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RESUMO 

A contaminação por bactérias produtoras de ácido lático (LAB, do inglês 
Lactic Acid Bacteria) é um dos principais problemas enfrentados no 
processo de fermentação alcóolica em usinas de bioetanol, uma vez que 
reduz o rendimento do processo e traz perdas econômicas significativas. 
As LAB, além de competirem com as leveduras (Saccharomyces sensu 
stricto), responsáveis pela produção do bioetanol, também secretam 
metabólitos inibitórios prejudiciais às leveduras. 
O uso de antibióticos para o controle de LAB na fermentação alcoólica tem 
sido uma prática constante na indústria de bioetanol, apesar de gerar 
resíduos potencialmente nocivos, que resultam na disseminação de 
linhagens de bactérias resistentes que acarretam problemas ambientais e 
a saúde humana. Assim, no intuito de estabelecer processos 
ecologicamente mais amigáveis e sustentáveis, é indispensável a 
substituição dos antibióticos utilizados na indústria de bioetanol. Para tanto, 
é preciso substâncias eficazes que não se tornem resíduos nocivos, o que 
faz dos produtos naturais uma alternativa promissora para este tipo de 
substituição. 
No Brasil, a biodiversidade é considerada uma fonte de substâncias 
biologicamente ativas, onde muitas plantas vêm sendo amplamente 
reconhecidas por suas propriedades antimicrobianas ao longo dos séculos. 
Princípios ativos sintetizados pelo metabolismo secundário das plantas 
com aplicações biotecnológicas podem ser obtidos a partir de diferentes 
partes das plantas. Este fato motiva a investigação de produtos naturais 
provenientes de plantas, como óleos essenciais (OE), que possam ser 
utilizados no controle da contaminação por LAB no processo de 
fermentação alcóolica. Os OE possuem um alto potencial biotecnológico 
para esta substituição pois muitos apresentam atividade antimicrobiana 
para diversas bactérias. Em adição, são substâncias consideradas 
seguras, uma vez que são utilizados na indústria de alimentos e não 
produzem resíduos nocivos ao ambiente e à saúde humana. 
Desta forma, propomos neste trabalho, a triagem, caracterização e 
avaliação do efeito antimicrobiano de OE obtidos preferencialmente a partir 
de plantas da flora brasileira, que tenham atividade biológica seletiva, ou 
seja, inibitórios e/ou microbicidas para LAB e inertes para leveduras do 
gênero Saccharomyces sensu stricto, com potencial para substituir os 
antibióticos no controle de contaminação da fermentação de bioetanol. 
 

Palavras-Chave: Óleo essencial; Saccharomyces cerevisiae; Bactérias Ácido-
Lácticas; Fermentação Alcóolica; 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 
 

 
  Figura 1: Sankofa 

Elaborado pela autora a partir das fontes (1) e (2) 
Fonte1 : https://www.dicionariodesimbolos.com.br/ 

Fonte2 : Dravet; Oliveira (2017) 

 
 

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

“O termo Sankofa se traduz no português, 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 trás. (Dravet; 
Oliveira, 2017). 

 
 

Esta palavra-provérbio acompanhada de um desenho-símbolo, constitui um 
elemento do conjunto ideográfico Adinkra, que apesar de não ser um referencial 
à minha ancestralidade direta, me remete à ancestralidade de todos nós como 

humanos. 
 

Sankofa  não é apenas uma palavra-provérbio acompanhada de um desenho-
símbolo Adinkra em formato circular, cuja representação pode ser de um pássaro 
mítico que voa para frente, tendo a cabeça voltada para trás, carregando em seu 
bico um ovo, o futuro. Este termo tem um simbolismo filosófico cujo significado 

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

 
Os símbolos Adinkra utilizados para representar este provérbio também podem 
ser desenhos similares a um coração 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/


 
 

21 
 

 

 
Assim como Sankofa possui sua dualidade de representação simbólica, também o 
é minha trajetória profissional que oscila entre a academia e a vivência industrial 
e que também se reflete na perspectiva da concepção deste trabalho, que traz o 
resgate de conhecimentos ancestrais a partir da extração de bioativos de plantas, 

como o são os óleos essenciais, e a inovação de propor sua aplicação em 
ambiente industrial, em um nicho mercadológico novo, na tentativa de substituir 

a utilização de antibióticos sob uma perspectiva mais sustentável. 
 

Pessoalmente, Sankofa tem um simbolismo não só de trajetória profissional, de 
retorno e resgate da vida acadêmica que foi pausada ou modificada em parte da 
minha história, mas representa um de seus entendimentos mais profundos, que 

nos ensina sobre a possibilidade de voltar atrás, voltar às nossas raízes para poder 
realizar nosso potencial para avançar. 

Assim, Sankofa é também um pouco do meu desenvolvimento pessoal, a 
realização de uma parte do meu eu, que por vezes acreditei estar perdido, 

esquecido, privado ou renunciado e que a oportunidade de criação que este 
projeto possibilitou, de conclusão desta etapa, reavivou o meu “porquê”, e me 

mostrou que minha inclinação à pesquisa não se limita apenas à profissão, mas é 
parte de quem eu sou. 

E essa auto-identidade pode ser redefinida  
e sempre poderá 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 porquê viver, 

pode suportar quase qualquer como" 
(tradução livre) 

 
 

Por isso, aqui registro Sankofa, para que não nos esqueçamos sobre a 
possibilidade de voltar atrás, às nossas raízes,  
para poder realizar nosso potencial no futuro. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Fontes alternativas de energia 

A queima de combustíveis fósseis provocada por veículos automotores 

e atividade industrial, juntamente com o desmatamento, são as principais 

atividades humanas responsáveis pelo efeito estufa na Terra. O excesso da 

liberação de gases na atmosfera, especialmente o dióxido de carbono (CO2), 

potencializa a ação do efeito estufa. Neste sentido, o uso de fontes 

alternativas de energia é uma opção para minimizar esta questão 

(GOLDEMBERG et al., 2008). 

A busca por outras fontes de energia para substituição de combustíveis 

fósseis, como alternativa renovável e menos poluente, tem sido eixo de 

discussões e pesquisas em todo o mundo (FARRELL et al., 2006). 

O acordo estabelecido em 1997 no Japão, com a presença de 

delegações de mais de 160 países, conhecido como Protocolo de Kyoto, 

estabeleceu como objetivo a restrição da emissão de CO2 e outros cinco 

gases responsáveis pelo efeito estufa. A meta de redução estabelecida teve 

como principal premissa a substituição de combustíveis fósseis por fontes 

alternativas de energia (MASTRANDREA; STEPHEN, 2005). 

No final de 2009, outra reunião sobre esta temática foi realizada em 

Copenhagen, a Conferência das Nações Unidas sobre Mudanças Climáticas 

(COP15), em que a mudança climática foi posta como um dos maiores 

desafios atuais e foi definido que ações deveriam ser tomadas para manter o 

aumento de temperatura global para valores abaixo de 2°C, reforçando as 

metas estabelecidas no protocolo de Kyoto de redução de emissões de gases 

para as décadas seguintes. 

Dez anos depois, a Conferência das Nações Unidas sobre as Mudanças 

Climáticas, também conhecida como COP 25, realizada em Madrid, teve 

como desafio debater pontos do Emissions Gap Report, relatório da ONU 

Meio Ambiente que mostrou a necessidade de cortar emissões em 7,6% ao 

ano para estabilizar o aquecimento global em 1,5ºC. 

Em função disso, os últimos anos têm sido caracterizados por um 

aumento expressivo nos investimentos das nações em pesquisas e 

desenvolvimento de novas tecnologias para a obtenção de fontes alternativas 
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e renováveis de energia, como por exemplo: bioetanol, biodiesel, 1-butanol, 

biogás (MISSAWA, 2009). 

 

1.2 A indústria de bioetanol 

A busca por fontes de energia renováveis tem no etanol combustível não 

apenas uma promessa, mas uma realidade que vem se consolidando nas 

últimas décadas com potencial para substituição, ao menos parcial, dos 

combustíveis fósseis. 

O uso de etanol combustível aumentou significativamente nas últimas 

duas décadas. Nos Estados Unidos, o aumento da produção deste 

biocombustível saiu de patamares de 6,4 milhões de litros no ano 2000 para 

37 milhões de litros em 2009. Em 2007, o Congresso dos Estados Unidos 

promulgou o Energy Independence and Security Act (HR6), que estabeleceu 

a meta de combustível renovável em 136 bilhões de litros de etanol até o ano 

de 2022. 

Aumentos semelhantes na produção têm ocorrido na América Latina e 

Europa. 

No Brasil, este acréscimo vertiginoso também vem sendo notado nas 

últimas décadas, tendo o país conquistado lugar de destaque no cenário 

mundial de produção dos biocombustíveis. A exemplo disto podemos 

observar o acréscimo de volume de etanol produzido nos últimos 20 anos. Na 

safra de 1999/2000 foram produzidos aproximadamente 13 milhões de litros 

de etanol, e 20 anos depois, na safra 2019/2020, a produção deste 

biocombustível ultrapassou os 35 milhões de litros (UNICA, 2020). 

Atualmente, o Brasil é o maior produtor de bioetanol de cana-de-açúcar 

do mundo, produzindo mais de 30 milhões de litros em 2019 (UNICA, 2019; 

UDOP, 2020). 
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 Processos fermentativos 

O processo de produção do etanol industrial ocorre em larga escala a 

partir de matérias-primas agrícolas por meio de processos fermentativos 

utilizando leveduras, em que o açúcar é convertido em etanol e dióxido de 

carbono. Muitas matérias-primas podem ser utilizadas para fornecer o açúcar 

para a fermentação, incluindo potencialmente qualquer amido ou material 

celulósico. As matérias-primas mais comumente utilizadas são o milho, sorgo, 

cana-de-açúcar e beterraba. Como as matérias-primas usadas para a 

produção de etanol são produtos naturais, apresentam naturalmente muitos 

micro-organismos, como bactérias, fungos filamentosos e leveduras. 

Assim, os açúcares presentes nestas matérias-primas são fermentados 

e destilados em tanques que promovem um ambiente adequado para o 

crescimento não apenas de leveduras, mas também de bactérias (AMORIM 

et al, 2011). 

No Brasil, o etanol é proveniente majoritariamente da cana-de-açúcar, e 

é produto da fermentação de açúcares do melaço e do caldo da cana-de-

açúcar por leveduras. Como as condições do processo de fermentação 

comercial não são completamente estéreis, micro-organismos contaminantes 

estão presentes ao longo do processo produtivo. 

A principal consequência da presença de micro-organismos 

contaminantes nestes tanques, também conhecidos como dornas de 

fermentação, é a redução da eficiência fermentativa, acompanhada de uma 

menor produção de etanol e causando prejuízos consideráveis (LUDWIG, et 

al., 2001). 

 

 Contaminação bacteriana como desafio 

Nos últimos 40 anos, inúmeros avanços científicos e tecnológicos em 

microbiologia da fermentação têm contribuído para a evolução da indústria de 

bioetanol no Brasil. Essas contribuições têm ampliado a compreensão sobre 

o processo de fermentação a fim de reduzir as condições de estresse para as 

células de leveduras. Entretanto, a contaminação microbiana permanece 

como um dos maiores desafios na fermentação para produção de bioetanol 

(ARUNACHALAM; STEVEN, 2010; AMORIM et al.,2011). 
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O processo de fermentação alcoólica é altamente susceptível à 

contaminação por bactérias que competem com as leveduras por nutrientes. 

Esta competição diminui a conversão de açúcares em etanol pelas leveduras 

e resulta em redução no rendimento do processo (SKINNER; LEATHERS, 

2004). 

Bactérias produtoras de ácido láctico têm sido apontadas como 

principais contaminantes responsáveis pela redução de rendimento em etanol 

(MAKANJOULA et al., 1992, CHANG et al., 1995, NARENDRANATH et al., 

1997; BISCHOFF et al., 2009). Estes contaminantes estão relacionados às 

perdas em rendimento devido ao potencial de competição com as leveduras 

de processo, pois estão adaptados às condições presentes na fermentação 

alcoólica, além de produzirem ácidos orgânicos indesejáveis. 

Enquanto as leveduras fazem uso dos açúcares para a produção do 

bioetanol, as bactérias, por outro lado, produzem diversos metabólitos, 

inibindo o processo de fermentação (NARENDRANATH et al., 2001). 

As LAB, ou bactérias lácticas, como são comumente conhecidas, são 

capazes de se desenvolver de forma vigorosa nas condições dos tanques de 

fermentação. Além de competirem pelos açúcares com as leveduras, podem 

secretar metabólitos tóxicos, como peptídeos biocidas específicos e ácidos 

orgânicos, que diminuem o pH do meio e o pH interno das leveduras, inibindo 

o desenvolvimento das mesmas (OLMSTEAD; WALLINGA, 2009). 

Este efeito de inibição das leveduras e aumento na população de 

bactérias nas dornas de fermentação causam paradas no processo e 

acarretam perdas significativas nas usinas produtoras de etanol, 

comprometendo o rendimento do processo (OLIVA- NETO, 1995). Como há 

perdas consideráveis, a contaminação microbiana no processo de 

fermentação alcoólica é uma preocupação significativa para indústria de 

bioetanol em função da limitação na conversão em etanol que os 

contaminantes acarretam, tendo em vista que uma perda de 1% na produção 

de etanol representa um impacto financeiro da ordem de milhões de litros de 

etanol por ano e, consequentemente, milhares de dólares (MUTHAIYAN; 

RICKE, 2010). 

Assim, para prevenir a propagação das LAB e limitar as perdas, os 

produtores de etanol fazem uso de diversas estratégias. Entretanto, a mais 
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comum é o uso contínuo de antibióticos, dentre os quais estão os mesmos 

utilizados para tratamento de infecções que afetam a saúde humana, como 

penicilina, eritromicina e virginamicina (AQUARONE, 1960; BAYROCK, 2003; 

HYNES, 1997). 

 

 Estratégias de controle de contaminação 

Diversas abordagens têm sido utilizadas com o intuito de realizar o 

controle de contaminantes bacterianos nos processos fermentativos para 

produção de bioetanol. Na sequência são apresentadas algumas estratégias. 

 

1.2.3.1 Agentes químicos 

Estratégias de controle de contaminação tais como: tratamento ácido, 

tratamento com amônia (BRODA; GRAJEK, 2009) e peróxido de hidrogênio 

(MUTHAIYAN; RICKE, 2010) têm sido avaliadas para combater o crescimento 

microbiano desenfreado indesejável no processo de fermentação alcoólica. 

Um dos tratamentos utilizando agentes químicos mais comuns na 

indústria de bioetanol é o tratamento ácido, onde as células são lavadas com 

solução diluída de ácido sulfúrico antes e depois da fermentação para redução 

de contaminantes (BASSO et al., 2008). Segundo Costa e colaboradores 

(2018), a lavagem com solução de ácido sulfúrico acrescida de 5% de etanol 

(pH 2,0) pode ser mais efetiva na redução dos contaminantes do que quando 

comparada apenas com a adição de ácido. Entretanto, a lavagem do fermento 

com solução ácida e os múltiplos reciclos de células que ocorrem no processo 

de fermentação no Brasil, podem reduzir a viabilidade das células de 

leveduras, resultando em um decréscimo de eficiência. 

Além do uso de ácidos, o uso de amônia, peróxido de hidrogênio ou uréia 

também tem sido aplicado para o controle de contaminantes como tratamento 

de substrato em processos utilizando fermentação de milho e sorgo (BRODA; 

GRAJEK, 2009; SALVI et al., 2010), o que não se aplica para a realidade dos 

processos fermentativos brasileiros. 

Outra estratégia de controle de contaminantes comumente encontrada 

na fermentação alcoólica na indústria de bioetanol é o uso de dióxido de cloro 

(ClO2). No entanto, este tipo de tratamento é muito sensível à dosagem, isto 
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é, a concentração para inibição de bactérias varia de 10 a 200 ppm mas 

concentrações superiores a 50 ppm também afetam leveduras. 

Assim, essas abordagens não apresentam resultados viáveis, visto que 

muitas delas, embora sejam eficazes no combate às 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 têm sido utilizados como tratamento para infecções 

humanas e controle de contaminantes na indústria de alimentos. Na indústria 

de produção de bioetanol, no entanto, poucas são 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 é o caso do uso de produtos à base de 

lúpulo, de hidrolisados lignocelulósicos como agentes antibacterianos e 

peptídeos conhecidos como bacteriocinas.  

Segundo Muthaiyan e colaboradores (2011), os produtos à base de 

lúpulo são aplicados em processos fermentativos em destilarias que utilizam 

grãos como matéria-prima, em concentrações que variam de 10 a 50 mg/L. 

