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ALTERNATIVA NATURAL PARA O CONTROLE DE 

CONTAMINANTES NA PRODUÇÃO DE BIOETANOL 

 

NATURAL ALTERNATIVE FOR CONTROL OF 

CONTAMINANTS IN BIOETHANOL PRODUCTION  

 

Michele Célico da Silva (1) 

Resumo 

Fermentação industrial é um processo de transformação da glicose presente no mosto em 

etanol por meio das leveduras. Durante esse processo podem ocorrer diversos tipos de 

contaminação que prejudicam a obtenção do produto, entre elas, a contaminação microbiana. 

Assim, procurando contribuir com esse problema significativo do setor sucroenergético foi 

elaborado o presente projeto de extratos naturais, quais busca à redução da população 

microbiana sem, no entanto, alterar o rendimento do processo fermentativo e, ainda 

promovendo fermentações mais puras com a redução do uso de antibióticos, os quais 

acarretam gastos excessivos e sérios problemas ambientais. Os ensaios foram realizados com 

as plantas do cerrado Astronium fraxinifolium, Arrabidaea brachypoda, Bauhinia holophyla, 

Byrsonima intermedia, Machaerium hirtum, Myrcia bella e Rizophora mangle. 

 

Palavras-chave: Biocida. Extratos Vegetais. Fermentação.  

 

Abstract 

Industrial fermentation is a process of transforming the glucose present in the wort in ethanol 

through yeast. During this process several types of contamination can occur that hinder the 

obtaining of the product, including microbial contamination. Thus, seeking to contribute to 

this significant problem of the sugar-energy sector, the present project of natural extracts was 

elaborated, which seeks to reduce the microbial population without, however, altering the 

yield of the fermentation process and, still promoting purer fermentations with the reduction 

of use. antibiotics, which entail excessive spending and serious environmental problems. The 

assays were performed with plants of the Astronium fraxinifolium, Arrabidaea brachypoda, 

                                                 
1 Graduanda em Tecnologia em Biocombustíveis pela Fatec “Nilo De Stéfani” - Jaboticabal. Endereço eletrônico: 

michelecelico2015@gmail.com 

mailto:michelecelico2015@gmail.com
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Bauhinia holophyla, Byrsonima intermedia, Machaerium hirtum, Myrcia bella and Rizophora 

mangle plants. 

 

Keywords: biocide. Vegetable extracts. Fermentation.
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1 Introdução 

 

A obtenção de etanol ocorre, principalmente através do processo de fermentação, 

envolvendo  a reação de oxidação dos monômeros de açúcar, resultando, principalmente em 

etanol e gás carbônico (DELLA-BIANCA e colab., 2013). Os principais micro-organismos 

responsáveis pelo processo são fungos unicelulares, conhecidos como leveduras, em especial 

a levedura Saccharomyces cerevisiae (MOHD AZHAR e colab., 2017). No Brasil o caldo de 

cana e o melaço são as principais matérias-primas utilizadas na preparação do mosto, o qual 

gera um ambiente com teor de açúcar e pH ajustados para favorecer o processo fermentativo e 

inibir o processo respiratório nas leveduras (DELLA-BIANCA e colab., 2013). Neste 

ambiente fica propício não só o desenvolvimento do micro-organismo produtor, mas também 

o desenvolvimento de uma série de micro-organismos contaminantes como bactérias e 

leveduras selvagens (MUTHAIYAN e colab., 2011; BECKNER e colab., 2011). 

As contaminações podem ocorrer em todas as fases do processo industrial 

(MUTHAIYAN e colab., 2011; OLIVEIRA e colab., 2013) e podem causar perda de açúcar, 

floculação do fermento, formação de goma, inibição e morte das leveduras, acúmulo de 

glicerol, formação de biofilmes (RAVANELI e colab., 2011; DONG e colab., 2015; RICH e 

colab., 2015). 

A presença de contaminantes gera grande preocupação e o seu controle é de 

fundamental importância (NAVES e colab., 2010). Atualmente, uma das alternativas para 

controlar a proliferação bacteriana é feita através do tratamento com ácido sulfúrico. Para 

valores muito altos de contaminação é recomendado a utilização de antibióticos 

(MUTHAIYAN e colab., 2011; FREITAS e ROMANO, 2013), porém muitos desses, como o 
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Kamoran® um dos mais utilizados neste setor, frequentemente deixa resíduos nas leveduras, 

prejudicando o comercio deste subproduto (FREITAS e ROMANO, 2013). 

