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RESUMO 

O processo de fermentação etanólico é propenso a contaminações. O caldo ou 

mosto não passa por esterilização e podem ser encontradas uma variedade de 

microrganismos contaminantes necessitando da utilização de antibióticos e 

antissépticos químicos para fazer o controle. Todavia, o uso continuo e doses 

elevadas destes produtos acarretam tanto problemas econômicos quanto 

ambientais. Assim, este estudo busca uma alternativa viável para o controle de 

contaminação das usinas utilizando as folhas como extratos vegetais. Inicialmente 

foram utilizados os extratos das folhas das plantas Murraya koenigii, Mangifera 

indica, Baccharis dracunculifolia e Annona coriacea, preparados por extração a frio e 

a quente. Foram utilizadas as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922); 

Stafilococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus sp e as leveduras Saccharomyces 

cerevisiae Catanduva-1 e Pedra-2. A avaliação de sensibilidade foi feita em placas 

de Petri com as bactérias inoculadas no meio ágar Mueller-Hinton e YPD 2% para 

leveduras, sendo dispostos discos de papel filtro impregnados com os extratos nas 

concentrações de (0,10; 0,25 e 0,50 mg x mL-1) para ambos os tratamentos e 

mantidas em incubação a 37ºC para as bactérias e 30ºC para as leveduras. Foi 

realizada uma avaliação dos espectros de absorção molecular dos extratos de M. 

koenigii e B. dracunculifolia em espectrofotômetro (UV-Vis) em comprimentos de 

onda de 200 a 800 nm. O teste de antibiose foi pelo método de halo de difusão com 

placas previamente preparadas e discos contendo os extratos de M. koenigii e B. 

dracunculifolia. O crescimento celular das leveduras foi realizado pelo método gota a 

gota utilizando um meio fermentativo com 50 mL de caldo de cana com 

concentração de 22° Brix, nos quais foram adicionadas as concentrações dos 

extratos de M. koenigii e B. dracunculifolia, as leveduras e o Bacillus sp, de 4 em 4 h 

foram coletadas alíquotas de 10 µL do fermentado com uma micropipeta e gotejados 

nas placas de Petri previamente preparadas que foram incubação a 30 ºC por 24 h. 

As leveduras não apresentaram sensibilidade aos extratos. Os extratos de M. 

koenigii e B. dracunculifolia apresentaram atividade antibacteriana principalmente 

nas concentrações mais elevadas e no tratamento com extração a quente. Os 

resultados sugerem que os extratos vegetais de Murraya koenigii e Baccharis 

dracunculifolia podem ser uma alternativa sustentável para ser usado como 

antibactericida. 

 



 

 

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Extrato de plantas, Murraya koeningii, 

Baccharis dracunculifolia, contaminação de dornas. 

 

ABSTRACT 

The ethanolic fermentation process is prone to contamination, since the juice or wort 

does not undergo sterilization, a variety of contaminating microorganisms are found, 

requiring the use of antibiotics and chemical antiseptics to make the control. 

However, the continued use and high doses of these products cause both economic 

and environmental problems. Thus, this study aims to seek a viable alternative for 

the control of contamination of plants using plant extracts. Initially, extracts from the 

plants Murraya koenigii, Mangifera indica, Baccharis dracunculifolia and Annona 

coriacea were used, prepared by cold and hot extraction. Escherichia coli bacteria 

(ATCC 25922) were used; Stafilococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus sp and the 

commercial yeasts Cat-1 and Pe-2. The sensitivity evaluation was carried out in 20 

cm Petri dishes, and the bacteria were inoculated in the Mueller-Hinton agar medium 

and 2% YPD for yeasts, with filter paper discs impregnated with the extracts in the 

concentrations of (0.10; 0,25 and 0.50 mg x mL-1) for both treatments and kept in 

incubation at 37 ºC for bacteria and 30 ºC for yeasts. An evaluation of the molecular 

absorption spectra of M. koenigii and B. dracunculifolia extracts was carried out, both 

hot and cold, with a spectrophotometer (UV-Vis) and wavelengths from 200 to 800 

nm. The antibiosis test was carried out using the diffusion halo method with 

previously prepared plates and the disks containing the extracts of M. koenigii and B. 

dracunculifolia were added. The viability of the yeasts was by the drop-by-drop 

method using a fermentative medium with 50 mL of sugarcane juice with a 

concentration of 22 °Brix, in which the concentrations of the extracts of M. koenigii 

and B. dracunculifolia, the yeasts and Bacillus sp, every 4 h, 10 µL aliquots of the 

fermented were collected with a micropipette and dripped onto previously prepared 

Petri dishes which were incubated at 30 ºC for 24 h. Yeasts were not sensitive to 

extracts. The extracts of M. koenigii and B. dracunculifolia showed antibacterial 

activity mainly at the highest concentrations and in the treatment with hot extraction. 

The results suggest that the plant extracts of Murraya koenigii and Baccharis 

dracunculifolia may be a sustainable alternative to be used as an antibacterial. 

 



 

Keywords: Antimicrobial activity, Plant extracts, Murraya koenigii, Baccharis 

dracunculifolia, vat contamination. 
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1 INTRODUÇÃO  

A produção de etanol no Brasil tem alguns pontos positivos e fundamentais 

que são capazes de fazer com que este biocombustível se torne um dos pilares do 

mercado nacional e internacional de combustíveis renováveis (BESSA, 2013). 

Dentre os benefícios da utilização deste biocombustível está a capacidade deste 

produto em reduzir os impactos ambientais como o aquecimento global, uma vez 

que produz menor quantidade de dióxido de carbono-CO₂ (DELLA-BIANCA et al., 

2013), além de promover o sequestro de parte do CO₂ disperso na atmosfera 

durante o processo de desenvolvimento da sua matéria-prima a cana-de-açúcar 

(MOITINHO et al., 2013, ALMEIDA et al., 2016).  

O Brasil figura como o segundo maior produtor de etanol do mundo tendo 

como matéria-prima a cana-de-açúcar, uma gramínea C4 que possui alta eficiência 

de fotossíntese, rica em sacarose, adaptada as regiões tropicais e subtropicais. Esta 

cultura é responsável também por 70% da produção mundial de açúcar, sendo 

cultivada em vários países demonstrando assim a sua importância econômica 

(KNOEMA, 2020). Embora a produção de etanol brasileira se encontre consolidada, 

ainda necessita de novas tecnologias para garantir a rentabilidade e a eficiência do 

processo, principalmente em relação a fermentação (SANTOS et al., 2020).  

Alguns avanços já foram implementados pelo setor, tais como o 

desenvolvimento de variedades de cana mais responsivas com maior percentual de 

sacarose (CARMO JUNIOR et al., 2020), a queima do bagaço para a cogeração de 

energia que tornou a usina autossuficiente (CANEPPELE et al., 2020) e a seleção 

de novas linhagens de leveduras com capacidade de tolerar os fatores bióticos e 

abióticos do meio fermentativo industrial (AMORIM; LOPES, 2013).  

O processo fermentativo é um processo biológico que utiliza as leveduras 

Saccharomyces cerevisiae, as quais metabolizam os açúcares presentes no 

substrato convertendo-os em energia celular e como resíduos são formados o etanol 

e o CO2. As leveduras deste gênero são altamente adaptadas aos processos 

industriais, contudo pode ocorrer alterações na produção dos seus metabólitos 

dependendo das condições do meio (AMORIM; LOPES, 2013).  
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Os fatores de estresse mais frequentes são as altas temperaturas, a acidez 

do meio, a presença de sulfito, a alta concentração de sacarose (pressão osmótica), 

rápido aumento na concentração de etanol, variações bruscas de temperatura na 

dorna, baixo pH e a contaminação por bactérias (FERNANDES et al., 2020; 

NASCIMENTO; FONSECA, 2019). A presença de leveduras selvagens (CECATTO-

ANTONINI, 2018) podem causar perdas da produtividade e interferem no 

metabolismo do fermento, uma vez que substrato é rico em açúcares e nutrientes e, 

principalmente, as bactérias se proliferam de forma rápida afetando a produção de 

etanol (AMORIM et al., 2011; LOPES et al., 2016).  