Todavia, o autor aponta que, assim como os antibióticos, esses compostos 

também podem ser alvo de resistência microbiana. 

Outra abordagem interessante apresentada por Seo e colaboradores 

(2020) é o uso de hidrolisados lignocelulósicos provenientes de biomassa de 

plantas contendo agentes antibacterianos naturais. Entretanto, o autor aponta 

que estes compostos apresentam como desvantagem fitoquímicos que 

mostram um efeito negativo sobre a viabilidade de leveduras. 

A última estratégia apresentada dentro deste grupo é o uso 

bacteriocinas, que são peptídeos secretados principalmente por LAB para 

competir com outras LAB da mesma espécie ou proximamente relacionadas. 

Considerando que os principais contaminantes nos processos fermentativos 

de produção de bioetanol são LAB, a ideia é o uso de um coquetel de diversas 

bacteriocinas que seja capaz de controlar de maneira eficaz os contaminantes 

no processo de fermentação (BISCHOFF et al., 2007). Um exemplo de 
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molécula de bacteriocina bem estudada e utilizada para aplicações na 

indústria de alimentos, produção de vinhos e cerveja é a nisina (MÜLLER-

AUFFERMANN et al., 2015; OGDEN, 1986; RADLER, 1990). A desvantagem, 

porém, deste tipo de estratégia está no custo associado à produção, já que a 

produção de bacteriocinas é cara e se limita ao uso em processos de pequena 

escala. 

 

1.2.3.3 Bacteriófagos e Endolisinas 

Outra estratégia estudada para o controle de contaminantes no âmbito 

da fermentação industrial para produção de bioetanol é o uso de 

bacteriófagos, vírus que têm como alvos, bactérias. Sob o ponto de vista da 

especificidade, o uso de bacteriófagos como agente antibacteriano para 

controlar contaminantes apresenta vantagens, já que lisam as células 

bacterianas sem afetar células animais, humanas e não teriam impacto sobre 

o crescimento de leveduras nos processos fermentativos para produção de 

etanol. Entretanto, a possibilidade de seleção de bactérias resistentes à 

infecção de bacteriófagos e o risco de infecções emergentes causadas por 

estas bactérias limitam o desenvolvimento e aplicação desta abordagem 

como agente antimicrobiano (AZAM; TANJI, 2019). 

Por outro lado, o uso de enzimas líticas codificadas por bacteriófagos, 

denominadas endolisinas, também poderia ser uma estratégia para o controle 

da contaminação bacteriana. Um exemplo é a endolisina LysA2 que, segundo 

Ribelles e colaboradores (2012), é capaz de reduzir o crescimento de um 

amplo espectro de LAB. No entanto, do mesmo modo que ocorre para as 

bacteriocinas, o custo de produção destas proteínas acaba sendo proibitivo 

para aplicação na indústria de produção de bioetanol. 

 

1.2.3.4 Leveduras Killer 

Outra abordagem apontada por alguns estudos para reduzir a 

contaminação bacteriana nos processos fermentativos para produção de 

etanol combustível é o uso de leveduras killer nativas que inibem o 

crescimento de bactérias e outras espécies de leveduras (FÉRNANDEZ DE 

ULLIVARRI et al., 2014). Entretanto, leveduras killer podem não apresentar 
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características fermentativas desejáveis em termos de produtividade em 

etanol. 

 

1.2.3.5 Antibióticos 

Assim, a abordagem comumente utilizada na tentativa de controlar 

contaminações bacterianas em processos de fermentação alcoólica tem como 

premissa o uso de antibióticos. 

Nesta abordagem, para prevenir a propagação das bactérias, 

especialmente LAB, e limitar as perdas, os produtores de etanol das unidades 

industriais têm como prática adicionar ao processo, de forma contínua, 

antibióticos, incluindo alguns utilizados para saúde humana em baixas 

concentrações (AQUARONE, 1960; BAYROCK et al., 2003; HYNES, 1997).  

Embora seja um processo com relativa eficácia para controlar a 

contaminação bacteriana, esta abordagem pode gerar resíduos nocivos 

(JURANEK; DUQUETTE, 2007). 

Segundo Davies e Davies (2010), inúmeros tipos de atividade 

antropogênica, incluindo o uso de antibióticos na agricultura, aquicultura e 

outras aplicações não médicas, criam grandes reservas ambientais de 

resistência a antibióticos e, de acordo com Doyle (2006), muito provavelmente 

reservatórios de genes de virulência e dos organismos que os abrigam, 

conforme pode ser visto na Figura 2. 
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Figura 2: Disseminação de antibióticos e resistência a antibióticos na agricultura, comunidade, 
hospitais, tratamento de águas residuais e ambientes associados. 

 

Dentro deste contexto, a aplicação de antibióticos no processo produtivo 

na indústria de bioetanol de forma indiscriminada apresenta risco potencial de 

seleção de bactérias resistentes que afetam a saúde humana, como tem sido 

relatado em alguns estudos que demonstram a presença de linhagens 

bacterianas resistentes a antibióticos comumente utilizados em tratamentos 

médicos como: tetraciclina, eritromicina, rifampicina, gentamicina, 

cloranfenicol, nitrofurantoína e ciprofluoxacina (GARVEY et al., 2016; 

SHALLCROSS et al., 2015; O´NEILL, 2014). Esse fato fundamenta a 

crescente preocupação sobre os efeitos do uso indiscriminado de antibióticos 

neste contexto para a saúde humana (SILBERGELD et al., 2008; BAQUERO; 

BLÁZQUEZ, 1997). 

Embora o uso generalizado de antibióticos, incluindo a utilização na 

produção de bioetanol, possa selecionar bactérias resistentes, diminuindo a 
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efetividade destes no tratamento de infecções, até recentemente, este tipo de 

utilização não recebia a devida atenção até que a Food and Drug 

Administration (FDA) reconheceu que a adição de antibióticos em processos 

agrícolas e industriais pode interferir na disseminação de bactérias 

patogênicas resistentes a antibióticos (SMITH et al., 2005). 

Além do uso de antibióticos no processo fermentativo ter um papel 

significativo na seleção de bactérias resistentes, existe ainda outra restrição 

em relação ao uso desses produtos. Esta restrição está relacionada aos 

subprodutos da produção do etanol, como exemplo, pode-se citar a levedura 

seca (GORDON, 2009). 

A levedura seca, um dos subprodutos da produção de etanol, é vendida 

como fonte de proteína para o preparo de ração animal. O Brasil, como grande 

exportador dessa proteína, convive com a rotina de rejeição desse produto 

pela Comunidade Europeia, já que são encontrados traços de antibióticos 

nessa levedura seca. 

 

1.3 Potencial dos bioativos naturais 

A substituição dos antibióticos no controle de contaminação para 

produção de bioetanol é fundamental frente à problemática exposta. Muitas 

das inúmeras estratégias apresentadas anteriormente evidenciam essa 

tentativa, porém sem sucesso ou eficácia desejada, visto que essa 

substituição deve pressupor a manutenção ou melhoria da eficácia do 

processo produtivo, utilização de substâncias ou produtos que não se tornem 

resíduos nocivos ao ambiente e, consequentemente, um risco para a saúde 

humana. Sendo assim, a busca por produtos naturais surge como alternativa 

promissora para este tipo de substituição. 

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a síntese de 

compostos químicos com atividade biológica tem sido amplamente relatado 

ao longo dos anos (ALVES et al., 2000; KOURKOUTAS et al. 2015). 

Dentre os produtos naturais, as plantas têm sido fonte significativa de 

compostos com propriedades antimicrobianas, uma vez que são amplamente 

reconhecidas por sua atividade biológica ao longo dos séculos. A identificação 

e o entendimento dos mecanismos de ação dos compostos presentes em tais 
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plantas têm sido objeto de estudo de inúmeras pesquisas, já que a busca por 

compostos com atividade biológica provenientes de plantas tem aumentado 

consideravelmente na indústria alimentícia, cosmética e farmacêutica 

(SMITH- PALMER et al., 2001; EDRIS, 2007). 

No Brasil, a biodiversidade é considerada uma fonte de substâncias 

biologicamente ativas (BARREIRO; BOLZANI, 2009; HIRSCHMANN; ARIAS, 

1990) e sua preservação e estudo são de fundamental importância, seja por 

sua enorme potencialidade na descoberta de novos fármacos (ALVES et al., 

2000), que há muito vem despertando interesse de pesquisadores da área 

farmacêutica, seja por seu potencial em aplicações biotecnológicas (SMITH-

PALMER et al., 1998; KORDALI et al., 2008). 

Estes dados motivam a investigação de produtos naturais provenientes 

de plantas, como óleos essenciais e extratos vegetais, que possam ser 

utilizados no controle da contaminação sem, entretanto, tornarem-se resíduos 

nocivos ao ambiente e à saúde humana. 

 

1.4 Metabolismo Secundário e Bioativos Naturais 

A atividade metabólica é uma característica inerente e essencial aos 

seres vivos. Segundo a definição proposta por Kreis e colaboradores 

(2017), o termo metabolismo refere-se à totalidade dos processos químicos 

que ocorrem em um organismo vivo.  

Em espécies vegetais, o metabolismo pode ser dividido em 

processos químicos que compreendem as vias metabólicas. A 

denominação desta divisão do conjunto de reações químicas nos leva aos 

conceitos de metabolismo primário (basal) e metabolismo secundário 

(especial) (CASTRO et al., 2005; KREIS et al. 2017). 

O metabolismo primário ou basal compreende o conjunto de 

processos metabólicos que desempenham uma função essencial no 

vegetal, como é o caso da fotossíntese, da respiração ou transporte de 

solutos. Por outro lado, ao metabolismo secundário é atribuída a produção 

de compostos que não têm uma distribuição ubíqua, pois não são 

fundamentais a todas as plantas (CASTRO et al., 2005). As vias 

biossintéticas dos metabólitos básicos gerados a partir do metabolismo 
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primário apresentam semelhanças entre os diversos organismos, enquanto 

que as rotas biossintéticas dos metabólitos especiais, produzidos pelo 

metabolismo secundário, são restritos, na maioria das vezes, a taxa 

específicos (KREIS et al., 2017). Ainda que o metabolismo secundário nem 

sempre seja necessário para que uma planta complete seu ciclo de vida, 

este metabolismo desempenha um papel crucial nas inter-relações da 

planta com seu meio ambiente, sendo os compostos produzidos 

indispensáveis para a existência e sobrevivência de uma espécie, 

contrariando a ideia de que sejam produtos residuais sem função, como foi 

sugerido no início do século XX (MOTHES et al.1985; WINK, 2008). 

A defesa contra herbivoria e micro-organismos é tida como uma das 

principais funções dos compostos produzidos pelo metabolismo 

secundário. Alguns metabólitos secundários são também compostos 

sinalizadores para atrair polinizadores e animais que dispersam sementes 

ou têm um papel nas relações simbióticas entre plantas e micro-organismos 

(TIWARI; RANA., 2015). 

Segundo Castro e colaboradores (2005), os metabólitos secundários 

são divididos em três grandes grupos: terpenos, compostos fenólicos e 

alcalóides. Os terpenos são feitos a partir do ácido mevalônico (no 

citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Já os 

compostos fenólicos são derivados do ácido chiquímico ou ácido 

mevalônico. Por fim, os alcalóides são derivados de aminoácidos 

aromáticos (triptofano, tirosina), os quais são derivados do ácido chiquímico 

e também de aminoácidos alifáticos (ornitina e lisina). 

Dentre os produtos do metabolismo secundário, destacam-se os 

óleos essenciais, cuja biossíntese, em sua maioria, remete às 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 aminoácidos aromáticos. Além disso, 

os óleos essenciais também podem apresentar em sua composição 

alcanos, alquenos lineares e constituintes contendo heteroátomos como 

nitrogênio e enxofre. 

A presença de vários princípios bioativos derivados do metabolismo 
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secundário vegetal é explicada como uma estratégia que as espécies 

vegetais desenvolveram com funções complementares, na defesa contra 

pragas e doenças. Este tipo de estratégia impede o desenvolvimento de 

resistência 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 secundário, como óleos essenciais, quando utilizados em 

doses e combinações adequadas podem se converter em soluções 

biotecnológicas com diversas aplicações. 

 

1.5 Óleos essenciais 

Os óleos essenciais são misturas complexas de substâncias voláteis 

lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas, obtidos tradicionalmente de 

partes de plantas (flores, brotos, sementes, folhas, ramos, cascas, frutos e 

raízes) através de destilação por arraste com vapor d’água, também 

conhecida por hidrodestilação. Também são chamados de óleos etéreos, 

voláteis ou essências (GUENTHER, 1948). Essas denominações derivam de 

algumas de suas características físico-químicas, como por exemplo, a de 

serem geralmente líquidos de aparência oleosa à temperatura ambiente 

(GIORDANI et al., 2008). Quimicamente são compostos de hidrocarbonetos 

terpênicos, alcoóis simples e terpenos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, 

óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas e 

compostos contendo enxofre em diferentes concentrações (SIMÕES et al., 

2007).  

Estima-se que existam mais de 3.000 óleos essenciais (OE) conhecidos, 

dentre os quais em torno de 300 são comercialmente importantes por 

apresentarem características aromáticas interessantes na indústria cosmética 

e alimentícia (VAN DE BRAAK; LEIJTEN,1999; SMITH-PALMER et al.,1998, 

apud BURT, 2004). 

Entretanto, a aplicação dos óleos essenciais não se restringe apenas a 

atividades relacionadas a fragrâncias e aromas, uma vez que os óleos 

essenciais têm sido considerados a principal fonte de substâncias 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 óleos apresentam, o fato 

de serem utilizados comercialmente na indústria, seja de alimentos, 

farmacêutica e/ou cosmética, demonstra características interessantes sob o 

ponto de vista tecnológico, visto que estes OE não se tornam resíduos nocivos 

ao ambiente e à saúde humana (BAKKALI et al., 2008). 

Sendo assim, os óleos essenciais e seus componentes podem 

representar uma alternativa para a substituição de antibióticos utilizados no 

controle das LAB no processo de fermentação para obtenção do bioetanol.  

Neste contexto, este estudo propôs a investigação da atividade antimicrobiana 

de diferentes OE como alternativa no controle de contaminação por LAB no 

processo de fermentação alcóolica. 
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APRESENTAÇÃO DA TESE 
 

 

Este trabalho avaliou o potencial de óleos essenciais quanto à atividade 

biológica em micro-organismos provenientes de processos de fermentação a 

fim de desenvolver uma tecnologia alternativa para substituição do uso de 

antibióticos em processos fermentativos industriais. Para tanto, 40 óleos 

essenciais extraídos de espécies medicinais nativas e exóticas foram testados 

quanto à atividade inibitória de micro-organismos provenientes de processos 

de fermentação para produção de bioetanol combustível. Os óleos essenciais 

foram extraídos de plantas pertencentes à Coleção de Plantas Medicinais e 

Aromáticas (CPMA) do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas 

Biológicas e Agrícolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP). 

O Capítulo 1 aborda as práticas de utilização de antimicrobianos nos 

processos de fermentação de unidades industriais sucroalcooleiras 

brasileiras. A discussão do paradigma atual de utilização de antimicrobianos 

traz não apenas elementos teóricos, mas também apresenta dados coletados 

em dez unidades industriais brasileiras a respeito da utilização de 

antimicrobianos para controle de contaminação bacteriana nos processos 

fermentativos.  

No Capítulo 2 serão apresentados os óleos essenciais utilizados neste 

estudo e seus critérios de seleção e, na sequência, o Capítulo “Potential Use 

of Essential Oils in Baker’s Yeast”, publicado no livro “Pesquisa na Cadeia de 

Suprimentos de Plantas Aromáticas” pela editora Atena em 2019.  

No Capítulo 3 serão apresentados os capítulos: “Sturdiness of baker’s 

yeast strains to natural bioactive compounds”, publicado em 2020 no livro 

“Pesquisa Científica e Tecnológica em Microbiologia 2”, e “Industrial yeast 

strains resistance to natural bioactive compounds”, que foi aceito para 

publicação e está no prelo para fazer parte do livro “Projetos Inovadores e 

Produção Intelectual na Microbiologia”. Ambos capítulos apresentam 

resultados da primeira etapa de triagem, que consistiu na avaliação da 

atividade dos óleos essenciais em linhagens de leveduras. Para esta 
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avaliação foram utilizadas diferentes linhagens de leveduras industriais 

subdivididas em três grupos principais. Tais linhagens de leveduras foram 

previamente diferenciadas utilizando a cariotipagem como ferramenta de 

identificação e diferenciação molecular.  

