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RESUMO

Este trabalho avaliou antibiéticos utilizados na fermentagdo alcodlica industrial
através do consumo de agucar por bactérias contaminantes, associado ao
crescimento bacteriano.

Para a realizagéo dos testes foram utilizadas 6 linhagens de bactérias isoladas de
fermentacdo industrial: Lactobacillus fermentum, L. plantarum, L. buchneri, Bacillus

coagulans, B. megaterium e B. subtilis.

As bactérias foram inoculadas em meio de cultivo a base de glicose e submetidas a
dosagem recomendada dos antibiéticos, e também ao dobro e 4 metade, para cada
um dos dois produtos testados: Biopen 450®, que tem penicilina como principio
ativo, e Kamoran WP®, cujo principio ativo € a monensina. As amostras para
analises foram retiradas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas de ensaio @ submetidas

aos seguintes testes: contagem de microrganismos, concentragao de glicose e pH.

Nenhuma das dosagens utilizadas dos dois antibidticos pemmitiu o crescimento
bacteriano ou detecgdo do consumo de glicose durante as 48 horas de ensaio. O
crescimento bacteriano e o consumo de glicose s6 puderam ser observados para
os tratamentos controle. A relagdo consumo de agucar/crescimento celular
apresentou diferengas consideraveis entre as cepas e foi determinada como 1,61 a
497 e 1,01 a 1,56 glciclo logaritmico para os Bacillus e Lactobacillus,

respectivamente.

Mesmo as menores dosagens estudadas dos dois produtos reduziram as
populagdes nas primeiras seis horas de ensaio. Porém, houve sinais de
crescimento ao final do ensaio (48 horas) para quatro das seis bactérias estudadas
nas fermentagdes com o produto a base de penicilina (Biopen), pelo menos nas
menores dosagens. Este fato pode estar associado a resiténcia bacteriana, ja que

a penicilina vem sendo utilizada pela industria alcooleira desde a década de 50.

Em geral, o produto Biopen atuou mais rapidamente na redugio das populagdes

enquanto que o produto Kamoran foi mais eficiente em tratamento proiongado.



ii

SUMMARY

This work analyses antibiotics used in alcohol industrial fermentation through the

consumption of sugar by contaminating bacteria, associated with bacterial growth.

Six strains of isolated industrial fermentation bacteria were used in the experiments:
Lactobacillus fermentum, L. plantarum, L. buchnen, Bacillus coagulans, B.
megaterium and B. subtilis.

These bacteria were innoculated in a glucose based defined broth medium and
submitted to the recommended concentration. They were also submitted to double
and half the recommended concentration, for each of the two tested products:
Biopen 450®, which has penicilin as the active principle, and Kamoran WP®, whose
active principle is monensin. The samples for the analyses were harvested in 0, 6,
24 and 48 hours assay time and submitted to the following tests: counting of micro-

organisms, and assessing the concentration of glucose and the pH level.

None of the utilised concentrations permitted bacterial growth or the determination of
glucose consumption during the 48 assay hours. The bacterial growth and glucose
consumption could only be observed in the control treatments. The ratio glucose
consumption/cellular growth presented considerable differences between the six
bacterial strains and was determined from 1.61 to 497, and from 1.01 to 1.56

logarithm grams/cycle, for the Bacillus and Lactobacillus, respectively.

Even in the smaller doses of the two products studied the bacterial population was
reduced in the first six assay hours. However, there were signs of growth at the end
of the assay (48 hours) for four of the six bacteria used, in the fermentation using the
penicilin based product (Biopen), at least in the smaller concentrations. This fact
could be associated with bacterial resistance, since penicilin has been used by the
alcohol industry from the 1950s.

In general, the product Biopen acted more rapidly in reducing the bacterial

population, while the product Kamoran was more efficient in a prolonged treatment.
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1. INTRODUGAO

A industria da cana-de-agucar no Brasil vem ocupando posigdo de destaque no
cendrio econdmico desde a sua implantagdo. A partir da década de 70, com a
instalagdo do Proalcool (Programa Nacional do Alcool), na busca de uma solugéo
para a crise do petroleo, o Brasil tornou-se pioneiro na produgéo em larga escala de

um combustivel alternativo em substitui¢do a gasolina (BERTELLI, 1992).

Nos ultimos 20 anos assistiu-se ao crescimento da atividade sucroalcooleira com a
implantagdo de novas destilarias de alcool e concomitante aprimoramento dos
processos industriais de fermentagdo alcodlica, e desenvolvimento de pesquisas

com o objetivo de melhorar o seu rendimento e produtividade.

Grandes esforgos tém sido feitos no sentido de isolar, caracterizar e controlar a
microflora contaminante dos processos de fermentagéo alcodlica, uma vez que ela é
reconhecidamente causadora de problemas, tais como: consumo de agucar e
etanol, queda da viabilidade das leveduras pela produgdo de metabdlitos extra-
celulares (ALTERTHUM et al., 1984; CHIN & INGLEDEW, 1994), floculagédo das
leveduras ocasionando perda de células pelo fundo de dorna ou na centrifugagao, e
queda de rendimento alcodlico (AMORIM & OLIVEIRA, 1982).

Varios trabalhos de identificagdo da microflora contaminante da fermentagdo
alcodlica tém sido realizados (RODINI, 1985; ROSALES, 1989; GALLO, 1989,
OLIVA-NETO, 1990) e destacam o predominio das bactérias Gram-positivas e,

dentre estas, dos géneros Bacillus e Lactobacillus.

O amplo conhecimento da flora contaminante da fermentagdo tem contribuido na
busca por produtos eficientes para o seu controle. Pesquisas de avaliagdo da
atividade de agentes antimicrobianos tém sido realizadas (CRUZ et al., 1985,
BOURDAREL & RAMIREZ, 1986, BRAUNBECK, 1988; RODINI, 1989; ROSALES,
1989; STUPIELLO,1993; ALCARDE, 1995; OLIVA-NETO, 1995, HYNES et al,
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1997) no sentido de orientar uma utilizagéo racional destes produtos permitindo a

melhoria do desempenho industrial.

Esses trabalhos, conduzidos em laboratorio, contribuiram para a avaliagdo dos
produtos utilizados na industria, mas nenhum deles relacionou sua eficiéncia a
queda do consumo de agucar pelas bactérias. A eficacia dos produtos para controle
da infecgdo tem sido relacionada & sua capacidade em diminuir a populagéo
contaminante. O consumo de agulcar, juntamente com outros efeitos como a
producdo de metabdlitos inibidores, & apontado como um dos principais prejuizos

causados pelos contaminantes da fermentagao.

Este trabalho teve como objetivo estudar a agdo de antibidticos sobre linhagens de
bactérias consideradas contaminantes da fermentag&o alcodlica. O estudo avaliou a
atividade de antibidticos utilizados na industria alcooleira introduzindo o parametro
consumo de agtcar como instrumento dessa avaliagdo, associado ao crescimento

celular bacteriano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Os Contaminantes
2.1.1. Matéria-Prima (Cana-de-Agucar)

Na industria alcooleira, a cana-de-aglicar e seu caldo passam por sucessivas
etapas de processamento. O caldo extraido da cana-de-agucar € submetido, ao
longo da linha industrial, a variagdes em suas condigdes fisico-quimicas como
temperatura, pH, presenga de substancias inibidoras no substrato, concentragéo de
oxigénio, etc. Esses fatores atuam diretamente na selegdo dos microrganismos
presentes. Segundo GALLO (1989) as condigdes peculiares de cada etapa do

processo selecionam o desenvolvimento de determinados microrganismos.

O caldo da cana-de-agucar favorece o crescimento de uma flora microbiana
diversificada gragas a sua composigdo em nutrientes organicos e inorganicos
(TILBURY, 1975; MacMASTER & RAVNO, 1977), alta atividade de agua, pH e
temperatura favoraveis (GALLO, 1989). DUNCAN & COLMER (1964) encontraram
niveis de 10* a 10° bactérias e de 10° a 10" fungos por grama de cana saudavel. Os
autores isolaram 198 microrganismos de partes diferentes da cana-de-agucar, do
caldo e de plantas de idades distintas, encontrando os coliformes Escherichia col,

Aerobacter aerogenes e A. cloacae.

BEVAN & BOND (1971) isolaram 50 microrganismos diferentes de cana-de-agucar
sadia, encontrando as bactérias Leuconostoc, Bacillus cereus, Pseudomonas e
Streptomyces. As leveduras isoladas foram Saccharomyces, Torula e Pichia. Os
autores isolaram grande numero de Actinomyces e também Penicillium e outros
fungos.

A queima da cana visa reduzir as impurezas vegetais e facilitar o corte (RIGHI,

1975). Porém, essa pratica destroi a cera protetora que envolve o colmo deixando a
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planta mais susceptivel ao ataque de microrganismos. Testes indicaram que certos
componentes da cera tém alguma ac¢do bacteriostatica, j& que sua remogao por
aquecimento da cana durante a queima permite que 0s microrganismos cresgam
mais livremente utilizando o caldo exsudado (BEVAN & BOND, 1971). Os autores
afirmam que as temperaturas alcangadas durante a queima nao afetam todos os
microrganismos encontrados na cana verde. Esses autores isolaram 17
microrganismos diferentes da superficie cana queimada, alguns 10 minutos apods a
queima. Destes Ultimos, a maioria eram bastonetes, dos quais 5 foram
extremamente resistentes ao calor e 2 eram formadores de esporos. Dois outros
microrganismos isolados eram produtores de dextrana. Do total dos isolados alguns
foram identificados como: Leuconostoc, Xanthomonas, Bacterium, Corynebacterium,
Bacillus, Penicillium, Rhizopus, Aspergillus, Torula, Rhodotorula e Candida.
TILBURY (1975) citando MAYEUX' afirma que microrganismos podem crescer
livremente em cana queimada podendo alcangar valores de 1 0° unidades por grama

de exsudado nos colmos quentes e umidos.

Alguns estudos evidenciaram a relagdo entre tipo de corte e a contaminagao
microbiana da cana-de-agucar (EGAN, 1965; 1968). Segundo TILBURY (1968) a

contaminagao pode ocorrer por ferramentas de corte.

KAJI & CANHOS (1989) pesquisando a flora microbiana da cana-de-agucar apds
cerca de uma hora e meia do corte mecanizado, isolaram principalmente

Leuconostoc, Xanthomonas e Aerobacter.
2.1.2. O Armazenamento e Lavagem da Cana

O tempo de armazenamento da cana apdés a queima é um fator importante na
contaminagédo da mesma. HES (1952), EGAN (1965; 1966; 1968) e BRUJIN (1966)
verificaram a deterioragdo da cana quando armazenada. TILBURY (1975) estudou o
efeito da estocagem de cana sobre o crescimento de bactérias lacticas, que

alcancaram valores de 10’ a 10 ® unidades/ml até o quarto dia de armazenamento,

4
"MAYEUX, P. A. Some studies on the microbial flora of sugar cane. 1960. M. S. Thesis -
Louisiana State University.
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com predominancia de Leuconostoc mesenteroides e L. dextranicum. Além do
quinto dia observou-se a predominancia de provaveis Lactobacillus, devido a queda
do pH.

O processo de lavagem da cana, dependendo da qualidade microbiolégica da agua
empregada, pode representar um foco de contaminag&o da matéria-prima. SERRA
et al. (1979) verificaram que a populagdo microbiana da agua de lavagem de cana
era 10 a 20 vezes maior em industrias que utilizavam recirculagdo da agua de
lavagem. STUPIELLO (1982) afirma que a populagdo microbiana da agua de
lavagem recirculada pode atingir niveis acima de 10° células/ml. Para o autor, 0 pH
da agua de lavagem determina o nivel de sua contaminagdo, que diminue em pH

10 a 11, e aumenta em pH préximo da neutralidade.
2.1.3. A Extragao e Tratamento do Caldo

Segundo TILBURY et al. (1977), durante a operagdo de extragdo do caldo da cana
pela moenda, a perda da sacarose recuperavel é de cerca de 1,0 a 2,5kg/tonelada
de cana, variando segundo a limpeza e a eficiéncia da unidade. Os estudos
laboratoriais indicaram que 62% da perda total de sacarose estdo associados ao

crescimento microbiano e 38% a inversdo quimica e enzimatica.