Segundo Amorim et al. (2011) uma concentração de 108 de bactérias mL-1 

pode levar a uma perda em torno de 10.000 - 30.000 L de etanol por dia em uma 

planta com produção de um milhão de litros diários, sendo requeridos a utilização de 

antibióticos de amplo espectro de ação, que eleva o custo tanto econômico como 

ambiental do processo, pois podem estar presentes nos resíduos gerados na 

fermentação, além do mais o surgimento de cepas resistente vem limitando o seu 

uso. Outro aspecto importante para o controle do uso de antibióticos está na 

possibilidade destes compostos ficarem retidos na massa de leveduras que, em 

algumas unidades industriais, é vendido para compor rações de gado e aves, 

podendo influenciar no surgimento de patógenos multirresistentes (MUTHAIYAN; 

LIMAYEM; RICKE, 2011). 

Neste sentido, o desenvolvimento de produtos naturais que apresentam 

características biodegradáveis e eficiência para o controle de microrganismos 

presentes no processo fermentativo se mostram como uma alternativa viável frente 

aos antibióticos já utilizados, uma vez que são podem ser produzidos a partir de 

plantas e resíduos de plantas. Esses produtos possuem atributos que podem auxiliar 

o setor a minimizar os impactos ambientais e com isso alcançar uma maior eficiência 

de processo com vistas a sustentabilidade ambiental. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Produção de etanol no Brasil 

O etanol brasileiro se destaca no cenário mundial de biocombustíveis por 

apresentar impactos ambientais mínimo e possuir tecnologias que garantem a 

produtividade para o atendimento da demanda (BESSA, 2013). A produção em larga 

escala deste biocombustível, no Brasil, começou em meados de 1970, em meio as 

inquietações em relação à economia e a segurança energética deste país (DE 

SOUZA; DE ANDRADE, 2013). Como motivação estava a alta nos preços do barril 

de petróleo e sua possível escassez levando o Brasil a investir no desenvolvimento 

de tecnologias para a produção de etanol em grande escala promovendo também o 

agronegócio.  

De acordo com os dados levantados pelo Observatório da Cana (2021), a 

região Centro-Sul vem se destacando na produção de etanol, visto que na safra 

nacional de 2016/2017 foram produzidos entre etanol hidratado e anidro um total de 

25,66 bilhões de litros e na safra de 2019/2020 atingiu 33,26 bilhões de litros com 

um crescimento acumulado de 29,6%, como mostra a Figura 1. 

Figura 1 – Panorama da produção brasileira de etanol nas safras de 2016/2017 a 
2019/2020. 

 
Fonte: Adaptada de IBGE (2021). 
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A produção de etanol no país tem como base a cana-de-açúcar utilizando um 

processo de produção conhecido como primeira geração, realizado com a 

fermentação direta necessitando apenas da extração do caldo de cana e do 

tratamento físico-químico para a sua clarificação (MORAES; ZAIAT; BONOMI, 

2015). A produção do setor sucroenergético ocorre durante todo o ano e está 

segmentado em duas grandes regiões produtoras o Centro-Sul e Norte-Nordeste 

com safras em períodos diferentes, ocorrendo na região Centro-Sul nos meses de 

maio a dezembro e na região Norte-Nordeste de setembro a março (VIDAL; 

SANTOS, SANTOS, 2006). 

A região Centro-Sul lidera a produção de cana-de-açúcar e, portanto, de 

etanol anidro e hidratado, com cerca de 87% da produção total nacional, tendo em 

vista as condições favoráveis desta região como topografia que permitiram a 

mecanização e com isso o aumento da produtividade (SIQUEIRA et al., 2013). Em 

contrapartida a participação da região Norte-Nordeste tem apresentado um 

decréscimo, visto que na década de 90 a produção desta região era de 23% da 

produção nacional e atualmente detém 13%, tal fato pode ser explicado pelas 

características edafoclimáticas da região que encarece o custo de produção desta 

cultura e por consequência de seus produtos o açúcar e o etanol (MASSRUHÁ; 

LEITE, 2017).  

Nas últimas quatro safras, ocorreu um aumentou gradativo da exportação de 

etanol, como pode ser observado na Figura 2. Os dados mostram que os principais 

destinos do bioetanol produzido no Brasil são a América e a Ásia.  

Figura 2 – Exportação de etanol brasileiro. 
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Fonte: Adaptada de IBGE (2021). 

2.2 Matéria-prima para produção de etanol 

O Brasil dispõe de recursos naturais, tecnologias, clima e solo para a cultura 

de uma variedade de culturas que propiciam os resultados positivos do agronegócio 

como a cana-de-açúcar, uma das mais antigas atividades agro econômicas deste 

país. Esta cultura é a matéria-prima principal para a produção de etanol em larga 

escala (SANTOS; COLODETTE; QUEIROZ, 2013).  

A cana-de-açúcar (Saccharum sp) é uma planta composta por fibra, caldo e 

pequenos sólidos dissolvidos, em proporções variadas de água entre 65 a 75% e 

cerca de 70 a 90% de sacarose (LEMOS; STRADIOTTO, 2012). A formação da 

sacarose, presente no caldo e na fibra, ocorre pela maturação, ou seja, a síntese de 

açúcares e estocagem de sacarose ocorre de cima para baixo e ao longo do 

desenvolvimento da planta (BARBARA; DE MARCO FERRO, 2020). 

Nas últimas duas décadas a produção canavieira brasileira apresentou 

crescimento em produção. Fato este observado nas últimas safras que mostra que o 

Brasil vem aumentando a produção de etanol, embora tenha ocorrido uma retração 

da área plantada e da produtividade da cana-de-açúcar nos anos de 2018 e 2019 

(Figura 3A e B). 

Figura 3 – Evolução dá área plantada (A) e da produtividade de cana-de-açúcar (B) 
no período de 2015 a 2019 no Brasil. 

 
Fonte: Adaptada de IBGE (2021) 
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Este ambiente de prosperidade foi impulsionado pelo forte avanço tanto da 

produção de açúcar como para garantir as metas que alguns países estabeleceram 

para substituir os combustíveis fósseis, com vistas a mitigação das mudanças 

climáticas (MANOCHIO et al., 2017).  

2.3. Processos fermentativos 

A produção de etanol no Brasil ocorre por meio de fermentação do caldo da 

cana que pode ser de forma direta ou a partir da mistura de caldo e melaço, sendo 

este último proveniente da produção do açúcar, tendo em vista que a maioria das 

indústrias do setor produzem açúcar e etanol (BASSO; BASSO; ROCHA., 2011). A 

fermentação ocorre em dornas e segundo Marsit e Dequin (2015) é composta por 

três etapas como descrito a seguir: 

 Pré-fermentação (5 a 6h): se inicia quando o fermento (leveduras) é adicionado 

ao mosto devidamente preparado e se caracteriza pela multiplicação das células, 

ocorrendo elevação lenta e gradual da temperatura e apresentando pouca 

espuma;  

 Fermentação principal (9 a 10h): ocorre uma elevação rápida da temperatura e 

queda da densidade do mosto com as leveduras em plena atividade metabólica, 

podendo ser verificada pela redução dos açúcares, pela formação de etanol e 

aumentando a acidez do meio. O término desta etapa se dá quando as espumas 

desaparecem; 

 Pós-fermentação (6 a 8h): há uma diminuição do desprendimento de CO2 com 

pouca formação de espumas. O tempo mais longo nesta etapa pode causar 

contaminação do vinho, mosto fermentado e do pé-de-cuba, pois as usinas 

realizam o reciclo das leveduras que retorna ao processo subsequente e o vinho 

já deslevedurado segue para a destilação para a recuperação do etanol hidratado 

ou anidro. 

O processo fermentativo pode ser conduzido de diferentes formas 

operacionais, tais como: descontínua, semicontínua, descontínua alimentada (ou 

batelada alimentada) ou contínua, podendo ser empregado a recirculação do 

fermento ou não. No Brasil, estima-se que cerca de 85% da produção de etanol 

ocorra em processos fermentativos de batelada alimentada e 15% com o processo 

contínuo (AMORIM et al., 2011). 
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2.3.1 Tipos de processo fermentativo 

O processo Descontínuo Alimentado conhecido como Melle-Boinot apresenta 

como vantagens a economia de açúcar devido a menor reprodução celular com 

elevado rendimento em etanol, a possibilidade de eliminação de contaminantes pela 

centrifugação do vinho e tratamento com ácido para eliminar outros contaminantes e 

não havendo a necessidade de utilizar uma cultura pura no preparo do pé-de-cuba, 

pois utiliza-se o reciclo de células (AMORIM et al., 2011), diminuindo, deste modo a 

complexidade das operações da planta.  