O Capítulo 4 traz os resultados da segunda etapa de avaliação dos 

OE, que consistiu na análise da atividade dos óleos essenciais sobre 

contaminantes bacterianos. Além disso, o capítulo descreve o isolamento e 

identificação molecular dos contaminantes bacterianos provenientes de 

diferentes processos fermentativos de unidades industriais produtoras de 

bioetanol no Brasil. 

Já o Capítulo 5 envolve a terceira etapa da triagem dos OE que englobou 

a análise da composição química e as avaliações de diferentes misturas de 

óleos essenciais, aqui denominadas blends. Os resultados dos ensaios de 

fermentação utilizando levedura, bactéria e blend de óleos essenciais 

resultaram no Capítulo 6, que consiste da Patente BLEND 1251 

“Composições e seu uso”, depositada sob Número do Processo: BR 10 2018 

016804 5. Por fim, as principais conclusões obtidas do trabalho serão 

apresentadas de forma integrada no item Conclusões Gerais. 
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Capítulo 1 

 
Uso de antimicrobianos nos processos de fermentação 

na indústria de bioetanol: Paradigma atual e desafios 

 
 

          Fonte:https://super.abril.com.br/blog/superlistas/10-pinturas-mais-caras-do-mundo/ 

 

Eu caminhava com dois amigos - o sol se pôs, 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 línguas de fogo: meus amigos 

continuaram seu caminho - eu fiquei no lugar, tremendo de 

angústia. Parecia-me escutar o grito imenso, infinito, da 

natureza. (MUNCH apud NAZÁRIO, 1999, p. 151) 

 

Figura 3: O Grito, de Edvard Munch (1895) 

https://super.abril.com.br/blog/superlistas/10-pinturas-mais-caras-do-mundo/
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APRESENTAÇÃO 

No presente capítulo são abordadas as práticas de utilização de 

antimicrobianos nos processos de fermentação de unidades industriais 

sucroalcooleiras brasileiras. Tanto os aspectos industriais (como rendimento 

e perdas de produtividade em etanol) quanto os principais desafios 

ambientais e consequências sobre a saúde humana são trazidos em função 

desta prática de utilização. Além disso, a discussão do paradigma atual de 

utilização de antimicrobianos traz não apenas elementos teóricos, mas 

também apresenta dados coletados a partir de entrevistas realizadas em dez 

unidades industriais brasileiras a respeito da utilização de antimicrobianos 

para controle de contaminação bacteriana nos processos fermentativos. 

 

 INTRODUÇÃO 

A contaminação bacteriana em processos de fermentação na indústria 

de bioetanol é um problema muito comum e traz inúmeros prejuízos, não 

apenas para o rendimento do processo, como também prejuízos indiretos, 

uma vez que a presença de alguns contaminantes colabora para 

desencadear floculação do fermento e possíveis paradas com consequentes 

perdas econômicas. 

Diferentes antimicrobianos, incluindo antibióticos usados para tratar 

infecções que acometem a saúde humana e animal, como a penicilina e a 

virginiamicina, são frequentemente utilizados para controlar a contaminação 

bacteriana em processos fermentativos para produção 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 adição de antimicrobianos 

no processo de fermentação é contínua, enquanto em outras, os 

antimicrobianos são adicionados em altas dosagens de acordo com os níveis 

de contaminação bacteriana, que são monitorados incessantemente. 

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

uso permanente de antibióticos em praticamente todo o período de safra. 
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Nas últimas duas décadas, o uso indiscriminado de antibióticos para o 

controle de bactérias tem sido uma prática comum em diferentes âmbitos 

que ultrapassam o uso destas substâncias como antimicrobianos para tratar 

infecções que acometem a saúde humana. 

Historicamente, é possível verificar que este tipo de aplicação 

desequilibrada dos antibióticos, desde a introdução do primeiro 

antimicrobiano em 1937, tem promovido um crescimento persistente na 

disseminação de bactérias resistentes a medicamentos, amplamente 

conhecida como resistência antimicrobiana (Antimicrobial Resistance - AMR) 

(DAVIES, DAVIES 2010). 

A resistência antimicrobiana (AMR), por definição, é o fenômeno em 

que os micro-organismos causadores de infecções, como bactérias, têm a 

capacidade de sobreviver à exposição a medicamentos que normalmente 

inibiriam seu crescimento ou os matariam (O’NEILL, 2016). 

As consequências da AMR têm implicações para a saúde 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 resistência antimicrobiana 

descontrolada acarretará 10 milhões de mortes evitáveis por ano até 2050. 

Por outro lado, Smith (2013) aponta consequências que superam o 

custo humano ao abordar fatores econômicos em função do aumento da 

AMR, uma vez que esta resulta em maiores gastos com serviços de saúde e 

com maior utilização de recursos (ALUMRAN et al., 2014; MARAGAKIS et 

al.,2008; MCGOWA, 2001). Estima-se que em 2050, se não houver 

restrições, a AMR terá impactado a produção mundial em US$100 trilhões 

(O’NEILL, 2016).  

Sob o ponto de vista evolutivo, a resistência antimicrobiana é 

inevitável, uma vez que as mutações e capacidade de adaptação às 

situações de estresse e exposição a antimicrobianos, são inerentes às 

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 desnecessário e indiscriminado, 
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ações podem ser adotadas para retardar e conter o desenvolvimento de 

resistência (O’NEILL, 2016; BUKE et al., 2005). 

Diante disso, é incontestável o impacto que o uso indiscriminado de 

antibióticos nos processos industriais para produção de bioetanol pode 

desencadear tanto para a saúde humana como para o ambiente, visto que 

os antibióticos têm o potencial de deixar resíduos, tanto relacionados ao 

antimicrobiano original como de seus metabólitos e/ou conjugados (ISIDORI 

et al., 2005; ISLAM et al., 2016; PETERS, et al., 2009). 

Assim, para esboçar um panorama atual do cenário brasileiro de uso 

de antimicrobianos nos processos fermentativos, foi proposta esta 

investigação como parte suplementar ao desenvolvimento da tese, onde 

foram realizadas entrevistas com a finalidade de avaliar as estratégias de 

controle de contaminação bacteriana utilizadas nos processos fermentativos 

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

 

 MATERIAL E MÉTODOS 

Foram realizadas entrevistas com funcionários de 10 unidades 

industriais brasileiras produtoras de etanol combustível ao longo da safra de 

2019/2020. 

Dentre as unidades industriais, 9 estão localizadas no estado de São 

Paulo e 1 no estado do Mato Grosso do Sul, sendo que todas utilizam cana-

de - açúcar como matéria-prima para produção de etanol combustível nos 

processos de fermentação. 

A realização das entrevistas ocorreu no ano de 2019 e os 

questionamentos foram realizados considerando as práticas adotadas como 

referência para a safra de 2019/2020 e, no caso das questões 9 e 10, 

considerando as práticas adotadas para todas as safras, incluindo safras 

anteriores e a safra 2019/2020. 

As entrevistas foram baseadas em um questionário aplicado 

verbalmente, o qual elencou dez questões envolvendo as estratégias de 

controle de contaminação bacteriana utilizadas nos processos fermentativos, 

e teve como finalidade identificar as estratégias e os antimicrobianos 
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utilizados, assim como a frequência de uso/ aplicação. As questões 

aplicadas nas entrevistas estão listadas no Quadro 1. 

 

Quadro 1: Questões utilizadas na entrevista com as unidades industriais para avaliação das 
estratégias de controle de contaminação bacteriana utilizadas nos processos fermentativos. 

 

 

 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

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

sendo que a identidade das unidades industriais foi preservada por razões 

éticas e de condições de sigilo, uma vez que as informações foram 

fornecidas para este trabalho a título de colaboração. Assim, a nomenclatura 

adotada para as unidades industriais será composta apenas por letras 

sequenciais. As respostas objetivas para as questões de 2 a 6 e a questão 9 

(Q9) estão listadas no Quadro 2 e serão discutidas na sequência, juntamente 

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

 

Considerando as unidades avaliadas, 100% afirmaram realizar o 

monitoramento da contaminação bacteriana e utilizar estratégias de controle 

de contaminação. Dentre as estratégias de controle de contaminação, foram 

apontadas quatro principais:1) uso de antibióticos; 2) adição de ácido ao 

fermento ou tratamento utilizando ácido; 3) uso de dióxido de cloro e 4) uso 

de extrato de lúpulo. 

O uso de antibióticos como estratégia de controle de contaminação foi 

prevalente e apontado por 100% das unidades industriais, seguido por 30% 

das unidades que também adotam dióxido de cloro. Outros 30% das 

unidades industriais utilizam a adição de ácido como estratégia de controle, 

além do uso de antibióticos, e apenas 1 unidade (10%) mencionou o uso de 

extrato de lúpulo para controlar contaminantes bacterianos. 

Em relação aos antibióticos adotados pelas unidades industriais, 

100% afirmaram utilizar monensina sódica, sendo que 30% fazem uso 

associado à virginiamicina e outros 20% afirmaram que utilizam, além destes 

dois antibióticos, outros tipos de antibióticos, como por exemplo penicilina, 

quinolonas e aminoglicosídeos (gentamicina, neomicina), contabilizando o 

uso de mais de cinco tipos de antibióticos de modo intercalado. 

Na questão a respeito da frequência de uso e/ou aplicação dos 

antibióticos no processo fermentativo, não houve um padrão de resposta 

único, sendo as respostas bem variadas. Os perfis resultantes para esta 
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questão seguem: 50% fazem uso contínuo e adição constante de antibiótico; 

10% fazem adição de antibiótico de hora em hora para controle de 

contaminação, independente dos níveis de contaminação; 20% aplicam 

antibióticos de acordo com os níveis de contaminação, considerando dados 

de contagem de bactérias para que se mantenham abaixo de 106; 10% 

afirmaram que utilizam apenas quando há contaminação, mas que essa 

situação permanece em mais de 95% do tempo de safra e, portanto, fazem 

uso intercalado de diversos antibióticos; e 10% afirmaram fazer uso 

esporádico dos antibióticos por utilizarem dióxido de cloro continuamente no 

processo (Figura 4). 

 

 

Em relação à experiência das unidades industriais sobre o uso de 

alguma estratégia alternativa ou natural para fazer o controle de 

contaminação para substituir o uso de antibióticos, 90% das unidades 

industriais afirmaram nunca ter usado outras estratégias alternativas com 

produtos naturais e apenas 10% mencionaram já ter utilizado. No entanto, 

esta unidade apontou limitações de baixa eficácia para manutenção deste 

tipo de prática de aplicação. 

 

10% 
Uso contínuo, constante e ininterrupto de antibióticos 

10% Adição de antibióticos de hora em hora 

 

50% Aplicação de antibióticos de acordo com os níveis de 
contaminação, utilizam contagem como parâmetro 

 
Uso de antibióticos somente quando há contaminação 

que corresponderia a 95% do período de safra 

10% 
Uso esporádico de antibióticos, principal estratégia 

usada para controle é o dióxido de cloro 

Figura 4: Frequência de uso/adição de antibióticos nos processos fermentativos para produção de 
etanol combustível em unidades industriais brasileiras. N=10. 
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Os resultados apresentados através dos dados coletados a partir das 

entrevistas com as unidades industriais comprovam o uso contínuo, irrestrito 

e sem um critério definido de antibióticos nos processos fermentativos. 

Esta estratégia de controle de contaminação aumenta a pressão de 

seleção, podendo resultar em maior incidência de micro-organismos 

resistentes ou com múltiplas resistências a antibióticos ao longo do tempo. 

Diversos autores têm demonstrado altos níveis de resistência a 

antibióticos em micro-organismos provenientes de ambientes com alta 

exposição a antibióticos (DEC et al., 2017). 

Além disso, a ubiquidade das LAB na natureza, associada ao fato de 

que bactérias Gram-positivas, especialmente do gênero Lactobacillus, vem 

sendo consideradas reservatórios de genes de resistência a antibióticos 

(MURPHREE et al., 2014; SAAED et al.,2014), reforçam a preocupação em 

relação à transferência de genes de resistência para micro-organismos 

patogênicos. Portanto, o uso indiscriminado de antibióticos no contexto 

industrial para o controle de contaminação bacteriana nos processos 

fermentativos pode trazer sérios problemas ambientais e para a saúde 

humana. 

Neste sentido, diversos autores têm recomendado o emprego 

prudente de antibióticos e a redução de seu uso excessivo fora da prática 

médica e veterinária (DEC et al., 2017; MURPHREE et al., 2014; SAAED et 

al.,2014). 

 

 CONCLUSÕES 

Diante destes achados e das informações que a literatura traz a 

respeito da seleção de micro-organismos resistentes a antibióticos, é 

possível concluir que o cenário brasileiro de uso de antimicrobianos nos 

processos fermentativos apresenta um panorama preocupante, sinalizando 

a necessidade eminente de novas soluções tecnológicas capazes de auxiliar 

na premissa de redução do uso excessivo e indiscriminado de antibióticos em 

contextos para além de sua aplicação na saúde, seja ela humana ou animal. 

Neste sentido, o presente trabalho traz, nos próximos capítulos, a avaliação 
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de potenciais produtos naturais para serem aplicados no controle de 

contaminação bacteriana em processos de fermentação. 
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APRESENTAÇÃO 

No presente capítulo serão abordados alguns conceitos relativos aos óleos 

essenciais (OE), apresentados os óleos essenciais avaliados neste trabalho, 

bem como os critérios utilizados para seleção. Na sequência segue o Capítulo 

“Potential Use of Essential Oils in Baker’s Yeast” publicado no livro 

“Pesquisa na Cadeia de Suprimentos de Plantas Aromáticas” pela Editora 

Atena em 2019, que apresenta um breve histórico dos óleos essenciais e uma 

discussão a respeito de suas aplicações, bem como alguns resultados da 

atividade antimicrobiana dos OE em linhagens de leveduras de panificação, 

que são mais profundamente explorados no Capítulo 3. As etapas de triagem 

dos OE são descritas e os resultados referentes às análises de composição 

química são apresentados. 

 

 ÓLEOS ESSENCIAIS 

Os óleos essenciais são misturas complexas de substâncias voláteis 

lipofílicas, geralmente odoríferas e líquidas, obtidos tradicionalmente de 

partes de plantas (flores, brotos, sementes, folhas, ramos, cascas, frutos e 

raízes) através de destilação por arraste com vapor d’água, também 

conhecida por hidrodestilação. Também são chamados de óleos etéreos, 

voláteis ou essências (GUENTHER, 1948). Essas denominações derivam de 

algumas de suas características físico-químicas, como por exemplo, a de 

serem geralmente líquidos de aparência oleosa à temperatura ambiente 

(GIORDANI et al., 2008). Quimicamente são compostos de hidrocarbonetos 

terpênicos, álcoóis simples e terpenos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, 

óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas, cumarinas e 

compostos contendo enxofre em diferentes concentrações (SIMÕES et al., 

2007). 

Estima-se que existam em torno de 3000 óleos essenciais (OE) 

conhecidos, dos quais aproximadamente 300 são comercialmente 

importantes por apresentarem características aromáticas interessantes para 

as indústrias cosmética e alimentícia (VAN DE BRAAK; LEIJTEN,1999; 

SMITH-PALMER et al.,1998, apud BURT, 2004). 
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 “POTENTIAL USE OF ESSENTIAL OILS IN BAKER’S 

YEAST” publicado no livro “Pesquisa na Cadeia de 

Suprimentos de Plantas Aromáticas” Editora Atena 2019 
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 POR QUE AVALIAR ÓLEOS ESSENCIAIS PARA 

UTILIZAÇÃO NA INDÚSTRIA DE BIOETANOL? 

A problemática em relação à necessidade de substituição do uso de 

antibióticos nos processos de fermentação para produção de etanol 

combustível foi exposta ao longo do Capítulo 1 e demonstra que, além do uso 

de antibióticos no processo fermentativo ter um papel significativo na seleção 

de bactérias resistentes, existe ainda outra restrição em relação ao uso desses 

produtos. Diz respeito aos traços desses antibióticos, os quais podem ser 

encontrados em subprodutos da produção do etanol (GORDON, 2009). 

Após a utilização no processo industrial de fermentação, a levedura 

seca, um dos subprodutos da produção de etanol, é vendida como fonte de 

proteína para o preparo de ração animal. O Brasil, como grande exportador 

dessa proteína, convive com a rotina de rejeição desse produto pela 

Comunidade Europeia, já que são encontrados traços de antibióticos nessa 

levedura seca. 

Sendo assim, a busca por produtos naturais surge como uma alternativa 

promissora para este tipo de substituição. 