GANOU-PARFAIT et al. (1989) afirmam que a flora aerdbica é abundante na
industria da cana-de-agucar até o inicio da fermentagdo. Os grupos isolados dos
meios & base de caldo de cana-de-agicar compreendem Corynebacterium
aerdbicos, Micrococcus aerébicos ou de metabolismo misto, Pseudomonas,
Enterobacterium, Bacillus laticos microaerdfilos e Clostridium esporulados
anaerobios estritos.

Para YOKOYA (1989) a linha de processamento da cana e do caldo proporciona o
crescimento microbiano que geralmente deriva na formagdo de gomas nas
tubulagdes, calhas, peneiras e paredes de reservatérios. Dentre os microrganismos
encontrados na linha de caldo estdo Leuconostoc, algumas bactérias Gram-
negativas como Klebsiella e Enterobacter (habitantes naturais das plantas),

5
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Acetobacter (presentes em locais de aeragdo intensa) e Bacillus. Muitas espécies

de Klebsiella e Acetobacter sdo produtoras de biopolimeros de natureza gomosa.

MAEDA (1997) isolou e identificou 32 linhagens de Acetobacter a partir de amostras
de usina de agucar e alcool. Das linhagens isoladas, a maioria foi obtida do caldo
de cana-de-agucar recém peneirado (46,87%), seguindo-se da peneira “cush-cush”
(34,37%), da parede do tanque de coleta de caldo peneirado (9,38%) e da parede
do decantador de caldo (9,38%).

O caldo misto, sob o ponto de vista de suas caracteristicas fisico-quimicas, como
pH entre 5 e 6, brix entre 10 e 18, temperatura entre 25 e 30°C, composi¢do em
aminoacidos e sais, € um excelente meio para o crescimento de uma grande

variedade de microrganismos (RODINI, 1985).

LIMA et al. (1974) destacaram como principais contaminantes do caldo misto
Leuconostoc citrovorum, L. dextranicum, L. mesenteroides, Aerobacter aerogenes,
Bacillus coagulans, B. circulans, B. megaterium, Pseudcmonas incognita, etc. Para
McMASTER & RAVNO (1975) as bactérias laticas sdo as mais adaptadas ao caldo

misto, especialmente Leuconostoc mesenteroides.

A clarificagdo do caldo misto € uma etapa importante no controle e selegdo dos
contaminantes do caldo de cana, j& que atua na eliminagdo de células vegetativas
(SKOLE et al., 1977) selecionando formas esporuladas e bactérias produtoras de
dextrana, que permanecem vidveis em caldo tratado a 115°C (LUCREDI et al,
1984).

SILVA & CANHOS (1990) avaliaram a contaminagdo microbiolégica de amostras de
caldo de cana-de-agucar clarificado e pasteurizado em um processo nao
convencional, que utiliza torre de resfriamento para o caldo. As amostras foram
coletadas na entrada e saida da torre de resfriamento. Os autores observaram uma
elevacdo média de 10 vezes no numero de contaminantes totais do caldo durante a
passagem pela torre. A microbiota isolada mostrou-se predominantemente
bacteriana (88%) e Gram positiva (87%), sendo Lactobacillus o contaminante mais

frequente (38%), seguido de Staphylococcus (23%), Leuconostoc (12%), Bacillus

6
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(3%) e Klebsiella (1%). As cepas de Lactobacillus identificadas foram L. fermentum
(33%), L. confusus (18%), L. viridescens (11%) e L. plantarum (2%). As cepas de
Leuconostoc identificadas foram L. mesenteroides subsp. mesenteroides (50%), L.

paramesenteroides (27%) e L. mesenteroides subsp. dextranicum (23%).
2.1.4. A Fermentagdo Alcodlica

Alguns dos contaminantes da industria de produgdo de &lcool s&o selecionados ao
longo do processo e merecedores de atengdo especial por serem acidéfilos como
Leuconostoc e Lactobacillus (BEVAN & BOND, 1971; SHARPER, et al., 1972
TILBURY, 1975), ou por resistirem a combinagdo de pH baixo e altas temperaturas
como Bacillus (McMASTER & RAVNO, 1975) e Clostridium (CLARKE et al., 1980).

O melago, subproduto da produgdo de sacarose, tem aito teor desse agucar e pode
ser utilizado na composi¢cdo do mosto para a fermentagdo na produgdo de alcool.
SOUZA et al. (1977) detectaram a presenga de 102 e 513 microrganismos por
grama do melago proveniente da fabricagdo de agucares cristal e demerara (bruto),
respectivamente.

AMORIM & OLIVEIRA (1982) citam como principais contaminantes da fermentagéo
alcodlica  Acetobacter, Lactobacillus, Clostridium, Bacillus, Aerobacter,
Streptococcus e Leuconostoc.

Estudos mais recentes apontam um predominio de bactérias Gram-positivas
(65,1%) no ambiente fermentativo, das quais 62,1% séo Bacillus, 3% Lactobacillus
e 1,5% Leuconostoc (RONDINI, 1985).

PILON & BERTOLINI (1989) isolaram Bacillus, Listeria, Pseudomonas, Clostridium,
Lactobacillus e Leuconostoc de diferentes pontos do processo de fermentagao
alcodlica.

ROSALES (1989) identificou, entre 222 culturas isoladas de fermentagéo alcodlica,
Lactobacillus fermentum, L. brevis, L. confusus, L. plantarum, L. vacinosterccus, L.
minor, L. fructivorans, L. delbrueckii, Bacillus coagulans, B. firmus, B. subtilis, B.
megaterium, Sporolactobacillus sp, Leuconostoc mesenteroides mesenteroides, L.
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mesenteroides dextranicum, L. mesenteroides, Micrococcus varians, Staphylococcus
sp, Acetobacter sp, Xantobacter sp, Pseudomonas sp, Citrobacter sp, Escherichia
coli, Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter cloacae, E. intermedius e E.
aerogenes. O autor cita os géneros Lactobacillus e Leuconostoc como

predominantes em variedade e nimero, € em numero, respectivamente.

GALLO (1989) isolou e identificou 334 culturas microbianas amostradas de
diferentes pontos do processo fermentativo. A microbiota era composta de 98,52%
de bactérias Gram-positivas, das quais 87,76% eram bastonetes, dentre eles
73,95% bastonetes nao esporulados. O autor identificou as culturas como: 59,75%
de Lactobacillus, entre eles L. fermentum, L. helveticus, L. plantarum, L. animalis, L.
buchnen, L. acidophilus, L. vitulinus, L. viridescens, L. amylophilus, L. agilis, L.
reuten, L. delbrueckii subsp. lactis, L. murinus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L.
coryniformis subsp. torquens e L. sake; 26,58% de Bacillus, entre eles B. coagulans,
B. stearothermophilus, B. megaterium, B. brevis, B. lentus, B. pasteurnii; 8,76% de
Staphylococcus; 1,56% de Micrococcus; 1,48% de representantes da familia
Enterobacteriaceae; 1,26% de Pediococcus e 0,70% de Streptococcus.

A presenga de Leuconostoc como contaminante da fermentagdo alcodlica ndo
causa disturbios significativos dada sua baixa resisténcia ao etanol. Ao final de
fermentagédo mista simulada associando a levedura Saccharomyces cerevisae as
bactérias Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides mesenteroides,
apenas os Lactobacillus foram recuperados. A morte das bactérias do género
Leuconostoc foi atribuida ao efeito inibitério do etanol, que em concentragbes de 3%
reduziu em 50% a velocidade especifica maxima de crescimento e em
concentragdes superiores a 6% interrompeu totalmente o crescimento (KAJI, 1989).
Segundo GANOU-PARFAIT et al. (1989) a anaerobiose relativa provocada pela
fermentagdo causa a diminuigdo da populagdo de Leuconostoc.

OLIVA-NETO (1990) analisando amostras de ‘leite de levedura® sem tratamento
acido isolou: 62% de Lactobacillus fermentum, 9% de L. murinus, 9% de L.
vaccinostercus, 2% de L. plantarum e 2% de Leuconostoc. Entres as cepas
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isoladas, 95-100% mostraram-se resistentes a concentragoes de 7 % v/v de etanol e

43-73 % do total resistiram a concentragdes de 10 % de etanol.
2.2. As Conseqiiéncias da Contaminagao da Fermentagdo

Diversos autores que estudam o efeito de bactérias contaminantes apontam que a
presenca e crescimento das mesmas na fermentagdo alcoodlica provoca perda de
agucar, que ndo é utilizado na produgdo de etanol, mas para a sintese de outros
produtos. Estes produtos representam prejuizos no rendimento em etanol e podem

causar problemas operacionais bem como a inibigdo da atividade da levedura.
2.2.1. O Rendimento Fermentativo

SERRA et al. (1979) analisando amostras de usina de agucar e alcool, relataram
queda de 15% no rendimento fermentativo devido a contaminantes promotores da
floculagdo do fermento. ALTERTHUM et al. (1984) observaram a queda no
rendimento alcodlico, variando de 14 a 90% do valor teérico, quando a
concentragdo de bactérias atinge 10° a 10° células/ml, em ensaios fermentativos
artificialmente contaminandos conduzidos em laboratério. CRUZ et al. (1985),
também em ensaios laboratoriais, obtiveram quedas de rendimento alcoélico de até
98,0% em fermentagles sucessivas contaminadas com bactérias em niveis de até

10° células/ml, quando verificou-se a inibigdo da fermentagdo pelas leveduras.

AMORIM et al. (1981) estabeleceram uma correlagéo inversa entre a acidez fixa do
vinho e o rendimento alcodlico. Os menores rendimentos observados (60 %)

acompanhavam uma acidez do vinho entre 5 e 6 g/l de acido sulfurico.

Em estudo da fermentagdo alcodlica com leveduras em associagdo com
Lactobacillus fermentum, observou-se uma diminuigdo de até 46,7 % no rendimento
fermentativo, em relagdo ao tedrico, e queda de até 53,5 % na produtividade de
etanol, devido a elevagdo da acidez. Os niveis maximos de acidez observados
coincidiram a menor taxa de consumo de agucar, 59,7% de ART, devido a
diminuigdo da velocidade de consumo pela levedura (OLIVA-NETO, 1990).
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2.2.2. A Producgdo de Metabdélitos Bacterianos

Muitos estudos focalizaram a produgdo de metabdlitos pelas bactérias
contaminantes, e seus efeitos deletérios sobre a fermentagdo alcodlica (NEVES,
1938; ALMEIDA, 1940; SAMSON et al., 1955; GALLI, 1961, AMORIM & OLIVEIRA,
1982).

MAIORELLA et al. (1983) determinaram os niveis de inibigdo de varios produtos de
fermentagdo secundaria durante a fermentagdo alcodlica continua com
Saccharomyces cerevisae. Segundo os autores, os &cidos acético, féormico e latico,
e o butanodiol inibem leveduras nas concentragdes de 0,9g/l, 1,2g/l, 17g/l e 55g/I,

respectivamente.

ESSIA NGANG et al. (1989) citam o acido latico como o composto de maior
importancia dentre os metabdlitos produzidos por bactérias laticas durante a
fermentacdo alcodlica por leveduras, utilizando melago de beterraba. O principal
efeito deletério do acido latico observado foi a diminuigdo da taxa de crescimento
especifica das leveduras. A acéo inibitéria do acido latico foi potencializada pelo
aumento da pressdo osmética do meio, especialmente aquela exercida pelos

compostos ndo fermentesciveis.