O reciclo de células é um benefício para o processo, pois o fermento que 

antes era enviado para a coluna de destilação junto com o vinho agora retorna para 

a fermentação subsequente (Figura 4) reduzindo custo com fermento além de 

aumentar a eficiência do processo fermentativo, pois uma pequena parcela do 

açúcar vai para a propagação de células (AMORIM et al., 2011). 

Figura 4 – Esquema simplificado do processo Melle-Boinot de fermentação. 

 

Fonte: Adaptado de Lopes et al. (2016). 

 

O processo de fermentação contínuo possui como característica a 

alimentação contínua do meio de cultura a uma determinada vazão de forma 

constante e com o volume de reação também constante, sendo mantido através da 

retirada contínua de células e do caldo fermentado (Figura 5).  

Este processo pode se apresentar mais vantajoso que a batelada ou batelada 

alimentada, uma vez que inclui uma otimização das condições do processo que 

pode resultar em maior produtividade, obtendo ganhos quantitativos com produto 
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uniforme além de redução de custos, 50 a 60% menor que o sistema descontínuo 

alimentado, principalmente em análises laboratoriais e sanitização das dornas 

facilitando o controle automático, todavia a desvantagem está na susceptibilidade de 

contaminação bacteriana por períodos de tempo mais longos de acordo com o 

Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CECATTO-ANTONINI, 2018; 

CNPEM, 2017). 

Figura 5 – Esquema do processo de fermentação contínua 

 

Fonte: Adaptado de Lopes et al. (2016). 

 

2.3.2 Fatores de atenção na fermentação  

O meio fermentativo apresenta-se como um ambiente hostil e qualquer 

alteração pode afetar o metabolismo das leveduras. De fato, os parâmetros técnicos 

operacionais deste ambiente influenciam, de forma direta, no andamento do 

processo resultando em perdas tanto na viabilidade do fermento como na produção 

de etanol, mesmo sendo utilizadas leveduras selecionadas que possuem maior 

tolerância ao processo (MOREIRA et al., 2015).  

As leveduras utilizadas na produção de etanol são do gênero Saccharomyces 

que possuem alta tolerância a fatores de estresse além de uma fisiologia capaz de 

se adaptar as condições do processo industrial. Leveduras como a Pedra-2, a 

Catanduva-1, a Barra Grande e a FT-858, estão entre as mais utilizadas para a 

produção de etanol, pois possuem atributos como serem ótimas fermentadoras, alta 

resistência e permanência no processo, entre outras (AMORIM; LOPES, 2013). 

Estes fatores de estresse podem estar relacionados a fatores físicos, químicos e 



 

 

 

18 

biológicos e ser de origem tanto intrínseca como extrínsecas ao processo. Os 

fatores mais relevantes são: 

 Temperatura: que embora colabore com a velocidade da fermentação ocasiona 

problemas como a formação e compostos secundários como glicerol, pois afeta a 

capacidade metabólica das leveduras e pode impulsionar a contaminação por 

organismos termotolerantes, assim a temperatura ideal é entre 26 a 35 ºC 

(NAVES et al., 2010; VASCONCELOS, 2015).  

 pH: nos mostos industriais geralmente o pH está entre 4,5 a 5,5. Entretanto, no 

processo de fermentação com reciclos de células é realizado um tratamento com 

ácido sulfúrico para minimizar a contaminação, nesta etapa o pH permanece em 

torno de 2,0 a 3,2 por aproximadamente uma hora (FERNANDES et al., 2020).  

 Oxigênio: a presença de oxigênio pode interferir na performance da levedura, 

mesmo este microrganismo desenvolvendo suas rotas metabólicas tanto na 

presença como na ausência de oxigênio, contudo em grandes concentrações de 

oxigênio ocorre a inibição da fermentação (VASCONCELOS, 2015). 

 Altas concentrações de açúcares: resulta em perdas da atividade de transporte 

de açúcar, induzido assim ao estresse pelo aumento da osmolaridade externa 

levando a redução do crescimento e a perda da viabilidade celular, as leveduras 

em geral apresentam osmotolerância limitada (SAINI et al., 2018), ocorrendo 

também inibição das atividades de enzimáticas, o denominado Efeito Crabtree 

(FONSECA; CARVALHO, GOMBERT, 2013); 

 Altas concentrações de fermento: tanto pode acelerar o processo fermentativo 

como aumentar a temperatura e resultar na restrição do crescimento da levedura, 

pois uma concentração elevada de leveduras exige mais energia para 

manutenção das células diminuindo a viabilidade do fermento (SAINI et al., 

2018). 

 A escolha da levedura também pode influenciar na eficiência da fermentação 

gerando uma alta produção de etanol e baixa produção de metabólitos 

secundários indesejáveis como o glicerol e outros que por ventura venha a ser 

produzido frente as condições estressantes do meio (WALKER; STEWART, 

2016). 

 Altas concentração de etanol no meio pode causar várias consequências para as 

células, pois afeta a fluidez da membrana plasmática resultando na perda do 
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equilíbrio iônico desencadeando mudanças na composição da membrana celular, 

entre outros (HU et al., 2007). 

 A viabilidade das leveduras é um fator que impacta na fermentação, assim deve-

se fazer um controle com avaliação periódica afim de identificar qualquer 

problema que venha a acontecer com o fermento. Dependendo da intensidade 

dos fatores de estresse as leveduras podem sofrer inibição como por exemplo ter 

alterações do transporte e captação da glicose, na permeabilidade da membrana 

plasmática, inibição de enzimas que ocasionará a redução da viabilidade (SILVA; 

BATISTOTE; CEREDA, 2013). 

 A floculação ocorre como uma autoproteção ou devido as condições do meio 

externo, como a presença de bactérias que induzem a formação de flocos ou 

relacionada com leveduras contaminantes que possuem essa característica de 

formação de flocos (ALVES; PINTO, 2011), ocasionando perda de células 

afetando o rendimento alcoólico e também atrapalha a ação de antibacteriano 

aumentando os custos do processo (AMORIM et al., 2011). 

 A contaminação que pode ser tanto por leveduras selvagens como bactérias e 

que inibem o crescimento das leveduras competindo por nutrientes e propiciando 

a formação de ácidos orgânicos e dextranas, que afetam negativamente a 

viabilidade das leveduras (SAUNDERS et al., 2019). As leveduras selvagens 

acabam dominando o processo ao longo da safra e acarretar problemas como 

baixo rendimento, formação excessiva de espumas e floculação (SILVA; 

BARBON; BRONZATTO, 2017).  

Esses fatores podem estar associados no ambiente fermentativo e dado ao 

seu sinergismo pode interferir também nos mecanismos de adaptação das células 

de leveduras, causando por vezes, estresse ao microrganismo ou resultando na 

pressão seletiva (WENGER et al., 2011). Assim, pode-se correlacionar que a 

presença de fatores de estresse associados afeta a eficiência fermentativa, 

outrossim um meio contendo nutrientes essenciais como fonte de carbono e de 

nitrogênio favorecem o desenvolvimento e a sobrevivência das leveduras no meio 

fermentativo (MUELLER et al., 2020). 
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2.4 Métodos de controle bacteriano no processo industrial 

2.4.1 Métodos de controle utilizados  

O processo de fermentação constitui-se como um processo propicio a 

contaminações, isso porque o caldo ou mosto não passa por processo de 

esterilização, podendo conter uma variedade de contaminantes como leveduras não-

Saccharomyces e várias espécies de bactérias. Para minimizar a contaminação as 

usinas fazem uso de um processo que utiliza o ácido sulfúrico diluído em água que é 

aplicado no creme de leveduras (CARVALHO-NETTO et al., 2015).  

As usinas fazem uso também de antibióticos, biocidas ou outros produtos 

químicos que são utilizados quando ocorre a redução do rendimento fermentativo 

devido a presença de bactérias (OLIVA-NETO et al., 2012). Entretanto, para resolver 

os problemas de contaminação, ainda, são necessários estudos de alternativas para 

substituir os tratamentos tradicionais, pois a utilização de produtos químicos causam 

problemas ao meio ambiente, principalmente, pelos resíduos que são descartados e 

que podem conferir maior resistência as bactérias, uma vez que a maior parte delas 

são oriundas do próprio meio ambiente (CECATTO-ANTONINI, 2018; VARGAS et 

al., 2004). 