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a síntese de 

compostos químicos com atividade biológica tem sido amplamente relatado 

ao longo dos últimos anos (KOURKOUTAS et al, 2015). 

No Brasil, a biodiversidade é considerada uma inestimável fonte de 

substâncias biologicamente ativas, e sua preservação e estudo são de 

fundamental importância (BARREIRO et al 2009), seja por sua enorme 

potencialidade na descoberta de novos fármacos, que há muito vem 

despertando interesse de pesquisadores da área farmacêutica, seja por seu 

potencial em aplicações biotecnológicas (SMITH-PALMER et al, 1998; 

KORDALI et al., 2008). 

Muitas espécies medicinais vêm sendo amplamente reconhecidas por 

suas propriedades antimicrobianas ao longo dos séculos. A identificação e o 

entendimento dos mecanismos de ação dos compostos presentes em tais 

plantas tem sido objeto de estudo de inúmeras pesquisas, já que a busca por 

compostos com atividade biológica provenientes de plantas tem aumentado 

consideravelmente na indústria alimentícia, cosmética e farmacêutica 
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(SMITH-PALMER et al, 2001; EDRIS, 2007). 

Em toda parte da planta, podem ser encontrados princípios ativos 

importantes, sintetizados pelo metabolismo secundário das plantas, que dão 

origem a uma série de substâncias conhecidas e com diversas aplicações. 

Este fato motiva a investigação de produtos naturais provenientes de 

plantas, como óleos essenciais e extratos vegetais que possam ser utilizados 

no controle da contaminação sem, entretanto, tornarem-se resíduos nocivos 

ao ambiente e à saúde humana. 

Sabe-se que a aplicação dos óleos essenciais não se restringe apenas 

a atividades relacionadas a fragrâncias e aromas, uma vez que estes 

compostos têm sido considerados a principal fonte de substâncias 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 à atividade antimicrobiana que alguns óleos 

apresentam, alguns OE já têm sido utilizados comercialmente na indústria, 

seja de alimentos, farmacêutica e/ ou cosmética, demonstrando 

características interessantes sob o ponto de vista tecnológico, visto que não 

geram resíduos nocivos ao ambiente e à saúde humana (BAKKALI et al., 

2008). 

Sendo assim, os óleos essenciais e seus componentes se apresentam 

como uma possibilidade na substituição de antibióticos utilizados no controle 

das bactérias lácticas (LAB) no processo de fermentação para obtenção do 

bioetanol. 

 

 ÓLEOS ESSENCIAIS ESTUDADOS E CRITÉRIOS DE 

SELEÇÃO 

Os óleos essenciais (OE) utilizados para o desenvolvimento deste 

trabalho (Tabela 1) foram gentilmente cedidos pelas Divisões de Microbiologia 

(DM) e de Agrotecnologia (DAGRO) do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas 

Químicas Biológicas e Agrícolas (CPQBA) da UNICAMP. Com exceção do OE 

de Vetiver (Vetiveria zizanioides), obtido comercialmente, os demais OE foram 

obtidos através de extração de material vegetal proveniente de plantas da 

Coleção de Plantas Medicinais e Aromáticas (CPMA) (Figura 6), do CPQBA 
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da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). 

 

 

 EXTRAÇÃO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS 

As extrações dos OE foram realizadas por hidrodestilação, em um 

sistema do tipo Clevenger adaptado, utilizando material vegetal, sendo que 

para cada OE as massas dos órgãos vegetativos variaram de acordo com a 

disponibilidade de material no momento da coleta. O tempo de extração dos 

OE foi de 3 horas a partir do início da destilação. Os OE obtidos foram 

separados da fase aquosa com auxílio de pipeta Pasteur, transferidos para 

frascos âmbar e acondicionados em freezer (-20ºC). 

 

Figura 6: Foto da Coleção de Plantas Medicinais e Aromáticas (CPMA), 
CPQBA/UNICAMP, gentilmente cedida pela Divisão de Agrotecnologia/CPQBA. 
Fonte: https://webdrm.cpqba.unicamp.br/cpma/ 

https://webdrm.cpqba.unicamp.br/cpma/
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Tabela 1: Lista de Óleos Essenciais (OE). 

LEGENDA OE = Óleos essenciais; E = Planta exótica; N = Planta Nativa; NA = não se aplica. 

 

#OE Nome científico Origem # Voucher Família Nome Popular 

1 Aloysia gratissima E NA Verbenaceae Erva Santa 

14 Alpinia galanga E NA Zingiberaceae Alpínia 

3 Artemisia annua E NA Asteraceae Atemísia 

21 Chenopodium ambrosioides E NA Amaranthaceae Erva de Santa Maria 

17 Cymbopogon citratus E NA Poaceae Capim-limão 

18 Cymbopogon martinii E NA Poaceae Palmarosa 

5 Cymbopogon winterianus E NA Poaceae Citronela 

24 Melaleuca alternifolia E NA Myrtaceae Tea tree 

25 Mentha aquática E NA Lamiaceae Hortelã 

26 Mentha piperita E NA Lamiaceae Hortelã apimentada 

7 Ocimum gratissimum E NA Lamiaceae Alfavaca-cravo 

8 Origanum vulgare E NA Lamiaceae Orégano 

30 Pimenta Dióica 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 Luíza 

15 Baccharis dracunculifolia N UEC 188585 Asteraceae Alecrim-do-campo 

16 Calea pinnatifida N UEC 121950 Asteraceae Cipó 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 Manjericão-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 
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 AVALIAÇÃO E TRIAGEM DE ÓLEOS ESSENCIAIS 

Os 40 óleos 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 Químicas, 

Biológicas e Agrícolas (CQPBA) da Unicamp sobre as atividades de óleos 

essenciais sobre leveduras patogênicas. Assim, foram selecionados óleos 

essenciais cujo perfil não demonstrou atividade biológica para leveduras 

patogênicas. 

Na sequência, os óleos essenciais passaram por três etapas de 

avaliação e triagem tendo como objetivo selecionar aqueles com perfil 

adequado para inibir contaminantes bacterianos nos processos de 

fermentação para produção de etanol combustível. As quatro etapas de 

triagem consistiram em: 

1) avaliação da segurança de uso dos óleos essenciais, ou seja, avaliar os 

OE em relação à inocuidade em leveduras presentes nos processos 

fermentativos;  

2) avaliação da eficácia da atividade dos OE para inibição de contaminantes 

bacterianos provenientes de processos fermentativos. Esta etapa foi subdividida 

em duas partes: avaliação da atividade bacteriostática (determinação da 

concentração inibitória mínima – Minimal Inhibitory Concentration – MIC) e 

avaliação da atividade bactericida (determinação da concentração bactericida 

mínima – Minimal Bactericidal Concentration – MBC);  

3) avaliação do perfil de composição química. 

Na primeira etapa, os 40 óleos essenciais listados na Tabela 1 foram 

avaliados quanto à atividade inibitória de leveduras presentes nos processos 

fermentativos brasileiros, cuja descrição detalhada e análises encontram-se 

no Capítulo 3. 

Na segunda etapa, apenas os OE inócuos para todas as linhagens de 

leveduras industriais foram testados. Assim, a segunda etapa, utilizou apenas 

os 21 OE descritos na Tabela 2 para testar a atividade bacteriostática e 

bactericida dos óleos essenciais em bactérias isoladas de processos de 

fermentação. A segunda etapa é abordada no Capítulo 4. 
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Tabela 2: Triagem de Óleos Essenciais em Leveduras Industriais. 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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APRESENTAÇÃO 

O presente capítulo traz a avaliação da atividade antimicrobiana dos óleos 

essenciais sobre linhagens de leveduras, bem como os critérios de seleção e 

metodologia empregada para diferenciação molecular das linhagens. Na 

sequência seguem os Capítulos “Sturdiness of baker’s yeast strains to 

natural bioactive compounds”, publicado em 2020 no livro “Pesquisa 

Científica e Tecnológica em Microbiologia 2”, e “Industrial yeast strains 

resistance to natural bioactive compounds”, que foi aceito para publicação 

e está no prelo para fazer parte do livro “Projetos Inovadores e Produção 

Intelectual na Microbiologia”. Ambos apresentam os resultados dos ensaios 

realizados para determinação de atividade antimicrobiana dos óleos 

essenciais sobre as diferentes linhagens de leveduras. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

Para realizar a seleção das linhagens de leveduras a serem testadas 

nos ensaios de susceptibilidade aos óleos essenciais (OE), foram 

estabelecidos três grupos principais de linhagens de leveduras presentes nos 

processos fermentativos em usinas produtoras de bioetanol: 1) linhagens de 

padrões comerciais, 2) linhagens nativas e 3) linhagens de leveduras de 

panificação. 

O primeiro grupo denominado linhagens de padrões comerciais, é 

composto por linhagens de leveduras isoladas de unidades industriais 

brasileiras e que já foram amplamente estudadas, caracterizadas e que, 

atualmente, são comercializadas. Estas linhagens são frequentemente 

utilizadas como “starters”, ou seja, como inóculo inicial para começar o 

processo fermentativo nas unidades sucroalcoleeiras brasileiras. Tais 

linhagens são 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 Laboratório de Bioprocessos 

do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas 

(CPQBA). 
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O segundo grupo incluiu as linhagens nativas, isoladas a partir de 

amostras de fermentos provenientes de processos industriais de produção de 

bioetanol de diferentes usinas brasileiras situadas em quatro estados (Figura 

8), que encaminham regularmente amostras de fermento para o Laboratório 

de Bioprocessos (CPQBA) para análises de identificação molecular e 

caracterização dessas linhagens. 

 
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 panificação, 

que também são utilizadas nos processos de fermentação das unidades 

industriais no início da safra, embora não permaneçam por um período 

prolongado nos processos. 

As linhagens de leveduras utilizadas estão listadas na Tabela 3 e são 

descritas mais detalhadamente nos capítulos “Sturdiness of baker’s yeast 

strains to natural bioactive compounds” e “Industrial yeast strains 

resistance to natural bioactive compounds”, os quais são apresentados a 

seguir demonstrando os resultados oriundos dos ensaios de atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais sobre as linhagens de leveduras.  
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   Tabela 3: Linhagens de leveduras Saccharomyces sensu stricto utilizadas. 
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3.3 Industrial yeast strains resistance to natural bioactive 
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3.4 CONCLUSÕES 

A avaliação 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 possuíam 

perfil adequado desejável (inertes para todas as linhagens de 

Saccharomyces sensu stricto em todas as concentrações testadas), para 

serem avaliados posteriormente frente às bactérias contaminantes 

(Lactic Acid Bacteria – LAB) em relação à atividade antimicrobiana. 

Tendo em vista que os resultados das avaliações contra linhagens 

de leveduras de panificação mostraram que este grupo é mais 

susceptível à ação dos OE, e pelo fato de permanecerem por um período 

muito breve nos processos de fermentação, a triagem dos OE para as 

avaliações subsequentes basearam-se nos resultados da atividade 

antimicrobiana dos OE contra as linhagens industriais, ou seja, aquelas 

dos grupos de linhagens de padrões comerciais e linhagens nativas. 

A avaliação do potencial inibitório dos 40 óleos 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 concentrações avaliadas; 5 (12,5%) OE 

apresentaram atividade diferencial para as linhagens de leveduras 

testadas, ou seja, tiveram efeito inibitório para algumas linhagens de 

leveduras e foram inertes para outras. Por outro lado, 21 (52,5%) OE 

apresentaram o perfil desejável para ensaios posteriores com bactérias 

lácticas, isto é, não apresentaram atividade inibitória para nenhuma das 

linhagens de leveduras testadas para todas as concentrações avaliadas 

(Tabela 2). 

Os 21 óleos inertes nos ensaios de atividade antimicrobiana para 

leveduras em todas as concentrações avaliadas foram selecionados 

para prosseguir com as etapas subsequentes do trabalho. 
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Capítulo 4 

 
 

Bactérias Contaminantes de Processos Fermentativos 

para Produção de Bioetanol 
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Óleos Essenciais 
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sa/3.0/de/deed.en) 

 
 
 

Figura 9: Lactobacillus paracasei 
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APRESENTAÇÃO 

No presente capítulo são discutidos os resultados da avaliação da atividade 

antimicrobiana dos óleos essenciais frente a contaminantes bacterianos 

presentes em processos fermentativos de unidades industriais produtoras de 

bioetanol em diferentes partes do Brasil. Além disso, o capítulo traz a 

caracterização taxonômica destes contaminantes bacterianos, realizada com 

ferramentas de biologia molecular utilizando sequências parciais do gene 

RNAr 16S. As metodologias de isolamento e de armazenamento dos 

contaminantes são também brevemente descritas. Por fim, são apresentados 

os resultados da análise de atividade dos óleos essenciais nestes micro- 

organismos. 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

O Brasil é o segundo maior produtor de etanol do mundo. O processo 

produtivo é pautado na fermentação de açúcares provenientes da cana-de- 

açúcar por leveduras. Este processo de fermentação ocorre em tanques, 

denominados dornas de fermentação, que promovem um ambiente adequado 

ao crescimento também de bactérias contaminantes (AMORIM et al, 2011). 

A principal consequência da presença de micro-organismos 

contaminantes nas dornas de fermentação é a redução da eficiência 

fermentativa, acompanhada de uma menor produção de etanol, causando 

prejuízos consideráveis (LUDWIG, OLIVA-NETO, ANGELIS, 2001). Desta 

forma, o monitoramento e o controle de contaminantes nestes tanques são 

fundamentais para a melhora na eficiência e no rendimento da produção de 

etanol. 

Dentre os fatores que afetam a fermentação alcoólica, destaca-se a 

contaminação bacteriana. Assim, a fim de contornar esse problema, muitas 

unidades industriais fazem uso de antibióticos, especialmente quando os 

níveis de contaminação atingem valores acima de 107 células/mL de mosto e, 

por consequência, há uma queda significativa no rendimento alcoólico. 

A incidência de micro-organismos contaminantes nas dornas de 

fermentação é, em sua maioria, composta por bactérias Gram-positivas 
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denominadas bactérias láticas (LAB). Estas bactérias competem diretamente 

com as leveduras pelo substrato presente no mosto, que seria convertido em 

etanol, desviando assim a síntese para outras moléculas. Além disso, estes 

contaminantes podem produzir compostos inibitórios 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 antibióticos. Os antibióticos comerciais mais utilizados 

para o controle de contaminantes bacterianos nos processos de fermentação 

para produção de etanol são: cloranfenicol, tetraciclina, virginamicina, 

penicilina e monensina sódica, sendo este último o de maior destaque por sua 

atuação sobre bactérias Gram-positivas, relatadas como o principal grupo de 

contaminantes. 

Entretanto, esses produtos ficam como resíduos no creme de levedura, 

impossibilitando o reaproveitamento deste sub-produto da fermentação como 

matéria-prima destinada à nutrição animal, uma vez que este é rico em 

proteínas e outros compostos nutracêuticos. Além disso, a exigência do 

mercado, especialmente o europeu, que baniu o uso de antibióticos e 

promotores de crescimento na nutrição animal, agravam ainda mais o cenário, 

tornando ainda mais urgente a necessidade de estratégias de substituição do 

uso de antibióticos nos processos de fermentação. 

Segundo Lucena et al. (2010), Bischoff (2007) e Skinner e Leathers (2004), os 

principais contaminantes pertencem ao gênero Lactobacillus. A seguir são 

apresentados a metodologia e os resultados das análises de identificação das 

bactérias contaminantes que foram utilizadas posteriormente para avaliar a 

atividade dos óleos essenciais sobre micro-organismos contaminantes 

provenientes de processos de fermentação alcoólica. Na sequência são 

apresentados os resultados da avaliação da atividade dos óleos essenciais 

nestes contaminantes. 
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4.2 BACTÉRIAS CONTAMINANTES DE PROCESSOS 

FERMENTATIVOS INDUSTRIAIS PARA PRODUÇÃO DE 

BIOETANOL: QUEM SÃO? 

 

4.2.1 MATERIAL E MÉTODOS 

4.2.1.1 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 seleção e isolamento de cepas de 

LAB contaminantes foram realizados plaqueamentos de amostras de 

fermento provenientes de usinas produtoras de bioetanol utilizando o meio de 

cultivo MRS (Agar Lactobacilli MRS - DIFCO® Ref.288210 – Tabela 4), 

adequado para o crescimento de bactérias lácticas contendo 100 ppm de 

actidiona (ciclohexamida), agente seletivo inibitório para o crescimento de 

leveduras. Após o isolamento e purificação das cepas de bactérias lácticas em 

placas contendo meio MRS acima descrito, foi realizado procedimento para 

criopreservação das cepas. 

