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RESUMQO: Urna das possivels causas para o aumento do nivel de contaminacdo no caldo de cana, desde a saida do
decamntador até as dornas de fermentacéo, sera a germinagio de esporos ativados pelo tratamento ténmico do caldo.
Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de alguns antimicroblianos utilizados em industrias
sucro-alcooleiras na germinacao de esporos bacteriancs e em suas respectivas celulas vegetativas. Suspensies de
asporos contendo 109-109 esporos/mil de Bacillus subililis, Bacillus coagulans, Bacillus megaterium, Bacillus brevis,
Bacillus stearotherrmophilus e Sporolactobacillus sp. foram testadas. Apds ativacdo a 80°C por 10 minutos, foram
cullivados em caldo de cana ¢ entde os seguinfes antimicrobianos foram dosados: Virginiamicina (1,0, 2.0 e 3.0
pom), Peniciling V Poldssica (1,0 2,0 e 3,0 ppm), Kamoran HS {1,0; 2.0 e 3,0 ppm), Tetraciclina (25,0, 50.0 e 1000
pom}, Bacto! O (20,0; 30,0 e 40,0 ppm) & Adasol A-207 (20,0, 30,0 g 40,0 ppm). As porcentagens de reducdo no
numero de esporos bacterianos e em suas respectivas celulas vegefativas foram malores para as conceniragies
mais elevadas de cada anfimicrobiano, sendo que todos eles apresentaram melhores resuliados guando permansceram
em confate com os microrganismos durante um perfodo de tempo de 8 horas. Dos produtos testados, o que se
moastrou mais eficiente para inativar esporos e celulas vegetativas de bactérias fof o Bactol! O, podendo ser utilizado

para controlar o aurnento de contaminacéo em caldo de cana apos aguecimento e decantacdo.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos; Esporos; Bacterias; Fermentacdo Alcodlica

1.INTRODUCAOQ

A agroinddstria canavieira situa-se entre as
principals agroindastrias do mundo e, em nosso Pais,
sequramente ocupa a lideranca do setor, alem de
representar para varias regides, a base de sua economia,

Concomitantemente 4 evolugao da inddstria
sucro-alcogleira, trabalhos no sentido de isolar,
caracterizaer e combater agentes contaminantes deste
processo tém sido realizados, uma vez gque estes sao
causadores de problemas como: consumo de agucar,
queda de viabilidade de células de leveduras devido as
toxinas excretadas no meio, floculagio do fermento que
acarreta perda de células de leveduras pelo fundo de
doma ocu na centrifuga e queada no rendimento industrial
(ALTERTHUM et al, 18984, AMORIM et al, 1989). Além
disso, a formagac de gomas provocada pela infecgao
aumenta a viscosidadea do caldo, causando problermas
operacionais na fabrica (FOSTER, 1969; TILBURY,

1975).

Trabalhos de caracterizagdo destes
microrganismaos contaminantes mostram gque as
bactérias do grupe Gram-positiva predominam no
processo, sendo os géneros Bacillus e Lactobacillus
s de maior ocorréncia (RODINL, 1885, ROSALES, 19585;
GALLO, 1989; OLIVA-NETO, 1990). Além disso, grands
parte das bactérias até agora isoladas da fermentacio
alcodlica s30 produtoras de esporos como Sacillus
subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus megalerium, Ba-
cillus brevis e Bacillus stearothermophilus (GALLD,
1989).

Durante estudos sobre o efeito da temperatura
de ativagao, pH e tempa de incubagao na germinacao
de esporos de bactérias isoladas de processos de
fermentacac alcodlica, DUQUE (1991) encontrou gue o
melhor tratamento para a ativagio ¢ germinacgao dos
esporos das espécies investigadas (8. subtilis, B.
megaterium, B, coagulfans ¢ B, brevis) fol 80°C e pH
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5,5, 0 que demonstra a possibilidade de germinagao
destes esporos nas condicdes de tratamento térmico
do caldo de cana-de-aglicar para a producio de alcool &
agucar. Estes resultados estdo de acordo com MORAN
et al (1930}, que encontraram uma maior porcentagem
de germinacio a B0*C por 10 minutos para Baciifusspp..