2.4.2 Antissépticos e antibióticos 

A utilização de antissépticos e antibióticos estão relacionados aos efeitos 

sobre os diferentes grupos de microrganismos existentes na fermentação. Todavia, 

o uso destes compostos de forma continua pode resultar na alteração da resistência 

das bacteriana frente ao antibiótico (VARGAS et al., 2004; NAVES et al., 2010). 

Estes produtos têm deixado resíduos químicos que acabam sendo descartados junto 

aos resíduos do processo indo parar no meio ambiente, um bom exemplo são os 

antibióticos cloranfenicol e a tetraciclina amplamente utilizados nas dornas de 

fermentação (CECCATO-ANTONINI, 2018). Ultimamente muitas destilarias tem 

substituído o uso de antibióticos e cerca de 40% do tratamento ácido pelo uso do 

dióxido de cloro em concentração de 30 (mg x L-1) procedimento este, patenteado 

em 2012 e denominado de “DuPont Fermassure” (CECATTO-ANTONINI, 2018). 

Outra alternativa que tem sido estudada para o controle de contaminação é o 

uso de compostos naturais com atividade bactericida e que possuam eficiência, com 

custo acessível para substituir os antibióticos utilizados atualmente. Algumas usinas 
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tem utilizado o “Extrato de Lúpulo Beta Ácido 45%” como o extrato comercial 

“Betabio 45” da Wallerstein (representante da Hopsteiner, empresa norte-

americana), ou ainda o BETA HOP 45 da marca DND Química, porém esses 

extratos são caros pois são utilizados na indústria da cerveja e são, na sua maioria 

importados (REVISTA ALCOOLBRAS, 2017). 

Alguns estudos com extratos vegetais de plantas cultivadas ou nativas do 

Brasil já estão sendo desenvolvidos e vem apresentando bons resultados, contudo, 

a grande maioria desses estudos são conduzidos com espécies de microrganismos 

causadores de doenças ou contaminação em alimentos, como Sthaphylococcus 

aureus, Aeromonas hydrophila, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli (OLIVEIRA et al., 2007; RATH; PADHY, 2014), Streptococcus 

mutans (PEREIRA et al., 2016; CHIRAYATH et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2019). 

Algumas plantas já são relatadas na literatura como portadoras de moléculas 

bioativas que podem ser empregadas como antissépticos e mesmo antibióticos. 

2.5 Plantas que apresentam perfil de moléculas bioativas com potencial para 

utilização como antibióticos   

2.5.1 Annona coriacea Mart  

O marolo (Annona coriacea Mart.), uma planta nativa dos cerrados brasileiros 

conhecido na região central do Brasil como: bruto, cabeça de negro, cascudo, 

araticum-do-cerrado, araticum-do-campo e pinha-do-cerrado (PIMENTA et al., 2014) 

é utilizado na medicina popular na forma de infusão utilizando para isso as folhas da 

planta (Figura 6), que é empregado como agente antiparasitários, antitumorais 

(atribuídas às acetogeninas ACGs presentes em todas as anonáceas) (QUÍLEZ et 

al., 2018), bem como no tratamento de desordens intestinais, picadas de cobra e 

doença de chagas (SANO et al., 2010; FORMAGIO et al., 2015).  

O extrato das diferentes partes desta planta como folhas, sementes, casca da 

fruta e polpa, apresentaram propriedades antimicrobiana (De TOLEDO et al., 2011; 

LAGE et al., 2014; ROCHA et al., 2015) com destaque para a antifúngica, 

especificamente contra a levedura Candida albicans (De TOLEDO et al., 2011; 

QUÍLEZ et al., 2018), antiparasitária (LAGE et al., 2014; ROCHA et al., 2015), 

antimalárica (PIMENTA et al., 2014) entre outras 
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Figura 6 – Annona coriácea (marolo) 

 

Fonte: Árvores do Bioma Cerrado (2017). 

De acordo com Ribeiro et al. (2018), o extrato etanólico de A. crassiflora, da 

mesma família, apresenta ação frente as bactérias multirresistentes, como 

Escherichia coli e Staphylococcus spp, que causam diarreia em ovinos e mastite em 

bovinos. Demonstrando, que esta planta possui fitoquímicos com atividades 

especificas. 

A casca da fruta desta planta apresentou 142 fitoquímicos (ARRUDA; 

PEREIRA; PASTORE, 2018). Outros compostos como fenólicos totais, flavonoides, 

taninos condensados, catequinas, epicatequinas, entre outras substâncias com 

atividade antioxidante estão presentes em outras partes da planta (ARRUDA; 

PEREIRA, PASTORE, 2017). Outros compostos bioativos como como ácido 

ascórbico, ácido cafeico, ácido quínico, ácido ferúlico, xantoxilina e rutina, sendo que 

para alguns foram atribuídas atividades antioxidante, antitumoral, antimicrobiana, 

antiparasitária e anti-inflamatória foram encontrados nos extratos etanólico da casca 

e das sementes do araticum e foram descritos por Roesler et al. (2006 e 2007) e Li 

et al. (2012).  

2.5.2 Baccharis dracunculifolia DC 

A Baccharis dracunculifolia DC ou Alecrim-do-Campo (Figura 7) é uma planta 

que tem amplo potencial, pertencente à família Asteraceae, compreende cerca de 

1.200 géneros, dentro dos quais estão 25.000 espécies (VERDI; BRIGHENTE; 

PIZZOLATI, 2005). Conhecida também como própolis verde, como salienta 

Figueiredo-Rinhel (2013). 
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Esta planta possui vários compostos químicos como flavonoides e ácidos 

fenólicos (ALENCAR et al., 2005). No extrato metanólico das diferentes fases de 

desenvolvimento das folhas da B. dracunculifolia foram encontrados o ácido 3,5-

diprenil-4-hidroxicinâmico (Artepillin C), ácido fenólico (PARK et al., 2004), terpenos, 

sesquiterpeno, espatulenol, nerolidol (PAULINELLI et al., 2004). 

Figura 7 – Baccharis dracunculifolia 

 

Fonte: Agrolink (2018). 

 

Dessa planta é retirado um óleo essencial de grande interesse para a 

indústria de fragrâncias, possui também atividades promissoras pois possui 

propriedades farmacológicas, como antimicrobiana, anti-inflamatória, cicatrizante, 

anestésica, anti-Trypanosoma cruzi, antiviral, anticarcinogênica (MONTPIED et al., 

2003; SILVA LEITÃO et al., 2004; DUARTE et al., 2003; ISHIKAWA et al., 2004) e 

ainda servir como alimento (TEIXEIRA et al., 2019).  

Outras aplicações foram descritas por Canton e Onofre (2010), utilizando o 

extrato hidroalcoólico. Estes autores notaram que o extrato apresentou sinergismo 

junto a antibióticos potencializando sua ação contra a Escherichia coli bactéria gram-

negativa. De acordo com Ferronato et al. (2007), o óleo essencial de B. 

dracunculifolia possui atividade antibacteriana com capacidade de inibição de 

microrganismos cariogênicos como Streptococcus mutans (ATCC 2575); S. sobrinus 

(ATCC 27607); S. sanguis (ATCC 10557) e Lactobacillus casei (ATCC 4646).  

Esta planta é relatada em vários estudos por apresentar capacidade de 

inibição frente a atividade microbiana sendo esta atividade, relevante para diversas 

áreas, pois os extratos de plantas como esta são tidos como fontes propicias de 
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compostos com propriedades antimicrobianas, todavia, a resistência das bactérias 

está relacionada, geralmente, a da pressão seletiva dos antibióticos (OGBOLE; 

SEGUN; FASINU, 2018; YUAN; LEE; YUK, 2017). 

Vale ressaltar também que há uma forte relação desta planta com a própolis 

verde (FIGUEIREDO-RINHEL, 2013) e extratos de própolis demonstraram forte ação 

antibacteriana e seletividade na inibição de leveduras com alguma ação contra S. 

cerevisiae, mas com maior atividade contra Dekkera bruxelensis (CECATTO-

ANTONINI, 2021). 

2.5.3 Mangifera indica Linn 

A Mangifera indica Linn. é uma planta da família Anacardiaceae, que produz 

frutos conhecido como manga (Figura 8). Na medicina popular esta planta é utilizada 

como coadjuvantes no tratamento de doenças respiratórias a crônicas a diurético e 

estimulante da função láctea, possuindo nas suas folhas propriedades adstringentes 

e nas sementes anti-helmínticas (GARCIA; ORLANDA, 2014), sendo uma fonte 

importante de fitoquímicos presentes nas diferentes partes da planta destacando-se 

os polifenóis, os carotenoides e a vitamina C (MELO; ARAÚJO, 2011). 