 

    Tabela 4: Meios de cultivo e manutenção dos micro-organismos. 

 
  



140 
 

 

4.2.1.2 Estoque e manutenção das linhagens 

Para a manutenção das cepas de bactérias lácticas para posterior 

identificação e realização de ensaios de susceptibilidade aos OE, foi realizado 

procedimento de criopreservação das cepas, após o isolamento e purificação 

destas. 

As LAB foram cultivadas em caldo MRS (Lactobacilli MRS Broth - 

DIFCO® Ref.288130 – Tabela 4) por 24 h a 32ºC, com subsequente 

congelamento (-80ºC) em criotubos contendo caldo MRS com crioprotetor 

(solução de glicerol a 10%), para posterior identificação molecular. Os 

criotubos foram mantidos em ultrafreezer (-80ºC) até o momento da reativação 

para identificação molecular dos isolados e/ou avaliação da atividade 

antimicrobiana. 

 

4.2.1.3 Identificação das linhagens 

4.2.1.3.1 Reativação das linhagens 

Para reativação dos isolados de LAB visando subsequente 

identificação molecular, 40 cepas previamente isoladas e mantidas em 

ultrafreezer (-80ºC) foram reativadas utilizando caldo MRS (Lactobacilli MRS 

Broth - DIFCO® Ref.288130 – Tabela 4) incubadas a 32ºC. Após 48 h de 

crescimento, uma alíquota de 100 μL da suspensão de células foi plaqueada 

em meio Agar MRS (Lactobacilli MRS Agar - DIFCO® Ref.288210 – Tabela 

4) para crescimento por confluência. 

 

4.2.1.3.2 Extração de DNA genômico 

Para extração de DNA dos isolados bacterianos obtidos a partir de 

amostras de fermentação alcoólica, foi utilizado o protocolo descrito por Van 

Soolinger et al. (1993). A integridade e concentração do DNA foi estimada 

através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR SafeTM 

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

concentração o DNA do fago lambda (). 
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4.2.1.3.3 Amplificação e purificação de genes RNAr 16S 

O DNA obtido a partir de cada isolado foi submetido à amplificação por 

reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) do gene 

RNA ribossomal 16S utilizando primers (oligonucleotídeos sintéticos) p10f (5´- 

GAG TTT GAT TCA GGC CCT G-3´) e p1100r (5´-GTT GTG AGG GTT GGG 

G-3´), complementares às extremidades conservadas do gene RNA 

ribossomal 16S de bactérias. 

O programa de amplificação de PCR consistiu em um ciclo a 95 

ºC por 2 minutos, 30 ciclos a 94 ºC por 1 minuto, 55 ºC por 1 minuto e 72 ºC por 

3 minutos além de 1 ciclo final de extensão a 72 ºC por 3 minutos. Cada reação 

continha: 2,0 U de Taq DNA polimerase (InvitrogenTM); tampão de PCR 

(InvitrogenTM) 1 X; 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2); 0,2 μM dNTP mix 

(InvitrogenTM), 0,5 μM de cada primer e 5,0 μL (~50 ng) da amostra de DNA 

genômico, totalizando um volume final de reação de 25 μL. Os resultados de 

amplificação dos fragmentos do gene RNAr 16S foram confirmados usando 

gel de agarose 1% corados com 0,02 μL/mL SYBR SafeTM 10.000X in DMSO 

(InvitrogenTM). Os produtos das amplificações foram então 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 automático ABI 3500XL (Life 

TechnologiesTM). A reação de sequenciamento utilizou de 1 µL de DNA 

(aproximadamente 10 ng de DNA) dos isolados previamente purificado, 0,5 

µL de um único primer (foward ou reverse) (5 mM), 2 µL de tampão Save 

Money (500 µL de MgCl2 50 mM e 1 mL de Tris-HCl 1 M pH 9,0), 2 µL do 

reagente Big Dye (Applied BiosystemsTM) e 10 µL de água ultrapura q.s.p. 

As condições da reação foram: desnaturação inicial a 96°C durante 2 minutos, 

seguida de 26 ciclos, sendo cada ciclo constituído das etapas de 

desnaturação (96°C por 45 segundos), pareamento (50°C por 30 segundos) 
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e extensão (60°C por 4 minutos). As reações foram realizadas em 

termociclador Mastercycler Gradient (EppendorfTM). Posteriormente, as 

reações de sequenciamento foram precipitadas, suspensas em formamida e 

então aplicadas no respectivo sequenciador automático. 

 

4.2.1.3.5 Análise filogenética 

A análise filogenética que possibilita a identificação das linhagens de 

LAB foi realizada utilizando as sequências parciais do gene RNAr 16S obtidas 

com cada primer. Estas foram montadas em uma única sequência consenso 

(contig), combinando os diferentes fragmentos obtidos com ajuda do 

programa phredPhrap (EWING et al., 1998). Após a montagem do contig 

correspondente ao organismo alvo, este foi comparado com sequências 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, então, selecionadas 

sequências de organismos tipo relacionados ao organismo desconhecido para 

realização das análises filogenéticas. As sequências 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 distância 

evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura 2 p (1980) e a construção 

da árvore filogenética a partir das distâncias evolutivas foi feita pelo método 

de Neighbor-Joining (SAITOU, NEI, 1987), com valores de “bootstrap” 

calculados a partir de 1000 replicatas, utilizando as rotinas incluídas no 

software MEGA. As afiliações filogenéticas foram determinadas com a 

utilização 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 definição das Unidades Taxonômicas 

Operacionais (OTUs) distintas de bactérias, utilizando o cutoff de 97% de 

similaridade de sequência, as quais foram representadas nas árvores 

filogenéticas. 

  

http://rdp.cme.msu.edu/)
http://rdp.cme.msu.edu/)
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.3.1 IDENTIFICAÇÃO DAS LAB 

Dos 40 isolados inicialmente propostos para reativação e avaliação 

subsequente, 5 não puderam ser identificados, sendo que 3 deles não 

apresentaram estabilidade de crescimento, mesmo após 3 tentativas de 

cultivo em diferentes condições de meios de cultivo e aeração, e 2 dos 

isolados não apresentaram sequências adequadas para identificação por 

problemas no sequenciamento, mesmo após duas tentativas de repetições. 

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: São 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 Goiás (8,7%dos isolados) 

(Figura 10). Estes estados fazem parte do principal eixo produtivo de etanol 

do Centro-Sul do Brasil.  

 

Figura 10: Mapa de localização dos estados brasileiros onde estão situadas  
as unidades industriais nas quais os contaminantes bacterianos foram isolados. 

 

O DNA destes isolados foi extraído com sucesso (Figura 11), e 

submetido a reações de PCR para amplificação do gene RNAr 16S, 

purificação e sequenciamento.  
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O sequenciamento e análise filogenética do gene RNAr 16S relevou a 

presença de 9 OTUs distintas (Unidades Taxonômicas Operacionais) dentre 

as 35 bactérias sequenciadas (Figura 12 a Figura 14), distribuídas em 4 

principais grupos: Lactobacillus sp., Acetobacter sp., Staphylococcus sp. e 

micro- organismos da família Leuconostocaceae, sendo o grupo de 

Lactobacillus o mais abundante, que incluiu as espécies L. paracasei, L. 

fermentum, L. ferraginis, L. amylovorus e L. harbinensis. 

  

Dos 35 isolados identificados, 91,4% pertencem ao gênero 

Lactobacillus (Figura 12); 2,9% ao gênero Acetobacter (Figura 14); 2,9% à 

família Leconostocaceae e 2,9% ao gênero Staphylococcus (Figura 13). 

Dentre os micro-organismos pertencentes ao gênero Lactobacillus, foi 

possível notar uma predominância da espécie L. paracasei, que corresponde 

a 62,9% da população de LAB avaliada. Dentre os micro-organismos que 

foram afiliados ao grupo dos Lactobacillus, 12,5% foram identificados em nível 

de gênero 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). 

Figura 11: Estimativa da concentração do DNA genômico das linhagens 
de LAB em gel de agarose 0,8% 
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Figura 12: Análise filogenética da sequencias parciais do gene RNA16S (~600 pb) obtidas a partir dos isolados provenientes de processo de fermentação 
para produção de bioetanol afiliados ao gênero Lactobacillus e micro-organismos recuperados da base de dados Genbank. 
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Figura 13: Análise filogenética das sequências parciais do gene RNA16S (~600 pb) obtidas a partir dos isolados provenientes de processo de fermentação 
alcoólica afiliados aos gêneros Staphylococcus e à família Leuconostocaceae, juntamente com micro-organismos rec recuperados da base de dados 
Genbank. 
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Figura 14: Análise filogenética das sequências parciais do gene RNA16S (~600 pb) obtidas 
a partir dos isolados provenientes de processo de fermentação alcoólica afiliados ao gênero 
Acetobacter e micro-organismos relacionados recuperados da base de dados Genbank. 

 

A partir da análise dos resultados de identificação das LAB isoladas de 

processos fermentativos brasileiros é possível afirmar que o perfil de maior 

incidência das bactérias do gênero Lactobacillus corrobora os achados da 

literatura descritos para processos fermentativos de produção de etanol no 

geral. 

Os dados apresentados por trabalhos anteriores que tratam de 

prevalência e distribuição de contaminantes em processos fermentativos para 

produção de bioetanol, sejam eles brasileiros, como estudado por Lucena et 

al. (2010), ou processos de produção americanos, apresentados por Skinner 

e Leathers (2004), apontam a predominância do gênero Lactobacillus de forma 

uníssona. 

No entanto, a prevalência de espécies dentro deste gênero nos 

processos fermentativos parece não seguir um padrão. A identificação de 

espécies dos contaminantes com maior incidência encontrada mostrou a 

prevalência de L. paracasei, diferindo dos padrões apontados por Lucena et 

al. (2010) e Skinner e Leathers (2004), que indicam L. fermentum e L. 

delbrueckii respectivamente, como os 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 período de 2007 

e 2008, vale ressaltar a diferença de localização das unidades industriais 

avaliadas quando comparadas com o presente trabalho, uma vez que as 

quatro destilarias estão 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 avaliação dos 

contaminantes foi realizada tendo como base amostragens a partir de 

processos fermentativos de usinas americanas no período de 2002 e 2003. 

Este trabalho mostra a incidência de 44 a 60% do grupo Lactobacillus, sendo 

que a espécie prevalente é L. delbrueckii, correspondendo a 21-45% dos 

isolados pertencentes a este gênero. É importante ressaltar que o modelo 

americano de processo de fermentação utiliza como matéria-prima principal o 

milho e, por esta razão, não apenas as etapas, mas o processo fermentativo 

como um todo são bem distintos daqueles encontrados no cenário brasileiro. 

Embora haja diferença na prevalência das espécies de Lactobacillus 

encontradas em diferentes trabalhos, e em diferentes unidades industriais, os 

efeitos associados a diferentes espécies deste gênero nos processos de 

fermentação confluem para problemas na viabilidade celular de leveduras nos 

processos, com consequente decréscimo na produção de etanol. 

Além disso, metabólitos 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 é também induzido por células inativas de L. 

fermentum, sugerindo que metabólitos bacterianos podem interferir na 

população de leveduras. 

Narendranath et al. (1994) relataram que L. paracasei afeta a 

viabilidade celular de leveduras quando a concentração do ácido lático no 

processo ultrapassa 8 g/L, sendo que este efeito é mais pronunciado quando 

há combinação com a presença de ácido acético. 

Estudo recentes empregando modelos de laboratório com culturas 

puras de leveduras e uma bactéria específica ou seus produtos inibitórios têm 

demonstrado que células de S. cerevisiae são claramente afetadas com a 

adição de ácido láctico e ácido acético, resultando no decréscimo de 
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crescimento e de produção de etanol (MAIORELLA et al.1983; 

NARENDRANATH 2001; THOMAS et al 2002). 

Deste modo, mesmo sem uma concordância entre as espécies de 

contaminantes bacterianos encontradas nos diferentes processos 

fermentativos, é notável a importância do gênero Lactobacillus como 

contaminante. 

Além disso, é possível afirmar que nos processos fermentativos 

brasileiros de produção de bioetanol, o gênero Lactobacillus sp. é o 

prevalesce dentre os contaminantes, assim como afirmou Bischoff et al. 

(2007) para os contaminantes oriundos de processos fermentativos de 

produção de etanol combustível a partir de milho. 

 

4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS ÓLEOS ESSENCIAIS 
EM BACTÉRIAS CONTAMINANTES DE PROCESSOS 
FERMENTATIVOS INDUSTRIAIS PARA PRODUÇÃO DE 
BIOETANOL 

 

4.4.1 MATERIAL E MÉTODOS 

4.4.1.1  Atividade antimicrobiana dos óleos essenciais em 

contaminantes bacterianos (LAB) 

Após a triagem inicial dos óleos essenciais (OE) em linhagens de 

leveduras, foram selecionados os OE que apresentaram perfil inerte para 

leveduras, ou seja, que não apresentaram atividade inibitória para as 

linhagens de leveduras isoladas de processo industrial. Estes OE 

selecionados, previamente discutidos no Capítulo 2, foram testados para 

avaliar o potencial inibitório e microbicida frente às linhagens de bactérias 

lácticas (LAB) isoladas de amostras de fermentação alcóolica de diferentes 

unidades industriais. 

Os ensaios para determinação de atividade inibitória (MIC) e os ensaios 

para determinação de atividade bactericida (MBC) foram realizados de acordo 

com os protocolos descritos nos métodos de referência para testes de 

sensibilidade a agentes antimicrobianos descritos em CLSI (2005). 
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4.4.1.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) 

Os ensaios para avaliação da atividade antimicrobiana e determinação 

da Concentração Inibitória Mínima (MIC) dos óleos essenciais frente às 

linhagens de LAB foram realizados utilizando os óleos essenciais (OE) inertes 

nos ensaios de atividade antimicrobiana para todas as leveduras industriais 

avaliadas (Tabela 2). 

Para estes ensaios, o preparo dos inóculos de 37 cepas de LAB 

provenientes de amostras de unidades industriais distintas foi realizado 

segundo as recomendações 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 32ºC, com 

repique subsequente para placas contendo meio de cultivo MRS, com 100 

ppm de actidiona (ciclohexamida) e mantidas em estufa a 32 ºC por 24 h 

(Tabela 4). 

Após o crescimento por confluência das linhagens nas placas, alíquotas 

da cultura foram retiradas com alça de platina e transferidas para tubo de 

ensaio contendo 4,0 mL de solução salina 0,9% esterilizada. As suspensões 

de LAB foram homogeneizadas em agitador vórtex e uma alíquota (2 mL) 

desta suspensão foi utilizada para leitura em espectrofotômetro (FEMTO 

600S) a 625 nm, ajustando-se com solução salina 0,9% para uma densidade 

óptica (DO) de 0,08 a 0,10, correspondente à concentração de 1,5 x 108
 

UFC/mL. Aos 2 mL remanescentes das suspensões de bactérias, foram 

adicionadas as mesmas quantidades de solução salina 0,9% esterilizada, 

utilizada no ajuste em espectrofotômetro. A partir das soluções padronizadas, 

foi realizada diluição seriada de forma a se obter, ao final da mesma, a 

concentração de 1,5 x 106 UFC/mL e, destas últimas soluções, 6 mL foram 

transferidos para tubos contendo 3 mL de meio de cultura MRS (Tabela 4), 

estabelecendo-se uma concentração de 1 x 106 UFC.mL-1 ou 1,0 x 105 em 100 

µL. Desta forma, os poços das microplacas inoculados resultaram em 

concentrações de 5 x 105 UFC.mL-1 (CLSI, 2005). 

Para cada isolado de LAB, foram avaliados 21 óleos essenciais 

distintos (listados na Tabela 2) em testes de microdiluição. As amostras de 

OE foram diluídas em caldo MRS, para uma concentração de 8 mg.mL-1, 

correspondendo a 2 mg.mL-1 no primeiro compartimento da placa de 
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microdiluição. 

Os testes de microdiluição foram realizados em microplacas 

esterilizadas de 96 orifícios ou poços (8 linhas A-H/1-12 colunas) onde foram 

adicionados 100 µL de caldo MRS (Tabela 4). Na primeira coluna foram 

depositados 50 µL da solução de cada de OE diluído (controle de esterilidade). 

Na segunda coluna não foi adicionada nenhuma solução (controle positivo do 

inóculo). Na terceira coluna foram depositados 100 µL de cada solução de OE 

diluído em duplicata. O conteúdo dos poços (caldo MRS + solução de OE) foi 

homogeneizado e 100 µL foram transferidos para os poços da coluna 

seguinte, repetindo-se o procedimento até a coluna 12, sendo os 100 µL finais 

excedentes desprezados. As concentrações avaliadas variaram entre 2000 e 

1,95 µg.mL-1. Posteriormente, da coluna 2 a 12 foram adicionados 100 µL do 

inóculo padronizado de cada uma das diferentes linhagens de bactérias. 

