campo da invencdo:

[001] A presente invencdo se insere no campo da quimica,
mais especificamente na area de processos fermentativos, e
descreve composicdes compreendendo 6leos essenciais, em que
os referidos 6leos essenciais sdo selecionados do grupo que
consiste de Vetiveria zizanioides, Baccharis
dracunculifolia, Pilocarpus microphyllus, Piper caldense,
Piper ovatum e Piper cernuum.

[002] As referidas composigdes sdo Uteis no controle
microbiano de contaminacéao bacteriana em processos
fermentativos, tais como os ©processos de fermentacdo
alcodlica em usinas sucroalcooleiras produtoras de
bioetanol.

[003] Tais composicgdes apresentam perfil bacteriostéatico
e/ou bactericida e visam controlar a contaminacdo no processo
de fermentacdo, reduzindo ou erradicando o desenvolvimento
de micro-organismos indesejaveis.

Fundamentos da invencgdo:

[004] Nas ultimas duas décadas, o uso de antibidéticos no
controle de bactérias do processo de fermentacdo alcodlica
tem sido uma pratica comum na industria do bioetanol.

[005] Tal uso indiscriminado de antibidéticos torna-se
alvo de preocupacédo, tendo em vista a selecdo e proliferacéo
de bactérias multirresistentes, uma vez que subprodutos da
producdo de etanol, tais como a levedura seca, sdo vendidos
como insumos para producdo de racdo animal e podem afetar a
satde humana.

[006] O bioetanol industrial (combustivel) é o produto

proveniente da fermentacdo de acucares a partir de diversas
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matérias-primas, que incluem a cana-de-aglcar, a beterraba,
o milho e o sorgo, utilizando leveduras.

[007] No Brasil, a obtencdo de bioetanol combustivel é
feita majoritariamente a partir do melaco e do caldo da cana-
de-acucar. Estes acucares sdo fermentados por leveduras em
tanques que promovem um ambiente adequado também para o
crescimento de bactérias.

[008] A principal consequéncia da presengca de micro-
organismos contaminantes nos tanques ¢é a reducgcdo da
eficiéncia fermentativa, acompanhada de uma menor producéo
de etanol. Em vista deste fato, a contaminacdo bacteriana
precisa ser controlada, uma vez que as bactérias competem
com as leveduras do género Saccharomyces por acucares
presentes no substrato a ser fermentado.

[009] Enquanto as leveduras fazem uso dos acglcares para
a produgédo do bioetanol, as bactérias, por sua vez, produzem
diversos metabdélitos que inibem o processo de fermentacdo.

[010] As bactérias produtoras de acido latico (do inglés
Lactic Acid Bacteria ou LAB) ou bactérias 1laticas séao
consideradas o principal problema para o processo, pois séao
capazes de se desenvolverem de forma vigorosa nas condigdes
dos tanques de fermentacdo. Essas bactérias podem secretar
metabdlitos tdxicos, como peptideos biocidas especificos e
dcidos orgénicos, que diminuem o pH do meio e o pH interno
das leveduras, inibindo seu desenvolvimento.

[011] Este efeito de inibigdo e aumento na populacédo de
bactérias nas dornas de fermentacdo causam paradas no
processo e acarretam perdas significativas nas usinas
produtoras de etanol, comprometendo o rendimento.

[012] Para prevenir a propagacdo das LAB e limitar as
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perdas, os produtores de etanol fazem uso, de forma continua,
dos mesmos antibidéticos utilizados para satde humana, como
penicilina, eritromicina e virginamicina.

[013] De acordo com os principios de microbiologia e da
selecdo natural, o uso de antibiéticos de forma continua
leva a selecdo de bactérias resistentes. Além disso, existe
outra restricdo em relagcdo ao uso desses produtos nos
processos fermentativos, a qual estd relacionada aos tragos
desses antibidticos que podem ser encontrados em subprodutos
da producao do etanol.

[014] Frente a problemdtica exposta, é indispenséavel a
substituicdo dos antibidéticos no controle de contaminacdo do
processo de fermentacdo para producdo de bioetanol. Essa
substituicdo deve pressupor a utilizacdo de substancias ou
produtos que ndo se tornem residuos nocivos ao ambiente e,
consequentemente, um risco para a salde humana.

[015] Alguns processos de fermentacdo utilizam métodos
alternativos, sem o uso de antibidéticos, para controlar a
proliferacdo de bactérias, porém sem sucesso. Dentre eles,
podemos citar adig¢do de &cidos, didéxido de cloro estabilizado
(SCD), perdxido de wureia hidrogénio (UHP) e extrato de
lapulo.

[016] Tanto a adicdo de &cidos quanto o uso de didxido
de cloro estabilizado (SCD) ndo apresentam seletividade aos
micro-organismos desejaveis, afetando tanto bactérias quanto
leveduras.

[017] Por outro lado, o perdxido de ureia apresenta
problemas de producdo e armazenagem, além do fato de poder
ser metabolizado por leveduras, inativando sua acdo contra

bactérias.
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[018] Assim, como os demais métodos acima descritos, o
extrato de lGpulo também ndo atende a demanda de conter a
contaminag¢do bacteriana, visto que ndo apresenta eficécia
desejada no controle de contaminacdo em processos com alta
taxa de infeccéo.

[019] Desta forma, embora haja tentativas de métodos
alternativos ao wuso de antibiéticos no controle de
contaminagcdo na fermentacgdo, a demanda por uma solugdo isenta
de antibidéticos que seja suficientemente seletiva e eficaz
ainda permanece no panorama industrial.

[020] Sendo assim, a busca por produtos naturais surge
como alternativa viadvel para este tipo de substituicéo.

[021] No Brasil, a biodiversidade é considerada uma
fonte de substdncias biologicamente ativas. A identificacéo
e o entendimento dos mecanismos de acdo dos compostos
presentes em plantas tém sido objeto de estudo de inumeras
pesquisas, Jja& que a busca por compostos com atividade
bioldbégica provenientes de plantas tem aumentado
consideravelmente na industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica.

[022] Em todas as partes da planta, podem ser encontrados
principios ativos importantes, sintetizados pelo metabolismo
secundario, os quais ddo origem a uma série de substédncias
conhecidas e com diversas aplicacdes. Este fato motiva a
investigacdo de produtos naturais como os 6leos essenciais
e extratos vegetais.

[023] Oleos essenciais sdo produtos obtidos a partir de
partes de plantas (flores, brotos, sementes, folhas, ramos,
cascas, frutos e raizes) através de destilacdo por arraste

com vapor d’é&gua, também conhecida por hidrodestilagdo. Sé&o
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misturas complexas de substédncias volateis lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas.

[024] Quimicamente, os 6leos essenciais sdo compostos de
hidrocarbonetos terpénicos, alcobdis simples e terpenos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, oOxidos, perdxidos,
furanos, &cidos orgédnicos, lactonas, cumarinas e compostos
contendo enxofre em diferentes concentragdes.

[025] Entretanto, a aplicacdo dos O6leos essenciais néo
se restringe apenas a atividades relacionadas a fragréncias
e aromas, uma vez que estes sdo considerados a principal
fonte de substéncias com atividade antimicrobiana.

[026] Sendo assim, O6leos essenciais e seus componentes
podem representar uma alternativa na substituicdo de
antibiodéticos utilizados no controle de contaminacéo
bacteriano no processo de fermentacdo para obtencdo do
bioetanol.

[027] Sob este panorama, s&o aqui propostas composicdes
compreendendo misturas de diferentes 6leos essenciais como
alternativa no controle de contaminagcdo no processo de
fermentacdo alcdbolica.

Estado da técnica:

[028] Alguns documentos do estado da técnica descrevem
processos e composi¢des que visam controlar o crescimento de
micro-organismos indesejaveis em processos fermentativos.

[029] Em “Ethanol addition enhances acid treatment to
eliminate Lactobacillus fermentum from the fermentation
process for fuel ethanol production” (Costa, M.A.S. et al.),
€ descrito um tratamento com acido sulfirico acrescido de 5
% de etanol para eliminar a bactéria Lactobacillus fermentum

do processo de fermentacdo para a produgdo de etanol.
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[030] No documento “Chlorine dioxide against bacteria
and yeasts from the alcoholic fermentation” (Meneghin, S.P.
et al.), verifica-se o efeito do diéxido de cloro contra
bactérias contaminantes da fermentacdo alcodlica através do
método da concentracdo inibitdéria minima (CIM), assim como
seu efeito sobre o fermento industrial.

[031] Em US 20160270404, faz-se referéncia a um método
e composigdo para controlar os micro-organismos indesejaveis
em processos de fermentagcdo. A combinacdo sinérgica desta
composigdo tensoativa e do pH acidico da solugdo aquosa de
fermentacdo é eficaz para o controle dos niveis de uma ou
mais bactérias indesejaveis e/ou subprodutos bacterianos,
enquanto que a levedura fermentadora permanece adequadamente
viavel.