Desta forma a busca por alternativas de controle tem sido cada vez mais constante 

(CAETANO e MADALENO, 2011; MADALENO e colab., 2016; RICH e colab., 2018). 

Procurando contribuir neste cenário o presente projeto propõe a busca de alternativas que 

contribuam para maior efetividade do controle da contaminação no processo fermentativo. 

 O estudo de plantas tem contribuído significativamente na identificação de atividades 

terapêuticas de interesse  (PETROVSKA, 2012; ABU-DARWISH E EFFERTH, 2018). 

Extratos vegetais bioativos são utilizados em diversas áreas como saúde, agricultura, 

pecuária entre outras, onde vários autores estudam atividade antimicrobiana de extratos 

vegetais frente à bactérias de interesse (SALES e colab., 2014; FURTADO e colab., 2015).O 

Brasil por ser um país de dimensões continentais, possui diversos biomas com enorme 

biodiversidade, podendo ser explorado imensamente. 

Figura 1- Astronium fraxinifolium ou popularmente conhecida como “Gonçalo-alves” 

 

   Fonte: Antonino Campos de Lima, 2015 
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Figura 2- Byrsonima intermedia ou popularmente conhecida como “Murici-mirim” 

 

       Fonte: Mauricio Kuhlmann, 2011 

Figura 3 – Myrcia bella. Aspecto de indivíduo (esquerda) e ramo com frutos 

jovens(direita) 

 

                    Fonte: Durigan,2004 
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2 Material e Métodos ou Desenvolvimento 

2.1 – Local de realização dos experimentos 

      Os experimentos foram realizados nos Laboratórios da Fatec – Jaboticabal. 

 

2.2 – Obtenção dos extratos vegetais 

             Os extratos vegetais foram obtidos pela maceração na proporção 1:10 em etanol 70% 

por 5 dias. Após a filtração, foram realizados os procedimentos de concentração em rota-

evaporador e liofilização para eliminação do etanol e da água, respectivamente. O extrato 

obtido no final do processo será armazenado em refrigeração em frasco âmbar. Para as 

análises, os extratos vegetais serão solubilizados em água.  

 

2.3 – Determinação da solubilidade em água dos extratos 

A determinação da solubilidade em água foi realizada transferindo determinada 

quantidade dos extratos para tubo de ensaio ou erlenmeyer onde foram adicionados volumes 

sucessivos de solvente, exatamente medidos, utilizando o agitador mecânico (vórtex) para 

completa homogeneização e solubilização das amostras. Em seguida, foi centrifugada uma 

alíquota por 5 minutos a 100 rpm para confirmação da ausência de material suspenso. A 

solubilidade foi expressa conforme os termos descritivos da Farmacopéia Brasileira 5ª edição  

  

2.4 – Obtenção das leveduras e dos contaminantes microbianos do processo 

fermentativo 
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As leveduras e os contaminantes microbianos foram isolados à partir do material da 

cuba de tratamento do fermento de três usinas diferentes da região de Jaboticabal. Os micro-

organismos foram crescidos a 32oC em meio YPD (extrato de levedura 10g/L, Dextrose 

20g/L e Peptona 20g/L) para o isolamento das leveduras em caldo nutriente (extrato de carne 

3g/L e peptona 5g/L) para isolamento das bactérias. Quando atingiu absorbância 600nm = 0,3 

as amostras foram centrifugadas a 1.600xg por 5 minutos. O precipitado foi suspenso em 

glicerol 20% estéril e distribuído em tubos de microcentrífugas resistentes a baixas 

temperaturas (criotubos). Os micro-organismos foram estocados em ultrafreezer até o 

momento de utilização.  

 

2.5 – Avaliação do potencial antibacteriano dos extratos vegetais  

A atividade antimicrobiana dos extratos vegetais obtidos foi avaliada método hole 

plate de difusão em ágar (SILVA, 2012). Para os ensaios os micro-organismos foram 

crescidos em caldo Mueller-Hinton (extrato bovino 2g/L, Hidrolizado ácido de caseína 

17,5g/L e amido 1,5g/L) até que a cultura atingir a fase exponencial, e posteriormente diluídos 

até densidade ótica correspondente ao padrão 0,5 da escala de Mac-Farland (OD620=0,10). 