Após a adição do inóculo, as placas foram incubadas em estufa a 32 

°C por 24 h. Decorrido o período de incubação, foram adicionados, em todos 

os poços, 50 µL de solução 0,1% de cloreto de trifenil tetrazólio (TTC), seguido 

de re-incubação das placas por um período de 3 h. A concentração inibitória 

mínima (MIC) é definida como a menor concentração dos óleos essenciais 

capaz de inibir o crescimento dos micro-organismos, impedindo o 

aparecimento de coloração vermelha, conferida ao meio quando as células 

apresentam atividade respiratória (CLSI, 2005). 

 

4.4.1.3 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (MBC) 

Os ensaios para determinação da Concentração Bactericida Mínima 

(MBC) dos óleos essenciais frente às LAB foram realizados por meio de 

subcultivo em placas de MRS, utilizando 10 μL aliquotados a partir dos poços 

onde foi determinada a MIC, com posterior incubação por 24 h a 32ºC. 
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4.4.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.4.2.1 Atividade antimicrobiana dos OE (MIC /MBC) em LAB 

Dos 40 OE testados em ensaios para avaliação da atividade inibitória 

em leveduras, apenas 21 OE apresentaram o perfil desejável, ou seja, não 

inibiram nenhuma das linhagens de leveduras avaliadas em todas as 

concentrações testadas. Estes OE (Tabela 2) foram selecionados para 

ensaios subsequentes de avaliação de atividade antimicrobiana e 

determinação de Concentração Inibitória Mínima (MIC) e Concentração 

Bactericida Mínima (MBC) em LAB. 

Dentre as LAB reativadas, 37 apresentaram crescimento satisfatório e, 

portanto, mostraram-se aptas para avaliação da atividade antimicrobiana dos 

21 OE selecionados e previamente triados em linhagens de leveduras 

Saccharomyces sensu stricto, cujos resultados são mostrados no Quadro 3. 
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Quadro 3: Atividade antimicrobiana de OE em bactérias lácticas (LAB) isoladas de processo 
industrial de produção 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 à MIC 
(mg/mL), ou seja, à intensidade da atividade antimicrobiana dos OE. 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

De acordo com os resultados obtidos, a eficácia (Figura 15), o perfil 

bacteriostático (Figura 16) e o perfil bactericida (Figura 17) dos óleos 

essenciais avaliados variaram de acordo com cada OE. 

A eficácia dos 21 OE perante os isolados de LAB variou de 3,7% a 97%, 

conforme pode ser notado na Figura 15. Dos 21 óleos essenciais testados para 

LAB, 9 (45%) apresentaram eficácia superior a 60%, demonstrando perfil 

interessante para a finalidade que está 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 

eficácias 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 à utilização como potenciais antimicrobianos 

para o controle de contaminação de bactérias lácticas (LAB) em fermentação 

para produção de bioetanol. 

 

 

Figura 15: Eficácia da atividade dos Óleos Essenciais em bactérias ácido-lácticas (LAB). 
N=37. 

 

Assim, investigações mais detalhadas e aprofundadas destes OE 

foram realizadas e são apresentadas e discutidas nos Capítulos 2 e 5. 

Além disso, os ensaios para determinação de atividade inibitória e 

atividade microbicida (MBC) demonstraram que a maioria dos OE apresenta 

perfil bacteriostático (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, já 

que sua atividade bactericida foi superior a 40% para a população de LAB 

testada em concentrações que variaram de 2 mg/mL a 1 μg/mL (Figura 16 e 

Figura 17).   
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Figura 16: Eficácia da atividade bacteriostática de óleos essenciais em linhagens de 
bactérias ácido lácticas (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.  

Figura 17: Eficácia da atividade bactericida de OE em linhagens de bactérias ácido 
lácticas (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 determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (MIC) é possível notar que, para a maioria dos 

OE testados, as concentrações inibitórias variaram entre 0,5 mg/mL e 2,0 

mg/mL (Quadro 3). No entanto, alguns OE apresentaram faixas mais amplas 

de atuação, como o OE de Vetiveria zizanioides (12), que apresentou inibição 

a partir de 8 μg/mL, e os OE de Achyrocline satureioides (13) e Alpinia, com 

faixa de inibição a partir de 31,25 μg/mL. Além dos OE de Artemisia annua (3), 

Varronia curassavica (4) e Piper aduncum, com inibição em concentrações 

iguais ou superiores a 62,5 μg/mL (Figura 18). 

Por outro lado, na avaliação do potencial de atividade bactericida dos 

OE nos ensaios para a determinação da Concentração Bactericida Mínima 

(MBC), nota-se que os óleos 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 terço da população 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 eficácia da atividade microbicida superior a 

40,0% para a população de LAB testada (Figura 17). 

Segundo Solórzano-Santos e Miranda-Novales (2011), o potencial 

bactericida do OE pode ser atribuído à hidrofobicidade destes compostoss, o 

que lhes permite partição com os lipídeos da membrana celular e mitocôndrias 

das bactérias, causando desestruturação celular e aumentando a 

permeabilidade da membrana provocando o vazamento de moléculas 

essenciais à sua sobrevivência e levando as bactérias à morte. 
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Figura 18: Perfil de atividade (bacteriostática ou bactericida) e faixas de atuação 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 eficácia de atuação 

dos OE em LAB, efeito microbicida, além das faixas de atuação 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 

gênero Piper (P.abutiloides (9); P.aduncum (10); P.caldense (34); P.cernum 

(35); P.marginatum (36); P. molicomum (37) e P. ovatum (38) para avaliação 

do perfil químico, cujos resultados são apresentados posteriormente no 

Capítulo 5. 
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Capítulo 5 

 

 

Composição Química, Blends de Óleos 

Essenciais e Fermentação usando Blend 

 
 

   FONTE: Elaborada pela autora. 
 
 

APRESENTAÇÃO 

Este Capítulo refere-se à terceira etapa da triagem dos OE que envolveu a 

análise da composição química e as avaliações de diferentes misturas de óleos 

essenciais, aqui denominadas blends. Em adição, são apresentados os resultados 

dos ensaios de fermentação utilizando levedura, bactéria e blend de óleos essenciais 

que resultaram na Patente BLEND 1251 “Composições e seu uso” depositada sob 

Número do Processo: BR 10 2018 016804 5, apresentada no Capítulo 6. 

  

Figura 19: Etapas de avaliação dos óleos essenciais 
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5.1 PERFIL QUÍMICO DOS ÓLEOS ESSENCIAIS 

5.1.1 AVALIAÇÃO DA COMPOSIÇÃO QUÍMICA: CRITÉRIO DE 

SELEÇÃO 

Após as duas primeiras etapas de triagem dos OE, que consistiram na 

seleção de OE com perfis desejáveis de seletividade de inibição (bactericidas 

e/ou bacteriostáticos para linhagens de LAB, porém inertes para linhagens de 

leveduras Saccharomyces sensu stricto), foi realizada a terceira etapa de 

triagem dos OE. Nesta última etapa, análises para avaliação da composição 

química dos óleos essenciais com os melhores desempenhos de atividade 

antimicrobiana e seletividade foram realizadas. 

 

5.1.2 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1.2.1 Óleos avaliados 

De acordo com os resultados obtidos nas etapas anteriores discutidas 

nos Capítulos 3 e 4 a respeito da eficácia de atuação dos OE em LAB, o 

efeito microbicida, as faixas de atuação dos OE avaliados, e de acordo com 

os critérios descritos no item 5.1.1, os OE listados a seguir foram avaliados 

em relação à composição química: (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 Análise de composição química dos óleos essenciais 

A avaliação da composição química foi realizada na Divisão de Química 

Orgânica e Farmacêutica (DQOF) do CPQBA, empregando Cromatografia a 

Gás acoplada a Detector de Massas (CG-EM). Para as análises 

cromatográficas, todas as amostras de OE com perfil desejável de 

seletividade foram pesadas, solubilizadas em acetato de etila (20 mg.mL-1) 

e analisadas por Cromatografia a Gás acoplada a Detector Seletivo de 
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Massas (CG-EM) para determinação de sua composição química. Foi 

utilizado o cromatógrafo 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 diâmetro e 0,25 

µm de espessura de filme. As condições para as análises cromatográficas 

foram: Temperaturas: injetor= 220°C, detector= 250°C, coluna= 60°C, 

3°C.min-1, 240°C e vazão do gás de arraste (He) 1,0 mL.min-1. Para todas as 

análises o detector de espectrometria de massas foi operado com 

temperaturas: fonte 230 °C e quadrupolo 150 °C; e energia de ionização de 

70 eV. 

A identificação de componentes de óleos voláteis usando CG e de CG-

EM vem sendo aplicada com sucesso para identificar substâncias de 

estruturas conhecidas porque, em sua maioria, os dados gerados podem ser 

comparados diretamente com os valores de tempo de retenção (índice de 

retenção) obtidos em colunas de polaridades diferentes e com os espectros 

de massas dos constituintes voláteis publicados (ADAMS, 2007). 

Foi realizada a identificação dos compostos através da comparação 

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 Índice Aritmético (IA), de acordo com a equação de 

Van den Dool e Kratz (Figura 14), com co-injeção de padrão de 

hidrocarbonetos (C8 a C22) e dados descritos por Adams (2007). 

 

 

Figura 20: Equação de Van den Dool e Kratz utilizada para calcular o índice aritmético (IA) 
(Adaptado de Adams, 2007). 

Onde: Cn-1- Número de carbonos do hidrocarboneto n-1; Tr(x)- Tempo de retenção do 
composto na amostra; Tr(Cn-1)- Tempo de retenção do hidrocarboneto n-1; Cn- Número de 
carbonos do hidrocarboneto n; Tr(Cn)- Tempo de retenção do hidrocarboneto n. 
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5.1.3 RESULTADOS 

As análises cromatográficas permitiram identificar e quantificar os 

componentes dos OE que apresentarem perfil de inibição desejável (inertes 

para linhagens de leveduras e com atividade para as linhagens de LAB) 

cujas eficácias foram superiores a 70%. Esta caracterização do perfil químico 

teve a finalidade de avaliar similaridades dos principais constituintes 

químicos, bem como dos compostos majoritários nos diferentes óleos 

essenciais (OE) com melhores performances antimicrobiana avaliados nos 

ensaios de atividade inibitória e microbicida. 

A composição química detalhada de cada um dos 12 OE está 

apresentada nas Tabela 5 a 17.  

 

    Tabela 5: Perfil Químico do Óleo Essencial de Aloysia gratissima (1). 

      Eficácia: 70,3%; Atividade microbicida: 21,7%. 
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     Tabela 6: Perfil Químico do Óleo Essencial de Piper abutiloides (9). 

     Eficácia: 43,2%; Atividade microbicida: 0%. 

 
 

 
     Tabela 7: Perfil Químico do Óleo Essencial de Piper aduncum (10). 

     Eficácia: 18,5% Atividade microbicida: 13,3%. 
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     Eficácia: 86,5%; Atividade microbicida: 41,9%. 

 

 
   Tabela 9: Perfil Químico do Óleo Essencial de Baccharis dracucunlifolia (15). 

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

     Tabela 8: Perfil Químico do Óleo Essencial de Vetiveria zizanioides (12). 
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    Eficácia: 67,6% Atividade microbicida: 28,0%  

 

 
 
 

     Eficácia: 77,8% Atividade microbicida : 21,1% 

 Tabela 10: Perfil Químico do Óleo Essencial de Pilocarpus microphyllus (28) 

    Tabela 11: Perfil Químico do Óleo Essencial de Piper caldense (34) 
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   Tabela 12: Perfil Químico do Óleo Essencial de Piper cernuum (35) 

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

 
 

   Eficácia: 63% Atividade microbicida: 21,4% 
 

 
 
 
  

   Tabela 13: Perfil Químico do Óleo Essencial de Piper marginatum (36) 
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     Eficácia: 29,6% Atividade microbicida: 33,3%. 

 
 
 

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

 

 

 
  

Tabela 14: Perfil Químico do Óleo Essencial de Piper molicomum (37). 

    Tabela 15: Perfil Químico do Óleo Essencial de Piper ovatum (38). 
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   Eficácia: 66,7% Atividade microbicida: 33,3%. 
 

 

A partir dos resultados da análise comparativa de composição química 

dos OE apresentados nas Tabelas de 5 a 16, é possível notar uma ampla 

diversidade de constituintes químicos.  

Esta variabilidade de composição química é uma característica 

interessante para aplicação biotecnológica, uma vez que pode contribuir 

para que combinações de óleos essenciais distintos tenham atividades 

complementares com diferentes alvos celulares, favorecendo seu uso de 

maneira a evitar resistência por parte dos contaminantes. Além disso, esta 

amplitude de composição química quando utilizada de modo a combinar 

diferentes óleos essenciais pode resultar não apenas em um efeito 

somatório, mas em uma ação sinérgica dos componentes, possibilitando a 

ampliação da eficácia e/ou redução da concentração de uso. 

Os dados da análise comparativa de composição química dos OE 

juntamente com os dados de eficácia, atividade microbicida e faixa de 

atuação, discutidos previamente nos capítulos anteriores possibilitaram a 

seleção 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 avaliações subsequentes 

de composições (blends) utilizando a combinação destes OE, cujos 

resultados são apresentados e discutidos a seguir. 

  

   Tabela 16: Perfil Químico do Óleo Essencial de Photomorphe umbellata (40). 
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5.2 COMBINAÇÕES DE ÓLEOS ESSENCIAIS – BLENDS 

A partir dos resultados da análise da última 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 avaliações de composições 

(blends) utilizando a combinação destes OE. Assim, foram realizados 

experimentos em microplaca com diferentes combinações dos OE (Blends) 

para determinação da concentração inibitória mínima (MIC) e concentração 

bactericida mínima (MBC), utilizando diferentes espécies de bactérias 

contaminantes isoladas a partir de processos fermentativos de produção de 

bioetanol. 

Foram realizados aproximadamente 200 ensaios para avaliação 

antimicrobiana de 60 composições (blends) distintas, contendo de 2 a 6 

óleos essenciais, para cada micro-organismo testado. Os ensaios foram 

realizados em microplaca com a mesma metodologia utilizada para avaliar a 

atividade de óleos essenciais isoladamente em contaminantes bacterianos, 

conforme descrito no Capítulo 4. Todos os ensaios foram realizados com 

avaliações baseadas no planejamento experimental de misturas descritos 

por Barros et al. (2002) e as concentrações utilizadas para as condições 

variaram de 0,001 a 2,0 mg/mL. Para todos os experimentos, o ponto central, 

composto pela combinação de um maior número de OE, foi realizado em 

triplicata. 

A seguir são apresentados alguns dos resultados da análise destas 

composições com combinações dos OE (Aloysia gratissima (1); Vetiveria 

zizanoides (12); Baccharis dracucunlifolia (15); e Pilocarpus microphyllus 

(28)). Os outros resultados referentes aos blends testados, incluindo 

combinações com óleos essenciais extraídos de plantas do gênero Piper, 

estão discutidos na patente no Capítulo 6, evidenciando as combinações 

mais promissoras. 
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Quadro 4: Atividade antimicrobiana de 11 Composições de Óleos Essenciais 
(Blends) em bactérias contaminantes. 

Legenda: E_ = nome da composição (Blend testado); OE= Óleo Essencial; (1) = OE Aloysia 
gratíssima;(12) = OE Vetiveria zizanioides; (15) = OE Baccharis dracucunlifolia; (28) = OE 
Pilocarpus microphyllus Concentração inibitória em mg/mL   
2,0 1,0 0,5 0,3 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

Na sequência, os resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana dos 

blends foram comparados com os ensaios utilizando apenas os óleos 

constituintes do blend isoladamente 

No Quadro 5 é apresentado um exemplo de avaliação comparativa do 

blend E24, cujos OE constituintes são: (1) Aloysia gratissima; (12) Vetiveria 

zizanoides e (15) Baccharis dracucunlifolia, com os resultados dos ensaios 

com óleos essenciais empregados isoladamente. No exemplo mencionado é 

possível notar que houve uma redução nas MICs, ou seja, uma menor 

concentração 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 concentração atingida foi 

de 2,0 mg/mL. Por outro lado, neste exemplo, houve uma piora na cobertura 

geral da ação do blend E24 sobre os contaminantes em relação ao OE 15. 
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Quadro 5: Exemplo de análise comparativa entre os resultados de atividade do 
blend em relação aos resultados obtidos com os OE isoladamente. 