[032] No documento W02011116042A2, é descrito um método
para controlar o crescimento bacteriano em sistemas de
fermentacdo de etanol, com antibidéticos alternativos, que
podem ser biocidas ndo oxidantes, oxidantes estabilizados ou
a combinacdo destes que utilizam milho como substrato ou
fermentacdo cervejeira.

[033] Em WO02013074277, é revelado um método de alto
rendimento para fermentar carboidrato em etanol e prevengéo
e/ou ruptura de biofilmes.

[034] O artigo “Oleos essenciais de folhas de diversas
espécies: propriedades antioxidantes e antibacterianas no
crescimento espécies patogénicas” (Miranda, C.A.S.F. et al.)
as propriedades antibacterianas do 6leo essencial de algumas
espécies, entre as quais B. dracunculifolia, que apresentou
atividade antibacteriana para bactérias Gram negativas e

Gram-positivas.
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[035] Diferentemente, a tecnologia proposta na invencéo,
composta majoritariamente por 6leos essenciais, foi testada
em diferentes micro-organismos contaminantes, os quais foram
isolados de diferentes processos industriais, se mostrando
eficaz na atividade bactericida sem afetar as leveduras,
melhorando o rendimento em etanol, quando comparado com
condicdes em que hé& presenca de bactérias contaminantes.

Breve descrigcdo da invencdo:

[036] Esta invencgdo descreve composig¢des compreendendo
combinacgdes de Oleos essenciais, em que os referidos 6leos
essenciails s&o selecionados do grupo que consiste de
Vetiveria zizanioides, Baccharis dracunculifolia, Pilocarpus
microphyllus, Piper caldense, Piper ovatum e Piper cernuum.

[037] As referidas composicgdes s&o Uteis no controle da
contaminacdo bacteriana em processos fermentativos, tais
como os processos de fermentacdo alcodélica em usinas
sucroalcooleiras produtoras de bioetanol.

Breve descrigcdo das figuras:

[038] Para obter uma total e completa visualizacdo do
objeto desta invencédo, sdo apresentadas as figuras as quais
se faz referéncias, conforme se segue.

[039] A Figura 1 representa o perfil eletroforético
cromossémico do DNA gendémico das linhagens de Saccharomyces
sensu stricto avaliadas usando eletroforese de campo
pulsado, em que as linhagens SA-1; PE2; CA-1; BG-1; FT858L
e ANG sé&o padrdes de linhagens de leveduras selecionadas
comerciais e as linhagens DBP AR; DBP RV; DBP SF; DBP_ SM;
DBP BPA; DBP CVG; DBP_TFT e DBP CLE sdo linhagens nativas.

[040] A figura 2 representa a diferenciacdo de perfil

cromossdmico das linhagens padrdo SA-1; PE2; CA-1; BG-1;
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FT858L e ANG e das linhagens nativas DBP_AR; DBP_RV; DBP_ SF;
DBP_ SM; DBP BPA; DBP CVG; DBP TFT e DBP CLE.

[041] A Figura 3 representa graficamente a eficécia da
atividade dos 6leos essenciais em bactérias isoladas de
processos industriais de fermentacdo alcodlica.

[042] A Figura 4 representa graficamente a eficédcia da
atividade bacteriostdtica dos 6leos essenciais em linhagens
de Dbactérias isoladas de processos industriais de
fermentacdo alcodlica.

[043] A Figura 5 representa graficamente a eficidcia da
atividade bactericida dos &leos essenciais em linhagens
isoladas de bactérias provenientes de fermentacdo alcodlica
de unidades industriais.

[044] A Figura 6 representa graficamente a contagem de
leveduras nos diferentes tratamentos no tempo zero (T0) e
apbés 24h de fermentacdo (T24).

[045] A Figura 7 representa graficamente a contagem de
bactérias nos diferentes tratamentos no tempo zero (T0) e
apbds 24h de fermentacdo (T24).

[046] A Figura 8 representa graficamente o rendimento em
etanol relativo para todos os tratamentos avaliados no ensaio
de fermentacgdo: apenas com a levedura (L); com bactérias e
leveduras (B+L); com leveduras + mistura de 6leos essenciais
(LOE) e com bactérias + leveduras + mistura de Oleos
essenciais (BLOE) .

Descricdo detalhada da invencdo:

[047] Esta invencdo descreve composig¢des compreendendo
6leos essenciais, em que os referidos 6leos essenciais séao
selecionados do grupo que consiste de Vetiveria zizanioides,

Baccharis dracunculifolia, Pilocarpus microphyllus, Piper
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caldense, Piper ovatum e Piper cernuum.

[048] Em uma modalidade preferida da presente invencgéo,
a composigdo apresenta concentracdo final de 2 mg/mL e os
6leos nas seguintes concentracdes:

- de 0,1 a 99%, preferencialmente 18%, de 6leo essencial
de Vetiveria zizanioides;

- de 0,1 a 99%, preferencialmente 18%, de 6leo essencial
de Baccharis dracunculifolia;

- de 0,1 a 99%, preferencialmente 19%, de 6leo essencial
de Pilocarpus microphyllus;

- de 0,1 a 99%, preferencialmente 22%, de 6leo essencial
de Piper caldense;

- de 0,1 a 99%%, preferencialmente 3%, de 6leo essencial
de Piper ovatum;

- de 0,1 a 99%%, preferencialmente 20%, de 6leo essencial
de Piper cernuum; e

- de 0,1 a 10%, preferencialmente 1%, de Tween 80.

[049] As referidas composicgdes s&o uUteis no controle da
contaminacdo bacteriana em processos fermentativos, tais
como o0s processos de fermentacdo alcodélica em usinas
sucroalcooleiras produtoras de bioetanol, sendo as mesmas
seletivas, de modo que a combinacdo sinérgica dos &leos
essenciails ndo apenas reduz como também elimina uma ou mais
bactérias contaminantes e, concomitantemente, permanece
inerte para diferentes leveduras do processo, sendo elas
selecionadas ou nativas.

Testes realizados:

[050] Para realizar os ensaios de susceptibilidade aos
6leos essenciais (OE) , foram selecionadas linhagens

selecionadas de padrdes comerciais de leveduras (SA-1; PE2;
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CAT-1; BG-1; FT858L e ANG) além de linhagens nativas
(isoladas a partir de amostras de fermentos provenientes de
processos industriais de producdo de biocetanol de diferentes
usinas brasileiras).

[051] Em seguida, o perfil cromossdémico das linhagens de
leveduras foi comparado e avaliado, a fim de determinar
diferentes 1linhagens. Dessa forma, quatorze 1linhagens
distintas isoladas a partir de amostras de wunidades
industriais produtoras de biocetanol, incluindo os padrdes
comerciais, foram selecionadas para realizar os ensaios de
determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) frente
aos Oleos essenciais (vide Figuras 1 e 2, gque indicam a
anadlise de identidade molecular e perfil cromossdémico para
diferenciacdo de linhagens de leveduras) .

[052] Os ©Oleos essenciais utilizados foram obtidos
comercialmente ou através de extracdo de material vegetal
por hidrodestilacéo.

[053] Uma triagem inicial foi realizada para garantir
que fossem selecionados apenas ©6leos essenciais que
apresentassem perfil adequado (inertes para todas as
linhagens de Saccharomyces sensu stricto provenientes de
fermentacdo alcbdolica em todas as concentracdes testadas, ou
seja, que né&o apresentaram atividade inibitéria para as
linhagens de leveduras isoladas de processo industrial) para
posterior avaliagdo da atividade antimicrobiana.

[054] Os Oleos essenciais selecionados foram, entéo,
testados para avaliar o potencial inibitério e microbicida
frente as linhagens de bactérias isoladas de amostras de
fermentacdo alcdéolica de diferentes unidades industriais e

compreendem micro-organismos dos géneros Lactobacillus,
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Acetobacter, Staphylococcus e micro-organimos da familia
Leuconostocaceae, sendo o grupo de Lactobacillus o mais
abundante, o qual incluiu espécies de L. paracasei, L.
fermentum, L. ferraginis e L. amylovorus, além de L.
harbinensis. Os ensaios para determinacdo de atividade
inibitéria (MIC) e os ensaios para determinacdo de atividade
bactericida (MBC) foram realizados de acordo com protocolos
j& conhecidos e descritos em CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria, 2005) .

- Determinagcdo da Concentracdo Inibitdria Minima (MIC)

e Concentracdo Bactericida Minima (MBC) em bactérias

isoladas em processos de fermentacdo industriais:

[055] Ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana
e determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) dos
6leos essenciais frente as linhagens de bactérias isoladas
em processos de fermentacdo industriais foram realizados
utilizando apenas os 6leos essenciais que né&o apresentaram
atividade nos ensaios de atividade antimicrobiana para todas
as leveduras avaliadas.