Um dos grandes problemas gue vam ocarrendo
durante o processo de produgdo de dlcocl & a
sobrevivencia de microrganismos apos o fratamenio
terrmico & a recontaminacio do mosto desde a saida do
decantador, passando pelos trocadores de calor, até a
chegada s domas de fermentacio, onde ha um aumento
da populacéo bacteriana gue chega a atingir centenas ¢
até milhares de vezes. Uma das hipdieses é gue este
aumento seja causado pela germinagiac de esporos
bacteriancs gue foram ativados pelo tratamento termico
do caldo.

Ma tentativa de controle de infecgdes na
fermeniacie alcodlica, diversas praticas envolvendo a
utilizagao de agentes antimicrobianos vém sendo
adotadas. A aplicacio de acido sulflrico no preparo do
peé de cuba € uma pratica comumente utilizada em
nogsas destilarias.

A penicilina V' acida € normalmente empregadsa
no controle de cocos ¢ micrococos (AMORIM &
OLIVEIRA, 1982). Qutros compostos testados e
recomendados 20 0 pentaclorofenal (GAL 1945; citado
por GALLO & CANHOS, 1991, BARRETO, 1943,
ALMEIDA & LIMA, 1853; AYRES, 1860). associagio
de penicilina e cloranfenicol (AQUAROMNE et al, 1968;
cifados por GALLO & CANHOS, 18971) @ penicilina G
potassical hexaclorofenol! cloranfenicol associados
(SATO et al, 1980; citados por GALLO & CANHOS,
1991).

Segundo EGUCHI (12989) varios desinfetantes
guimicos sdo utilizados pela inddstria sucro-alcooleira
Ccomo 05 compostos fenadlicos, compostos clorados,
quaternarie de amonio, aldeidos além dos antibidticos
{tetraciclina, cloranfenicel, panicilina e virginiamicina).

Desta forma, o presents trabalho teve como
objetive avaliar a atividade de alguns antimicrobianos
utilizados em indlstrias sucro-alcooleiras, na germinagao
de esporos bacterianos e em suas respectivas celulas
vegetativas, contribuindo deste maodo com informagoes
que poderfo auxiliar no controle ou combate destes
contaminanies, visando a melhoria no rendimento in-
dustrial.

2. MATERIAL E METODO

2.1. Meio para a germinacac e mulliplicacao
bacteriana

Como meio para a germinagio de esporos

bacterianos fol utilizado mosto, a 10%: de ART, preparado
a partir de xarope concentrade de caldo de cana-de-
agicar esterilizado em autoclave a 1.0 atmosfera de
pressao, 3 12100 durante 20 minutos.

2.2. Culturas

Suspenstes de esporos bacterianos das
seqguintes especies foram uiilizadas nos experimentos:
B. subtilis, B. coagulans, B. megaterium, B. brevis, 5.
stearothermophilus e Sporolactobacilius sp.. Estas
bactérias foram isoladas de precesso fermentativo para
a producao de alcool de cana-de-acucar por BODIMNI
{1985) e GALLO (1989), encontrando-se as mesmas
conservadas em estado liofilizado, fazendo pare da
colecio de bactérias do Departamento de Ciéncia e
Tecnelogia Agroindustrial, da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queircz" - Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba-SP.

2.3. Antimicrobianos

s antimicroblancs e as concentragdes
utilizadas foram: virgintamicina {(1,0; 2,0 & 3,0 ppm),
penicilina 'V potassica (1,0; 2,0 e 3,0 ppm), tetraciclina
{25,0; 50,0 & 100,0 pprm), kamoran HJ (1,0; 2,0 & 3.0
ppm) e os quaternarios de amdnio Bactol O e Adesol A-
207 (20.0; 30,0 & 40,0 ppm). Tais concentracdes
englobam aguelas recomendadas pelos fabricantas, bem
como uma concentraggo superior & uma inferiar,
tomando-se o cuidado para que a ufilizagao dos referidos
antimicrobianos em escala industrial fosse
economicaments viavel.