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

2,0 1,0 0,5 0,3 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001 

 

 
 

Após a avaliação de cada um dos blends com os OE isoladamente, 

foi realizada uma comparação entre os resultados do blends 

considerando como parâmetros: 1) cobertura, ou seja, capacidade do 

blend agir sobre o maior número de micro-organismos avaliados; 2) faixa 

de concentração de atividade do blend; 3) atividade bactericida, isto é, 

capacidade do blend de matar os micro-organismos; 4) atividade 

bacteriostática, ou seja, capacidade de inibir os micro-organismos 

contaminantes; 5) redução da concentração de uso em relação à 

concentração obtida nos ensaios com os OE isoladamente e 6) eficácia 

geral sobre os contaminantes. No Quadro 6 é mostrado um exemplo da 

comparação entre alguns dos blends avaliados. 
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Quadro 6: Exemplo de avaliação comparativa entre Blends de OE. 

 

 

 

No exemplo mencionado, é possível notar diferentes perfis em relação 

aos parâmetros avaliados, sendo B12 o blend cujos resultados são mais 

promissores dentro da avaliação comparativa neste universo amostral de 

blends. 

Após a avaliação comparativa de todos os blends, o blend denominado 

B16, cujo perfil está 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 o micro-organismo 

predominante nas contaminações avaliadas neste estudo. 

Os ensaios fermentativos, bem como os resultados, estão 

detalhadamente descritos no Capítulo 6, que consta da patente 

Composições e seu uso, depositada sob Número do Processo INPI: BR 10 

2018 0168045. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

Quadro 7: Resultado da avaliação comparativa do blend B16. 
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5.3 ENSAIOS DE FERMENTAÇÃO 

A realização de ensaios de fermentação em frascos sob agitação foi 

feita no laboratório de Bioprocessos (DBP) do CPQBA da Unicamp, 

utilizando a linhagem de levedura PE-2, a linhagem de bactéria láctica 

contaminante identificada como Lactobacillus paracasei e o blend de óleos 

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 fermentação foi 

o fato desta linhagem de levedura padrão comercial ser a mais comumente 

utilizada pelas unidades industriais, conforme é discutido no Capítulo 3. Já 

os critérios para a escolha da linhagem de bactéria contaminante estão 

embasados nos resultados de incidência das diferentes espécies de 

contaminantes apresentados no Capítulo 4. 

Os ensaios de fermentação foram realizados em triplicata utilizando 

frascos com meio de cultivo sintético apropriado para fermentação, contendo 

150 g/L de sacarose; 5 g/L de KH2PO4; 1,5 g/L de NH4Cl; 1 g/L de 

MgSO4.7H2O; 1,0 g/L de KCl e 6,0 g/L de extrato de levedura, cuja 

formulação está descrita em Andrietta et al.(1999). 

Nos ensaios de fermentação foram avaliados: população dos micro-

organismos (leveduras e LAB) na presença e ausência de OE, além de 

monitoramento do decréscimo na concentração de açúcares, e produção de 

etanol e ácidos orgânicos, especialmente ácido lático. 

A avaliação populacional foi realizada por plaqueamentos em meios 

específicos para cada micro-organismo, especificados como meio de 

manutenção na Tabela 4 (Capítulo 4). Para as condições que visavam 

recuperar leveduras para contagem, foram utilizados 100 ppm de monensina 

sódica para evitar o crescimento bacteriano. Já para as condições cujo 

objetivo era a recuperação de bactérias, foram utilizados 100 ppm de 

actidiona (ciclohexamida) para evitar o crescimento de leveduras. Os 

plaqueamentos foram realizados em duplicata para cada diluição (101 a 1012) 

para cada frasco, no tempo zero (t=0) e 24 h após o início da fermentação 

(t=24 h).  

O monitoramento do decréscimo na concentração de açúcares, bem 

como os níveis de produção de etanol e ácidos orgânicos foram realizados 

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

A seguir são apresentados os resultados relativos à dosagem dos 

ácidos orgânicos (ácido láctico e ácido acético) para cada uma das 

condições nos ensaios fermentativos (Figura 21 e 18). Na Figura 17 é 

possível notar o efeito inibitório da adição do Blend sobre as bactérias, com 

consequente redução da produção do ácido láctico. Já a produção de ácido 

acético parece estar mais relacionada à levedura, e não à produção de ácido 

acético pelas bactérias. No entanto é possível notar que a adição do Blend 

também produziu uma redução da produção de ácido acético. 

Legenda: B= Inóculo apenas com bactérias (L. paracasei); L = Inóculo apenas 
com leveduras (PE-2); BL= Condição contendo inóculo de bactérias (L. 
paracasei) e leveduras (PE-2); BOE = Condição contendo inóculo de bactérias 
(L. paracasei) e adição do Blend B16; LOE = Condição contendo inóculo de 
leveduras (PE-2) e adição do Blend B16; BLOE = Condição contendo inóculo 
de bactérias (L. paracasei) e leveduras (PE-2) e adição de Blend B16. 
 

Figura 21: Concentração de ácido láctico em cada uma das condições dos 
ensaios fermentativos. 
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Figura 22: Concentração de ácido acético em cada uma das condições dos 
ensaios fermentativos.B= Inóculo apenas com bactérias (L. paracasei); L = 
Inóculo apenas com leveduras (PE-2); BL= Condição contendo inóculo de 
bactérias (L. paracasei) e leveduras (PE-2); BOE = Condição contendo inóculo 
de bactérias (L. paracasei) e adição do Blend B16; LOE = Condição contendo 
inóculo de leveduras (PE-2) e adição do Blend B16; BLOE = Condição contendo 
inóculo de bactérias (L. paracasei) e leveduras (PE-2) e adição de Blend B16. 

 

Os demais resultados relativos aos ensaios fermentativos 

estão descritos no Capítulo 6, que consiste da patente 

Composições e seu uso, depositada sob Número do Processo 

INPI: BR 10 2018 0168045. 

Os resultados dos ensaios de fermentação nos mostram que 

a adição 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 adição de antibióticos e 

biocidas no rendimento em etanol da fermentação alcoólica. 

O efeito da adição de antibióticos e biocidas descritas por 

Fadel et al. (2018), estão listados na Tabela 17, onde é possível 

notar que a adição de dióxido de cloro (50 ppm) ocasiona um 

acréscimo de 0,55%, já a adição 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 adição de antibióticos e biocidas no rendimento em etanol em 
fermentação alcoólica. 

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

Antibiótico / Biocida [   ] avaliadas  [   ] ótimas < (%) > (%) 

Tetraciclina 4 a 12 ppm 10 -12 ppm 0,3 0,7 

Penicilina 200 a 800 U/L 600 -800 U/L 0,2 0,75 

Virginiamicina 0,5 a 2,0 ppm 1,5 -2,0 ppm 0,2 0,8 

Eritromicina 1,0 a 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 potássio 25 a 150 ppm 75 ppm -0,8 0,7 

Dióxido 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) 0,2 a 1,0 ppm 2 ppm 0,3 1 

Effymol+  0,5 a 2,5 ppm 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 adição de penicilina (600-800 U/L) o 

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

adição 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 óleos essenciais promoveu um 

acréscimo ao rendimento em etanol aproximadamente quatro vezes 

maior do que as estratégias disponíveis no mercado, demonstrando 

características desejáveis e um alto potencial biotecnológico para 

substituir os antibióticos utilizados no controle da contaminação da 

fermentação do bioetanol. 

  



178 
 

 

5.4 REFERÊNCIAS 

 
ADAMS, R. P. Identification of essential oils components by gas 
chromatography/mass spectrometry 4th ed. Ilinois Allured Publ. 2007 804p. 

 
ANDRIETTA, S.R.; MIGLIARI, P.C.; ANDRIETTA, M.G.S. Classificação das 

cepas de leveduras de processos industriais de fermentação alcoólica 
utilizando capacidade fermentativa. STAB. Sociedade dos Técnicos 
Açucareiros e Alcooleiros do Brasil, Piracicaba, v. 17, n.5, p. 54-59, 1999. 

 
BARROS NETO, B. ; SCARMÍNIO, I. S.; BRUNS, R. E.; Como Fazer 
Experimentos: Pesquisa e Desenvolvimento na Ciência e na Industria, Ed. 
da Unicamp: Campinas, 2002. 
 
FADEL, M. ZOHRI,A.N.A.;EL-HEENRY,M.S. ADBEL AZIZ, A.M. Managing 
of bacterial contamination in alcoholic fermentation of sugarcane molasses. 
Asina Journal of Science and Technology. Vol.9: 1,7383-7391. 2018. 

http://lattes.cnpq.br/3835309163911239


179 
 

 

Capítulo 6 
 

Fonte: Elaborada pela autora. 

Patente de Invenção 
Composições e seu uso 

 
 

Patrícia Regina Kitaka1, Maria da Graça S. Andrietta1, Valéria Maia de Oliveira2, 
Marta Cristina Teixeira Duarte3, Glyn Mara Figueira4 

 
 

 
1Division of Bioprocess, Pluridisciplinary Research Center for Chemical, Biological and Agricultural (CPQBA), 
UNICAMP, Zip code 13148-218, Paulínia, São Paulo, Brazil 

2Division of Microbial Resources, Pluridisciplinary Research Center for Chemical, Biological and Agricultural 
(CPQBA), UNICAMP, Zip code 13148-218, Paulínia, São Paulo, Brazil 

3Division of Microbiology, Pluridisciplinary Research Center for Chemical, Biological and Agricultural 
(CPQBA), UNICAMP, Zip code 13148-218, Paulínia, São Paulo, Brazil 

4 Division of Agrotechnology, Puridisciplinary Research Center for Chemical, Biological and Agricultural 
(CPQBA), UNICAMP, Zip code 13148-218, Paulínia, São Paulo, Brazil 

 
 

 
Número do Processo INPI: BR 10 2018 0168045 
Procurador Universidade Estadual de Campinas: Ciro de la Cerda 

Figura 23: Blend de óleos essenciais. 
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APRESENTAÇÃO 
 

Neste capítulo é apresentada a patente de invenção Composições e 

seu uso depositava no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) 

sob número de processo INPI: BR 10 2018 0168045, que descreve 

composições obtidas a partir da combinação de óleos essenciais que 

apresentaram resultados promissores quando testados em micro-

organismos presentes em processos de fermentação industrial, 

especialmente contaminantes bacterianos oriundos de processos 

fermentativos de unidades industriais brasileiras. As composições são 

resultado dos ensaios de avaliações dos óleos essenciais discutidos ao 

longo deste trabalho. 
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7. Discussão Geral 
 

Os óleos essenciais já foram amplamente descritos na literatura 

quanto às suas atividades biológicas, incluindo atividade antimicrobiana, 

antioxidante, anti- parasitária, anti-inflamatória, anti-tumoral e antidiabética 

(BURT, 2004; RAUTE e KARUPPAYIL, 2014; GUENTHER,1948). 

Embora estes compostos estejam presentes em diversos segmentos 

industriais, sua presença mais notável em termos de consumo, deve ser 

destacada para aplicações na indústria alimentícia, bem como na indústria 

farmacêutica 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 óleos 

essenciais movimentou mais de US$ 6 bilhões em 2017 no mundo todo 

com projeção de atingir mais de US$ 10 bilhões em 2020 e expectativa de 

crescimento atingindo mais de US$ 30 bilhões até 2027. Segundo as 

autoras, esta demanda ascendente é consequência de uma tendência 

crescente de procura por produtos naturais e orgânicos. 

Essa tendência de busca por soluções sustentáveis com uso de 

produtos naturais inclui também a diversificação das aplicações dos óleos 

essenciais para além das principais áreas no meio industrial, envolvendo a 

utilização no âmbito agrícola e no ramo da pecuária, especialmente em 

aplicações veterinárias.  

No entanto, não há relatos da avaliação destes compostos para 

utilização em processos industriais para produção de bioetanol. 

Assim, a abordagem inédita deste trabalho, traz a avaliação do 

potencial de diferentes óleos essenciais extraídos de plantas nativas da 

flora brasileira, bem como de plantas exóticas, quanto à sua atividade 

antimicrobiana seletiva frente aos principais micro-organismos 

contaminantes presentes no processo de fermentação para produção do 

bioetanol, expandindo ainda mais as possíveis aplicações dos óleos 

essenciais. 

A primeira parte deste trabalho consistiu na avaliação do panorama 

dos processos fermentativos das unidades industriais brasileiras produtoras 

de bioetanol quando à utilização de antimicrobianos (Capítulo1) e à 

composição microbiológica dos processos (Capítulo 3 e Capítulo 4). 
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A primeira parte deste trabalho apresentada no Capítulo 1 refere-se 

a um levantamento das estratégias de controle de contaminação utilizadas 

por unidades brasileiras produtoras de etanol combustível a fim de ajudar a 

construir um panorama da realidade que permeia o processo fermentativo 

nas unidades industriais no Brasil quanto ao uso de antibióticos, que pode 

ter reflexos tanto para o ambiente bem como para a saúde humana. 

Embora o uso de antibióticos venha sendo reportado na literatura e 

por órgãos regulatórios como importante componente na disseminação de 

resistência a antibióticos, os resultados obtidos nos trazem um panorama 

de utilização frequente e intensa pela indústria produtora de bioetanol, 

mostrando que para todas as unidades industriais há um intenso uso destas 

substâncias no controle de contaminantes bacterianos. 

Diversos autores têm apontado a resistência a antibióticos 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 

reservatórios ambientais e dispersão descontrolada de bactérias 

patogênicas através de diversas vias como um fator preponderante que 

pode afetar a efetividade do uso destas substâncias para terapia humana. 

Sabe-se que os antibióticos têm sido usados para fins veterinários e 

na alimentação animal como promotor de crescimento (BUTAYE et al., 

2003; MARSHALL e LEVY, 2011) em todo o mundo, entretanto estudos 

mais recentes têm demonstrado que o uso inapropriado dos antibióticos 

neste contexto leva à seleção de LAB tolerantes (GORBACH, 2001; 

DAVIES e DAVIES,2010; THUMU e HALAMI, 2012).  

Segundo Witte (2000), o uso irrestrito de antibióticos facilita o 

desenvolvimento e a disseminação de resistências na microbiota de 

animais de fazenda que eventualmente entram na população humana 

através da cadeia alimentar após o consumo de produtos alimentícios 

fermentados. Assim, LAB podem transmitir genes de resistência a 

antibióticos via transferência horizontal de genes a espécies de bactérias 

patogênicas 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 

que bactérias Gram-positivas, especialmente do gênero Lactobacillus, vem 

sendo consideradas reservatórios de genes de resistência a antibióticos 
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(MURPHREE et al., 2014; SAAED et al.,2014), reforçam a preocupação em 

relação à transferência de genes de resistência para micro-organismos 

patogênicos. Assim, o uso indiscriminado de antibióticos no contexto 

industrial na produção de bioetanol, onde a presença de LAB é 

preponderante, reforça a recomendação para o emprego prudente de 

antibióticos e a redução de seu uso excessivo fora da prática médica e 

veterinária. Esse tema vem sendo pauta das discussões trazidas por 

diversos autores (DEC et al., 2017; MURPHREE et al., 2014; SAAED et 

al.,2014). 

No entanto, confrontando os dados encontrados em relação ao uso 

de antimicrobianos nas unidades industriais e as informações que a 

literatura traz a respeito da seleção de micro-organismos resistentes a 

antibióticos, o cenário brasileiro de uso de antimicrobianos nos processos 

fermentativos apresenta um panorama preocupante, sinalizando a 

necessidade iminente de novas soluções tecnológicas capazes de auxiliar 

na premissa de redução do uso excessivo e indiscriminado de antibióticos 

em contextos para além de sua aplicação na saúde, seja ela humana ou 

animal. Neste sentido, o presente trabalho traz, na segunda parte, a 

avaliação de óleos essenciais para o potencial desenvolvimento de 

soluções tecnológicas utilizando produtos naturais para serem aplicados no 

controle de contaminação bacteriana em processos de fermentação. 

A estratégia empregada para verificar tal potencial consistiu 

primeiramente no isolamento, diferenciação e identificação de leveduras e 

bactérias contaminantes, descritos nos Capítulos 3 e 4, a fim de delinear 

um panorama geral da realidade encontrada nos processos fermentativos 

de produção de etanol combustível nas usinas brasileiras e, portanto, a 

análise da composição microbiana dos processos fermentativos está 

dividida em duas partes: leveduras e bactérias.  