Alguns estudos indicam que essa planta possui ação antibacteriana frente a 

microrganismos como Stafilococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus 

subtilis, Salmonella typhi e contra várias outras espécies de enterobactérias como 

Salmonella sp., E. coli, Shigella dysenteriae e muitas outras espécies incluindo 

bactérias lácticas (KABUKI et al., 2000; RAJAN; THIRUNALASUNDARI; JEEVA, 

2011; SINGH et al., 2015; CAJADO; ARAGÃO; OLIVEIRA, 2016). 

Figura 8 – Mangifera indica 

 

Fonte: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA, 2021). 
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De acordo com Gonçalves; Alves Filho e Menezes (2005), os princípios ativos 

estão relacionados com a composição química da planta e com a concentração de 

metabólicos secundários que compõem os mecanismos de defesa natural contra 

microrganismos e contra predação por insetos e herbívoros. Singh et al. (2015) 

atribuem a atividade antimicrobiana de extratos de casca de caule de manga à 

presença de fito constituintes, como triterpenóides, flavonóides e taninos. 

2.5.3 Murraya koenigii (L.) 

A planta Murraya koenigii L. é um membro da família Rutaceae, também 

conhecida como árvore de Caril ou Árvore de Curry (Figura 9) suas folhas são 

usadas como ervas, especiarias ou condimentos e como antibióticos para muitos 

males, embora outras partes desta planta também possuem atividades antioxidantes 

(MA et al., 2016; YOGESH, JHA, YADAV, 2012). As folhas de M. koenigii são 

usadas como erva na medicina ayurvédica e Siddha, pois possuem compostos como 

cinamaldeído, e numerosos carbazol alcaloides, incluindo mahanimbine, girinimbine 

e mahanine (GAHLAWAT; JAKHAR; DAHIYA, 2014; YESASWINI et al., 2014). 

Figura 9 – Murraya koenigii 

 

Fonte: Sitio da Mata (2021). 

As diferentes partes da planta como folhas, raiz, casca e frutos, são 

conhecidos por promover várias atividades biológicas (BALAKRISHNAN et al., 

2020). Os constituintes aromáticos bioativos presentes nas folhas retêm seu sabor e 

outras qualidades, mesmo após a secagem e conservam seus bioativos. Esta planta 

possui uma grande quantidade de polifenólicos, flavonóides, alcalóides carbazol, 
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cumarinas, flavonóides, ácido gálico e ácido vanílico (NOOLU et al., 2013). Estes 

mesmos autores relatam que os polifenólicos e flavonóides antioxidantes contribuem 

para os efeitos anti-inflamatórios, quelantes de metais, inibidores de proteassoma e 

possui efeito apoptóticos quando utilizado em células do câncer de mama. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

O estudo visa o controle da contaminação microbiana no processo 

fermentativo das usinas utilizando extratos vegetais.  

 

3.2 Específicos 

 Realizar uma triagem para identificar quais os extratos são promissores frente 

aos microrganismos contaminantes; 

 Analisar o perfil dos extratos vegetais por absorção molecular; 

 Testar o potencial do uso de diferentes extratos vegetais contra as bactérias 

contaminantes determinando, quando houver uma concentração mínima inibitória;  

 Estabelecer o potencial de inibição dos extratos vegetais frente aos 

microrganismos contaminantes; 

 Avaliar em condições simuladas a eficiência desse(s) extrato(s) em meio 

fermentativo. 
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4 MATERIAL e METODOS 

4.1 Local de desenvolvimento do estudo 

Os extratos foram preparados no Laboratório Multidisciplinar da Universidade 

Federal da Grande Dourados/UFGD, na cidade de Dourados, Estado do Mato 

Grosso do Sul.  

As análises microbiológicas foram realizadas no laboratório de Biotecnologia, 

Bioquímica e Biotransformação do Centro de Estudos em Recursos Naturais-

CERNA da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul-UEMS/Unidade de 

Dourados, Estado do Mato Grosso do Sul.  

4.2 Coleta do material biológico 

Foram utilizadas folhas novas das plantas Annona coriacea (Voucher MuBio 

5816), Baccharis dracunculifolia (Voucher MuBio 5557) que foram coletadas as 

margens da Avenida Guaicurus respectivamente nas coordenadas 22°19’2624’’W 

54°90’9611’’S e 22°19’6321’’W 54°89’2784’’S, e as espécies Murraya koenigii 

(Voucher MuBio 6502 ) e Mangifera indica (Voucher MuBio 3822) no município de 

Dourados respectivamente nas coordenadas 22°20’4041’’W 54°80’7765’’S e 

22°20’6012’’W 54°80’9227’’S. 

4.3 Preparo dos extratos  

Para o preparo dos extratos o material coletado foi higienizado e cortado com 

o auxílio de uma tesoura, sendo preparados de formas distintas. Para o extrato a 

quente foi adicionado água destilada em ebulição até a concentração inicial de 300 

gxL-1 (peso material vegetal / volume de água). Essa suspensão foi mantida em 

chapa de aquecimento por 5 min para extração. Para o extrato a frio, o material foi 

embebido em água e deixado em repouso na geladeira por 12 h. Como apresentado 

abaixo (Figura 10 e 11). Sendo denominados de Tratamento 1 (T1) para o preparo a 

frio e Tratamento 2 (T2) o preparo a quente.   
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Figura 10 – Etapas de desenvolvimento do preparo dos extratos 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Figura 11 – Preparo dos extratos: folhas higienizadas (A), folhas cortadas (B), 
embebidas em água fria (C) e em água quente (D) 

 

Fonte: Acervo do autor. 

 

Os extratos foram filtrados e liofilizados, ou seja, evaporados sob pressão 

reduzida até que toda a água fosse evaporada, resultando em um resíduo viscoso 

ou em pó segundo a metodologia (PURICELLI et al., 2003), como apresentado na 

Figura 12, sendo, e armazenados sob refrigeração. 

Figura 12 – Extratos após processo de liofilização 

 

Legenda: Annona coriacea (A); Murraya koenigii (B) e Baccharis dracunculifolia (C).  

Fonte: Acervo do autor.  
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4.3.1 Preparo das diluições dos extratos das plantas  

A partir dos extratos liofilizados foram feitas soluções com concentrações de 

0,1; 0,25 e 0,5 mg x mL-1 que foram pesadas com o auxílio de balança analítica e 

dispostas em eppendorfs, sendo utilizada água destilada esterilizada para preparar 

as soluções que foram utilizadas nos testes de disco de difusão e nas demais 

análises.  

4.4 Microrganismos utilizados 

As bactérias utilizadas foram as Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 

25922); Gram-positivas: Stafilococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus sp. que foi 

anteriormente isolado do processo fermentativo de uma usina da Região da Grande 

Dourados. As leveduras foram as Saccharomyces cerevisiae Catanduva -1 (Cat-1) e 

Pedra-2 (Pe-2).  

4.4.1 Manutenção dos microrganismos 

As leveduras e as bactérias utilizadas nos testes de antibiose foram mantidas 

em banco estoque congeladas (-80 °C).  

Para os testes de antibiose as bactérias foram crescidas em meios diferentes 

a Bacillus sp. em caldo MRS e as demais em caldo Macconkey. As leveduras foram 

cultivadas em YPD (Yeast Extract Pepton Dextrose) contendo 1% de peptona e 

extrato de levedo e 2% de glicose. 

4.4.1.1 Ativação das leveduras 

As leveduras (0,10 g) foram previamente crescidas em meio líquido YPD 

(Yeast Extract-Peptone-Dextrose) 2% contendo (1% de peptona e extrato de levedo 

e 2% de glicose) estéril e incubadas em shaker a 30 ºC por 10 horas, após este 

período foram utilizadas nos ensaios. 

4.4.1.2 Ativação das bactérias 

Foi feito um inóculo bacteriano, utilizando o caldo infusão cérebro coração 

(BHI) líquido, no qual foram adicionadas as bactérias que permaneceram incubadas 

por 24 horas ou até que se obtivesse turbidez correspondente à escala de 0,5 

MacFarland (aproximadamente 1x108 UFC x mL-1). Os inóculos ativos foram 

utilizados nos testes. 
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4.5 Preparo dos discos de difusão 

Os discos de difusão utilizados, foram de papel filtro perfurados com um 

furador de papel obtendo discos com 6 mm de diâmetro, os quais foram 

impregnados com 20 μL, com o auxílio de uma micro pipeta, das respectivas 

concentrações de 0,1, 0,25 e 0,5 (mg x mL-1), previamente preparadas conforme 

descrito no item 4.3.1, das plantas M. koenigii, M. indica, B. dracunculifolia e A. 

coriacea. Para o controle negativo foi utilizado água destilada esterilizada.  