2.4, Meios de Cultivo

Para a esporulagao das bactérias utilizou-se o
meic de cultivo completo para esporulacan (Difce 0582).

Para todos os ensaics foi utilizado o meio da
culfivo Plate Count Agar (PCA Difce 0479), tante na forma
sdlida come liguida (GLT).

2.5. Esporulacao e Coleta de Esporos

Apos reativacio das culturas em calde GLT, os
esporos foram obtides através de espalhamento das
suspensdes das culturas com uma espatula de
Drigalsky, em placas de Petri (145 mm x 25 mm),
contaendo meic de cultivo complato para esporulagio. A
incubacio foi feita em estufa 2 35%C + 12C por um periodo
de 48 a 72 horas, até cbier-se esporulacio completa
com liberacéo dos mesmos, a gual foi determinada
atraves do metodo de coloragaoe de BARTHOLOMEW &
MITTWER (1950).

Apos a completa esporulacdo das culturas, os
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espores foram ressuspendidos em dgua destilada
esterilizada & resfriada a + 5°C, sendo em seguida
centrifugados a 3600 G {mis2) par 10 minutos, Depois
de eliminado ¢ sobrenadante, a massa de esporos foi
novamente ressuspendida e centrifugada, repetindo-se
este processoe por mais 4 vezes, com a finalidade de
eliminar o maximo possivel de “debris” celulares.

2.6. Ativacdo e Germinacao dos Esporos

Para o tratamento de ativagao, a suspensio de
esporos considerada foi submetida ao aguecirnento (8020
por 10 minutos), sendo a seguir resfriada. Apds o
tratamento de ativagao incculou-se 1,0 ml da suspensdo
de esporos ativados em wbos de ensaio (200 mm x 20
rmim) contenda 20 ml de mosto esterlizado (10% ART;
pH 5,1-5.2); homogeneizou-se ¢ dai foi retirada uma
amostra para diluigées em série e plaqueamentoe a fim
de se estimar a populacgio de esporos ativados
inicialmente prasente neste frasco. 4 seguir dosou-se,
com pipeta de alta precisao (GILSON P200), os
antimicrobianos no mosto inoculado e os mesmos fo-
ram pre-incubados 3 35°C = 1°C por 6§ horas, sendo
novos plagueamentos realizados a cada 3 horas ateé se
completar @ horas de pré-incubacao.

2.7. Avaliacao dos Antimicrobianos na Germinagio
de Esporos Bacterianos

Fara avaliagio dos antimicrobianos na
germinacio de esporos o trabalho foi dividide em etapas,
sendo gue cada uma foi constituida pela utilizagao de
uma suspensao de esporos bacterianos, uma
concentracao de cada antimicrobiane e dos seis
produtos testados. Dessa forma, foi possivel avaliar
dentro de cada etapa qual o melther produte para uma
determinada suspensio de esporos na concentracao
estudada.

Como o expearimente completo se constituiu na
determinagéc da sensibilidade de seis suspenstes
diferentes de esporos bacterianos, de seis produtos
antimicrebianos e de trés concentracdes de cada um
destes produtos, foram necessarias dezoito etapas, as
qguais foram realizadas independentemente e em
duplicata.

28. Delineamento Experimental e Analise
Estatistica dos Dados

O delineamenta experimeantal foi o inteiramente
casualizado, num esguema fatorial §xBx3x3, para a
andlise da capacidade de germinacas dos esporos. Para
a analise estatistica foi utilizada a téonica de Modelos
Lineares Generalizados, uma vez gue o5 dados
apreseniavam distribuican de Poisson.