[056] Para estes ensaios, foram preparados indculos de
37 cepas isoladas de bactérias provenientes de amostras de
unidades industriais distintas, segundo as recomendagdes do
protocolo M7-A6 para bactérias (NCCLS, 2005). Para cada
isolado foram avaliados 21 Oéleos essenciais distintos em
testes de microdiluicdo, dos quais Vetiveria =zizanioides;
Baccharis dracunculifolia; Pilocarpus microphyllus; Piper
caldense; Piper cernuum e Piper ovatum apresentaram oOs
melhores resultados.

[057] De acordo com os resultados preliminares obtidos,
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a eficécia (Figura 3), o perfil bacteriostatico (Figura 4)
e o perfil bactericida (Figura 5) dos &éleos essenciais
avaliados variaram de acordo com cada 6leo essencial.

[058] As eficacias dos O6leos essenciais perante aos
isolados variaram, conforme pode ser notado na Figura 3. Dos
21 o6leos essenciais testados para LAB, 9 apresentaram
eficdcia superior a 60%, demostrando perfil interessante
para a finalidade proposta na invencgéo.

[059] Dentre eles, podemos destacar os 6leos essenciais
de Vetiveria zizanioides, Baccharis dracunculifolia, Piper
caldense, Piper cernuum e Piper ovatum, o0s quais apresentaram
melhores perfis antimicrobianos, com eficacias superiores a
70%, conforme mostra a Figura 3.

[060] Considerando-se os resultados obtidos de eficacia
de atuacdo dos ¢éleos essenciais em bactérias isoladas de
processos fermentativos industriais, o efeito microbicida,
além das faixas de atuacdo dos déleos essenciais avaliados
foram selecionados os seguintes 6leos: Vetiveria
zizanioides; Baccharis dracunculifolia e Pilocarpus
microphyllus, além dos O6leos provenientes de plantas do
género Piper (P. caldense; P. cernuum e P. ovatum) para
avaliagdo do perfil quimico.

- Avaliacdo do perfil quimico:

[061] De acordo com os resultados obtidos nos ensaios
para avaliacdo antimicrobiana dos éleos essenciais, os 6leos
essenciais de; Vetiveria zizanioides; Baccharis
dracunculifolia; Pilocarpus microphyllus; Piper caldense;
Piper cernuum e Piper ovatum foram selecionados para
avaliacdo do perfil quimico (Tabela 1).

[062] Analises de CG-EM foram realizadas para

Peti¢do 870180071984, de 16/08/2018, pag. 17/44

Peticdo 870180071984, de 16/08/2018, pag. 197



198

13/26

caracterizar quimicamente os 6leos que apresentaram perfil
de inibicdo desejavel e eficacias superiores a 70 %, bem
como os compostos majoritdrios nos diferentes 6leos
essenciais com melhores desempenhos antimicrobianos
avaliados nos ensaios de atividade inibitdéria e microbicida.

Tabela 1 - Perfil quimico dos o6leos essenciais

Vetiveria zizanioides

[)

(eficadcia: 86,5 % / atividade microbicida: 41,9 %)

Tr (min) (2 IR®) Analitos $ relfe
5:35 934 alfa-pineno 8,82
6,56 980 beta-pineno 7,29
26,40 1479 gama-muuroleno 3,78
29,33 1553 beta-vetiveneno 4,87
33,59 1665 bulnesol 1,92
38,80 1812 dcido vetivénico 12,34
39, 66 1838 alfa-vetivona 4,20

Baccharis dracunculifolia

(eficédcia: 73,0 % / atividade microbicida: 28,0 %)

5;385 934 alfa-pineno 6,08
6,58 980 beta-pineno 13,42
6,81 989 beta-mirceno 2,90
8,19 1031 Limoneno 26,74
23,97 1419 trans—-cariofileno 1,94
26,49 1481 germacreno D 5,48
27,09 1496 Biciclogermacreno 7,70
27,20 1498 alfa-muuroleno 1,06
27,98 1:51:8 delta-cadineno 3,78
29y 1.5 1563 trans-nerolidol 22,54
30,31 1578 Espatulenol 5,41
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Pilocarpus microphyllus

(eficécia: 67,6 % / atividade microbicida: 28,0%)
8,16 1030 Limoneno 1,79
22,78 1390 beta-elemeno 10+63
24,03 1420 trans—-cariofileno 17,30
24,62 1435 alfa-guaieno 1,64
25,44 1455 alfa-humuleno 2,06
26,55 1482 germacreno D 27,75
27,09 1496 biciclogermacreno 6,62
27:35 1502 alfa-bulneseno 9,51
27: 56 1508 germacreno A 5,63
27,98 1518 delta-cadineno 3,24
29,55 1558 germacreno B 4,84

5-epi-7-epi alfa-
31,40 1606 0,75
eudesmol
Piper caldense

(eficacia: 77,8 % / atividade microbicida 21,1 %)
5,34 933 alfa-pineno 0,42
6,56 979 beta-pineno 1,07
8,16 1030 limoneno 3,73
8,70 1045 trans-ocimeno 1,67
24,04 1420 trans—-cariofileno 23,26
25,43 1455 alfa-humuleno 1,01
26,48 1480 gama-muuroleno 1,96
26,79 1488 beta-selineno 1,04
27,17 1498 biciclogermacreno 43,00
27,54 1507 alfa-bisaboleno 1,45
27,97 1518 delta-cadineno 1,36
29,52 1558 germacreno B 0,97
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29,70 1563 trans-nerolidol 10,83
30,26 1577 espatulenol 1,71
30,44 1582 6xido de cariofileno 1; 72
30,92 1594 khusimona 0,73
Piper cernuum
(eficacia: 100,0 % / atividade microbicida: 66,7 %)
5,35 934 alfa-pineno 6,94
6,56 979 beta-pineno 0,32
6,81 989 beta-mirceno 1,49
7,40 1008 para-cimeno 1,99
8,26 1032 beta-felandreno 21,02
8,33 1034 cis-ocimeno 1,39
8,70 1045 trans-ocimeno 0,51
10,70 1101 linalol 0,80
23,98 1419 trans-cariofileno 3,28
26,47 1480 gama-muuroleno 1,37
27,14 1497 biciclogermacreno 28,61
27,77 1513 gama-cadineno 1,49
27,99 1519 delta-cadineno 6,47
29,69 1562 trans-nerolidol 6,37
30,28 1577 Espatulenol 8,41
30; 57 1585 beta-copaen-4-alfa-ol 1,41
32,73 1642 epi-alfa-cadinol 1,05
Piper ovatum
(eficécia: 100,0 % / atividade microbicida: 79,2 %)
5,35 933 alfa-pineno 4,40
6,57 980 beta-pineno 12,70
6,84 990 beta-mirceno 19,77
8,70 1045 trans-ocimeno 0,88
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10,18 1086 terpinoleno 2,14
2215 1389 beta-elemeno 1,44
23,97 1419 trans-cariofileno 2,39
26,48 1481 gama-muuroleno 4,70
27,08 1495 biciclogermacreno 6,41
27,20 1498 alfa-muuroleno 1,28
27,53 1507 alfa-bulneseno 2,87
27,77 1513 gama-cadineno 1,53
27,99 1518 delta-cadineno 7,81
30;27 1577 espatulenol 10,064
32,73 1642 epi-alfa-cadinol 2,26

(a) tempo de retenc¢do (b) indice de retencdo (c) fracdo em porcentagem

da drea total integrada para o cromatograma (d) massa molar (e) ndo

[063]

atividade seletiva (bacteriostéatica e bactericida)

essenciais e perfil quimico,

identificado

Baseado nos resultados preliminares de eficéacia,

dos 6leos

foram avaliadas combinacdes dos

diferentes 6leos essenciais frente as linhagens de bactérias

provenientes de fermentacgdo industrial.