ESSIA NGANG et al. (1990) observaram um mecanismo alternativo utilizado por
uma bactéria latica homofermentativa '(Lactobacillus casei) durante a fermentagéo
alcodlica de melago de beterraba por leveduras. Essas bactérias passam a produzir
no meio, além do acido latico, outros produtos, especialmente acido acético. Os
autores sustentam que a inibigdo da fermentagdo observada ndo é causada pela
competicdo por nutrientes do meio, uma vez que o L. casei em cultura pura
consumiu apenas 12g.I" de sacarose, em 48 horas. A inibigdo das leveduras é
consequéncia da producéo de metabdlitos, que tém sua agdo aumentada por outros
componentes do meio e também de interagdes entre células viaveis de leveduras e
Lactobacillus. Observou-se uma queda na taxa de crescimento das leveduras da
ordem de 50%, causada pela produgéo de 2,5 g.I" de 4cido latico pelas bactérias.

Para que a mesma queda fosse observada, foi necesséria a adigdo de cerca de
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10g.I" de 4&cido latico ao meio. Entretanto, o &cido latico produzido pelo
contaminante foi somente responsavel por cerca de 25% da inibicdo total

observada.

Para ESSIA NGANG et al. (1992) a presenga de monossacarideos (glicose e
frutose), liberados durante a hidrélise da sacarose pelas leveduras, € o maior fator
estimulante do desenvolvimento das bactérias laticas, uma vez que esses agucares

sao facilmente assimilaveis.

CHIN & INGLEDEW (1994) relataram que a fermentagdo alcodlica de trigo
contaminada com altos niveis de Lactobacillus delbrueckii provoca uma queda da
viabilidade celular de leveduras superior a 60%. Essa diminuicdo foi causada pela
alta concentragdo de acido latico (14g/l) produzido por este microrganismo.

Entretanto, o rendimento fermentativo nao foi afetado.

HUANG et al. (1996) testaram algumas cepas de bactérias laticas isoladas de
vinhos comerciais para uma atividade antagdnica sobre Saccharomyces cerevisae e
S. bayanus. Trés das cepas testadas provocaram fermentagdes alcodlicas lentas, e
uma delas causou a inibicdo das duas leveduras testadas obtendo-se, como

produto final, vinhos de acidez elevada.
2.2.3. Distarbios Operacionais

Alguns estudos tém relacionado problemas operacionais da industria & presenga de
gomas de origem bacteriana (TILBURY, 1968; 1971; 1975, BEVAN & BOND, 1971).

A produgdo de polissacarideos como a dextrana, pode causar a floculagdo do
fermento e, consequentemente, a perda de eficiéncia das centrifugas separadoras.
JOLLY & PRAKASH (1987) avaliaram que 50% da goma produzida néo é eliminada
pelo processo de clarificagéo.

A floculagdo do fermento pode estar associada a presenga de bactérias

contaminantes ou de leveduras selvagens floculantes (YOKOYA,1989).

O fermento floculado causa alguns disturbios ao processo fermentativo, tais como:

entupimento de tubulagdes e centrifugas separadoras; queda na taxa de eliminagao
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dos contaminantes da fermentacdo pela centrifugacdo (eles retornam ao sistema
presos aos flocos de fermento) provocando um aumento no consumo de acido
sulfurico e desinfetantes; perda de fermento nas centrifugas e fundo de dornas e
reducdo da superficie de contato entre a célula de levedura e o substrato
provocando a diminuigdo da velocidade de fermentagdo (AMORIM & OLIVEIRA,
1982; JOLLY & PRAKASH, 1987; YOKOYA & OLIVA-NETO, 1991).

SERRA et al. (1979) associaram a floculagdo de leveduras a presenga de bactérias
do género Sporolactobacillus, que mostraram-se capazes de causar a adesao entre
as células de leveduras e a adesdo de si mesmas as leveduras. Esse fendbmeno
ocorre pela produgdo de uma capa protéica de natureza gelatinosa. Bacillus também
promoveu a floculagéo do fermento, porém mostrou-se sensivel ao tratamento acido

ao contrario de Sporolactobacillus que resistiua pHde 1,9a2,0.

ROSALES et al. (1989) associaram a floculagdo de Saccharomyces caribergensis a
presenga de diferentes bactérias, com consequiente produgdo de flocos com
variagdes em tamanho, em grau de sedimentagédo e em dissociagdo com tratamento
acido. As bactérias envolvidas foram identificadas como Leuconostoc
mesenteroides mesenteroides, Bacillus subtilis, Lactobacillus confusus e Aerobacter

aerogenes.

YOKOYA & OLIVA-NETO (1991) comprovaram a capacidade de certas linhagens de
Lactobacillus fermentum em promover a floculagdo do fermento. A capacidade
floculadora requereu a presenga de ions calcio e foi eliminada pelo tratamento
térmico ou pela agéo de proteases. Os autores estabeleceram a relagao entre as
massas de leveduras e bactérias e a faixa de pH necessarios a ocorréncia da

floculagéo.

BROMBERG (1994) estudou o mecanismo de floculagdo de Saccharomyces
cerevisae provocado por Lactobacillus fermentum e observou uma condigdo maxima
de floculagdo quando as concentragdes de células de bactérias e levedura atingiam
valores de 0,16 e 3,39 g/l (massa seca), respectivamente. Os ions Ba‘?, Ca"? Sr*?,

Mg'?, K' e Na’ (8,0 x 10™* M) promoveram a floculag&o e a concentrag&o minima de
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calcio requerida foi igual ou superior a 2 x 10* M. Os ions sodio e calcio em
concentracdes de 4,0 e 80 x 10* M, respectivamente, apresentaram efeito

sinergistico na inibigdo da floculagio.
2.3. Agentes Antimicrobianos

As principais categorias de antimicrobianos quimicos utilizados pela industria
sucroalcooleira e seu modo de agdo sdo descritos a seguir:

1. Compostos fendlicos - Em altas concentragdes agem penetrando e rompendo a
parede celular do microrganismo provocando a precipitagdo das proteinas
protoplasmaticas. Em concentragdes baixas estes compostos agem promovendo a

inativagdo de enzimas essenciais a manutencgdo da célula (EGUCHI, 1989).

2. Compostos clorados - Seu modo de agao tem sido objeto de muitas teorias, das
quais LAWRENCE & BLOCK (1968) descrevem algumas: a) liberagdo de oxigénio
nascente que combina-se com componentes do protoplasma celular destruindo o
microrganismo; b) combinagdo do cloro com proteinas da membrana celular
formando N-cloro, que interfere no metabolismo celular levando o microrganismo a
morte; ¢) modificagdo da membrana celular pelo cloro permitindo a difusdo do
conteudo celular interno para o meio externo e d) inibicdo de enzimas fundamentais

para a ocorréncia das reagdes celulares.

Varias outras teorias tentam explicar o mecanismo de agdo dos compostos clorados,

e todas relatam uma agao rapida, que ocorre logo apés sua adigdo ao meio.

3. Quaternarios de aménio - EGUCHI (1989) descreveu como formas de agéo
destes compostos, entre outras: desnaturagdo de proteinas, interferéncia na

glicdlise e danos @ membrana.

4. Aldeidos - Sdo geralmente utilizados na forma de formaldeido e glutaraldeido. O

formaldeido parece provocar o crescimento desbalanceado da célula causado pelo

bloqueio de fungdes especificas, tais como, sintese da parede celular ou acumulo

de substancia celular, que inibe a formagdo da metionina vital para a célula. Ja o

glutaraldeido tem atuagdo sobre as proteinas superficiais da célula (EGUCHI,1989).
13
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5. Antibiéticos - Segundo EGUCHI (1989) os antibiéticos sdo agentes
quimioterapéuticos especiais, geralmente obtidos a partir de metabdlitos de
microrganismos que, em quantidades muito pequenas, podem matar ou inibir outros
microrganismos. O termo antibiéticos engloba uma grande diversidade de
substancias que podem ser classificadas segundo seu mecanismo de ag&o. O autor
cita como antibidticos mais utilizados na fermentagdo alcodlica a tetraciclina,

cloranfenicol, penicilina e virginiamicina.

Nas décadas de 50 e 60 foram realizados varios estudos sobre a utilizagdo da
penicilina, como desinfetante da fermentagao alcodlica, resuitando no uso industrial
desses produtos em meios de origem amilacea (DAY et al., 1954 ; BORZANI, 1957)
e em mosto de cana-de-agucar (BORZANI & AQUARONE, 1957).

Estudos de avaliagdo do uso individual de outros antibiéticos também foram
realizados para tetraciclina (AQUARONE,1950), cloranfenicol (AQUARONE, 1859;
AQUARONE & BRAZZACH, 1960 e 1963) e clorotetraciclina (TORLONI, 1958).
Estes produtos ndo obtiveram o0 mesmo sucesso do emprego industrial da
penicilina.

AQUARONE (1959) estudou a influéncia da penicilina e tetraciclina na fermentagdo
de mosto de melago concluindo que: a) concentragdes de 15mg/mi de tetraciclina
parecem inibir a contamiriacéo por Leuconostoc, b) concentracdes de até 30mg/l de
tetraciclina ndo afetam a fermentacdo nem a multiplicagcdo do fermento; c)
concentragdes de penicilina de até 5.000.000 U/l no mosto nado influenciam a
fermentagéo e d) a utilizagdo de penicilina em fermentagdo alcodlica pelo processo

classico traz grandes vantagens economicas para a industria.

AQUARONE et al. (1966) compararam o desempenho de A&cido sulfirico e
penicilina G potassica sobre contaminantes da fermentagdo e concluiram que o uso
da penicilina (500 U/l) &€ mais vantajoso, principalmente se utilizada em todo o

processo, ou seja na fermentagao e pré-fermentagao (tratamento do fermento).

AQUARONE et al. (1968) estudando o uso associado de penicilina e cloranfenicol

na fermentagao alcodlica concluiu que 250 unidades de penicilina/l combinadas com
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diferentes quantidades de cloranfenicol apresentaram menor poder antimicrobiano
do que concentragdes inferiores dos antibidticos utilizados isoladamente. A
associa¢do de 125 unidades de penicilina com 125mg de cloranfenicol foi a mais
econdomica dentre as estudadas. O emprego de penicilina e cloranfenicol,
associados ou isolados, como desinfetantes em processo MELLE BOINOT resultou
num maior rendimento em alcool, vinho de menor acidez e ainda um menor tempo
de fermentagdo. O autor destaca como vantagens o baixo custo e produgéo local de
penicilina e, para o cloranfenicol, a produgao local, a estabilidade ao calor e o fato

de ser estimulante da fermentagao.

FRANCO (1978) aconseiha o uso de 1,5 a 2,0g de penicilina &cida por m’ de mosto

no tratamento de choque dos contaminantes da fermentag&o alcodlica.

SATTO et al. (1980) realizando estudo comparativo do efeito de sais de
lucensomicina e sulfato de aminosidina e de penicilina como controladores de
contaminantes da fermentagdo alcodlica de melago de cana-de-agucar, concluiram
pelo uso da penicilina.

Uma das sérias limitagdes ao uso continuo de antibidticos na industria € o
desenvolvimento de seletividade das bactérias, que tornam-se cada vez menos
sensiveis a sua ac¢do, e também a alteragdo do equilibrio natural da microfiora
contaminante, j& que as bactérias Gram-negativas, em geral, ndo s&do afetadas.
CRUZ et al. (1985) recuperou uma das duas linhagens de bactérias Gram-positivas
isoladas de industrias de alcool quando submetidas a agdo de 500 U/l de penicilina

V acida. Apenas a linhagem de forma cocoide pdde ser controlada.