4.6 Avaliação da sensibilidade dos microrganismos frente aos extratos  

A avaliação de sensibilidade, foi realizada utilizando placas de Petri de 20 cm 

de diâmetro, contendo o meio sólido Mueller-Hinton (DIFCO®), nas quais foram 

inoculados os microrganismos e espalhados com o auxílio de uma swab e dispostos 

os discos impregnados com o extrato, após este procedimento as placas foram 

incubadas em estufa na temperatura de a 37 °C para as bactérias. Para as 

leveduras o mesmo procedimento foi utilizado sendo utilizado o meio YPD 2% sólido 

nas placas que foram incubadas a 30 °C. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. A avaliação da sensibilidade foi realizada de forma qualitativa a partir da 

presença e ausência de halo de inibição. A partir desta análise preliminar, foi 

possível averiguar os resultados mais promissores para escolher os extratos mais 

eficientes. 

4.7 Avaliação dos espectros de absorção molecular dos extratos a quente e a 

frio (UV-Vis) dos extratos de M. koenigii e B. dracunculifolia 

Os extratos foram preparados individualmente utilizando a solução de partida 

e submetidos a varredura com a absorbância medida entre os comprimentos de 

onda de 200 a 800 nm com intervalos de 5 nm. Foi utilizada cubetas de quartzo para 

a realização das varreduras. O equipamento utilizado foi um espectrofotômetro 

(FENTO 700 PLUS). Foi utilizado água como branco. Análises foram realizadas em 

triplicata.  

4.8 Teste do halo de inibição frente aos microrganismos 

O teste de antibiose foi realizado utilizando placas de Petri de 20 cm de 

diâmetro contendo os meios de cultura para bactérias e leveduras respectivamente. 

As placas foram devidamente identificadas, nas quais foram inoculados os 
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microrganismos e espalhados com o auxílio de uma swab. Os discos foram 

impregnados com os extratos conforme descrito no item 4.5 e, prontamente 

dispostos nas placas de forma equidistantes. Nas placas foram dispostos os extratos 

com os dois tratamentos (T1 e T2) e as três concentrações. As placas foram 

mantidas em incubação na temperatura de a 37 °C para as bactérias. Para as 

leveduras o mesmo procedimento foi utilizado sendo estas incubadas a 30 °C. 

Todos os testes foram realizados em triplicata e a análise foi realizada de forma 

quantitativa com os halos medidos utilizando um paquímetro. Os critérios adotados 

para a avaliação foram em relação ao diâmetro do halo, sendo sensível quando ≥14 

(mm), intermediária 9 a 14 (mm) e resistentes ≤ 8 (mm) de acordo com Santos et al. 

(2011).  

4.8.1 Teste do crescimento celular em meio fermentativo com adição dos 

extratos de M. koenigii e B. dracunculifolia e com co-cultura de bactéria  

Este experimento foi realizado em meio líquido semelhante às condições de 

usinas com o objetivo de testar a viabilidade de linhagens de levedura industriais Pe-

2 e Cat-1 e com a bactéria contaminante Bacillus sp. Foram utilizados os extratos 

das plantas que, de acordo com os testes de inibição, apresentaram eficiência frente 

as bactérias.  

As concentrações dos extratos foram preparadas proporcionalmente ao 

volume do meio fermentativo considerando um volume de 50 mL, no qual foi 

adicionado as concentrações do extrato nas proporções descritas (0,1; 0,25 e 0,5 

mg x mL-1) no item 4.3.1. Para controle foi utilizado o antibiótico sintético 

cloranfenicol uma concentração de 0,3 (mg x mL-1 ). 

4.8.2 Preparo do pré inóculo  

Para o pré-inóculo as leveduras foram ativadas como descrito no item 4.5, 

sendo as células coletadas por centrifugação (800 g, 20 min), ressuspendidas e 

lavadas em solução salina (0,85 %) esteriliza, resultando em uma concentração final 

de 10 mg x mL-1 de massa úmida que foi prontamente utilizada nos experimentos 

fermentativos.  

As bactérias foram ativadas utilizando o caldo infusão cérebro coração (BHI) 

líquido, que permaneceram incubadas por 24 horas ou até que se obtivesse turbidez 
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correspondente à escala de 0,5 MacFarland (aproximadamente 1x108 UFC x mL-1), 

passando posteriormente por uma centrifugação para concentrar a biomassa celular, 

que foi utilizada nos ensaios fermentativos. 

4.8.2.1 Preparo do meio fermentativo 

A fermentação foi realizada com caldo de cana na concentração de 22 °Brix e 

pH 4.0. Para tanto, foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 

mL dos caldos esterilizados, nos quais foram adicionadas as concentrações dos 

extratos (0,1; 0,25 e 0,5 mg x mL-1) preparadas como descrito no item 4.3.1. Ao meio 

fermentativo foram adicionados também as leveduras e a bactéria. Os frascos 

permaneceram sob agitação a 30 ºC com 250 rpm. Em tempos pré-definidos (4 em 4 

horas) foram realizadas as coletas para o teste de viabilidade.  

4.8.2.2 Teste de crescimento celular  

Foram preparadas placas de Petri contendo o meio YPD 2% sólido (1% de 

peptona, extrato de levedo, 2% de glicose, 2% de Agar e 3 mg de antibiótico 

cloranfenicol), as quais foram marcadas e reservadas. Nos tempos pré-definidos 

alíquotas de 10 µL do fermentado foram colhidas com o auxílio de uma micropipeta 

automática e gotejadas nas placas que foram mantidas por 20 min. no interior da 

capela de fluxo laminar para a aderência da gota ao meio de cultura. Após este 

período as placas foram dispostas na estufa a 30 ºC por 24 horas ou até o 

desenvolvimento da colônia. Os testes foram conduzidos em triplicatas 

independentes para cada concentração do extrato. 

4.9. Análise dos dados 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram 

avaliados pelo teste de Tukey com grau de significância de 5% utilizando-se o 

software Assistat. 
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5 RESULTADO E DISCUSSÃO 

5.1 Avaliação do teste do halo de inibição dos extratos vegetais na presença 

de diferentes microrganismos 

 Os resultados mostraram que os microrganismos não apresentaram 

sensibilidade aos extratos das espécies M. indica e A. coriacea nas concentrações 

estudadas (Tabela 1), somente, foram verificadas a ação dos extratos das plantas B. 

dracunculifolia e M. koenigii frente as bactérias, pois apresentaram sensibilidade, 

contudo não houve diferença quanto aos processos de extração mais sim em 

relação às concentrações do extrato.  

Apesar das espécies de Annona terem relatos na literatura para atividade 

antibacteriana (De TOLEDO et al., 2011; BATISTA et al., 2021), as concentrações 

para bactérias são muito elevadas. De Toledo et al. (2011) encontraram atividade 

contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e 

Pseudomonas aerugnosa apenas acima de 1.000 g x mL-1, concentração muito 

acima da utilizada nesse estudo, cuja maior concentração estudada foi a de 0,5 mg x 

mL-1. Batista et al. (2021) encontraram atividade de extrato de frutos de Annona 

muricata L. contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, porém não houve atividade 

com extratos da folha da planta. 

Souza et al. (2021) trabalharam com óleo fixo de A. coriacea em 

concentrações de até 10 mg x mL-1, mas também não constataram atividade 

antimicrobiana contra as espécies S. aureus, S. epidermides, E. coli e P. aeruginosa. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Afroz et al. (2020), com o extrato 

metanólico da fruta da graviola (Annona muricata) frente a S. aureus, E. coli e P. 

aeruginosa.  

  Apesar da Anonna coriacea não ter apresentado atividade antibacteriana em 

concentrações viáveis, esta planta pode vir a ser útil para o controle de leveduras 

contaminantes de processos fermentativos, já que outros estudos relatam atividade 

contra C. albicans (De TOLEDO et al., 2011; SOUZA et al., 2021) e o presente 

trabalho não mostrou atividade contra as duas leveduras industriais testadas.  
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Tabela 1 – Avaliação da sensibilidade de diferentes microrganismos frente a amostras de diferentes extratos vegetais  

 Extratos 

Concentração 

(mg x mL-1) 

Leveduras 

 

Bactérias 

Pe-2 Cat-1 S. aureus E. coli Bacillus sp. 