Após isso, 100 μL da suspensão microbiana foram espalhados com alça de Drigalsky em 

placas de ágar Mueller Hinton (Caldo anteriormente descrito adicionado de 2% de ágar). Em 

seguida furos de aproximadamente 5 mm de diâmetro e 3 mm de altura foram feitos no ágar e 

30 μL dos extratos adicionados. Como controles foram utilizados água e Amoxicilina 

(1µg/µL). Todos os testes foram realizados em triplicata.  
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3 Resultados e Discussão 

 

Inicialmente, foi realizada a preparação dos extratos vegetais como descrito 

anteriormente (Figura 4).  

Figura 4 – Obtenção dos extratos vegetais 

                              

Maceração no etanol 70 % por cinco dias                                Filtração  

ou em água por 3 dias                                               Fonte: Arquivo COMINAT      

Fonte: Arquivo COMINAT 

 

 

                                                                                               

                Liofilização                                                        Rotaevaporador 

Fonte: Arquivo COMINAT                                                                            Fonte: Arquivo COMINAT 

 

Os extratos vegetais foram solubilizados e posteriormente adicionados em orifícios 

presentes na placa de cultura como esquematizado na Figura 5. A sensibilidade ao extrato foi 

verificada pela formação de zonas (circunferências) sem crescimento, denominadas halos de 

inibição do crescimento microbiano (Figura 6). 
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Figura 5– Padronização do extrato 

 

                                 

              Extrato vegetal                                               Extrato vegetal + solvente 

Fonte: Arquivo COMINAT                                                                                 Fonte: Arquivo COMINAT 

 

                       

          Método hole plate 

Fonte: Arquivo COMINAT 

Figura 6 – Observação e determinação do diâmetro dos halos de inibição obtidos 

                                                                               

                                            

                         Fonte: Arquivo COMINAT           
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A seguir, foi realizado um teste utilizando a concentração 150mg/mL do extrato 

hidroalcoólico, diluído em água, DMSO ou etanol hidratado, com o objetivo de verificar qual 

seria o solvente mais adequado. Cada extrato foi testado para os micro-organismos padrões 

(Tabela 1) e para os isolados do processo fermentativo realizado na Fatec e nas três usinas 

sucroenergéticas da região de Jaboticabal, separadamente (Tabela 2). As amostras que 

apresentaram inibição, tiveram seus halos medidos através do diâmetro da circunferência 

obtida. 

 

Tabela 1 – Halos de inibição obtidos para micro-organismos padrões (mm) 

Amostra                           Solvente                

 

Halos obtidos 

   S. aureus      E. coli 

A. fraxinifolium 

      Pós seca   

                                              Água 

                                              DMSO   

                                              Etanol                  

Pós chuva 

                                        Água 

                                        DMSO 

                                        Etanol 

B. holophylla 

                                              Água 

                                              DMSO 

                                              Etanol 

B. intermedia 

                                              Água 

                                              DMSO 

                                              Etanol 

M. hirtum  

                                              Água 

                                              DMSO 

                                              Etanol                                   

M. bella 

                                              Água  

                                              DMSO 

                                              Etanol 

R. mangle 

                                              Água 

                                              DMSO 

                                             Etanol 

Controles  

 

 

13,0 

16,0 

12,0 

 

14,0 

12,5 

12,0 

 

11,0 

11,0 

11,0 

 

14,0 

16,0 

14,0 

 

* 

11,0 

10,0 

 

12,0 

15,0 

15,0 

 

14,0 

16,0 

12,0 

 

 

 

11,0 

14,0 

        12,0 

 

11,0 

12,0 

9,5 

 

9,0 

11,0 

10,0 

 

* 

15,0 

12,0 

 

* 

* 

10,0 

 

9,0 

12,0 

12,0 

 

* 

10,0 

11,0 
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                                                  Água 

                                             DMSO 

                                             Etanol 

 

 

 

* 

* 

12,0 

* 

* 

15,0 

                             *Não ocorreu formação de halos ou apresentaram halos < 7mm. 

Tabela 2 –Halos de inibição obtidos (mm) para micro-organismos isolados do processo 

fermentativo utilizando extratos hidroalcóolicos diluídos em água, DMSO e etanol. 