Tabela 2 -

Eficdcia de combinacdes dos dleos essenciais

(OE) avaliados com diferentes proporgdes

% dos Componentes (Oleos Esseciais/ Tween) no

Blend Blend Eficacia
OE 12 15 28 34 35 38 Tween
B2 98,5% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 1,0% 75,0%
B3 0,1% 98,5% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 1,0% 25,0%
B4 0,1% 0,1% 98,5% 0,1% 0,1% 0,1% 1,0% 75,0%
BS 0,1% 0,1% 0,1% 98,5% 0,1% 0,1% 1,0% 75,0%
B6 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 98,5% 0,1% 1,0% 100,0%
B7 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 98,5% 1,0% 100,0%
B8 0,1% 0,1% 0,1% 49,3% 49,3% 0,1% 1,0% 100,0%
B9 0,1% 0,1% 0,1% 32,5% 32,5% 32,5% 2,2% 75,0%
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B1l1l 24,5% 0,1% 0,1% 24,5% 24,5% 24,5% 1,8% 75,0%
B12 0,1% 24,5% 0,1% 24,5% 24,5% 24,5% 1, 100,0%
B13 0,1% 0,1% 24,5% 24,5% 24,5% 24,5% 1,8% 100,0%
B14 16,5% 16,5% 16,5% 16,5% 16,5% 16,5% 1,0% 100,0%
B16 17,6% 16,9% 21,3% 21,7% 18,9% 2,6% 1,0% 100,0%
E13 49,3% 49,3% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 1,0% 33,0%
E14 49, 3% 0,1% 49,3% 0,1% 0,1% 0,1% 1,0% 50,0%
E15 0,1% 48,0% 48,0% 0,1% 0,1% 0,1% 3,6% 83,0%
EZ% 32,5% 32,5% %2,5% 0,1% 0,1% 0,1% 2,2% 50,0%
OE = Oleo Essencial; 12 Oleo essencial de Vetiveria zizanioides;

15 Oleo essencial de Baccharis dracucunlifolia; 28 Oleo essencial
de Pilocarpus microphyllus; 34 Oleo essencial de Piper caldense;
35 Oleo essencial de Piper cernuum;

[064] A Tabela 2 apresenta a eficdcia de combinacdes dos
6leos essenciais (OE) avaliados com diferentes proporcgdes.
As proporgdes de cada OE variam de 0,1% a 98,5%. Os testes
de microdiluigcdo foram realizados em microplacas estéreis de
96 orificios. Os ensaios foram conduzidos em micro-
organismos provenientes de ©processos fermentativos de
diferentes unidades industriais isolados nas safras de
2015/2016 e 2016/2017. O grupo de micro-organismos avaliados
compreendem Lactobacillus paracasei; Lactobacillus
fermentum; Lactobacillus ferraginis; Lactobacillus
harbinensis; Lactobacillus amylovorus; Staphylococcus sp.;
Acetobacter sp.; Fructobacillus sp. Os ensaios identificados
como N B ” foram avaliados para os micro-organismos do grupo
Lactobacillus sp. Os ensaios identificados como “ E ” foram
avaliados para todos os micro-organismos, entretanto a
eficdcia que consta na Tabela 2 refere-se a atuacdo dos
blends apenas em Lactobacillus sp., tendo em vista que as
bactérias &cido léaticas (LAB) sé&o o principal componente da

contaminacdo bacteriana em processos fermentativos.
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Tabela 3 - Avaliacdo Comparativa Blend em relagcdo a

atividade dos OE isolados
Ensaios B8 B9 B1l1l B1l2 B13 Bl4 Bl6
Cobertura + - + + + + +
Concentracgao 0 _ _ " _ _ +
(mg/mL)
Atividade 333 | 0% 40% 25% | 20% 603 | 57%
Bactericida
Atividade & 5 5 5 o o °
P e T T 67% 100% 60% 75% 80% 40% 43%
Bfickcla Cesal 100% 75% 758 _ 100% 100% 100% 100%

+ - + + + +

Legenda:
(+ ) Melhorou
(=) Piorou

( 0 ) Manteve

[065] A Tabela 3 apresenta um comparativo dos blends com
melhores eficdcias em relacdo a atividade dos ©&leos
essenciais isoladamente em bactérias do género Lactobacillus
sp. (Lactobacillus paracasei; Lactobacillus fermentum;
Lactobacillus ferraginis; Lactobacillus harbinensis). Esta
avaliagdo comparativa do blend com as diferentes proporcgdes
de OE em relacdo aos 6leos essenciais avaliados isoladamente,
utilizou como pardmetros fatores importantes para atividade
antimicrobiana tais como:

e Cobertura (capacidade de apresentar atividade
antimicrobiana no maior numero de micro-organismos
avaliados) ;

e Concentragdo (concentracdo de uso comparativa dos
6leos essenciais em mg/mL capaz de apresentar
atividade antimicrobiana) ;

e Atividade bactericida (capacidade de atuar sobre as
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bactérias avaliadas de forma a eliminé-las);

e Atividade Dbacteriostdtica (capacidade de atuar
sobre as bactérias avaliadas de forma a inibir o
crescimento destas);

e Eficacia Geral (eficdcia de atuacdo do blend com
diferentes proporcdes sobre as bactérias comparada

as eficdcias de atuacdo dos O&leos essenciais

isoladamente sobre as bactérias).

[066] Apds a avaliacdo de diferentes combinagdes de
6leos essenciais com perfil adequado, isto é, cujo potencial
antimicrobiano seletivo é capaz de matar ou inibir bactérias
sem afetar o crescimento das linhagens de Saccharomyces sensu
stricto presentes na fermentacdo alcbéolica de diferentes
unidades industriais, foi realizado ensaio de fermentacdo em
frascos agitados.

[067] Na fermentacdo em frascos agitados, utilizou-se
linhagem de levedura (PE-2) e linhagem de bactéria léactica
(Lactobacillus sp) (ambas isoladas, identificadas e
caracterizadas) e a mistura de Oleos essenciais previamente
selecionados com os melhores resultados para atividade
antimicrobiana.

[068] O ensaio de fermentacdo em frascos agitados foi
montado a partir de modificacdes dos protocolos descritos
por Thomas et al (2001), Narendranath et al (2004) e
Steckelberg (2001). Neste ensaio, foram avaliadas as
populacdes de bactérias e leveduras na presenca e auséncia
da mistura de 6leos essenciais com subsequente plagqueamento
das condicdes testadas em placas contendo: meio seletivo
para as leveduras (YEPD - Yeast Extract Peptone Dextrose com

antibidético) e meio seletivo para as bactérias lacticas (MRS
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com actidione) .

[069] Ainda, foram avaliados os seguintes pardmetros:
redugdo populacional de bactérias na presenca da mistura de
6leos esséncias, com monitoramento do decréscimo na
concentracdo de acucares, producdo de etanol e Aacidos
orgdnicos por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) .
Deste modo, foi avaliada a possivel interferéncia positiva
da adigdo da mistura de 6leos essenciails na produgdo do
bioetanol, a partir do ganho de rendimento na fermentacdo
alcbéolica, de modo que a mistura possa ser utilizada como
potencial produto na substituicdo de antibidéticos para o
controle de contaminac&o por bactérias, principalmente LAB,
na industria de bioetanol.

Descricdo do ensaio de fermentacdo:

[070] Para avaliacdo da mistura de 6leos essenciais com
finalidade de controlar a contaminacdo bacteriana, em
especial bactérias acido lacticas (LAB), foi realizado
ensaio de fermentacdo utilizando meio de cultivo sintético,
de acordo com protocolo de Steckleberg (2001) modificado.

[071] Ao meio de fermentacdo, foi acrescido 10% em volume
da mistura de 6leos esséncias em uma concentracdo de 20
mg/mL, de modo que se obtivesse 2 mg/mL de concentracdo final
no meio de cultivo nos tratamentos com 6leos essenciais. Nos
demais tratamentos (controles), foi adicionado mesmo volume
de salina estéril, a fim de evitar distorcdes de diluicéo
nos resultados. Para avaliar o efeito da mistura de déleos
essenciais em bactérias e leveduras, foram realizados os
seguintes tratamentos:

- Tratamento B - Meio de fermentacdo inoculado apenas

com bactéria (4 mL de indculo inicial ajustado para 107 -
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simulacdo de condicdo dréastica de contaminacdo) + 8 mL de
solucdo salina 0,9% estéril.

- Tratamento L - Meio de fermentacdo (40 mL) inoculado
apenas com levedura (4 mL de indculo inicial ajustado para
10¢) + 8 mL de solucdo salina 0,9% estéril.

- Tratamento B+L - Meio de fermentacdo inoculado com
bactéria + levedura, sendo 4 mL de indéculo de bactéria
inicial ajustado para 107 - simulagdo de condigdo dréstica
de contaminacdo (nivel inaceitdvel de acordo com unidades
industriais) + 4mL de indéculo de levedura inicial ajustado
para 10¢) + 4mL de solucdo salina 0,9% estéril.

- Tratamento B+OE - Meio de fermentacdo acrescido de
mistura de 6leo essencial (BOE) inoculado com bactéria, sendo
4 mL de indéculo de bactéria inicial ajustado para 107 + 4mL
de mistura de 6leos essenciais + 4 mL de solucédo salina 0,9%
estéril.

- Tratamento L+OE - Meio de fermentacdo acrescido de
mistura de 6leo essencial (BOE) inoculado com levedura, sendo
4 mL de indéculo de levedura inicial ajustado para 10° + 4 mL
de mistura de 6leos essenciais + 4 mL de solucgéo salina 0,9%
estéril.

- Tratamento B+L+OE - Meio de fermentacdo acrescido de
4 mL de mistura de o6leo essencial (BOE) inoculado com
bactéria e levedura, sendo 4 mL de indéculo de bactéria
inicial ajustado para 107 + 4 mL de indculo de levedura
inicial ajustado para 10°.