T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 

A. coriacea 

0,10 – – – –  – – – – – – 

0,25 – – – –  – – – – – – 

0,50 – – – –  – – – – – – 
             

B. dracunculifolia 

0,10 – – – –  – – – – – – 

0,25 – – – –  – – + + – – 

0,50 – – – –  + + + + + + 

             

M. indica 

0,10 – – – –  – – – – – – 

0,25 – – – –  – – – – – – 

0,50 – – – –  – – – – – – 

             

M. koenigii 

0,10 – – – –  – – – – – – 

0,25 – – – –  – – – – – – 

0,50 – – – –  + + + + + + 

Fonte: Dados da pesquisa. ( + ) Apresentou sensibilidade; (–) Não apresentou sensibilidade; (T1) Extração pelo Método à Frio; (T2) Extração pelo Método 

à Quente;
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O extrato de folhas e do fruto de outras espécies relacionadas como A. 

muricata apresentaram atividade contra C. albicans e C. krusei (CESAR et al., 2021) 

e, como leveduras do gênero Candida são contaminantes comuns de fermentação 

alcoólica, junto de outras espécies dos gêneros Saccharomces, 

Schizosaccharomces e Delkkera (CECATTO-ANTONINI, 2021) estes resultados se 

tornam bastante promissores, assim sugerem-se estudos futuros com espécies de 

leveduras contaminantes da fermentação alcoólica. 

Os extratos de M. indica também não apresentaram atividade antimicrobiana, 

o que não era esperado já que alguns autores relatam atividade para diferentes 

partes da planta, tais como extratos da casca (SINGH et al., 2015), folha (CAJADO; 

ARAGÃO; OLIVEIRA, 2016) e semente (KABUKI et al., 2000; RAJAN; 

THIRUNALASUNDARI; JEEVA, 2011). Entretanto, Rani et al. (2020), utilizando 

extrato de folhas de manga, relataram que só obtiveram respostas em relação ao 

controle de biofilme quando o extrato foi associado a nanopartículas de cobre e que 

o controle utilizado que continha somente o extrato das folhas não apresentou 

atividade de inibição. O resultado do controle descrito por Rani et al. (2020) está em 

consonância com os resultados obtidos neste trabalho.  

Handral, Hoti, Shruthi (2012) utilizando extrato aquosos de folhas de M. 

koenigii inferiram que o extrato aquoso mostrou uma baixa atividade antibacteriana 

quando comparado a antibióticos controle. Essa sensibilidade foi observada para as 

bactérias P. aeuriginosa, E. coli e S.aureus. Estes dados corrobam com os 

resultados obtidos no presente estudo, uma vez que para a avaliação da ação dos 

extratos também foram utilizadas as bactérias E. coli e S.aureus.  

A B. dracunculifolia apresentou ótimos resultados no controle de 

contaminantes apresentado atividade antibacteriana para as três espécies testadas 

na concentração de 0,5 mg x mL-1 (Tabela 1). Alguns estudos como os 

desenvolvidos por Bonin et al. (2020), utilizando o extrato aquoso de B. 

dracunculifolia demonstraram atividade de inibição frente a bactérias como S. aureus 

e B. subtilis e Salmonella, contudo foram utilizadas doses mais elevadas do que as 

utilizadas no presente estudo, sendo 1002 mg x mL-1 já no presente estudo obteve-

se resposta a partir de 0,25 mg x mL-1 para E. coli e 0,50 mg x mL-1 para as demais 
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bactérias. Possivelmente as condições da planta em relação ao desenvolvimento e a 

concentração de metabólitos bioativos tenha influenciado nas respostas de inibição. 

De acordo com Rashmi e Naveen (2016), os extratos aquosos possuem uma 

melhor solubilidade o que resulta em uma maior disponibilidade de fitoquímicos nas 

amostras. Assim, estes extratos podem apresentar atividades antibacteriano, 

dependendo apenas da concentração na amostra.  

As plantas que possuem substâncias bioativas podem ser empregadas em 

diferentes segmentos, assim são tanto de interesse para a composição de fármacos 

como para a utilização em processos industriais, contudo, são necessários estudos 

a respeito da composição destas plantas, principalmente em relação aos extratos e 

da sua ação (DO NASCIMENTO NUNES et al., 2020). Assim, para realizar estudos 

com plantas ou parte delas é importante observar o método de extração que será 

utilizado para o preparo do extrato ou óleo essencial, uma vez que pode ocorrer 

perda de compostos ativos durante a manipulação (AGÊNCIA NACIONAL DE 

VIGILANCIA SANITARIA, 2010); 

Diante dos resultados obtidos quanto a atividade antibacteriana dos extratos 

estudados, optou-se em realizar as demais análises utilizando apenas os extratos 

das plantas B. dracunculifolia e M. koenigii. 

 

5.2 Espectros de absorção molecular dos extratos de M. koenigii e B. 

dracunculifolia a quente e a frio (UV-Vis) 

A análise dos espectros de absorção molecular permitiu observar o 

comportamento dos métodos de extração a quente e a frio utilizados para o preparo 

dos extratos. A figura 13 apresenta o perfil dos extratos aquosos obtidos tanto por 

extração a quente e a frio de M. koenigii e B. dracunculifolia bem como da definição 

das regiões de absorção máxima, as quais estão diretamente relacionadas com a 

sua composição. Os espectros de absorção da M. koenigii mostraram diferença 

entre os tratamentos de extração (Figura 13 A), tendo em vista que, embora as 

bandas sejam semelhantes a intensidade de absorbância foi mais expressiva para a 

extração a quente. O extrato de B. dracunculifolia apresentou um perfil semelhante 

nos espectros, tanto para a extração a quente como a frio (Figura 13B).  



 

 

 

38 

Figura 13 – Espectros de absorção molecular entre os comprimentos de onda de 
200 a 800 nm, M. koenigii (A) e B. dracunculifolia (B). 

 
 

Fonte: Acervo do autor 

 

A varredura realizada por espectroscopia no UV-Vis possibilita presumir a 

presença de classes fitoquímicas em extratos vegetais. Os espectros mostram a 

presença destes compostos através de picos em determinadas bandas como 

exemplo, nas bandas 289, 376, 396 e 423 nm, podem estar presentes compostos 

como alcaloides, fenólicos, flavonoides e carotenoides (MENEZES FILHO; SANTOS; 

SOUZA CASTRO, 2020; SOUSA et al., 2018).  

5.3 Teste do halo de inibição frente a amostras de extratos vegetal de M. 

koenigii e B. dracunculifolia em diferentes microrganismos 

Na avaliação do teste de halo de inibição utilizando diferentes concentrações 

do extrato aquoso das folhas de M. koenigii em leveduras industriais, pode-se 

observar que tanto o Tratamento 1 como o Tratamento 2 nas concentrações 

estudadas não causaram ação de inibição frente as leveduras Cat-1 e Pe-2, uma 

vez que não houve a formação de halo de inibição como mostra a Figura 14.  

De acordo com Basso et al. (2008), as linhagens Pe-2 e Cat-1 são as mais 

utilizadas pelas usinas brasileiras por apresentar alta taxa de sobrevivência e 

capacidade de dominância durante o processo fermentativo no decorrer da safra. As 

leveduras utilizadas no processo fermentativo, S. cerevisiae, possuem 

características requeridas para o processo como serem tolerantes ao estresse do 

meio fermentativo (MOREIRA et al., 2015).  
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Figura 14 – Teste de sensibilidade com disco de difusão com as leveduras Cat-1 (A) 
e Pe-2 (B) expostas ao extrato aquoso de M. koenigii. 

 

Fonte: Acervo do autor 

 

Na avaliação do halo de inibição, em relação aos tratamentos e as 

concentrações do extrato aquoso das folhas de M. koenigii na presença das 

bactérias, pode-se observar que ocorreu inibição do crescimento das bactérias 

analisadas na maior concentração do extrato em ambos os tratamentos. O halo de 

inibição formado no Bacillus sp. foi de 9,5 mm para o tratamento T2 na concentração 

de 0,50 (mg x mL-1), sugerindo que esta bactéria apresenta uma sensibilidade 

intermediária frente ao tratamento e a concentração do extrato utilizada (Tabela 2).  