RODINI (1989) verificou a agdo de penicilina e pentaclorofenol sobre bactérias dos
géneros Acinetobacter, Bacillus, Micrococcus, Pediococcus e Leuconostoc.
Acinetobacter cresceu em concentragdes de até 400ppm de penicilina e 100ppm de
pentaclorofenol. As bactérias dos 3 Uitimos géneros testados mostraram-se

resistentes a 400ppm de penicilina e foram eliminadas a 40ppm de pentaclorofenol.

STUPIELLO (1993) avaliou as concentragdes inibitérias minimas (CIM) de

cloranfenicol, fermacol®, penicilina V potassica, quaternario de amonio e
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virginiamicina sobre as bactérias Lactobacillus buchner, L. fermentum, L. plantarum,
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus brevis, B. megaterium, B. coagulans e B.
subtilis. Os valores de CIM para quaternario de aménio (10 ppm) foram os unicos

que nado variaram entre os microrganismos testados.

OLIVA-NETO (1995) avaliou a concentragao inibitéria minima (CIM) de Lactobacillus
fermentum e Leuconostoc mesenteroides frente a atuagdao de alguns produtos,
obtendo os seguintes resultados: clindamicina (0,05 - 0,40 ug/ml), penicilina V acida
(0,05 - 0,20 pg/ml), sulfito de sédio (10,0 - 40,0 ng/ml) e formaldeido (11,5 - 23,0
png/mi)

ALCARDE (1995) avaliou a agdo de virginiamicina, penicilina V potassica, Kamoran
HJ, tetraciclina e os quaternarios de amonio Bactol Q e Adesol sobre suspensdes
de esporos ativados de Bacillus subtilis, B. coagulans, B. brevis, B.
stearothermophillus e Sporolactobacillus sp., que s&o microrganismos encontrados
no caldo de cana apés o tratamento térmico. O produto Bactol Q foi o mais eficaz no
controle de todas as bactérias testadas.

HYNES et al. (1997) investigaram a ag&o de virginiamicina sobre o crescimento e
producdo de acido latico por sete cepas de Lactobacillus, algumas isoladas de
fermentagdo alcodlica, durante a fermentacdo alcodlica de vinho de trigo por
leveduras. Segundo os autores, a menor concentracdo testada (0,5 mg.Kg™' ) foi
efetiva no controle das bactérias, exceto para Lactobacillus plantarum. O uso de
virginiamicina preveniu ou reduziu perdas potenciais de rendimento de mais de 11%
na producdo de etanol. O estudo mostra ainda uma redug@o na efetividade de

virginiamicina sob incubagao prolongada, especialmente na auséncia de leveduras.

A Elanco Quimica Ltda produtora do antibiético Kamoran®, que tem se mostrado
eficaz contra as principais bactérias da fermentagdo alcodlica, recomenda sua
dosagem em 1,0 a 3,0 ppm; especifica que o antibidtico interfere na habilidade da
membrana plasmatica em transportar nutrientes para dentro da célula bacteriana
causando sua desnutricio (ANTIBIOTICO HJ - Elanco, 1994).
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2.4. Metodologias de Avaliagdo do Efeito Antimicrobiano

Algumas metodologias para avaliagdo dos antimicrobianos utilizados na industria
alcooleira tém sido sugeridas. CEREDA et al. (1981) e OLIVEIRA et al. (1993)
propuseram métodos de avaliagdo de antimicrobianos através da variagdo da
densidade 6tica, determinada por espectrofotometria, de culturas de bactérias
isoladas da industria sucroalcooleia em meio liquido com diferentes doses do

produto a ser testado.

CEREDA et al. (1981) propdem a utilizagdo de Leuconostoc sp. isolado de moenda
como microrganismo teste na avaliagdo de antimicrobianos utilizados no setor
agucareiro. Ja STUPIELLO (1993) recomenda a utilizagdo de Lactobacillus
plantarum como microrganismo teste, ja que foi a cepa mais resistente frente a

todos os produtos testados em fermentag&o alcodlica.

OLIVEIRA et al. (1987) apresentaram duas técnicas de avaliagdo de
antimicrobianos em trabalho que propée sua normatizagdo. Um dos métodos,
baseado na técnica de Lederberg & Lederberg, utiliza meio sélido e o outro utiliza
meio liquido contendo simultaneamente 5 géneros de bactérias submetidas a

diferentes concentragbes de antimicrobiano, com um tempo de contato de 6 horas.

STUPIELLO (1993) utilizou dois métodos para a obtengdo da concentragéo inibitdria
minima (CIM) de agentes antimicrobianos. O método que utiliza meio sdlido
apresentou vantagens em relagdo ao que utiliza meio liquido, principalmente a

possibilidade de testar maior numero de microrganismos por placa de cultivo.

ALCARDE (1995) testou supensdes de esporos ativados de bactérias isoladas de
fermentac&o alcodlica frente a diferentes doses de antimicrobianos em meio liquido,

com tempos de contato de 3 e 6 horas.

OLIVA-NETO (1995) determinou a concentragao inibitéria minima (CIM) de varios
produtos utilizando método adaptado de outro autor baseado na macrodiluigdo em

caldo através da variagdo na densidade 6tica do meio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparo do Material Estéril

Toda vidraria, ou seja, pipetas graduadas e placas de Petri, foi esterilizada em
estufa a 170°C por 2 horas, acondicionada em recipientes apropriados de ago

inoxidavel ou aluminio.

Os meios de cultivo, agua, estojo com ponteiras e tubos para diluicdo serial foram
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.2. Bactérias

As bactérias utilizadas foram obtidas junto a colegdo de culturas da
FERMENTEC/ESALQ. Todas as linhagens foram isoladas de fermentag&o alcodlica
industrial. A Tabela 1 mostra as bactérias utilizadas.

Tabela 1 - Linhagens de bactérias utilizadas e sua identificagdo junto a colegdo de

origem.

Microrganismos ldentificagéo
Lactobacillus fermentum FTO017 B
Lactobacillus plantarum FT043 B
Lactobacillus buchneri FT0418B
Bacillus coagulans FT026 B
Bacillus megaterium FT022B
Bacillus subtilis FT0148B

FT= Fermentec, Piracicaba, S.P.
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As culturas foram obtidas liofilizadas. As linhagens foram reativadas em tubos
contendo 10ml de MRS caldo (DIFCO 0881-17-5) e incubadas a 32°C, por 48 + 2
horas. Depois de crescidas, 0,2ml das culturas foram transferidos para tubos de
ensaio contendo 2ml de Litmus Milk (DIFCO 0107-17-3), que foram imediatamente
congelados (-18°C). Foram produzidos 20 tubos para cada uma das bactérias
estudadas. A Figura 1 esquematiza o método realizado para obten¢do das culturas
congeladas.

Culturas Liofolizadas

!

MRS caldo | (10mI)

32°C,48 h

Litmus Milk| (2mi)

|

Congelamento (-18°C)

Figura 1 - Esquema de produgdo e manutengdo das culturas de bactérias.

Para a realizagao de cada experimento, dois tubos da cultura congelada em Litmus
milk foram descongelados e incubados a 32°C por 48 + 2 horas.
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3.3. Antibidéticos

Os antibidticos utilizados sdo produtos de uso em escala industrial na fermentagao
alcodlica, sendo eles: Biopen 450® (92% de pureza minima, BetzDearborn, Brasil),
com penicilina V potassica como principio ativo, e Kamoran WP® (100% de pureza,
Eli Lilly do Brasil, Divisdo Elanco) declarado como antibiético, porém de principio
ativo ndo especificado; contudo consultas realizadas indicam tratar-se de
monensina, antibiético produzido pela Lilly. As dosagens utilizadas dos produtos
foram as recomendadas pelos fabricantes. Foram testadas ainda o dobro e a
metade das concentragdes indicadas. A Tabela 2 mostra as concentragdes usadas

para cada um dos antibiéticos testados.

Tabela 2 - Antibidticos e doses utilizadas nos ensaios.

Antibiético Concentragao (ppm)
Biopen 1,0-2,0*-4,0
Kamoran 1,5-3,0*-6,0

*Dose recomendada pelo fabricante.

Os produtos foram dosados diretamente no meio de fermentagao a partir de solugéo
estoque em concentragdo de 100ppm. As solugdes estoque foram preparadas por
dissolugdo dos antibidticos em agua destilada estéril, em frascos erlenmeyer
previamente aferidos.
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3.4. Meio de Cultivo
3.4.1. Fermentacgdo

Foi utilizado um meio de fermentagdo sintético (ANDRIETTA & RODRIGUES, 1996).
A glicose foi escolhida como fonte de carbono, pois ela é assimilada por todas as
bactérias utilizadas. A opgdo por um meio sintético, & base de glicose, objetivou
também facilitar as analises de agucar consumido. Com esta pratica eliminou-se o
risco da presenga de substancias interferentes efou a necessidade de inversdo
prévia da sacarose. Como fonte de nitrogénio optou-se pelo uso do extrato de
levedura, baseado nas observagdes de OLIVA-NETO (1995). Segundo o autor, o
extrato de levedura é um estimulante do crescimento de bactérias laticas durante a
fermentagdo alcodlica, notadamente em concentragdes superiores a 200mg/l. A

Tabela 3 apresenta a formulagdo do meio de fermentagéo.

Tabela 3 - Composi¢do do meio de fermentacgao.

Componentes all
Glicose 40,0
KH,PO, 50
NH,CI 50
MgS0O,. 7 H,0 1,0
KClI 1,0
Extrato de levedura 6,0

O pH do meio de fermentagdo é de 5,0 apés a esterilizagdo, um valor préximo do

encontrado nas fermentagdes industriais.
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3.4.2. Plaqueamento

Foi utilizado MRS agar (DIFCO 0882-17-0), para o plaqueamento e contagem das
bactérias do género Lactobacillus, e PCA (DIFCO 0479-17-3) para as do género
Bacillus.

3.5. Padronizagdo do In6culo

Os ensaios iniciaram-se com um nivel de concentragdo celular de 10* células/ml no

meio de fermentacgao.

As culturas inéculo foram obtidas de forma diferente para Bacillus e Lactobacillus.
As bactérias do género Bacillus estudadas apresentam motilidade e, portanto,
dificuldade em serem quantificadas por contagem direta via microscépio. O método
desenvolvido para Bacillus inclui a aplicagdo de um choque térmico a suspensao
inéculo. Esta pratica objetiva a ativagdo dos esporos de Bacillus para que tornem-se

passiveis de contagem.

3.5.1. Lactobacillus : Uma alcada da cultura de 48 horas (32 + 1°C) crescida em
Litmus Milk foi inoculada em erlenmeyer de 250ml contendo 50m! de MRS caldo.
Esta cultura foi entdo incubada por uma noite a 32 + 1°C e 150rpm. Apés o
periodo de incubagdo foi estimada a concentragdo de microrganismos por
contagem microscopica em camara de Neubauer. A partir da contagem obtida,
foi feito o calculo para que o inéculo atingisse uma concentragéo final de 10*
células/ml no meio de fermentacdo. A Figura 2 mostra um esquema do método

de padronizagdo do indculo para testes com Lactobacillus.
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Cultura congelada | (Litmus Milk)

32°C, 48 h

MRS | (50ml)

32°C, 150rpm, uma noite

Contagem | (camara de Neubauer)

Figura 2 - Produgdo do inéculo para testes com Lactobacillus.