[072] Para os tratamentos com leveduras, foi utilizada
uma linhagem de levedura comercial Pedra-2 (PE-2). Para os
tratamentos com Dbactéria, foi utilizado um isolado

bacteriano proveniente de unidade industrial, isolado e
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identificado como Lactobacillus paracasei.

[073] Os tratamentos foram feitos em duplicata em
frascos de erlenmeyer com capacidade para 250 mL contendo 40
mL de meio de fermentacdo em cada um, com adicdo dos inbculos
a 10% em volume.

[074] Foram retiradas aliquotas de 1 mL de todos os
experimentos para plaqueamento. Este volume foi submetido a
diluigdo seriada em tubos de ensaio contendo 9 mL de &agua
destilada estéril, a fim de se obter diluicdes de 10! até
1012, Os plaqueamentos foram realizados em duplicata em
placas contendo meio YEPD agar com antibidético monensina
para recuperacdo exclusiva de leveduras e placas contendo
meio MRS &gar com Actidione para recuperacdo exclusiva de
bactérias. Todas as diluicgdes de todos os experimentos foram
plagqueadas no tempo zero (inicial 0, logo apds adigdo do
indéculo) e apds 24h.

[075] Para evitar o efeito de diluicdo, uma solucdo de
salina 0,9% estéril foi adicionada aos frascos de menor
volume, a fim de completar o volume e para que os frascos
apresentassem volume final de 52mL.

[076] O ensaio de fermentagdo foi realizado a 32°C por
24 horas a 150 rpm em agitador tipo shaker.

Composi¢do da mistura de 6leos essenciais:

[077] Para a composicdo da mistura de Oleos essenciais

avaliada no ensaio de fermentagdo com frascos agitados, foram

utilizados os componentes de acordo com a Tabela 4.
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Tabela 4 - Composig¢do da mistura de oleos essenciais
) % relativa | Concentracéao
Oleo Essencial
de OE na de cada OE
(OE)
mistura (mg/mL)
Vetiveria
17,6 3,51
zizanioides
Baccharis
16,9 3538
dracunculifolia
Pilocarpus
22,3 4,45
microfilus
Piper caldense 21,7 4,35
Piper cernuum 18,9 3,78
Piper ovatum 2,6 0,53
Solucdo de Tween
145
80 a 1%
Agua gsp 20 mg/mL

[078] Para a composicdo da mistura de Oleos essenciais
(BOE), foram pesadas as quantidades dos diferentes &leos
essencials acima descritos (Tabela 4) em um mesmo frasco
estéril, ao qual foram adicionados volumes de solucdo estéril
de Tween 80 a 1% e a&gua destilada estéril.

[079] A composicdo da mistura de O6leos essenciais foi
definida considerando: auséncia de atividade em leveduras e
eficacia geral dos 6leos essenciais (OE) em diversos isolados
de bactérias, incluindo LAB, avaliados individualmente e
atividade bactericida em diversos isolados de LAB avaliados
anteriormente.

[080] A contagem de micro-organismos, realizada no
experimento de avaliacdo da mistura de 6leos essenciais,

pode ser observada na Tabela 5 abaixo.
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TABELA 5 — Resultado da contagem de leveduras em meio de
cultivo YEPD dgar para recuperag¢do de leveduras e da
contagem de bactérias em meio de cultivo MRS dgar para

recuperagdo de bactérias

Contagem
Experimento | Tratamento Leveduras Bactérias
YEPD 24 MRS O MRS 24
El B 2,9 X 10 8 10 12
E2 B 10 4 10 12
E3 L
E4 L
E5 B + L
E6 B+ L
E7 B + OE
E8 B + OE
E9 L + OE 8 X 10 ¢ | 7,0 X10
E10 L + OE 6,8 X 10 6| 3,0 X10 12
Ell B+L+OE|5,0X 10 ¢ 3,0 X10 2 (2,0 X 10 8 0
E12 B+L+OE]|6,5X 10 ¢ 2,0 X10 %2 [1,0 X 10 8 0

[081] De acordo com os resultados de contagem obtidos
nos plaqueamentos (Tabela 5 e Figuras 6 e 7), é possivel
notar que a adicdo da mistura de 6leos essenciais (OE) néo
afetou o crescimento da levedura, visto que os tratamentos
(L) que possuiam apenas leveduras obtiveram resultados de
mesma ordem de grandeza (10!2) que os tratamentos que
possuiam leveduras e O6leos essenciais (L+OE) e (B+L+OE),
demonstrando que ndo houve reducédo de ciclos logaritmicos de
crescimento.

[082] Concomitantemente, é possivel notar que a adigéo

da mistura de 6leos essenciais (OE) afetou consideravelmente
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o crescimento bacteriano. Nos tratamentos (B), gque possuiam
apenas bactérias, foram obtidos resultados com acréscimo de
4 ciclos logaritmicos (108 no tempo zero e 10!2 apds 24h de
crescimento), enquanto que nos tratamentos com adicdo da
mistura de 6leos essenciais, foi possivel uma reducdo de 108
para (B+OE) assim como de 108 para (B+L+0OE), sendo uma
reducdo de 8 ciclos logaritmicos de crescimento, sem deteccao
de bactérias ao final da 24h de fermentacdo em nenhuma das
diluig¢des plaqueadas.

Rendimento em etanol:

[083] A determinacdo do rendimento em etanol para cada
um dos tratamentos foi avaliada através do pardmetro Yp/s
(producdo especifica de etanol), gque expressa a massa de
etanol produzida em relacdo a massa de acgucares redutores
totais (ARTs) consumido.

[084] Para tanto, foram determinados: ART de entrada (no
meio de cultivo sem indculo), ART consumido e rendimento em
etanol de cada um dos tratamentos. Para esta determinacéo,
10 mL do vinho fermentado (conteudo de todos os frascos apds
24h de fermentacgdo) foi centrifugado a 4000 rpm por 6
minutos.

[085] O sobrenadante foi filtrado em unidade filtrante
0,22 p e avaliado por HPLC para deteccdo de etanol e
acucares.

[086] A Figura 8 mostra a representacdo grafica do
rendimento em etanol relativo para todos os tratamentos
testados.

[087] Embora os dados de contagem da adicdo de bactéria
as leveduras nao tenham apresentado diferencas

significativas para a contagem das leveduras, os dados
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referentes ao rendimento em etanol demonstram que a presenca
da bactéria (tratamento B+L) compromete o rendimento em
etanol, ou seja, afeta a levedura no processo de fermentagdo
em aproximadamente 7%, o que representaria uma enorme perda
para o processo.

[088] Além disso, os dados do ensaio de fermentacdo no
tratamento com adicdo de mistura de &leos essenciais,
demonstram um aumento no rendimento em etanol quando
comparado ao tratamento B+L (Bactéria + Levedura), que simula
a condicdo de um alto indice contaminacdo em dornas de
fermentacgéo.

[089] Assim, a adicdo da mistura de &leos essenciais
melhora o rendimento em etanol da levedura em aproximadamente
4% quando comparada ao tratamento B+L, tendo uma
interferéncia positiva para o processo e que, possivelmente,
poderd ser utilizada como potencial produto na substituicéo
de antibidéticos para o controle de contaminacdo bacteriana,
na industria de biocetanol.

[090] Desta forma, a composigcdo ora proposta se
apresenta como um potencial biotecnoldédgico para substituir
os antibidéticos utilizados no controle da contaminacdo da

fermentacdo do bioetanol.
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REIVINDICAGCOES

1. Composicdes caracterizadas pelo fato de compreender

6leos essenciais, em que os referidos 6leos essenciais sé&o
selecionados do grupo que consiste de Vetiveria zizanioides,
Baccharis dracunculifolia, Pilocarpus microphyllus, Piper
caldense, Piper ovatum e Piper cernuum, preferencialmente:
- de 0,1 a 99%, preferencialmente 18%, de 6leo essencial
de Vetiveria zizanioides;
- de 0,1 a 99%, preferencialmente 18%, de 6leo essencial
de Baccharis dracunculifolia;
- de 0,1 a 99%, preferencialmente 19%, de 6leo essencial
de Pilocarpus microphyllus;
- de 0,1 a 99%, preferencialmente 22%, de 6leo essencial
de Piper caldense;
- de 0,1 a 99%%, preferencialmente 3%, de 6leo essencial
de Piper ovatum;
- de 0,1 a 99%%, preferencialmente 20%, de 6leo essencial
de Piper cernuum; e
- de 1 a 10%, preferencialmente 1%, de Tween 80;
em que a composigdo apresenta concentracdo final de 2
mg/mL.
2. Uso das composigdes conforme definidas na reivindicagéo
1, caracterizado pelo fato de ser no controle da contaminacao
bacteriana em processos fermentativos, preferencialmente,
fermentagdo alcodlica em usinas sucroalcooleiras produtoras

de bioetanol.
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FIGURA 5
Levedura
14
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8
6
4
2
0
L B+L L+ OE B+L+OE
HWTO WT24
Legenda:

L = Levedura

B + L = Bactéria + Levedura

L + OE = Levedura + Blend de Oleos Essenciais

B + L + OE = Bactéria + Levedura + Blend de Oleos Essenciais

TO = Contagem de Leveduras no tempo zero (inicio da fermentacao)
T24 = Contagem de Leveduras apés 24h (final da fermentacéo)

FIGURA 6
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Bactéria
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Legenda:
B = Bactéria

B + L = Bactéria + Levedura
B + OE = Bactéria + Blend de Oleos Essenciais
B + L + OE = Bactéria + Levedura + Blend de Oleos Essenciais

TO = Contagem de Bactérias no tempo zero ( inicio da fermentacao)
T24 = Contagem de Bactérias apds 24h ( final da fermentac&o)

FIGURA 7
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(L) - Levedura

(BL) — Bactéria + Levedura;

(LOE) - Levedura + Blend de Oleos Essenciais;

(BLOE) - Bactéria + Levedura + Blend de Oleos Essenciais

FIGURA 8
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Resumo
COMPOSIGOES E SEU USO

A presente invencdo descreve composicdes compreendendo
6leos essenciais obtidos preferencialmente a partir de
plantas da flora brasileira, em que os 6leos essenciais séo
selecionados do grupo que consiste de Vetiveria zizanioides,
Baccharis dracunculifolia, Pilocarpus microphyllus, Piper
caldense, Piper ovatum e Piper cernuum. Estas composicgdes
sdo Uteis no controle da contaminacdo bacteriana em processos
fermentativos, em especial processos de fermentacgao

alcodlica para obtengdo de bioetanol.
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7. Discussao Geral
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Os dleos essenciais ja foram amplamente descritos na literatura
guanto as suas atividades biologicas, incluindo atividade antimicrobiana,
antioxidante, anti- parasitaria, anti-inflamatoria, anti-tumoral e antidiabética
(BURT, 2004; RAUTE e KARUPPAYIL, 2014; GUENTHER,1948).

Embora estes compostos estejam presentes em diversos segmentos
industriais, sua presenga mais notavel em termos de consumo, deve ser
destacada para aplicagcfes na industria alimenticia, bem como na industria
farmacéutica e de perfumaria e cosméticos (BURT, 2004; HUSSAIN et al.,
2008; TEIXEIRA et al., 2013).

De acordo com Barbieri e Borsotto (2018) o mercado de 6leos
essenciais movimentou mais de US$ 6 bilhdes em 2017 no mundo todo
com projecgdo de atingir mais de US$ 10 bilhdes em 2020 e expectativa de
crescimento atingindo mais de US$ 30 bilhdes até 2027. Segundo as
autoras, esta demanda ascendente é consequéncia de uma tendéncia
crescente de procura por produtos naturais e organicos.

Essa tendéncia de busca por solugbes sustentaveis com uso de
produtos naturais inclui também a diversificacdo das aplicacdes dos 6leos
essenciais para além das principais areas no meio industrial, envolvendo a
utilizacdo no ambito agricola e no ramo da pecuaria, especialmente em
aplicacOes veterinérias.

No entanto, ndo ha relatos da avaliacdo destes compostos para
utilizacdo em processos industriais para producéo de bioetanol.

Assim, a abordagem inédita deste trabalho, traz a avaliacdo do
potencial de diferentes Oleos essenciais extraidos de plantas nativas da
flora brasileira, bem como de plantas exdticas, quanto a sua atividade
antimicrobiana seletiva frente aos principais micro-organismos
contaminantes presentes no processo de fermentacédo para producdo do
bioetanol, expandindo ainda mais as possiveis aplicacdes dos Oleos
essenciais.

A primeira parte deste trabalho consistiu na avaliagdo do panorama
dos processos fermentativos das unidades industriais brasileiras produtoras
de bioetanol quando a utilizagdo de antimicrobianos (Capitulol) e a

composicao microbioldgica dos processos (Capitulo 3 e Capitulo 4).



A primeira parte deste trabalho apresentada no Capitulo 1 refere-se
a um levantamento das estratégias de controle de contaminacgé&o utilizadas
por unidades brasileiras produtoras de etanol combustivel a fim de ajudar a
construir um panorama da realidade que permeia o processo fermentativo
nas unidades industriais no Brasil quanto ao uso de antibiéticos, que pode
ter reflexos tanto para o ambiente bem como para a satde humana.

Embora o uso de antibiéticos venha sendo reportado na literatura e
por orgaos regulatdrios como importante componente na disseminacao de
resisténcia a antibioticos, os resultados obtidos nos trazem um panorama
de utilizacdo frequente e intensa pela industria produtora de bioetanol,
mostrando que para todas as unidades industriais ha um intenso uso destas
substancias no controle de contaminantes bacterianos.

Diversos autores tém apontado a resisténcia a antibidticos como um
problema global que vem se tornando comum (WHO, 2001), dentre eles,
Jaimee e Halami (2016) e Allen et al. (2010) salientam o surgimento de
reservatorios ambientais e dispersdo descontrolada de bactérias
patogénicas atraveés de diversas vias como um fator preponderante que
pode afetar a efetividade do uso destas substancias para terapia humana.

Sabe-se que os antibidticos tém sido usados para fins veterinarios e
na alimentacdo animal como promotor de crescimento (BUTAYE et al.,
2003; MARSHALL e LEVY, 2011) em todo o mundo, entretanto estudos
mais recentes tém demonstrado que o uso inapropriado dos antibioticos
neste contexto leva a selecdo de LAB tolerantes (GORBACH, 2001;
DAVIES e DAVIES,2010; THUMU e HALAMI, 2012).

Segundo Witte (2000), o uso irrestrito de antibioticos facilita o
desenvolvimento e a disseminacdo de resisténcias na microbiota de
animais de fazenda que eventualmente entram na populacdo humana
através da cadeia alimentar apdés o consumo de produtos alimenticios
fermentados. Assim, LAB podem transmitir genes de resisténcia a
antibioticos via transferéncia horizontal de genes a espécies de bactérias
patogénicas aos humanos (SCHJORRING e KROGFELT 2010;
DEVIRGILIS et al. 2011; NAWAZ et al. 2011).

Além disso, a ubiquidade das LAB na natureza, associada ao fato de
gue bactérias Gram-positivas, especialmente do género Lactobacillus, vem

sendo consideradas reservatorios de genes de resisténcia a antibioticos
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(MURPHREE et al., 2014; SAAED et al.,2014), reforcam a preocupagao em
relacdo a transferéncia de genes de resisténcia para micro-organismos
patogénicos. Assim, o0 uso indiscriminado de antibiéticos no contexto
industrial na producdo de bioetanol, onde a presenca de LAB é
preponderante, reforca a recomendacdo para 0 emprego prudente de
antibiéticos e a reducdo de seu uso excessivo fora da pratica médica e
veterinaria. Esse tema vem sendo pauta das discussdes trazidas por
diversos autores (DEC et al., 2017; MURPHREE et al., 2014; SAAED et
al.,2014).

No entanto, confrontando os dados encontrados em relagdo ao uso
de antimicrobianos nas unidades industriais e as informacdes que a
literatura traz a respeito da selecdo de micro-organismos resistentes a
antibioticos, o cenario brasileiro de uso de antimicrobianos nos processos
fermentativos apresenta um panorama preocupante, sinalizando a
necessidade iminente de novas solucdes tecnologicas capazes de auxiliar
na premissa de reducéo do uso excessivo e indiscriminado de antibioticos
em contextos para além de sua aplicacdo na saude, seja ela humana ou
animal. Neste sentido, o presente trabalho traz, na segunda parte, a
avaliacdo de Oleos essenciais para o potencial desenvolvimento de
solucdes tecnoldgicas utilizando produtos naturais para serem aplicados no
controle de contaminacgéo bacteriana em processos de fermentacéao.

A estratégia empregada para verificar tal potencial consistiu
primeiramente no isolamento, diferenciacdo e identificagéo de leveduras e
bactérias contaminantes, descritos nos Capitulos 3 e 4, a fim de delinear
um panorama geral da realidade encontrada nos processos fermentativos
de producédo de etanol combustivel nas usinas brasileiras e, portanto, a
analise da composicdo microbiana dos processos fermentativos esta
dividida em duas partes: leveduras e bactérias.

A andlise de composicdo de leveduras nos traz as diferentes
linhagens de leveduras do género Saccharomyces presentes nos
processos fermentativos para a producao de bioetanol.

No estudo de 2006, apresentado por Basso et al. (2008), 190 das
329 destilarias brasileiras avaliadas optaram pelo uso de linhagens
selecionadas comerciais.