Amostra                           Solvente                

 

Halos obtidos 

     FATEC  Usina A        Usina B    Usina C  

A. fraxinifolium 

      Pós seca   

                                              Água 

                                              DMSO   

                                              Etanol                  

Pós chuva 

                                        Água 

                                        DMSO 

                                        Etanol 

B. holophylla 

                                              Água 

                                              DMSO 

                                              Etanol 

B. intermedia 

                                              Água 

                                              DMSO 

                                              Etanol 

M. hirtum  

                                              Água 

                                              DMSO 

                                              Etanol                                   

M. bella 

                                              Água  

                                              DMSO 

                                              Etanol 

R. mangle 

                                              Água 

                                              DMSO 

                                             Etanol 

Controles  

                                                  Água 

                                             DMSO 

                                             Etanol 

 

 

11,0 

14,0 

12,0 

 

10,0 

11,0 

10,0 

 

* 

11,0 

9,0 

 

* 

13,0 

15,0 

 

* 

* 

9,0 

 

9,5 

13,0 

11,0 

 

* 

8,0 

11,0 

 

* 

* 

12,0 

 

 

15,0                                                                           

15,0 

        9,0 

 

11,0 

16,0 

14,0 

 

13,0 

12,0 

12,0 

 

15,0 

15,0 

16,0 

 

9,0 

* 

11,0 

 

12,0 

14,0 

12,0 

 

9,0 

9,0 

11,0 

 

* 

* 

15,0 

 

 

15,0 

13,0 

16,0 

 

11,0 

12,0 

10,0 

 

8,5 

11,0 

11,0 

 

* 

15,0 

12,0 

 

11,0 

13,0 

10,0 

 

10,0 

13,0 

11,0 

 

* 

9,0 

12,0 

 

* 

* 

12,0 

 

 

     12,0                                                                           

     14,0 

     15,0 

 

     10,0 

     19,0 

     11,5 

 

     14,0 

     17,0 

     16,5 

 

     11,0 

     13,0 

     10,0 

 

     10,0 

        * 

     11,0 

 

     14,0 

     17,0 

     17,0 

 

        * 

      8,0 

     11,0 

 

         * 

         * 

       15,0 
      *Não ocorreu formação de halos ou apresentaram halos < 7mm. 
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O etanol não se apresentou como solvente indicado, pois apresentou halo mesmo 

quando não acrescentado de extrato vegetal. Tanto a água quanto o DMSO não revelaram 

halo de inibição sendo indicados como ótimos solventes. Foi possível verificar que os extratos 

apresentaram atividade inibitória quando diluídos em água, embora em alguns casos 

apresentando ação menor que quando diluído com DMSO o que pode ser resolvido com uma 

adequação da concentração testada. O fato do extrato apresentar ação quando diluído em água 

aumenta o interesse do setor produtivo, uma vez que este solvente é abundante e 

relativamente diminui o custo da produção. 

Como continuidade das análises foi determinada a solubilidade os extratos vegetais 

obtidos por extração hidroalcóolica e aquosa de A. fraxinifolium pós chuva, B. intermedia e 

M. bella.  

Na Tabela 3 é possível observar os resultados da determinação da solubilidade.      

 

          Tabela 3 – Solubilidade dos extratos vegetais em termos descritivos 

 

Extrato vegetal 

 Solubilidade observada  

             (mg/mL)                      Termo descritivo 

A. fraxinifolium 

Pós chuva 

                                              EtOH 

                                             Aquoso   

B. intermedia 

                                              EtOH 

                                             Aquoso   

M. bella 

                                              EtOH 

                                             Aquoso   

 

 

 

1:200                                  Pouco solúvel 

1:40                               Ligeiramente solúvel 

            

1:150                                  Pouco solúvel 

            1:20                                         Solúvel 

          

          1:100                              Ligeiramente solúvel 

            1:20                                        Solúvel 

 

 

A seguir, foram realizados novos experimentos com extratos (150mg/mL) 

hidroalcóolico e aquoso apenas com os extratos A. fraxinifolium pós chuva, B. intermedia, M. 

bella, que apresentaram os melhores resultados no experimento anterior. As análises 
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utilizaram água como solvente e foram novamente avaliados os micro-oganismos padrões 

(Tabela 4) e isolados (Tabela 5). 

 

 

 

 

Tabela 4 – Halos de inibição obtidos para micro-organismos padrões (mm)  

Amostra                           Extrato                

 

Halos obtidos 

   S. aureus      E. coli 

A. fraxinifolium 

                                              EtOH 

                                             Aquoso                                                  

B. intermedia 

                                              EtOH 

                                             Aquoso 

M. bella 

                                              EtOH 

                                             Aquoso                                    

 

11,3 

10,7 

 

12,0 

13,3 

 

12,0 

10,7 

 

 

10,3 

9,0 

 

11,0 

11,0 

 

11,3 

10,7 

 
                   *Não ocorreu formação de halos ou apresentaram halos < 7mm. 

 

Tabela 5 –Halos de inibição obtidos (mm) para micro-organismos isolados do processo 

fermentativo utilizando extratos hidroalcóolicos e aquosos diluídos em água. 