3.5.2. Bacillus : Uma algada da cultura de 48 horas (32 + 1°C) crescida em Litmus
Milk foi inoculada em tubos com PCA inclinado. Os tubos foram incubados por
72 horas a 32 + 1°C, para indugdo da esporulacdo. Posteriormente, esta cultura
foi transferida para tubos contendo 9ml de solugo salina (NaCl 0,9%). Esses
tubos foram submetidos a choque térmico em banho-Maria a 80°C por 10
minutos (ALCARDE, 1995). A suspensio bacteriana foi imediatamente resfriada
e armazenada em geladeira (4°C), por cerca de 24 horas, até o momento do uso
como in6culo dos testes com Bacillus. A concentragdo celular do inéculo foi
estimada por plaqueamento em superficie. Uma amostra da suspensio
bacteriana foi submetida a diluigdo serial em solugdo salina e inoculada em
placas de PCA. Apés o espalhamento de 0,1ml das amostras com alca de
Drigalski, as placas foram incubadas a 32 + 1°C por 24 + 2 horas. A Figura 3

mostra 0 método utilizado para produgdo do indculo dos testes com Bacillus.
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Cultura congelada | (Litmus Milk)

32°C, 24 h

Slants de PCA

32°C, 72 h

A 4

Suspensdo salina bacteriana | (9ml, NaCl 0,9%)

l

Choque térmico | (80°C, 10min.)

4°C

Contagem | (plaqueamento, em PCA)

Figura 3 - Produgéo do indculo para testes com Bacillus.

3.6. Condugdo dos Ensaios de Fermentagio

Os ensaios foram realizados separadamente para cada bactéria estudada (item
42). As fermentagbes foram conduzidas em frascos erlenmeyer de 250ml,
previamente aferidos, contendo 120m! do meio de fermentagdo. Os frascos foram
tampados com rodilhdes de gaze e algoddo industrial. As fermentagdes foram
incubadas em agitador rotativo a 32 + 1°C e 150rpm por 48 horas. A relagdo volume
do frasco/volume do meio e nivel de agitagdo adotados pretenderam proporcionar

uma condigdo de microaeragio para as culturas.
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O preparo dos frascos foi feito primeiramente com adigdo dos antibidticos em
volume necessario para que as trés concentragdes estudadas fossem obtidas. Em
seguida, foi feita a adicdo da suspensdo ou da cultura de bactéria, através de
micropipetas com ponteiras estéreis; as quantidades de inéculo eram de alguns pl,
uma vez que as concentragbes das bactérias nos indculos preparados variaram
entre 10° e 10° células/ml ou UFC/mI. Apés a adigio do antibidtico e inéculo, o
volume final do frasco foi completado para 120 ml com meio de fermentagdo. Foi
feita ainda uma fermentagdo controle onde ndo houve a adicdo de antibi6tico. A

tabela 4 relaciona a composi¢do de cada tratamento para os testes realizados.

De cada tratamento foram retirados 20ml de amostra nos tempos O, 6, 24 e 48 horas

de fermentacao.

As amostras foram analisadas quanto & populagido de microrganismos, teor de
agucar e pH.

Tabela 4 - Tratamentos para os ensaios de fermentagéo.

Tratamento Biopen Kamoran
1 — -
2 1,0 ppm _
3 2,0 ppm -
4 4,0 ppm -
5 _ 1,5 ppm
6 _ 3,0 ppm
7 - 6,0 ppm
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3.7. Metodologia Analitica

3.7.1. Contagem de microrganismos: A contagem foi feita por plaqueamento em
superficie. Os meios utilizados para o plaqueamento foram MRS agar, para as
bactérias do género Lactobacillus, e PCA para as do género Bacillus. As placas
utilizadas foram preparadas com 24 ou 48 horas de antecedéncia, para facilitar a
absorgdo das amostras. Essas amostras foram submetidas a uma diluigdo serial em
solugédo salina (NaCl 0,9%) e transferidas para as placas com pipetas graduadas de
0,2 ml. Para cada amostra, trés diluicdes subsequentes foram inoculadas em
placas, em duplicata, para garantir uma contagem de 25 a 250 microrganismos por
amostra. O espalhamento de 0,1ml das amostras na superficie dos meios foi
realizado com auxilio de alga de Drigalski. As placas inoculadas foram incubadas a
32 + 1°C por 48 + 2 horas e 24 + 2 horas para Lactobacillus e Bacillus,
respectivamente. Os resultados das contagens expressos em UFC/ml foram
transformados em ciclos logaritmicos e percentagem de ciclos para sua discussdo.
Uma vez que as contagens em UFC/ml sdo numeros de elevada grandeza, a
tranformagdo direta em percentagem das variagdes de contagens populacionais
expressas em UFC/ml dificulta a real avaliagdo dos resultados. Assim, neste
trabalho, as contagens foram transformadas em logaritmo, de modo que a avaliagédo
dos tratamentos foi realizada pela variagdo percentual da populagdo em ciclos
logaritmicos. A opgao pela técnica de espalhamento em superficie fundamentou-se
nas dificuldades encontradas na contagem de placas inoculadas com Bacillus,
quando produzidas pela técnica “Pour Plate”. Estas placas costumeiramente
apresentaram coldnias crescidas no fundo, com espalhamentos que dificultavam a
visualizagdo e contagem das colonias superiores.

3.7.2. Concentracdo de Glicose: As amostras foram analisadas para concentrag&o
de glicose pelo método enzimatico da glicose-oxidase. O método baseia-se na
oxidagdo da glicose catalisada pela enzima glicose-oxidase. Esta reagdo é
associada a redugdo do reativo de cor (aminofenazona e fenol) com
desenvolvimento de uma coloragdo résea de intensidade proporcional a
concentragdo de glicose na amostra. Para realizagdo destes testes foi utilizado o Kit
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para determinagdo de glicose pelo método enzimatico da Laborlab S/A Produtos
para Laboratorios, comumente empregado para determinagdes clinicas do teor
deste agucar. A reacdo foi realizada adicionando-se a 0,1 ml das amostras,
adequadamente diluidas, 10 ml do reagente de cor contendo a enzima. Esta mistura
foi incubada por 10 minutos a 37°C e depois resfriada para leitura da absorbancia
em espectrofotdmetro a 505 nm. O fator de conversdo dos valores de absorbancia
obtidos foi determinado a partir da regresséo linear de curvas padrdo de glicose
versus absorbancia, na faixa de concentragdo de 0,5 a 3,0 g/m! (5 pontos); os
valores do coeficiente de correlagdo para as diversas curvas de calibragdo foram

sempre superiores a 0,999.

3.7.3. pH: medido em potenciometro previamente calibrado com solugbes tampéao
de fosfato pH 4,0 e pH 7,0, a temperatura ambiente. A temperatura das amostras

foi ajustada a temperatura ambiente antes da determinagédo de seu pH

3.8. Delineamento Experimental

O plano experimental dos ensaios previa um modelo de Experimentos em Grupo,
com realizagdo de dois ensaios para cada condigdo experimental, o que significa a
realizagdo de duas repeticdes. Contudo os resultados dos primeiros ensaios
mostraram um comportamento uniforme, permitindo concluir pela néo necessidade

da repetig&o, uma vez que nenhuma contribuigdo pratica seria acrescentada.

O projeto de pesquisa previa também a realizagdo de analises complementares
para determinagdo da acidez e biomassa em cada condigdo experimental. Porém,
os resultados iniciais obtidos ndo mostraram-se adequados pela n3o adaptagdo a
metodologia empregada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Lactobacillus fermentum

Os antibiéticos Biopen e Kamoran foram testados em trés diferentes dosagens em
relacdo a L. fermentum. Amostras para analise de UFC/ml, glicose e pH foram
coletadas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas. As Figuras 4, 5,6 e 7 e as Tabelas 6 e 7
mostram os resultados obtidos.

Todas as dosagens estudadas para os dois produtos paralisaram o crescimento da
populacéo. Isto pode ser confirmado pela auséncia de consumo de glicose e pela
manutengdo do pH. No controle, onde ndo houve a adigdo de antibidtico, o
consumo de glicose foi da ordem de 3,92 g/l em 48 horas, e a queda de pH de 5,03
para 3,54.

Os resultados mostram que nas primeiras seis horas de ensaio a maior
concentragdo do produto Biopen (4,0 ppm) reduziu a populagdo em um nivel de
apenas 0,66 ciclos logaritmicos (12,36%). Neste mesmo tempo, o produto Kamoran
nas dosagens 3,0 e 6,0 ppm reduziu a populagdo em 2,16 e 1,50 ciclos
Iogaritmicds (40,30% e 28,85%), respectivamente. Em PRINCIPAIS bactérias
contaminantes da fermentagdo alcodlica, suas caracteristicas e sensibilidade a
antibidticos (1991) a dosagem de 1,0 ppm de penicilina com um tempo de contato
de 6 horas, reduziu a populagédo de L. fermentum em 20,0% (indice nao calculado
sobre a variagdo logaritmica da populagdo). O indice de redugdo obtido neste
trabalho para a mesma dosagem e tempo de contato foi de 8,71% em ciclos
logaritmicos.

Ao final do ensaio (48 horas), todas as concentragdes de Biopen diminuiram a
populagdo em pelo menos 4 ciclos logaritmicos. Um indice de redugdo equivalente
ao da dosagem de 1,0 ppm de Biopen, que foi maior que 4,28 ciclos logaritmicos
(maior que 81,06%), foi atingido apenas pelas dosagens de 3,0 e 6,0 ppm do
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Kamoran, cujos indices de redugdo foram maior que 4,36 e 3,80 ciclos logaritmicos
(81,34% e 73,08%), respectivamente.

Os resultados mostram que o Kamoran nas dosagens de 3,0 e 6,0 ppm apresentou
uma resposta mais rapida na redugdo da populagdo de L. fermentum. Porém o
Biopen, em todas as dosagens estudadas, mostrou-se mais eficiente em
tratamento mais prolongado, ao inverso do ocorrido para a maioria das bactérias

estudadas.

A menor dosagem estudada de Biopen (1,0 ppm) reduziu a populagdo de maneira
tao eficiente quanto as dosagens superiores. Para 0 Kamoran, as dosagens de 6,0
ppm e a recomendada (3,0 ppm) reduziram a populagao a niveis semelhantes e de
modo mais eficiente que a dosagem de 1,5 ppm. Estes dados coincidem com
aqueles obtidos por STUPIELLO (1993) que determinou em 0,5 ppm a
concentragdo inibitdria minima (CIM) da penicilina para L. fermentum. OLIVA-
NETO (1995) afirma que a penicilina foi, dentre os antibiéticos testados, um dos
produtos que apresentou os melhores resultados na inibigdo de L. fermentum. O
autor obteve a CIM de 0,10 a 0,23 ppm para penicilina em 24 horas de contato,

conforme o pH do meio e linhagem testados
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Figura 4 - Populagso (UFC/ml) de L,
fermentum em funcédo do tempo (horas) para
as diferentes dosagens de Biopen.
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Figura 6 - Populagdo (UFC/ml) de L.
fermentum em funcé&o do tempo (horas) para
as diferentes dosagem de Kamoran.
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Figura 5 - Concentracéo de agucar (g/l) da
fermentacdo com L. fermentum em funcédo do
tempo (horas) para as diferentes dosagens de
Biopen.
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Figura 7 - Concentragdo de agucar (g/l) da
fermentacéo de L. fermentum em funcédo do
tempo (horas) para as diferentes dosagens de
Kamoran.
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Tabela 6 - Populagdo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentacdo com L. fermentum em funcdo da aplicagcdo de Biopen.

Analises Biopen Tempo (horas)
(ppm)
0 6 24 48
Controle 33x10°  7,0x10°  1,1x10*  1,1x10°
Populagio 1,0 1,9x10°  66x10°  2,0x10'  <1,0x10'
(UFC/ml) 2,0 2,0x10° 46x10° <1,0x10'  <1,0x10'
4,0 22x10°  48x10*  <1,0x10'  <1,0x10'
Controle 39,22 38,90 37,47 35,30
Glicose 1,0 38,00 37,88 38,07 38,90
(g 2,0 37,94 39,10 38,71 40,00
40 3575 35,30 37,16 35,82
Controle 5,03 5,04 3,76 3,54
pH 1,0 5,05 5,05 4,91 4,91
2,0 5,06 5,05 4,96 4,98
40 5,06 5,06 4,98 5,00
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Tabela 7 - Populagdo (UFC/ml), concentracdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentacdo com L. fermentum em fungéo da aplicacdo de Kamoran.