De maneira similar, os resultados aqui apresentados em relacdo a
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avaliacdo de uso de linhagens de leveduras como starters, em 125
processos fermentativos, nos ultimos 10 anos, demonstram a utiliza¢do
preferencial de linhagens de leveduras selecionadas comerciais, com
destaque para as linhagens PE-2 e CAT-1, reforcando a importancia dessas
para as unidades industriais.

Entretanto, o uso de novas linhagens autdctones nativas, cujo
isolamento foi realizado a partir do proprio processo industrial com estudos
e posterior caracterizacdo, vem aumentando gradativamente nos ultimos
anos. Dentre as linhagens selecionadas comerciais, de modo contrario a
constancia de uso das linhagens CAT1 e PE2 pelas unidades industriais, 0os
resultados mostram que o uso das linhagens BG1 e SA1 vem sofrendo um
decréscimo no numero de unidades que as utilizam nos ultimos cinco anos.

Carvalho-Netto (2012) atribui a modificacao da estratégia de selecao
de in6culos iniciais para a fermentacdo a perda gradual do desempenho de
algumas linhagens selecionadas ao longo dos anos, principalmente devido
as alteracbes operacionais do processo, como a reducdo da queima da
cana-de-acucar e o aumento do teor alcoolico da fermentacdo. Soma-se a
isso o0 aparecimento de linhagens selvagens mais robustas, que permite a
introducao de linhagens nativas isoladas das proprias dornas, selecionadas
por possuirem caracteristicas de interesse e boa permanéncia no processo
(Basso et al., 2008).

Ja em termos de panorama dos contaminantes bacterianos nos
processos fermentativos de producdo de bioetanol, a analise filogenética
demonstrou que 0s micro-organismos pertencentes ao género Lactobacillus
sp. mostraram-se predominantes (91,4%) e, dentro deste grupo, a espécie
de Lactobacillus paracasei foi prevalente (62,9%). Além disso, micro-
organismos pertencentes aos grupos Acetobacter (2,9%), Staphyloccoccus
(2,9%) e Leuconostocaceae (2,9%) foram identificados.

Muitos trabalhos evidenciam diferentes géneros como contaminantes
responsaveis pela infec¢cdo dos processos de fermentacéo para producao de
bioetanol. Dentre eles, os géneros Bacillus sp.; Lactobacillus sp.,
Acetobacter sp., Clostridium sp. e Leuconostoc sp. sdo frequentemente
citados e, embora ndo haja concordancia em uma Unica espécie como
principal contaminante, o género Lactobacillus sp. destaca-se, aparecendo

como mais frequentemente apontado nos estudos a respeito de
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contaminantes bacterianos de processos produtivos de bioetanol
(CAETANO; MADALENO, 2011).

A exemplo disto, temos os trabalhos de Lucena et al. (2010) e Caetano
e Madaleno (2011), que indicam que maioria das bactérias isoladas de
processos fermentativos (98,52%) sao Gram-positivas, onde o género
Lactobacillus € predominante (59,75%), o que corrobora os dados aqui
encontrados.

A segunda parte deste trabalho encadeou o processo de avaliagao de
Oleos essenciais para o potencial desenvolvimento de solucdes tecnoldgicas
a serem aplicadas no controle de contaminacao bacteriana em processos de
fermentacgéo.

Os Oleos essenciais estudados foram extraidos tanto de espécies
exoticas (42,5%) quanto de plantas da flora nativa brasileira (57,5%),
conforme descrito no Capitulo 2. No grupo das espécies exoticas, foram
incluidos representantes de 8 familias: Amaranthaceae; Asteraceae;
Lamiaceae; Myrtaceae; Poaceae; Rutaceae, Verbenaceae e Zingiberaceae.

Ja dentre o grupo das espécies nativas, 0s Oleos essenciais foram
extraidos de plantas pertencentes a 10 familias: Anacardiaceae; Asteraceae;
Boraginaceae; Cyperaceae; Lamiaceae; Myrtaceae; Piperaceae; Poaceae,
Rutaceae e Verbenaceae.

Nos ensaios com leveduras, foi possivel notar que todos os 6leos
essenciais provenientes de plantas nativas pertencentes a familia
Verbenaceae apresentaram atividade para todas as linhagens de leveduras,
independente do grupo de leveduras. Além disso, plantas nativas
pertencentes as familias Cyperaceae, Poaceae e Myrtaceae apresentaram
alto nivel inibitorio para as linhagens de leveduras, podendo ser apontados
como muito prejudiciais para as linhagens de leveduras mesmo em baixas
concentragdes. Por outro lado, 6leos essenciais extraidos de plantas nativas
da familia das Rutaceae foram inertes para todas as linhagens avaliadas.

Os resultados obtidos na analise da atividade dos 6leos essenciais
sobre micro-organismos oriundos de processos fermentativos foram
apresentados e discutidos nos Capitulos 3 e 4 e nos levaram a selecionar
apenas os 0leos com capacidade inibitéria em relacdo as bactérias, além de
um padréo de eficacia acima de 70% para bactérias contaminantes (LAB).

Assim, dentre todas essas familias e considerando resultados de
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inatividade em leveduras, efichcia dos Oleos essenciais sobre os
contaminantes bacterianos e seletividade para a finalidade a qual esta sendo
aqgui proposta, a familia Piperaceae merece destaque, em especial o género
Piper sp.

A familia Piperaceae inclui aproximadamente 2500 espécies
classificadas em cinco géneros distribuidos em regides tropicais e
subtropicais (SANTOS et al., 2001; GUIMARAES; MONTEIRO, 2006),
podendo ser encontrada na forma de ervas, videiras, arbustos, e, mais
raramente, arvores (Sousa et al., 2008).

No Brasil, a familia é representada por quatro géneros, o mais
comumente encontrado sendo o género Piper, que contém quase 700
espécies, das quais aproximadamente 170 séo nativas do Brasil. Diversas
espécies deste género sdo amplamente utilizadas na medicina popular em
diversas partes do mundo e reconhecidas por suas propriedades bioldgicas
e farmacoldgicas (CYSNE et al., 2005).

Devido ao fato de que muitas espécies deste grupo sdo aromaticas,
muitos estudos a respeito dos OE de espécies de Piper tem revelado uma
ampla diversidade de compostos, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos,
arilpropandides, aldeidos, cetonas e alcoois de cadeia longa (VILA et al.,
2001 e RAWAT et al., 1989).

No estudo realizado por Constantin et al (2001) em que sao avaliados
Oleos essenciais de Piper cernum e Piper regnelli quanto a atividade
antimicrobiana e composi¢cdo quimica, 0s seguintes constituintes foram
descritos para Piper cernuum: alfa e beta pineno; biciclogermacreno, beta
cariofileno espatulenol e germacreno. Ja para o OE de P. regnellii foram
encontrados linalol, mirceno, biclogermacreno e beta cariofileno.

O perfil guimico do OE de Piper cernuum descrito neste trabalho traz,
além dos constituintes descritos por Constantin et al (2001), beta-mirceno,
para-cimeno; beta-felandreno, cis-ocimeno; linalol, trans-cariofileno, gama-
cadineno e trans-nerolidol. O perfil quimico de Piper regnellii ndo foi
determinado, visto que a eficacia deste OE nos contaminantes bacterianos
foi muito baixa (5%) e, para os ensaios de composi¢cdo quimica deste
trabalho, foram selecionados apenas os OE com eficacia acima de 70%.

As analises antimicrobianas realizadas por Constantin et al. (2001),

assim como muitos estudos envolvendo OE, utilizam micro-organismos
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modelo, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans, que sao, respectivamente, modelos de: bactérias Gram-positiva,
Gram-negativa e fungos de interesse médico. Assim, os resultados da
avaliacao antimicrobiana ndo sdo comparaveis com os dados aqui avaliados,
tendo em vista que 0s micro-organismos sao distintos e 0s ensaios
realizados por Constantin et al. (2001) utilizaram método de difusdo em agar.

As andlises da atividade dos OE em contaminantes bacterianos dos
processos fermentativos demonstram o alto potencial de aplicacdo dos OE
para este contexto, visto que 9 dos 21 Oleos essenciais avaliados (42,9%)
apresentaram eficacia superior a 60%.

Embora as faixas de atuacao encontradas para os OE isoladamente
(0,008mg/mL a 2,0mg/mL) ndo estejam entre as concentragcdes de uso
ideais, quando comparadas as concentracbes de uso de outros
antimicrobianos como os antibiéticos, que variam de de 3,0 a 150 ppm, 0 uso
de estratégias de otimizacdo de experimentos para avaliacdo de
combinacbes ou fracionamento podem ser realizados futuramente com
intuito de otimizacdo das concentracdes de uso.

A partir das analises da composi¢cdo quimica descritas ao longo do
Capitulo 5, foi possivel avaliar combinac¢@es de diferentes OE (blends), cuja
performance distinguiram-se da aplicagdo dos Oleos essenciais
isoladamente.