3. RESULTADOS E DISCUSSACQ

Os resultados das contagens de UFC/ml das
espécies de Bacifius e Sporolactobacilius estudadas,
submetidos aos diferenies fratamentos com
antimicrobianos em suas respectivas concentragoses,
encontram-se na Tabela 1,

De acordo com a analise estatistica, para todos
05 microrganismos estudados houve efeito significativo
ao nivel de 1% enire produtos (antimicrobianos),
concentracdo e hora (tempo de contato com o
antimicrobiano); e também as suas interagdes de
segunda ordem foram significativas a 1% de
significancia.

Dentro das interagoes, houve efeito significativo
dos fatores enfre si. Desta forma para identificar o melhor
antimicrobiane, a concentragio mais cficaz e o seu
respective tempo de atuagio foram ebservados os dados
de contagem de UFC/mI,

3.1. Acao dos Antimicrobianos na Germinacao de
Esporos e Multiplicacio das Bactérias

Osvalores medios da porcentagem de redugaa’
aumento obitidos no estudo do efeito dos antimicrobianos
na germinacao de esporos bacterianos e multiplicagéo
de suas respectivas celulas vegetativas sao
apresentados ha Tabela 2. De uma forma geral, os
resultados obtidos mostraram uma grande variagao em
refacio a sensibilidade das bactérias frente aos produtos
testados.

Para efeito de padronizagdo dos resultados,
considerar como ineficiente ou de baixa eficiéncia o
produto que proporcionar redugio na populagio
bacteriana de ate 50,0%; denominar como de razodve|
eficiéncia o produto que apresentar de 50,0 a 75,0% de
reducdo e de boa agao ou eficiéncia aquele produto com
percentual de redugio acima de 75,0%.

3.1.1. Virginiamicina

Os resultados da presente pesquisa diferem
dagueles encontrados em PRIMNCIPAIS baciérias
contaminantes da fermentagdo alcodlica, suas
caracteristicas e sensivilidade a antimicrobianos (19913,
onde a virginiamicina na conceniraciao de 1,0 ppm, com
3 horas de contato conirolou razoavelmente B.
stearothermophilus{-73,70%:). Quando o tempo de agio
do produio aumentou pars § horas houve razoawvel
reducio na populacio de B. coagulans {-65.70%), B.
magatarium {-64 70%) e B stearothaermophilus (-
76,30%:). Ja B. subtilis ndo apresentou sensibilidade a
este produto.

STUPIELLO (1993), verificou gue para a inibigao
de B. brevis, B. megaferium, B. coaguianse B. subtilis
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foram necessarios 0,25 ppm, 0,25 ppm, 0.5 ppme 0.5a
1,0 ppm de virginiamicina respectivamente. Para se
atingir & concentragao bactericida minima foram
reguerides 16.0 ppm para B. brevis, 2,0 ppm para B.
megaternum, 2,0 ppm para B. coagulanse tambem 2,0
ppm para B. subtilis.

3.1.2. Penicilina V Potassica

Os resultados agqui encontrados estéo de acordo
com RODIMI {(1989), cnde a aulora citou que 5.
megatariumtem capacidade de se desenvolver quando
colocado em doses de até 400 ppm de penicilina.

Segunde STUPIELLO (1893), para a inibicéio de
B. bravise B. megaterium foram necessarios 0,5 ppm
de peniciling, para a inibigio de B. sublilis2,0 ppm e B,
coaguians apresentou desenvaolvimento mesmo com
16,0 ppm deste produto, Para se atingir a concentrac3o
bactericida minima foram requeridos 8,0 ppm de
penicilina para B. brewvis; ja para B. megaterium, 5
coagulans e B. sublilis esta dose letal nao foi obtida
com as maiores concentragdes utilizadas (16,0 ppm),
resultados estes gue concordam corm os baixos niveis
de controle obtidos para B, coagulans e B. megaterium
nc presente estudao,