Andlises Kamoran Tempo (horas)
(ppm)
0 6 24 48

Controle 3,3x10°  7,0x10° 1,1x10°  1,1x10®
Populagdo 1,5 1,3x10° 50x10*  3,7x10°  3,2x10°
(UFC/ml) 3,0 2,3x10° 16x10°  45x10'  <1,0x10'
6,0 1,6x10°  50x10°  55x10'  2,5x10'

Controle 39,22 38,90 37,47 35,30

Glicose 1,5 36,91 37,42 36,52 38,32

(g1) 3,0 36,91 36,84 37,36 37,55

6,0 35,69 36,07 36,07 36,52

Controle 5,03 5,04 3,76 3,54

pH 1,5 5,05 5,06 498 5,02

3,0 5,06 5,05 4,99 5,02

6,0 5,06 5,06 5,00 5,03
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4.2. Lactobacillus plantarum

Os antibiéticos Biopen e Kamoran foram testados em trés diferentes dosagens em
relagdo a L. plantarum. Amostras para analise de UFC/ml, glicose e pH foram
coletadas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas. As Figuras 8, 9, 10 e 11 e as Tabelas 8
e 9 mostram os resultados obtidos.

Todas as dosagens estudadas para os dois produtos paralisaram o crescimento da
populagdo. Isto pode ser confirmado pela auséncia de consumo de glicose e pela
manutengdo do pH. No controle, onde n&o houve adigédo de antibidtico, o consumo
de glicose foi da ordem de 3,30 g/l em 48 horas, e a queda do pH de 5,08 para
3,28.

Os resultados mostram que nas primeiras seis horas de ensaio o Biopen, nas
dosagens estudadas, reduziu a populagédo entre 0,09 e 0,18 ciclos logaritmicos
(1,88% a 3,77%). Neste mesmo tempo, as dosagens de Kamoran reduziram a
populagdo entre 055 e 1,03 ciclos logaritmicos (11,20% a 21,64%). Em
PRINCIPAIS bactérias contaminantes da fermentagdo alcodlica, suas
caracteristicas e sensibilidade a antibiéticos (1991) a dosagem de 1,0 ppm de
penicilina com um tempo de contato de 6 horas, reduziu a populagdo de L.
plantarum em 40,0% (indice ndo calculado sobre a variagdo logaritmica da
populagdo). Neste trabalho, a mesma dosagem e o mesmo tempo de contato de

penicilina reduziram a populagao de L. plantarum em 1,88% em ciclos logaritmicos.

Todas as dosagens, para os dois produtos, provocaram a queda da populagdo nas
primeiras vinte e quatro horas de ensaio. Depois disto, a maior dosagem de cada
produto continuou diminuindo a populagdo, enquanto que para as outras duas
dosagens, para os dois produtos, a populagdo apresentou tendéncia de
crescimento. Provavelmente, este crescimento é resultado da resisténcia de parte
da populagdo as dosagens empregadas. STUPIELLO (1993) afirma que L.
plantarum, dentre as bactérias testadas, foi a mais resistente frente a todos os
antimicrobianos testados.
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Ao final do ensaio (48 horas), os produtos Biopen e Kamoran diminuiram a
populagcdo em niveis semelhantes, de 0,18 a 1,05 ciclos logaritmicos (3,77% a
21,97%) e de 0,26 a 1,23 ciclos logaritmicos (5,46% a 25,05%), respectivamente.

O produto Kamoran nas dosagens estudadas apresentou uma resposta mais
rapida na redugdo da populagdo de L. plantarum, ao contrario do ocorrido para a
maioria das bactérias estudadas, e mostrou eficiéncia semelhante a do Biopen em

tratamento prolongado.

As duas dosagens inferiores dos dois produtos apenas controlaram o crescimento
da populagdo durante as 48 horas de ensaio. Porém a maior dosagem aplicada, de
4.0 ppm para o Biopen e 6,0 ppm para o Kamoran, reduziram a populagéo e
sobretudo ndo permitiram a sele¢do de uma populagao resistente, em 48 horas de
contato. STUPIELLO (1993) ndo obteve inibicdo da populagdo de L. plantarum
utilizando concentragbes bem superiores de penicilina (16 ppm) que as
empregadas neste trabalho. Estas diferengas indicam relagdo com a metodologia
empregada em cada trabalho. STUPIELLO (1993) observou diferengas entre os
valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) obtidos para as duas metodologias
testadas, e neste casos, as CIM para meio liquido eram sempre superiores as
obtidas para meio sélido. O autor considerou que associagdo entre o tipo de meio
utilizado e o microrganismo testado podem possibilitar uma atuag&o diversa de umi
determinado antimicrobiano.
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Figura 8 - Populacao (UFC/mI) de L. plantarum
em func&o do tempo (horas) para as diferentes
dosagens de Biopen.
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Figura 9 - Concentragdo de agucar (g/l) da
fermentacdo com L. plantarum em funcdo do
tempo (horas) para as diferentes dosagens de
Biopen.
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Figura 11 - Concentragio de acucar (g/l) da
fermentacdo com L. plantarum em funcdo do
tempo (horas) para as diferentes doses de
Kamoran.
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Tabela 8 - Populagdo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentagdo com L. plantarum em fungdo da aplicacéo de Biopen.

Analises Biopen Tempo (horas)

(ppm)
0 6 24 48

Controle 96x10* 26x10° 21x10® 18x10°

Populagdo 1,0 6,0x10* 49x10* 18x10* 40x10*
(UFC/ml) 2,0 70x10* 54x10* 24x10* 3,0x10*
4,0 6,0x10* 40x10* 1,4x10* 54x10°
Controle 38,27 37,49 34,84 34,97
Glicose 1,0 37,23 37,17 38,20 37,23
(g/1) 2,0 36,98 36,59 36,46 38,32
40 3478 36,46 37,04 36,78
Controle 5,08 5,07 3,48 3,28
pH 1,0 5,09 5,08 5,07 5,03
2,0 5,09 5,08 5,08 5,05
4,0 5,09 5,08 5,08 5,07
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Tabela 9 - Populagdo (UFC/ml), concentracdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentac&o com L. plantarum em funcéo da aplicacdo de Kamoran.

Anilises Kamoran Tempo (horas)

(ppm)
0 6 24 48

Controle 96x10* 26x10° 21x10® 18x10°

Populagio 1,5 57x10* 10x10* 65x10° 32x10*
(UFC/ml) 3,0 57x10* 54x10° 18x10° 85x10°
6.0 82x10* 23x10* 62x10° 48x10°

Controle 38,27 37,49 34,84 34,97

Glicose 1,5 37,23 37,04 35,59 37,68

(gh) 3,0 37,36 36,91 36,78 37,68

6,0 34,54 35,81 35,23 35,94

Controle 5,08 5,07 3,48 3,28

pH 1,5 5,09 5,08 5,03 5,01

3,0 5,10 5,08 5,07 5,04

6,0 5,10 5,09 5,08 5,05
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4.3 Lactobacillus buchneri

Os antibidticos Biopen e Kamoran foram testados em trés diferentes dosagens em
relagdo a L. buchneri. Amostras para andlise de UFC/ml, glicose e pH foram
coletadas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas. As Figuras 12, 13, 14 e 15 e as Tabelas

10 e 11 mostram os resultados obtidos.

Todas as dosagens estudadas para os dois produtos paralisaram o crescimento da
populagéo. Isto pode ser confirmado pela auséncia de consumo de glicose e pela
manutengdo do pH. No controle, onde ndo houve a adi¢do de antibidtico, a
populagéo cresceu até as 24 horas de ensaio e, durante este periodo, 0 consumo

de glicose foi da ordem de 3,81 g/l, e a queda do pH de 5,18 para 3,88.

A queda acentuada da populagdo apds 24 horas nao foi observada nos ensaios
com as demais bactérias. Assim, o tratamento controle com L. buchneri foi repetido
e os mesmos resultados foram obtidos, confirmando seu comportamento
diferenciado. Esta diminuicdo da populagdo sugere que L. buchneri € um
microrganismo mais sensivel & ag&o inibitéria dos metabolitos produzidos durante
a fermentacdo, j& que o nivel de glicose no meio permaneceu alto e poderia

sustentar a continuidade do crescimento da populagao.

Os resultados mostram que nas primeiras seis horas de ensaio o produto Biopen,
nas dosagens estudadas, reduziu a populagéo entre 1,52 e 1,75 ciclos logaritmicos
(31,80% a 36,01%). Neste mesmo tempo, somente a maior dosagem do produto
Kamoran (6,0 ppm) reduziu a populagdo num nivel semelhante, igual a 1,39 ciclos
logaritmicos (26,99%).

O Biopen, nas trés dosagens, diminuiu a populagéo em um nivel maior que 3,78
ciclos logaritmicos (maior que 79,08%), pelo menos, ja com 24 horas de ensaio.
Somente ao final do ensaio (48 horas) o Kamoran na maior dosagem (6,0 ppm)

provocou uma redugdo semelhante, da ordem de 3,67 ciclos logaritmicos (71,26%).
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Os resultados mostram que o Biopen foi mais eficiente no controle de L. buchnen,
pois atuou mais rapidamente e requereu concentragées menores para provocar

indices maiores de redugao da populagéo.

A menor dosagem de Biopen (1,0 ppm) foi tédo eficiente quanto as dosagens
superiores na redugao da populagédo. Todas as dosagens de Kamoran reduziram a
populagao, porém a maior dosagem (6,0 ppm) foi mais eficiente. Estes dados
coincidem com aqueles obtidos por STUPIELLO (1993) que determinou em 0,5

ppm a concentragao inibitéria minima para penicilina contra L. buchner.
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Figura 12 - Populagao (UFC/ml) de L. buchneri
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Figura 14 - Populacado (log UFC/ml) de L.
buchneri em fungéo do tempo (horas) para as
diferentes dosagens de Kamoran.
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Figura13 - Concentragio de agucar (g/l) da
fermentacdo com L. buchneri em funcdo do
tempo (horas) para as diferentes dosagens de
Biopen.
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tempo para as diferentes dosagens de
Kamoran.
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Tabela 10 - Populagédo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentac&o com L. buchnen em funcéo da aplicacio de Biopen.

Analises Biopen Tempo (horas)

(ppm)
0 6 24 48

Controle 16x10° 13x10° 23x10®° 18x10°

Populagio 1,0 73x10* 13x10° <1,0x10" <1,0x10'
(UFC/mi) 2,0 6,0x10° 18x10° <1,0x10'" <1,0x10'
4.0 68x10* 13x10° <10x10' <1,0x10'
Controle 38,15 37,15 34,34 34,96
Glicose 1,0 38,87 38,94 38,61 39,99
(gh) 2,0 38,94 39,66 39,14 39,53
4.0 37,55 38,28 38,67 39,07
Controle 5,18 5,17 3,94 3,88
pH 1,0 5,19 5,18 513 5,14
2,0 5,19 5,18 515 5,15
4,0 5,20 518 5,16 5,16
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Tabela 11 - Populagdo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentacdo com L. buchnen em funcdo da aplicagdo de Kamoran.