A avaliacdo da aplicacdo dos 6leos essenciais de modo combinado,
ou seja, sob a forma de blends, favorece uma complexidade maior na
composicdo quimica em relagdo aos componentes ativos antimicrobianos,
podendo conferir caracteristicas interessantes. Dentre elas, pode-se citar
uma maior capacidade bactericida, a reducéo das concentracdes de uso e a
atuacao sobre um espectro mais amplo de contaminantes em casos de
combinac¢des com atividade sinérgica (HYLDGAARD et al., 2012).

A avaliacdo dos blends, foi adaptada baseando-se no critério utilizado
para a interpretacdo do efeito resultante da combinacdo de antimicrobianos,
ou seja, no calculo do indice de concentracgdo inibitoria fracionada (FIC index),
gue considera a razéo entre os resultados de MIC da combinacéo e dos
componentes da combinagdo de modo isolado. Quando o valor calculado é
menor ou igual a 0,5 é considerado sinérgico, e maior que 4,0 é considerado
antagonico. (PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010).
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Ja4 na avaliacdo comparativa entre os blends, os critérios foram
ampliados, incluindo a cobertura das avaliagdbes em diferentes
contaminantes  (Lactobacillus paracasei, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus harbinensi, Lactobacillus ferraginis Lactobacillus amlovorus,
Acetbacter sp. Leuconostocaceae e Staphylococus sp.), atividade
bactericida e eficdcia geral. Esta avaliacdo demonstrou que algumas
combinacdes apresentaram efeito antagbnico enquanto outras indicaram
efeitos sinérgicos com resultados promissores.

Dentre as que apresentaram resultados promissores, o blend B16
apresentou varios requisitos considerados interessantes para uma
formulagdo adequada ao uso, tais como: eficicia, cobertura e agéo
microbicida em diferentes contaminantes. Assim, o referido blend foi
selecionado para posterior validacdo em ensaio de fermentacdo, cujos
resultados resultaram no depésito da patente de invencédo INPI BR 10 2018
0168045, descrita no Capitulo 6.

Os ensaios de fermentacéo foram realizados como prova de conceito,
em escala laboratorial, para avaliar a o efeito do blend de OE nos micro-
organismos que compdem o processo fermentativo e determinar sua
viabilidade. Para tanto, foram utilizados como micro-organismos: a linhagem
de levedura PE2, que conforme discutido no Capitulo 3 é notadamente a
mais utilizada pelas unidades industriais, e Lactobacillus paracasei, o
contaminante prevalente de acordo com a identificacdo dos contaminantes
descrita no Capitulo 4

Os ensaios de fermentagdo demonstram que a adi¢cao do blend de OE
ocasionou um acréscimo no rendimento em etanol de 4%, valor
significativamente superior as melhores condicOes reportadas por Fadel et
al. (2018) que chegam a no maximo 1,1% de acordo com as avaliacdes que
realizou dos efeitos da adicdo de antibiéticos e biocidas no rendimento em
etanol da fermentacéo alcodlica.

Além disso, o efeito da adicdo do blend de OE nas bactérias é
evidenciado ndo apenas na reducdo da contagem, mas também na
consequente reducdo da producdo de 4&cido lactico detectada na
fermentagéo.

Outro ponto importante a ser ressaltado € o efeito dos antimicrobianos

e biocidas sobre as leveduras.
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O estudo conduzido por Meneghin et al. (2008) realizou a avaliagéo
do efeito inibitério de dioxido de cloro em contaminantes bacterianos
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Bacillus subtilis e
Leuconostoc mesenteroides), em concentracdes que variaram entre 10 e
125 mg/L, e mostrou que ha um efeito inibitério na aplicacao de diéxido de
cloro em concentracfes superiores a 50 ppm, ocasionando efeitos deletérios
nas leveduras industriais.

Neste sentido, os 6leos essenciais apresentam a vantagem de terem
sido previamente testados em uma ampla gama de linhagens de leveduras.
A partir dessa triagem inicial, apenas 0s que se mostraram inertes em
leveduras foram considerados para avaliagbes posteriores em
contaminantes bacterianos.

Assim, tanto os Oleos essenciais constituintes da tecnologia blend
guanto o blend séo inertes a todas as linhagens de leveduras industriais
avaliadas mesmo em concentracdes elevadas, superiores a 1000mg/L.

Além disso, a complexidade quimica dos OE, que inicialmente foi
considerada uma desvantagem para utilizacdo de produtos naturais como
prototipos para o desenvolvimento de farmacos na década de 1960,
conforme apontado por Bernardes e colaboradoes (2017), recentemente
voltou a chamar a atencdo dos pesquisadores. Esse interesse pode ser
notado por uma analise realizada por Newman e Cragg, que demonstrou que
dentre os farmacos aprovados pela FDA entre os anos de 1981 e 2014, 65%
eram de produtos naturais ou derivados de produtos naturais.

A complexidade e variabilidade da composi¢cdo quimica dos OE, em
funcdo da diversidade das rotas biossintéticas de producdo nas diferentes
espécies, traz como vantagem a acao destes bioativos em multiplos alvos
celulares dos contaminantes, favorecendo a utilizagdo deste tipo de
tecnologia no combate a resisténcia microbiana, como ocorre com a
aplicacao dos antibidticos.

Neste sentido, a tecnologia desenvolvida pode ser classificada como
limpa ou ecofriendly por atuar ndo apenas no controle de bactérias
contaminantes da fermentag&o na industria de bioetanol, mas também por
contribuir para a mitigagdo do problema de disseminacdo de genes de
resisténcia a antibidticos, bem como o desenvolvimento de micro-

organismos com multiplas resisténcias.
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Por fim, os ganhos ambientais e econdmicos decorrentes do uso
desta tecnologia ultrapassam o conceito de uma mera substituic&éo utilizando
diferentes moléculas, jA que o Blend de OE aqui proposto acarreta néo
apenas uma melhoria de processo na industria do bioetanol, como também
pode ser considerada uma tecnologia sustentavel que impulsiona o
desenvolvimento da cadeia produtiva de plantas medicinais e aroméaticas,
tendo em vista que estudos posteriores que avaliem e otimizem as condi¢oes
edafocliméticas, fatores bioticos e abidticos que possam alterar a
variabilidade quimica e abundéancia de compostos nas espécies de interesse,
podem ser demandas a serem consideradas a partir deste tipo de
desenvolvimento.

Assim, a composicdo proposta se apresenta como um produto
promissor em termos biotecnoldgicos para substituir os antibioticos utilizados
no controle da contaminacao bacteriana nos processos de fermentacao para
producao de bioetanol, demonstrando o potencial de utilizagdo de bioativos
provenientes de plantas, majoritariamente nativas, neste novo segmento de

aplicacao de Oleos essenciais que aqui se inicia.
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» Apesar dos inumeros problemas apontados em relagdo ao uso irrestrito de
antibidticos, esta ainda € a principal estratégia de controle de contaminacao

utilizada pelas unidades produtoras de bioetanol atualmente.

» Os ensaios avaliando a atividade dos Oleos essenciais em leveduras
mostraram que, de maneira geral, as linhagens de panificacdo sao mais
sensiveis a presenca de OE do que as linhagens nativas e linhagens

industriais, tidas como padrdées comerciais.

» Assim como descrito por diversos trabalhos na literatura, os contaminantes
bacterianos isolados das unidades industriais consistem majoritariamente

de bactérias lacticas, sendo Lactobacillus o género mais prevalente.

» Por outro lado, diferentemente dos trabalhos descritos na literatura em
relacdo as espécies prevalentes de bactérias lacticas, a espécie de
Lactobacillus paracasei foi a mais prevalente nas usinas brasileiras

avaliadas.

» Embora a adicdo de bactérias nos ensaios fermentativos pareca nao afetar
as leveduras quando o parametro de contagem € considerado, as anélises
de monitoramento da fermentagédo demonstraram que a adicdo de bactérias
na fermentacdo ocasionou um decréscimo no rendimento em etanol médio
de 6,8%, afetando a producao de etanol. Além disso a concentracdo de

acido latico mais que triplicou com a adicdo de bactérias.
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» Os resultados obtidos demonstram a relevancia da biodiversidade brasileira
como fonte de bioativos, visto que dos 40 6leos essenciais analisados (23,8%
provenientes de plantas exoéticas e 76,2% de plantas nativas) 47,5%
apresentaram atividade para linhagens de leveduras industriais. Além disso,
considerando os 21 O6leos essenciais analisados em contaminantes
bacterianos, 42,8% apresentaram eficacia acima de 60%, sendo que 22,2%
foram extraidos de plantas exoticas e 77,8% de plantas nativas.

> Os ensaios fermentativos sugerem que 0 uso de Oleos essenciais,
especialmente sob a forma combinada em blends, € uma alternativa eficaz
para o controle de contaminantes bacterianos em processos fermentativos

para producao de etanol.
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