3.1.3. Kamoran HJ

De acorde com ANTIBIOTICO HJ - Elanco
(19294), 0 produto kamoran HJ na concentracio de 1,0
ppn, com B horas de aluagao provocou boa redugiao
apenas na populagac de 5. brevis (-99,60%).
Aumentando-se a dosagem para 3,0 pprm os percentuais
de reducgao para E. sublilis, B. brevis, B. megateriume
B. coagulans foram de 82,309, 99,99%, 55.40% e
44 60%, respectivamente. Ja B. stearothermophilus
meostrou-se extremaments pouco sensivel ac produto,
hao sendo por ele inibibo em concentracao de 6,0 ppm.

Estes resultados, de uma maneira geral, estéo
de acordo eom os obtidos neste trabalho (principalmente
para a dosagem de 3.0 ppm), exceto para B.
stearothermopiiius, a qual apresentou uma das melhores
porcentagens de redugac para o produto Kamaran H.J.

3.1.4. Tetraciclina

De uma maneira geral, a baixa eficiéncia deste
produto sobre as espaécies bacteranas testadas esta
de acordo com PRIMCIPALS bactérias contaminantes
da fermentagdo alcoodlica, suas caracteristicas e
sensibilidade a antibidtices {(1931), onde 10,0 ppm de
tetraciclina durante 3 e 6 horas de contato praticamente
néo controlou B. brevis, B. coagulans, B. megaterium,
8. subfilis e B. stearothermophilus.

Mo presente trabalha, embora as porcentagens

de reducao obtidas para B. slearcthermophilus sejam
consideradas boas, as concentragies utiizadas foram
bem maiores, ou seja, 25,0; 50,0 ¢ 100,0 ppm.

2.1.5. Bactol

BOONSONG & WIWUT (1985), citaram que
comdesesde 10,0 a 20,0 ppm de quatermnario de amé&nic
a populacao de B. sublilis pode ser controlada,
concordando com os dados do presente trabalho. Jano
trabalho de ROSALES (1989}, utilizando concentragiio
de 30,0 ppm de guaternario de amonio,verificou-se
reducio de 44,230% na populagdo de B. subililis, apos
180 minutos de contate com o produto, Mo presente
estudo, & porcentagem de reducdo obtida para esta
espécie bacteriana foi de 93,47% durante a mesmo
perioda de tempo de contato com o produto. Essa
diferenca poderia ser explicada pela diferente
sensibilidade entre as linhagens utilizadas ou pelo
porcentual de principio ativo dos produtos testados.

3.1.6. Adesol A-207

De acordo com STUFIELLO (1923), sac
hecessarios 10,0 ppm de quaternario de aménio para
inibir B. brevis, B. megaterium, B. coagulans e B.
subtilis. Mo guae diz respeito a concentracgio bactericida
minima foram necessarios 20,0 ppm para B. megatenum
e 40,0 ppm para B. brevis, B. coaguians e B, subtilis,
resultados estes nao concordantes com os do presente
trabalho, embora as técnicas utilizadas tenham sido
diferentes.

Apesarde, no presente trabalbo, nao terem sido
testadas doses bactericidas minimas, o3 porcentuais
de reducio obtidos para B. brevis e B. swbiilis, na
cohcentracao de 40,0 pprm, foram excelentes.

4. CONCLUSAD

4.1. As porcentagens de reducao na populagao
bacteriana foram maiores para as concentragbes
mais elevadas de cada antimicrobiano, com raras
excecies.

4.2, Todos os antimicrobianos testados foram mais
eficientes quando permanecearam am contato com
as bactérias durante um periodo de fempo de seis
horas.

4.3. Para o antimicrobiane Virginiamicina, na
concentracdo de 1.0 ppm, a bactéria mais sensivel
foi o B.stearothermophiius (-65,73%:). Ja& nas
concentragdes de 2,0 ¢ 3.0 ppm, a bactéria mais
sensivel fol B, subfilis, com porcentagens de
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reducio de 81,15% e 88,98%, respectivamente.