Analises Kamoran Tempo (horas)

(ppm)
0 6 24 48

Controle 16x10° 13x10° 23x10® 18x10°

Populagéo 1,5 1,1x10° 40x10* 59x10° 35x10°
(UFC/ml) 3,0 1,0x10° 16x10* 22x10° 1,1x10°
6,0 14x10° 58x10° 38x10° 3,0x10'
Controle 38,15 37,15 34,34 34,96
Glicose 1,5 37,81 37,09 36,09 37,40
(gl) 3,0 36,84 35,71 35,90 35,71
6,0 35,02 35,02 35,90 36,09
Controle 518 517 3,94 3,88
pH 1,5 522 5,20 517 513
3,0 523 5,20 5,17 5,14
6,0 5,24 5,20 5,18 5,15
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4.4. Bacillus coagulans

Os antibidticos Biopen e Kamoran foram testados em trés diferentes dosagens em
relagdo a B. coagulans. Amostras para analise de UFC/ml, glicose e pH foram
coletadas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas. As Figuras 16, 17, 18 e 19 e as Tabelas

12 e 13 mostram os resultados obtidos.

Todas as dosagens estudadas para os dois produtos paralisaram o crescimento da
populagao. Isto pode ser confirmado pela auséncia de consumo de glicose e
também pela manutengdo do pH. No controle, onde ndo houve a adigdo de
antibidtico, o consumo de glicose foi da ordem de 5,76 g/l em 48 horas, e variagao
do pH de 4,98 para 5,78.

A elevacdo do pH durante o periodo de crescimento da populagio de B. coagulans
mostra um comportamento comum a varios Bacillus, e tem sido atribuido a hidrolise

de componentes do meio com liberagcéo de grupos OH.*

Os resultados mostram que nas primeiras seis horas de ensaio o produto Biopen,
nas dosagens estudadas, reduziu a populagao entre 1,42 e 1,60 ciclos logaritmicos
(30,34% a 34,19%). Neste mesmo tempo, as dosagens do produto Kamoran
reduziram a populagéo entre 0,46 e 0,72 ciclos logaritmicos (10,07% a 16,04%).
Dados contrastantes com os obtidos neste trabalho foram determinados em
PRINCIPAIS bactérias contaminantes da fermentagdo alcodlica, suas
caracteristicas e sensibilidade a antibiéticos (1991), onde a dosagem de 1,0 ppm
de penicilina com um tempo de contato de 6 horas, ndo reduziu significativamente
a populagéo de B. coagulans. ALCARDE (1995), para o mesmo tempo de contato,
nao obteve a reducao de B. coagulans para 1,0 ppm e 2,0 ppm de penicilina. O
mesmo autor obteve indices de redugéo de 1,36% e 2,70% (em ciclos logaritmicos)

para 1,0 ppm e 3,0 ppm de Kamoran HJ, respectivamente. Tanto para a penicilina
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como para o Kamoran, a redugéo de B. coagulans obtida neste trabalho & superior

aquela apresentada nos estudos citados.

Todas as dosagens do Biopen, especialmente a maior delas (4,0 ppm), provocaram
a diminuigdo da populagao nas primeiras vinte e quatro horas de ensaio e, depois
disto, a populagdo apresentou tendéncia de crescimento. Provavelmente, este
crescimento é resultado da resisténcia de parte da populagdo as dosagens

empregadas.

Ao final do ensaio (48 horas), o Biopen diminuiu a populagdo entre 0,90 e 1,69
ciclos logaritmicos (19,11% a 36,11%), enquanto que o Kamoran reduziu a

populacéo entre 1,92 e 2,07 ciclos logaritmicos (42,76% a 45,39%).

Os resultados mostram que o Biopen apresentou uma resposta mais rapida na
reducdo da populagdo de B. coagulans. Porém, o Kamoran foi mais eficiente em
tratamento prolongado exigindo concentragdes menores e, sobretudo nao atuou na
selecdo de uma populagéo resistente, nas dosagens estudadas com tempo de
contato de 48 horas.

As trés dosagens de Biopen apenas controlaram o crescimento da populagao
durante as 48 horas de ensaio, sendo que a maior dosagem aplicada (4,0 ppm), foi
mais eficiente. A menor dosagem de Kamoran (1,5 ppm) reduziu a populagéo de
maneira tao eficiente quanto as dosagens superiores. Ja STUPIELLO (1993) nao

obteve inibigdo de B. coagulans com até 16,0 ppm de penicilina.
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Figura 16 - Populacdo (UFC/ml) de B.
coagulans em funcéo do tempo (horas) para as
diferentes dosagens de Biopen,
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Figura 19 - Concentragao de aclcar (g/l) da
fermentac&@o com B. coagulans em funcdo do
tempo (horas) para as diferentes dosagens de
Kamoran.
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Tabela 12 - Populagdo (UFC/ml), concentracio de glicose (g/l) e pH para a
fermentacdo com B. coagulans em funcéo da aplicacéo de Biopen.

Andlises Biopen Tempo (horas)
(ppm)
0 6 24 48

Controle 50x10° 10x10° 51x10° 1,9x10°
Populagio 1,0 51x10* 16x10° 68x10° 6,5x10°
(UFC/ml) 2,0 48x10° 18x10° 54x10° 39x10°
40 48x10* 12x10° 80x10' 9.8x10?

Controle 39,28 39,28 35,11 33,52

Glicose 1,0 39,54 40,21 38,88 40,21

(gh) 2,0 39,21 39,74 39,28 40,21

40 39,34 37,61 38,08 38,68

Controle 4,98 5,00 5,74 5,78

pH 1,0 4,99 4,98 5,00 4,98

2,0 4,99 4,98 4,99 4,98

4,0 5,00 4,99 5,00 4,98
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Tabela 13 - Populagdo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentacdo com B. coagulans em fungéo da aplicagéo de Kamoran.

Analises Kamoran Tempo (horas)

(pPm)
0 6 24 48

Controle 50x10* 10x10° 51x10 19x10®

Populagio 1,5 38x10* 13x10* 93x10° 338x10°
(UFC/ml) 3,0 37x10* 10x10* 10x10° 3,1x10°
6,0 31x10° 60x10° 82x10° 3,8x10
Controle 39,28 39,28 35,11 33,52
Glicose 1,5 40,46 38,25 40,20 38,41
(gh) 3,0 37,56 38,02 37,49 37,82
6,0 37,52 35,44 35,26 35,02
Controle 4,98 5,00 574 578
pH 1,5 4,98 4,94 4,94 4,94
3,0 4,99 4,96 4,95 4,95
6,0 5,00 4,96 4,95 4,95
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4.5. Bacillus megaterium

Os antibioticos Biopen e Kamoran foram testados em trés diferentes dosagens em
relagdo a B. megaterium. Amostras para analise de UFC/ml, glicose e pH foram
coletadas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas. As Figuras 20, 21, 22 e 23 e as Tabelas
14 e 15 mostram os resultados obtidos.

Todas as dosagens estudadas para os dois produtos paralisaram o crescimento da
populagéo. Isto pode ser confirmado pela auséncia de consumo de glicose e
também pela manutengdo do pH. No controle, onde nio houve a adigdo de
produto, o consumo de glicose foi da ordem de 5,14 g/l em 48 horas, e a queda de
pH de 5,12 para 3,98.

Os resultados mostram que nas primeiras seis horas de ensaio o produto Biopen,
nas dosagens estudadas, reduziu a populagédo entre 1,14 e 1,38 ciclos logaritmicos
(24,41% a 29,24%). Neste mesmo tempo, as dosagens do produto Kamoran
reduziram a populagdo entre 0,87 e 0,95 ciclos logaritmicos (18,28% a 19,87%).
Em PRINCIPAIS bactérias contaminantes da fermentagdo alcodlica, suas
caracteristicas e sensibilidade a antibiéticos (1991) a dosagem de 1,0 ppm de
penicilina com um tempo de contato de 6 horas, reduziu a populagdo de B.
megaterium em 44,0% (indice ndo calculado sobre a variagdo logaritmica da
populagéo). Neste trabalho, as dosagens de 1,0 ppm e 2,0 ppm com um tempo de
contato de 6 horas reduziram a populagdo de B. megaterium em 24,41% e 26,28%
em ciclos logaritmicos. ALCARDE (1995) nao obteve a redugéo da populagao de B.
megaterium para 1,0 ppm e 2,0 ppm de penicilina. O mesmo autor ndo obteve
reducéo de B. megaterium para 1,0 ppm de Kamoran HJ e a redugéo para 3,0 ppm
foi de 2,96% em ciclos logaritmicos. Os dados apresentados pelo Ultimo autor néo
coincidem com aqueles apresentados neste trabalho, onde a penicilina mostrou-se

capaz de reduzir a populagdo de B. megaterium.

As dosagens do Biopen provocaram quedas maiores da populacdo nas primeiras

vinte e quatro horas de ensaio mas, depois disto, a populagdo apresentou
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tendéncia de crescimento. Provavelmente, este crescimento € resultado da

resisténcia de parte da populagio as dosagens empregadas.

Ao final do ensaio (48 horas), os produtos Biopen e Kamoran diminuiram a
populagao em niveis semelhantes, de 1,25 a 1,61 (26,77% a 34,11%) e de 1,46 a
1,61 ciclos logaritmicos (30,54% a 33,82%), respectivamente.

Os resultados mostram que o Biopen apresentou uma resposta mais rapida na
reducdo da populagdo de B. megaterium. Porém, o Kamoran foi igualmente
eficiente em tratamento prolongado sem provocar a selecdo de uma populacao

resistente, nas dosagens estudadas com tempo de contato de 48 horas.

Tanto para o Biopen como para o Kamoran as menores dosagens estudadas (1e
1,5 ppm) foram t&o eficientes na redugéo da populagdo em 48 horas quanto as
dosagens maiores. Ja RODINI (1989) observou crescimento de B. megaterium até
a dosagem de 400 ppm de penicilina. Esta diferenga entre as concentragbes de
penicilina capazes de controlar a populagéo de B. megaterium sugere relagio com
a metodologia utilizada. RODINI (1989) testou a inibigdo dos microrganismos
inoculados em placas contendo meio nutriente agar com diferentes concentragdes
de produlo. Porém, na pratica industrial tem-se conseguido controlar as
populagbes de contaminantes da fermentagdo alcodlica com aplicagbes de
penicilina, para tratamentos de choque, na faixa de concentragbes testada neste
trabalho. STUPIELLO (1993) apresenta dados que corroboram os resultados deste
trabalho. O ultimo autor obteve inibigdo da populagdo de B. megaterium com 0,5
ppm de penicilina.
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Figura 20 - Populagdo (UFC/ml) de B.
megaterium em fungao do tempo (horas) para
as diferentes dosagens de Biopen.
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Figura 22 - Populagao (UFC/ml) de B.
megaterium em funcdo do tempo (horas) para
as diferentes dosagens de Kamoran.
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Tabela 14 - Populagdo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentacéo com B. megaterium em funcéo da aplicag&o de Biopen.

Andlises Biopen Tempo (horas)
(ppm)

0 6 24 48

Controle 57x10° 24x10* 90x10° 57x10°

Populagdo 1,0 47x10° 34x10° 1,1x10° 26x10°
(UFC/ml) 2,0 48x10° 28x10° 60x10° 16x10°
40 52x10° 22x10° 53x10° 13x10°
Controle 37,07 38,08 34,34 31,93
Glicose 1,0 39,36 38,82 40,02 38,55
(gh) 2,0 36,08 36,98 37,11 37,30
40 35,92 36,21 37,18 37,43
Controle 512 5,13 418 3,98
pH 1,0 513 5,11 513 513
2,0 513 511 5,12 512
40 5,14 512 5,12 512
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Tabela 15 - Populagdo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentagdo com B. megatenum em fungdo da aplicagdo de Kamoran.