A análise de composição de leveduras nos traz as diferentes 

linhagens de leveduras do gênero Saccharomyces presentes nos 

processos fermentativos para a produção 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 relação à 
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avaliação de uso de linhagens de leveduras como starters, em 125 

processos fermentativos, nos últimos 10 anos, demonstram a utilização 

preferencial de linhagens de leveduras selecionadas comerciais, com 

destaque para as linhagens PE-2 e CAT-1, reforçando a importância dessas 

para as unidades industriais. 

Entretanto, o uso de novas linhagens autóctones nativas, cujo 

isolamento foi realizado a partir do próprio processo industrial com estudos 

e posterior caracterização, vem aumentando gradativamente nos últimos 

anos. Dentre as linhagens selecionadas comerciais, de modo contrário à 

constância de uso das linhagens CAT1 e PE2 pelas unidades industriais, os 

resultados mostram que o uso das linhagens BG1 e SA1 vem sofrendo um 

decréscimo no número de unidades que as utilizam nos últimos cinco anos.  

Carvalho-Netto (2012) atribui a modificação da estratégia de seleção 

de inóculos iniciais para a fermentação à perda gradual do desempenho de 

algumas linhagens selecionadas ao longo dos anos, principalmente devido 

às alterações operacionais do processo, como a redução da queima da 

cana-de-açúcar e o aumento do teor alcoólico da fermentação. Soma-se a 

isso o aparecimento de linhagens selvagens mais robustas, que permite a 

introdução de linhagens nativas isoladas das próprias dornas, selecionadas 

por possuírem características de interesse e boa permanência no processo 

(Basso et al., 2008). 

Já em termos de panorama dos contaminantes bacterianos nos 

processos fermentativos de produção de bioetanol, a análise filogenética 

demonstrou que os micro-organismos pertencentes ao gênero 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 gêneros como contaminantes 

responsáveis pela infecção dos processos de fermentação para produção de 

bioetanol. Dentre eles, os gêneros Bacillus sp.; Lactobacillus sp., 

Acetobacter sp., Clostridium sp. e Leuconostoc sp. são frequentemente 

citados e, embora não haja concordância em uma única espécie como 

principal contaminante, o gênero 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%) são Gram-positivas, onde o gênero 

Lactobacillus é predominante (59,75%), o que corrobora os dados aqui 

encontrados. 

A segunda parte deste trabalho encadeou o processo de avaliação de 

óleos essenciais para o potencial desenvolvimento de soluções tecnológicas 

a serem aplicadas no controle de contaminação bacteriana em processos de 

fermentação. 

Os óleos essenciais estudados foram extraídos tanto de espécies 

exóticas (42,5%) quanto de plantas da flora nativa brasileira (57,5%), 

conforme descrito no Capítulo 2. No grupo das espécies exóticas, foram 

incluídos representantes de 8 famílias: Amaranthaceae; Asteraceae; 

Lamiaceae; Myrtaceae; Poaceae; Rutaceae, Verbenaceae e Zingiberaceae. 

Já dentre o grupo das espécies nativas, os óleos essenciais foram 

extraídos de plantas pertencentes a 10 famílias: Anacardiaceae; Asteraceae; 

Boraginaceae; Cyperaceae; Lamiaceae; Myrtaceae; Piperaceae; Poaceae, 

Rutaceae e Verbenaceae. 

Nos ensaios com leveduras, foi possível notar que todos os óleos 

essenciais provenientes de plantas nativas pertencentes à família 

Verbenaceae apresentaram atividade para todas as linhagens de leveduras, 

independente do grupo de leveduras. Além disso, plantas nativas 

pertencentes às famílias Cyperaceae, Poaceae e Myrtaceae apresentaram 

alto nível inibitório para as linhagens de leveduras, podendo ser apontados 

como muito prejudiciais para as linhagens de leveduras mesmo em baixas 

concentrações. Por outro lado, óleos essenciais extraídos de plantas nativas 

da família das Rutaceae foram inertes para todas as linhagens avaliadas. 

Os resultados obtidos na análise da atividade dos óleos essenciais 

sobre micro-organismos oriundos de processos fermentativos foram 

apresentados e discutidos nos Capítulos 3 e 4 e nos levaram a selecionar 

apenas os óleos com capacidade inibitória em relação às bactérias, além de 

um padrão de eficácia acima de 70% para bactérias contaminantes (LAB). 

Assim, dentre todas essas famílias e considerando resultados de 
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inatividade em leveduras, eficácia dos óleos essenciais sobre os 

contaminantes bacterianos e seletividade para a finalidade a qual está sendo 

aqui proposta, a família Piperaceae merece destaque, em especial o gênero 

Piper sp. 

A família Piperaceae inclui aproximadamente 2500 espécies 

classificadas em cinco gêneros distribuídos em regiões tropicais e 

subtropicais (SANTOS et al., 2001; GUIMARÃES; MONTEIRO, 2006), 

podendo ser encontrada na forma de ervas, videiras, arbustos, e, mais 

raramente, árvores (Sousa et al., 2008). 

No Brasil, a família é representada por quatro gêneros, o mais 

comumente encontrado sendo o gênero Piper, que contém quase 700 

espécies, das quais aproximadamente 170 são nativas do Brasil. Diversas 

espécies deste gênero são amplamente utilizadas na medicina popular em 

diversas partes do mundo e reconhecidas por suas propriedades biológicas 

e farmacológicas (CYSNE et al., 2005).  

Devido ao fato de que muitas espécies deste grupo são aromáticas, 

muitos estudos a respeito dos OE de espécies de Piper tem revelado uma 

ampla diversidade de compostos, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, 

arilpropanóides, aldeídos, cetonas e álcoois de cadeia longa (VILA et al., 

2001 e RAWAT et al., 1989). 

No estudo realizado por Constantin et al (2001) em que são avaliados 

óleos essenciais de Piper cernum e Piper regnelli quanto à atividade 

antimicrobiana e composição química, os seguintes constituintes foram 

descritos para Piper cernuum: alfa e beta pineno; biciclogermacreno, beta 

cariofileno espatulenol e germacreno. Já para o OE de P. regnellii foram 

encontrados linalol, mirceno, biclogermacreno e beta cariofileno. 

O perfil químico 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 químico de Piper regnellii não foi 

determinado, visto que a eficácia deste OE nos contaminantes bacterianos 

foi muito baixa (5%) e, para os ensaios de composição química deste 

trabalho, foram selecionados apenas os OE com eficácia acima de 70%. 

As análises antimicrobianas realizadas por Constantin et al. (2001), 

assim como muitos estudos envolvendo OE, utilizam micro-organismos 



231 
 

 

modelo, como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida 

albicans, que são, respectivamente, modelos de: bactérias Gram-positiva, 

Gram-negativa e fungos de interesse médico. Assim, os resultados da 

avaliação antimicrobiana não são comparáveis com os dados aqui avaliados, 

tendo em vista que os micro-organismos são distintos e os ensaios 

realizados por Constantin et al. (2001) utilizaram método de difusão em ágar. 

As análises da atividade dos OE em contaminantes bacterianos dos 

processos fermentativos demonstram o alto potencial de aplicação dos OE 

para este contexto, visto que 9 dos 21 óleos essenciais avaliados (42,9%) 

apresentaram eficácia superior a 60%. 

Embora as faixas de atuação encontradas para os OE isoladamente 

(0,008mg/mL a 2,0mg/mL) não estejam entre as concentrações de uso 

ideais, quando comparadas às concentrações de uso de outros 

antimicrobianos como os antibióticos, que variam de de 3,0 a 150 ppm, o uso 

de estratégias de otimização de experimentos para avaliação de 

combinações ou fracionamento podem ser realizados futuramente com 

intuito de otimização das concentrações de uso. 

A partir das análises da composição química descritas ao longo do 

Capítulo 5, foi possível avaliar combinações de diferentes OE (blends), cuja 

performance distinguiram-se da aplicação dos óleos essenciais 

isoladamente.  

A avaliação da aplicação dos óleos essenciais de modo combinado, 

ou seja, sob a forma de blends, favorece uma complexidade maior na 

composição química em relação aos componentes ativos antimicrobianos, 

podendo conferir características interessantes. Dentre elas, pode-se citar  

uma maior capacidade bactericida, a redução das concentrações de uso e a 

atuação sobre um espectro mais amplo de contaminantes em casos de 

combinações com atividade sinérgica (HYLDGAARD et al., 2012).  

A avaliação dos blends, foi adaptada baseando-se no critério utilizado 

para a interpretação do efeito resultante da combinação de antimicrobianos, 

ou seja, no cálculo do índice de concentração inibitória fracionada (FIC index), 

que considera a razão entre os resultados de MIC da combinação e dos 

componentes da combinação de modo isolado. Quando o valor calculado é 

menor ou igual a 0,5 é considerado sinérgico, e maior que 4,0 é considerado 

antagônico. (PALANIAPPAN; HOLLEY, 2010). 

http://www.frontiersin.org/Community/WhosWhoDetails.aspx?UID=45293&d=1&sname=MortenHyldgaard&name=Science
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Já na avaliação comparativa entre os blends, os critérios foram 

ampliados, incluindo a cobertura das avaliações em diferentes 

contaminantes (Lactobacillus paracasei, Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus harbinensi, Lactobacillus ferraginis Lactobacillus amlovorus, 

Acetbacter sp. Leuconostocaceae e Staphylococus sp.), atividade 

bactericida e eficácia geral. Esta avaliação demonstrou que algumas 

combinações apresentaram efeito antagônico enquanto outras indicaram 

efeitos sinérgicos com resultados promissores.  

Dentre as que apresentaram resultados promissores, o blend B16 

apresentou vários requisitos considerados interessantes para uma 

formulação adequada ao uso, tais como: eficácia, cobertura e ação 

microbicida em diferentes contaminantes. Assim, o referido blend foi 

selecionado para posterior validação em ensaio de fermentação, cujos 

resultados resultaram no depósito da patente de invenção INPI BR 10 2018 

0168045, descrita no Capítulo 6.  

Os ensaios de fermentação foram realizados como prova de conceito, 

em escala laboratorial, para avaliar a o efeito do blend de OE nos micro-

organismos que compõem o processo fermentativo e determinar sua 

viabilidade. Para tanto, foram utilizados como micro-organismos: a linhagem 

de levedura PE2, que conforme discutido no Capítulo 3 é notadamente a 

mais utilizada pelas unidades industriais, e Lactobacillus paracasei, o 

contaminante prevalente de acordo com a identificação dos contaminantes 

descrita no Capítulo 4  

Os ensaios de fermentação demonstram que a adição do blend de OE 

ocasionou um acréscimo no rendimento em etanol de 4%, valor 

significativamente superior às melhores condições reportadas por Fadel et 

al. (2018) que chegam a no máximo 1,1% de acordo com as avaliações que 

realizou dos efeitos da adição de antibióticos e biocidas no rendimento em 

etanol da fermentação alcoólica. 

Além disso, o efeito da adição do blend de OE nas bactérias é 

evidenciado não apenas na redução da contagem, mas também na 

consequente redução da produção de ácido láctico detectada na 

fermentação. 

Outro ponto importante a ser ressaltado é o efeito dos antimicrobianos 

e biocidas sobre as leveduras.  
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O estudo conduzido por Meneghin et al. (2008) realizou a avaliação 

do efeito inibitório de dióxido de cloro em contaminantes bacterianos 

(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum, Bacillus subtilis e 

Leuconostoc mesenteroides), em concentrações que variaram entre 10 e 

125 mg/L, e mostrou que há um efeito inibitório na aplicação de dióxido de 

cloro em concentrações superiores a 50 ppm, ocasionando efeitos deletérios 

nas leveduras industriais.  

Neste sentido, os óleos essenciais apresentam a vantagem de terem 

sido previamente testados em uma ampla gama de linhagens de leveduras. 

A partir dessa triagem inicial, apenas os que se mostraram inertes em 

leveduras foram considerados para avaliações posteriores em 

contaminantes bacterianos.  

Assim, tanto os óleos essenciais constituintes da tecnologia blend 

quanto o blend são inertes a todas as linhagens de leveduras industriais 

avaliadas mesmo em concentrações elevadas, superiores a 1000mg/L. 

Além disso, a complexidade química dos OE, que inicialmente foi 

considerada uma desvantagem para utilização de produtos naturais como 

protótipos para o desenvolvimento de fármacos na década de 1960, 

conforme apontado por Bernardes e colaboradoes (2017), recentemente 

voltou a chamar a atenção dos pesquisadores. Esse interesse pode ser 

notado por uma análise realizada por Newman e Cragg, que demonstrou que 

dentre os fármacos 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 composição química dos OE, em 

função da diversidade das rotas biossíntéticas de produção nas diferentes 

espécies, traz como vantagem a ação destes bioativos em múltiplos alvos 

celulares dos contaminantes, favorecendo a utilização deste tipo de 

tecnologia no combate à resistência microbiana, como ocorre com a 

aplicação dos antibióticos. 

Neste sentido, a tecnologia desenvolvida pode ser classificada como 

limpa ou ecofriendly por atuar não apenas no controle de bactérias 

contaminantes da fermentação na indústria de bioetanol, mas também por 

contribuir para a mitigação do problema de disseminação de genes de 

resistência a antibióticos, bem como o desenvolvimento de micro-

organismos com múltiplas resistências. 
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Por fim, os ganhos ambientais e econômicos decorrentes do uso 

desta tecnologia ultrapassam o conceito de uma mera substituição utilizando 

diferentes moléculas, já que o Blend de OE aqui proposto acarreta não 

apenas uma melhoria de processo na indústria do bioetanol, como também 

pode ser considerada uma tecnologia sustentável que impulsiona o 

desenvolvimento da cadeia produtiva de plantas medicinais e aromáticas, 

tendo em vista que estudos posteriores que avaliem e otimizem as condições 

edafoclimáticas, fatores bióticos e abióticos que possam alterar a 

variabilidade química e abundância de compostos nas espécies de interesse, 

podem ser demandas a serem consideradas a partir deste tipo de 

desenvolvimento.  

Assim, a composição proposta se apresenta como um produto 

promissor em termos biotecnológicos para substituir os antibióticos utilizados 

no controle da contaminação bacteriana nos processos de fermentação para 

produção de bioetanol, demonstrando o potencial de utilização de bioativos 

provenientes de plantas, majoritariamente nativas, neste novo segmento de 

aplicação de óleos essenciais que aqui se inicia. 
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8. Considerações Finais 
 

Apesar dos inúmeros problemas apontados em relação ao uso irrestrito de 

antibióticos, esta ainda é a principal estratégia de controle de contaminação 

utilizada pelas unidades produtoras de bioetanol atualmente. 

 

Os ensaios avaliando a atividade dos óleos essenciais em leveduras 

mostraram que, de maneira geral, as linhagens de panificação são mais 

sensíveis à presença de OE do que as linhagens nativas e linhagens 

industriais, tidas como padrões comerciais. 

 

Assim como descrito por diversos trabalhos na literatura, os contaminantes 

bacterianos isolados das unidades industriais consistem majoritariamente 

de bactérias lácticas, sendo Lactobacillus o gênero mais prevalente. 

 

Por outro lado, diferentemente dos trabalhos descritos na literatura em 

relação às espécies prevalentes de bactérias lácticas, a espécie de 

Lactobacillus paracasei foi a mais prevalente nas usinas brasileiras 

avaliadas. 

 

Embora a adição de bactérias nos ensaios fermentativos pareça não afetar 

as leveduras quando o parâmetro de contagem é considerado, as análises 

de monitoramento da fermentação demonstraram que a adição de bactérias 

na fermentação ocasionou um decréscimo no rendimento em etanol médio 

de 6,8%, afetando a produção de etanol. Além disso a concentração de 

ácido lático mais que triplicou com a adição de bactérias. 
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9. Conclusões Gerais 

 

Os resultados obtidos demonstram a relevância da biodiversidade brasileira 

como fonte de bioativos, visto que dos 40 óleos essenciais analisados (23,8% 

provenientes de plantas exóticas e 76,2% de plantas nativas) 47,5% 

apresentaram atividade para linhagens de leveduras industriais. Além disso, 

considerando os 21 óleos essenciais analisados em contaminantes 

bacterianos, 42,8% apresentaram eficácia acima de 60%, sendo que 22,2% 

foram extraídos de plantas exóticas e 77,8% de plantas nativas. 

 

Os ensaios fermentativos sugerem que o uso de óleos essenciais, 

especialmente sob a forma combinada em blends, é uma alternativa eficaz 

para o controle de contaminantes bacterianos em processos fermentativos 

para produção de etanol. 
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11.3  DOCUMENTO DE DECLARAÇÃO DE ACESSO AO 

PATRIMÔNIO GENÉTICO E/OU CONHECIMENTO 
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