4.4, A bactéria mais sensivel 4 Penicilina v Potassica,
na concentragdo de 1,0 ppm, foi B. brevis (-
T7.36%). Quando aste produto foi utilizado nas
concentracdes de 2.0 ppm e 3.0 ppm, a maior
porcentagem de reducio foi obtida para B. subtilis
(93,50% e 96,93%, respectivamente).

4.5, A bactaria B. subfilis foi a mais sensivel ao
antimicrobiano Kamoram HJ na dosagem de 1,0
ppm, com 63,76% de redugio. Quando a
concentracio deste produto aumentou para 2,0
ppm, & bactéria mais sensivel foi B.
stearothermophilus (-83,36%). J& na concentragaon
de 3,0 ppm, a maior poreentagem de redugdo fol
encontrada para Sporolactobacillus sp(-96,299%).

4.6. O antibidlico Tetracicling, nas concentragbes
testadas (25,0, 50,0 & 100,0 ppm), foi mais eficiente
no contréle de B, sltegrothermophilus, para o qual
as porcentagens de redugao obtidas foram 71,799,

4.7. A bactéria Sporclactobacilius sp. fol a mais sensivel
ao produto Bactol & em todas as dosagens
testadas. Desta forma, com 20,0 ppm de
concentragio foi observado 94,84% de reducan
para esta bactéria; ja para 30,0 ppm e 40,0 ppm, o
percentual de redugio fol de 99 ,95%.,

4.8. O guaternario de amdnic Adesaol A-207 tambeam

controlou melhor Sporolactobacilius sp. em todas
as dosagens ufilizadas. As porcentagens de
reducao cbtidas com 20,0 ppm, 30,0 ppm < 40,0
ppm deste antimicrobiano foram 79,56%, 34,26%
e 92,11%, respectivamente.

4 9. Para todos os antimicrobianos testados e em todas

as dosagens uiilizadas, B. coagulans e B.
megateriuvmforam as bactérias menos sensiveais,

410, Dos antimicrobianos testados, o produto gque

apresentou melhor controle para todas as
bactérias utilizadas, com periodos de contato
de 3 e 6 horas, foi o Bactol Q.

86, 78% e 87,23%, respectivamente.

ALCARDE, V.E,; GALLO, C.R.; OLIWEIRA, A.J. Evaluation of antimicrobials on spores germination and outgrowth

of bacteria isolated from alcohol fermentation process., Semina: Ci. Bioldgicas/Salde, v. 17, n. 2, p. 223-229,
Jun. 1996,

SUMMARY: The increase of the contamination fevel of sugar-cane-juice after heat freatment ias been one of the
main problem faced by alcohol industry today. One of the most probable source of it is the spores germination which
are activated by the heating of the sugar-cana-juice. Basing in the assumptions, this work was undeartaken {o evaluate
the activity of same antimicrobials on the bacteral spores germination and outgrowth. Spores suspensions having 10°-
10° spores/mi of Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus megaterium, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus
and Sporolactobacilius sp. were teslod. After activated by heating at 80°C for 10 minules they were cultivated in sugar-
cane-fuice and tested against Virginiarmyein 1.0; 2.0 and 3,0 ppm, Penicillin V Fotassic 1,0; 2,0 and 3.0 ppm, Kamoran
HJ 1,0; 2,0 and 3,0 pom, Tetraciclin 25,0; 50,0 and 100,0 ppm and Quaternarny Ammonium (Bactol Q, Adesol A-207)
20,0; 30,0 and 40,0 perm. Higher spore germination and oufgrowth percentage of inhibition occured for all antirmicrobi-
als at the higher concentrations and & hours of incubation. The most effective antimicrobial for spore germination and
outgrowth inhibition was Bactol Q, pointing oul that it cowld be a usefull antimicrobial for controfling the increase of
contaminalion after sugar-cane-juice heat frealmeaent,
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