Amostra                           Extrato                

 

Halos obtidos 

     FATEC  Usina A        Usina B    Usina C  

A. fraxinifolium 

                                              EtOH 

                                             Aquoso   

B. intermedia 

                                              EtOH 

                                             Aquoso   

M. bella 

                                              EtOH 

                                             Aquoso   

Controle  

                                                  Água 

 

10,0 

9,7 

 

11,0 

12,3 

 

13,0 

11,6 

 

* 

 

11,3 

9,7 

 

11,6 

12,6 

 

10,3 

11,3 

 

* 

 

11,0 

9,7 

 

9,6 

10,6 

 

10,0 

10,3 

 

* 

                                                                

     11,7 

     11,0 

      

     10,3 

     12,6 

      

     12,6 

     11,0 

     

         *       
                  *Não ocorreu formação de halos ou apresentaram halos < 7mm. 
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Foi possível observar que os extratos de Astronium fraxinifolium apresentaram inibição 

dos dois micro-organismos padrões, sendo que para S. aureus apresentaram halo de inibição 

superior ao apresentado para E. coli (Tabela 4). Salvat, et. al., 2004, estudando extrato de A. 

balansae observou maior atividade em S. aureus do que em E. coli. Foi possível observar 

também a inibição dos quatro grupos de micro-organismos isolados (Tabela 5). Em todas as 

análises empregando-se essa espécie vegetal foi verificado que o extrato hidroalcóolico 

mostrou-se mais efetivo. A ação antimicrobiana observada em consonância com estudos de 

outras espécies do gênero Astronium, as quais mostraram potencial antimicrobiano 

(SALVAT, et. al., 2004; COSTA, et. al., 2010). 

O extrato de Byrsonima Intermedia, apresentou maior ação sobre a bactéria S. aureus 

em relação à E. coli, porém a ação foi mais efetiva para o extrato aquoso (Tabela 4). Essa 

maior efetividade do extrato aquoso foi novamente observada sobre os quatro grupos de 

micro-organismos isolados (Tabela 5), apresentando os maiores valores de halo obtido entre 

todas as espécies vegetais avaliadas. Santos et al., 2018, utilizando extrato metanólico deste 

vegetal também observou a presença de ação antimicrobiana nos mesmos micro-organismos 

padrões utilizados no presente estudo.  

A atividade antimicrobiana observada pode ser favorecida pela presença de flavonoides, 

taninos e saponinas evidenciadas nos extratos de A. fraxinifolium e Byrsonima intermedia 

(CARDOSO et. al., 2014).   

Para o extrato de Myrcia bella foi possível verificar que também foi mais ativo para 

inibir o crescimento da bactéria padrão S. aureus (Tabela 4) e revelou ação nos quatro grupos 

de micro-organismos isolados (Tabela 5). Jesus et al., 2016, estudando a atividade 

antimicrobiana do óleo essencial de Myrcia ovata observou também maior atividade em S. 

aureus que em E. coli.  

Cascaes et al., 2015, destaca que estudos fitoquímicos revelaram a presença 

predominante de mono- e sesquiterpenos, além de flavonóides, taninos, derivados de 

acetofenona e triterpenos.neste gênero. Flavonóides, glicosídeos e ácidos fenólicos foram 

evidenciados por Saldanha et al. 2013, na espécie M. bella.  Santos et. al., 2018, também 

verificou atividade antimicrobiana de extratos hidroalcóolico de M. bella desta e de outras 
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espécies dentro do mesmo gênero e concluiu que a atividade observada está intimamente 

relacionada com a composição fenólica dessas plantas. 

Arias et al., 2004, estudando extratos hidroalcóolicos e aquoso de Acacia aroma 

observou atividade antimicrobiana similar entre eles. 

O fato de observar maior atividade para a bactéria padrão S. aureus, com valores 

parecidos com os observados com os micro-organismos isolados pode significar que os 

extratos vegetais estudados têm atividade mais efetiva em bactérias gram-positivas. 

 

 

4 Conclusões 

Foi possível observar que tanto os extratos aquosos quanto os hidroalcóolicos 

apresentam solubilidade em água, sendo possível a substituição do solvente DMSO por água e 

foram capazes de inibir as amostras bacterianas testadas, sendo que os melhores valores 

encontrados para inibição de micro-organismos foram para A. fraxinifolium B. intermedia e 

M. bella. A continuidade do estudo será importante para a utilização dos extratos vegetais nas 

etapas do processo industrial. 
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