Desta, forma pode-se salientar que possivelmente os compostos bioativos presentes 

neste extrato podem apresentar potencial antimicrobiano. Com isso pode-se inferir, 

mesmo que ainda de forma muito tímida, que estes dados possam contribuir para 

estudos futuros, com vistas, ainda, a possibilidade de purificação de moléculas 

bioativas a serem utilizadas nos processos fermentativos de forma sustentável. As 

demais bactérias apresentaram halos de inibição de 8,0 mm mostrando certa 

resistência a este extrato conforme a classificação utilizada neste estudo. 

Embora a M. koenigii, seja amplamente estudada devido as suas 

potencialidades e indicações fitoterápicas, apresentando estudos das diferentes 

partes da planta, o extrato aquoso das folhas desta espécie é pouco relatado na 

literatura para atividade antimicrobiana. Alguns estudos relatam a eficiência da ação 

de inibição desta planta, principalmente, das folhas na forma de extrato etanólico e 

metanólico frente a microrganismos como Bacillus, E. coli e S. aureus (DAS; 

BISWAS, 2012; AL HARBI; IRFAN; ALI, 2016; ABUGA et al., 2020). 
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Tabela 2 – Avaliação da sensibilidade de diferentes microrganismos frente a 
amostras de extrato vegetal de M. koenigii em diferentes concentrações 

Diâmetro do halo (mm) 

Concentração 
(mg x mL-1) Tratamentos 

Bactérias 
S. aureus  E. coli Bacillus sp. 

0,10 
T1 – – – 

T2 – – – 

0,25 
T1 – – – 

T2 – – – 

0,50 
T1 7,0 ± 0,1 7,0 ± 0,3 8,0 ± 0,1 

T2 8,0 ± 0,1 8,2 ± 0,2 9,5 ± 0,3 

0,30 Cloranfenicol 19,5 ± 0,2 19,0 ± 0,1 19,0 ± 0,1 

Fonte: Dados da pesquisa. (–) Não apresentou halo; (T1) Extração pelo Método à Frio; (T2) Extração 

pelo Método à Quente;  

 

A figura 15 apresenta a ação do extrato aquoso da B. dracunculifolia com os 

tratamentos tanto a quente como a frio, sendo notório que as leveduras não 

apresentam sensibilidade frente a este extrato.  

As leveduras utilizadas no processo de fermentação para a produção de 

etanol devem possuir características como ter alta resistência as condições do meio 

fermentativo e se sobressair aos demais microrganismos presentes no meio, 

permanecendo, neste sentido, por mais tempo no processo (AMORIM et al., 2011; 

SANTOS et al., 2020). 

Figura 15 – Teste de sensibilidade com disco de difusão com as leveduras Cat-1 (A) 

e Pe-2 (B) expostas ao extrato aquoso de B. dracunculifolia. 

 

Fonte: Acervo do autor 
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Quanto a ação direta do extrato de B. dracunculifolia sobre as bactérias 

(Tabela 3). Os resultados mostraram que os dois métodos de extração promoveram 

inibição. Com diferença significativa entre os extratos a quente e a frio nas 

concentrações de 0,10; 0,25 e 0,50 mg x mL-1. Os dados mostram que o tamanho do 

halo de inibição do extrato de B. dracunculifolia está relacionado com a 

concentração do extrato e com o tratamento utilizado para a extração, uma vez que 

os halos mais efetivos foram observados na concentração de 0,50 mg x mL-1 para o 

tratamento (T2) correspondendo a extração a quente. 

 

Tabela 3 – Ação de inibição do crescimento bacteriano pelo método de disco de 
difusão utilizando extrato de B. dracunculifolia em diferentes concentrações 

Diâmetro do halo (mm) 

Concentração 
(mg x mL-1) Tratamentos 

Bactérias 

S. aureus  E. coli Bacillus sp. 

0,10 
T1 – – – 

T2 – – – 

0,25 
T1 – 10,0 ± 0,1 – 

T2 – 14,0 ± 0,2 – 

0,50 
T1 10,0 ± 0,1 17,0 ± 0,3 18,0 ± 0,1 

T2 12,0 ± 0,3 18,0 ± 0,2 20,0 ± 0,2 

0,30 Cloranfenicol 19,5 ± 0,2 19,0 ± 0,1 19,0 ± 0,1 

Fonte: Dados da pesquisa. (–) Não apresentou halo; (T1) Extração pelo Método à Frio; (T2) Extração 

pelo Método à Quente;  

 

O método de extração constitui uma das etapas mais importantes para a 

obtenção de um extrato rico em metabólitos bioativos. A extração a frio pode 

preservar alguns bioativos como os antioxidantes enquanto a extração a 

quente/infusão pode resultar em uma eficiência de extração de alguns ácidos que 

possuem a ação de proteção da planta (RASHEED et al., 2018). Para Casagrande 

et al. (2018), além do solvente e do método de extração as variáveis que são 

importantes também são o tempo e a temperatura, estes dois últimos estão 

relacionados com a integridade dos bioativos e a abundância deles no extrato e 

determinado, assim, a sua eficiência. 
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5.4 Avaliação do crescimento celular de leveduras na presença de bactéria 

frente aos extratos M. koenigii e B. dracunculifolia  

A figura 16 mostra o resultado do teste de crescimento celular pelo método de 

gota para as leveduras em co-cultura com Bacillus sp. cultivados em meio 

fermentativo com adição dos extratos de M. koenigii com os dois tratamentos, notou-

se que o tratamento 1 foi não afetou o crescimento celular similar ao controle e que 

este comportamento foi observado para ambas as leveduras. Entretanto, para o 

tratamento 2 houve uma pequena alteração no perfil de crescimento da levedura, 

possivelmente, a concentração mais elevada do extrato atuando no meio 

fermentativo tenha afetado o crescimento da levedura. Sugerindo que talvez o 

sinergismo dos bioativos presentes no extrato tenha causado essa inibição. 

Este ensaio tem como objetivo apresentar de forma qualitativa o crescimento 

celular na presença de um agente estressor qualquer, sendo mensurada pelo 

desenvolvimento da colônia da levedura. Mueller et al. (2020), em seus estudos com 

processo fermentativo acrescentando diferentes concentrações de etanol ao meio 

fermentativo e leveduras industriais utilizou esta técnica para avaliar a ação do 

etanol no crescimento das leveduras. Os autores observaram que quando o 

percentual de etanol acrescentado ao meio era maior as colônias apresentavam-se 

menores, deformadas ou fragmentadas, demonstrando, assim, a toxicidade que 

elevados teores de etanol causam as células de leveduras. 

Figura 16 – Análise do crescimento celular das leveduras Pe-2 (A) e Cat-1 (B), em 
meio fermentativo com adição de diferentes concentrações de extrato de M. koenigii  

 

Fonte: Elaborada pelo autor  

A figura 17 apresenta a análise do crescimento celular das leveduras em meio 

fermentativo com a adição de extrato de B. dracunculifolia. Embora as leveduras 



 

 

 

43 

apresentaram crescimento, ocorreu nas concentrações mais elevadas do extrato 

uma inibição do crescimento da colônia, ou seja, houve alteração do tamanho das 

colônias, que foi observado tanto na figura 17(A) como na 17(B). O resultado sugere 

que a presença de bioativos desta planta tenha causado a inibição.  

 

Figura 17 – Avaliação do crescimento das leveduras Pe-2 (A) e Cat-1 (B), em meio 
fermentativo com adição de diferentes concentrações de extrato de B. dracunculifolia 

 

Fonte: Elaborada pelo autor 

De acordo com Casagrande et al. (2018), esta planta possui propriedades 

tanto antioxidantes como biológicas. Ademais, Bonin et al. (2020), estudando a 

composição desta planta encontraram a artepilina C como principal componente 

fenólico que possui alta atividade antimicrobianas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

As leveduras utilizadas neste estudo não apresentaram sensibilidade frente 

aos extratos das espécies vegetais avaliadas. O teste de halo de inibição mostrou 

que os extratos aquosos de M. koenigii e B. dracunculifolia apresentam atividade 

antibacteriana frente as cepas de Bacillus sp., E. coli e S. aureus na concentração 

mais elevada e com o extrato preparado por processo de extração a quente. 

Diante dos resultados pode-se sugerir que os extratos vegetais das espécies 

M. koenigii e B. dracunculifolia podem ser uma alternativa sustentável, pois são de 

origem natural e podem ser empregado em processos industriais susceptíveis a 

contaminação bacteriana, contudo são necessários mais estudos para comprovar a 

eficiência em escala industrial. 
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