Analises Kamoran Tempo (horas)

(ppm)
0 6 24 48

Controle 57x10* 24x10* 90x10° 57x10°

Populagao 1,5 44x10* 54x10° 19x10° 1,2x10°
(UFC/ml) 3,0 60x10* 68x10° 25x10° 2,1x10°
6,0 57x10* 78x10° 18x10° 14x10°
Controle 37,07 38,08 34,34 31,93
Glicose 1,5 37,95 36,86 36,95 36,95
(gNh) 3,0 36,56 37,08 36,56 36,37
6,0 35,67 35,22 35,22 35,54
Controle 512 513 418 3,98
pH 1,5 513 512 512 512
3,0 514 512 513 512
6,0 5,15 512 513 5,12
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4.6. Bacillus subtilis

Os antibioticos Biopen e Kamoran foram testados em trés diferentes dosagens em
relagdo a B. subtilis. Amostras para andlise de UFC/ml, glicose e pH foram
coletadas nos tempos 0, 6, 24 e 48 horas. As Figuras 24, 25, 26 e 27 e as Tabelas
16 e 17 mostram os resultados obtidos.

Todas as dosagens estudadas para os dois produtos paralisaram o crescimento da
populagdo. Isto pode ser confirmado pela auséncia de consumo de glicose e pela
manutengdo do pH. No controle, onde n&o houve a adigéo de produto, o consumo
de glicose foi da ordem de 14,37 g/l em 48 horas, e a variagéo do pH de 5,25 para

5,94, tal como ocorrido e comentado para B. coagulans.

Os resultados mostram que nas primeiras seis horas de ensaio o produto Biopen,
nas dosagens estudadas, reduziu a populagéo entre 0,57 e 0,73 ciclos logaritmicos
(12,47% a 1535%). Neste mesmo tempo, as dosagens do produto Kamoran
reduziram a populagdo entre 0,17 e 0,23 ciclos logaritmicos (3,66% a 5,00%). Em
PRINCIPAIS bactérias contaminantes da fermentagdo alcodlica, suas
caracteristicas e sensibilidade a antibidticos (1991) a dosagem de 1,0 ppm de
penicilina com um tempo de contato de 6 horas nao reduziu a populagao de B.
subtilis. J4 ALCARDE (1995) obteve a redugdo da populagéo de B. subtilis em
423% e 19,51% em ciclos logaritmicos para 1,0 ppm e 2,0 ppm de penicilina,
respectivamente, com um tempo de contato de 6 horas. O mesmo autor obteve
uma redugéo de 7,28% e 17,22% em ciclos logaritmicos para 1,0 ppm e 3,0 ppm de
Kamoran HJ. Estes Gltimos dados mostram uma agdo semelhante para penicilina e

Kamoran com 6 horas de contato.

Todas as dosagens de Biopen, especialmente a maior dosagem (4,0 ppm),
provocaram a diminuigio da populagdo nas primeiras vinte e quatro horas de
ensaio e, depois disto, a populagdo apresentou tendéncia de crescimento.
Provavelmente, este crescimento é resultado da resisténcia de uma parcela da

populagdo as dosagens empregadas.
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Ao final do ensaio (48 horas), apenas as duas maiores dosagens de Biopen
provocaram uma diminuigdo da populagdo que foi da ordem de 0,23 e 0,67 ciclos
logaritmicos (4,90% e 14,66%). As trés dosagens do Kamoran reduziram a
populagado em niveis bem superiores, entre 2,67 e 2,76 ciclos logaritmicos (57,36%
a 59,48%).

Os resultados mostram que o Biopen apresentou uma resposta mais rapida na
reducéo da populagdo de B. subtilis. Porém, o Kamoran foi mais eficiente em
tratamento prolongado exigindo concentragdes menores e, sobretudo n&o atuou na
selegado de uma flora resistente, nas dosagens estudadas com tempo de contato de
48 horas.

As duas dosagens inferiores do Biopen apenas controlaram o crescimento da
populagdo durante as 48 horas de ensaio. Porém, a maior dosagem (4,0 ppm)
reduziu a populagdo apesar de ter permitido seu crescimento a partir das 24 horas.
A menor dosagem do Kamoran (1,5 ppm) reduziu a populagdo de maneira téo
eficiente quanto as dosagens superiores. RODINI (1989) obteve o crescimento de
B. subtilis até a dosagem de 400 ppm de penicilina. Esta diferengca entre as
concentragdes de penicilina capazes de controlar a populagéo de B. subtilis sugere
relagdo com a metodologia utilizada. RODINI (1989) testou a inibigdo dos
microrganismos inoculados em placas contendo meio nutriente agar com diferentes
concentragbes de produto. Porém, na pratica industrial tem-se conseguido
controlar as populagbes de contaminantes da fermentagdo alcodlica com
aplicagbes de penicilina, para tratamentos de choque, na faixa de concentragdes
testada neste trabalho. Ja STUPIELLO (1993) apresenta dados que coincidem com

os obtidos neste trabalho, pois inibiu B. subtilis com 2,0 ppm de penicilina.
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Figura 24 - Populacdo (UFC/mI) de B. subtilis
em fungéo do tempo (horas) para as diferentes
dosagens de Biopen.
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Figura 26 - Populagio (UFC/mI) de B. subtilis
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Figura 25 - Concentracéo de acucar (g/l) da
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Figura 27 - Concentragao de agucar (g/l) da
fermentacdo com B. substilis em funcéo do
tempo (horas) para as diferentes dosagens de
Kamoran.
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Tabela 16 - Populagdo (UFC/ml), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentacéo com B. subtilis em funcdo da aplicacédo de Biopen.

Analises Biopen Tempo (horas)
(ppm)
0 6 24 48

Controle 45x10° 32x10° 16x10° 35x10
Populagao 1,0 38x10° 91x10° 50x10° 4,0x10*
(UFC/mi) 2,0 50x10° 92x10° 34x10° 29x10*
40 38x10° 98x10° 30x10° 8,0x10°

Controle 40,53 37,76 30,43 26,16

Glicose 1,0 40,33 39,94 38,00 38,70

(g/l) 2,0 40,94 40,69 40,19 38,36

40 40,35 38,85 36,84 36,60

Controle 525 5,26 579 5,94

pH 1,0 5,28 5,21 5,19 5,20

2,0 5,28 523 5,19 5,20

40 5,28 522 5,19 5,20
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Tabela 17 - Populagdo (UFC/mI), concentragdo de glicose (g/l) e pH para a
fermentagdo com B. subtilis em funcio da aplicacio de Kamoran.

Andlises Kamoran Tempo (horas)

(ppm)
0 6 24 48

Controle 45x10° 32x10° 16x10° 35x10

Populagao 1,5 40x10° 27x10° 35x10>° 85x10'
(UFC/ml) 3,0 49x10* 32x10° 35x10® 1.0x10?
6,0 44x10° 30x10* 15x10®° 7.5x10'

Controle 40,53 37,76 30,43 26,16

Glicose 1,5 39,93 38,58 39,51 38,37

(gN) 3,0 35,39 34,57 35,27 33,63

6,0 37,34 34,70 33,66 34,54

Controle 5,25 5,26 5,79 5,94

pH 1,5 5,28 5,21 5,20 5,20

30 5,27 5,21 5,21 5,21

6,0 5,28 5,22 5,22 5,22
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4.7. indice de Crescimento x Consumo de Glicose

Para os dois antibibticos testados, frente a cada uma das seis bactérias, foram
utilizadas: a concentragéo recomendada pelo fabricante, 0 dobro e a metade da
mesma. Apesar disto, nem mesmo nas doses reduzidas, foi verificado o
crescimento da populagéo. Este s6 foi observado para o tratamento controle. A
Tabela 18 mostra os indices de crescimento e o consumo de glicose para todos os

ensaios realizados.

O indice de crescimento foi obtido pela diferenga entre os valores logaritmicos das
contagens da populagdo em 0 e 48 horas. O consumo de glicose refere-se a

diferenga entre as concentragbes de glicose em 0 e 48 horas.

A relagéo consumo de glicose/crescimento celular s6 pode ser determinada para o
tratamento controle de cada bactéria, uma vez que nao foi detectado consumo
deste agucar nos tratamentos em presenga de antibidtico. Essa relagdo apresentou
diferengas considerdveis entre as bactérias. As bactérias do grupo Bacillus
consomem maior quantidade de glicose para cada ciclo logaritmico de crescimento
quando comparadas aos Lactobacillus. O consumo de glicose foi de 1,61 a 497 e

1,01 a 1,56g/ciclo logaritmico para Bacillus e Lactobacillus, respectivamente.
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Tabela 18 - indice de crescimento da populagdo (log UFC/ml) e consumo de

glicose (g/l) das bactérias testadas em fungdo da aplicagdo de Biopen e Kamoran
em 48 horas.

Biopen Kamoran
Controle (ppm) {ppm)
1,0 20 4,0 1,5 3,0 6,0

L. fermentum IC 2,52 <-4,28 <-4,30 <-4,34 -1,61 <-4,36 -3,80

CA 3,92 _ _ - _ _ —

L. plantarum iC 3,28 -0,18 -0,36 -1,05 -0,26 -0,83 -1,23
CA 3,30 - - - - - -

L. buchneri IC 3,16* <-3,86* <-3,78* <-3,83* -1,50 -1,96 -3,67
CA 3,81* - - - - - -

B. coagulans IC 3,58 -0,90 -1,09 -1,69 -2,00 -2,07 -1,92
CA 5,76 - - - - - -

B. megaterium IC 2,20 -1,25 -1,48 -1,61 -1,56 -1,46 -1,61
CA 514 _ - - - - -

B. subtilis iIC 2,89 0,03 -0,23 -0,67 -2,67 -2,69 -2,76

CA 14,37

IC: indice de crescimento da populaggo.
CA: consumo de glicose.
*: indices em 24 horas.
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5. CONCLUSOES

v’ Para todas as dosagens estudadas dos dois produtos, mesmo com a metade da

recomendada pelo fabricante, houve diminuigdo de todas as populagdes nas
primeiras seis horas de ensaio. Para Biopen, produto a base de penicilina, quatro
da seis bactérias estudadas apresentaram, pelo menos nas menores dosagens,
sinais de crescimento no final de quarenta e oito horas. Este fato pode estar
associado a resisténcia de parte da populagado pelo produto, uma vez, que vem se
fazendo uso deste tipo de antibidtico na industria da produgéo de alcool desde os
anos 50. Para o Kamoran, cujo principio ativo tem uso recente na industria, apenas

L. plantarum apresentou sinais dessa resisténcia.

Vi plantarum mostrou-se a bactéria mais resistente aos antibidticos testados uma

vez que, somente para as dosagens maximas e o maior tempo de contato (48

horas) a redugéo foi superior a um ciclo logaritmico.

v A bactéria mais sensivel aos dois produtos testados foi L. Fermentum, j& que a

apenas a menor dosagem de Biopen (1,5 ppm) reduziu a populacéo abaixo de dois

ciclos logaritmicos.

v'De uma maneira geral, o produto Biopen reduziu a populagdo das bactérias

estudadas em um menor periodo de tempo. Por outro lado, o produto Kamoran foi

mais eficiente ao final de quarenta e oito horas.

v Mesmo trabalhando com a metade das dosagens indicadas pelos fabricantes,

ndo houve aumento significativo das populagdes de bactéria ao final de 48 horas
de contato. Em funcéo disto, para os tratamentos com antibiético, ndo foi possivel
estabelecer uma relagéo entre consumo de glicose e crescimento da populagio, ja

que as dosagens utilizadas mostraram-se letais.
v Embora as populagdes nédo tenham apresentado sinais de crescimento em
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nenhuma da dosagens testadas, os tratamentos onde n&o foram adicionados
antibidticos mostraram que o consumo de glicose por ciclo logaritmico de
crescimento muda entre as espécies estudadas. O grupo dos Bacillus apresentou
maior consumo quando comparado aos Lactobacillus, sendo que os indices obtidos

foram de 1,61 a 4,97 e de 1,01 a 1,56 g/ciclo, respectivamente.
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