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RESUMO 
 

O processo fermentativo é uma importante etapa na produção de etanol, entretanto ao longo              
da produção podem ocorrer contaminações que influenciam diretamente na qualidade e           
quantidade de etanol produzida. O principal grupo de bactérias contaminantes na produção de             
etanol na fermentação são os ​Lactobacillus​, eles podem comprometer a eficiência do            
processo, tornando necessário o uso de antibióticos. Diante deste cenário o presente trabalho             
objetivou avaliar a utilização do extrato de orégano (EO) como antibacteriano natural visando             
o controle desses microrganismos. O extrato de orégano foi produzido no laboratório em             
condições estéreis com 24 horas de antecedência ao seu uso. Ele foi aplicado em quatro               
concentrações, 400, 600, 800 e 1000 ppm. A partir destas concentrações avaliou-se o efeito do               
extrato em bactérias contaminantes, e leveduras, a partir da contagem do número de células              
iniciais e após a inoculação do extrato, comparando-o com o antibiótico comercial usado em              
usinas de açúcar e álcool. Para a realização do estudo, a fermentação ocorreu em seis horas.                
Os resultados revelaram que após a fermentação o extrato de orégano apresentou efeito de              
controle nas bactérias contaminantes. Na maior concentração testada (1000 ppm) o EO            
reduziu aproximadamente 73% da carga microbiana inicial. Desta maneira os resultados           
demonstraram que o extrato de orégano demonstrou ser promissor para o controle das             
bactérias contaminantes do processo de fermentação etanólica, assim como não comprometeu           
o desenvolvimento das leveduras fermentativas.  
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1. INTRODUÇÃO  
A cana-de-açúcar (​Saccharum spp.​), desde o período colonial, exerce forte impacto na            

economia brasileira. Com a estimativa de uma produção de 685,4 milhões de toneladas em              

2020, espera-se um aumento de 1,8% em relação ao ano anterior, tornando nossa produção a               

maior do mundo (IBGE, 2020). Essa matéria-prima é valiosa para economia devido a             

produção de etanol, açúcar, destilados, dentre outros produtos característicos da cultura           

brasileira. É comprovado que o uso da cana-de-açúcar na produção de etanol torna o processo               

um dos mais econômicos dentro da indústria, sendo produzido pela conversão de sacarose ou              

monossacarídeos em etanol no processo de fermentação, permitindo que nosso país chegue a             

produzir mais de 30 bilhões de litros de etanol por safra (ZABED ​et al.​, 2014; PORTAL                

BRASIL, 2017). 

No Brasil, a partir da década de 70, o forte incentivo ao uso do etanol como                

combustível automotivo, impulsionou o surgimento de novas tecnologias para conversão dos           

motores que até então funcionavam somente à gasolina. Entretanto, foi só no início da década               

de 80 que iniciou a produção de veículos movidos a álcool e que vem sendo produzidos até os                  

dias atuais, incentivando a produção de etanol a base de cana-de-açúcar no país (SOUSA ​et               

al.​, 2010). 

Dada a importância da produção de etanol para a economia brasileira, estratégias para             

minimizar as perdas durante o processo tornam-se relevantes. Na etapa de fermentação,            

podem ocorrer contaminações por microrganismos que comprometem a qualidade e a           

quantidade de etanol que é produzido. Dentre os microrganismos deteriorantes estão os            

pertencentes ao gênero ​Lactobacillus​, com maior incidência do ​L. fermentum (VALSECHI,           

2005). Com essa constante contaminação que compromete a produção de etanol, a indústria             

utiliza antimicrobianos para controlar e eliminar esses microrganismos, e os antibióticos mais            

utilizados atualmente são a base do princípio ativo da monensina. 

A monensina é um composto químico produzido pelo fungo ​Streptomyces          

cinnamonensis. ​Pode ser usado na indústria veterinária na forma de ​antibiótico ionóforo,            

como também no setor sucroalcooleiro como antibiótico no controle de bactérias           

contaminantes. Por exemplo, a monensina sódica que apresenta excelente ação frente           

bactérias gram-positivas nas dornas de fermentação alcoólica (NOGUEIRA ​et al​., 2009;           

RODERO​ et al​., 2016). 

Com a crescente demanda por produtos orgânicos também houve um crescimento nos            

estudos buscando antimicrobianos naturais, a base de plantas, óleos essenciais e em alguns             
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casos extratos de ervas para substituição desses agentes químicos. Os estudos demonstram a             

ação de antibióticos naturais em uma significativa variedade de produtos, visando o controle             

tanto de microrganismos patogênicos quanto deteriorantes (ORAL ​et al.​, 2010; MACRI ​et al.​,             

2014; MARCIAL ​et al.​, 2016).  

Dentre as ervas conhecidas com atividade antibacteriana está o orégano (​Origanum           

vulgare​), uma planta comumente usada na alimentação. Entretanto, diversos trabalhos          

demonstram que o orégano pode apresentar efeito antibacteriano e antioxidante quando usado            

para produzir óleos essenciais e também extratos. Isso ocorre devido ao alto percentual de              

Carvacrol e Timol presente tanto no óleo essencial, como no extrato de orégano (TEIXEIRA              

et al.​, 2013). Essas substâncias são responsáveis por afetarem diretamente a membrana celular             

dos microrganismos, provocando a lise da célula e assim comprometendo a proliferação            

celular das bactérias (BURT, 2004). 

Devido às características antimicrobianas do orégano, o presente trabalho consistiu em           

avaliar o potencial antimicrobiano do extrato de orégano no mosto do processo de             

fermentação na produção de etanol como uma alternativa ao uso de antibióticos            

convencionais na indústria do etanol, comparando ainda sua ação com o antibacteriano            

comumente utilizado na indústria sucroalcooleira, para avaliar se o extrato seria uma            

alternativa viável na indústria de etanol natural. 
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2. REVISÃO LITERÁRIA 
2.1. Produção de etanol 

A cana-de-açúcar, de nome científico ​Saccharum officinarum​, oriunda de regiões          

quentes e tropicais está presente no Brasil desde o período colonial quando o produto era de                

grande valor comercial, sendo exportado para Europa, ilhas do Atlântico e para o Oriente.              

(PRADO JUNIOR, 1970; CARVALHO JUNIOR ​et al​., 2008). Ela é matéria prima de             

produtos que vão desde a área alimentícia, destilados, produção de etanol e mais recentemente              

na geração de energia como a bioeletricidade (SOUSA ​et al​., 2010). 

Com o aumento da demanda energética, muitos países buscam alternativas ao uso de             

energias fósseis, visto que o combustível fóssil contribui com o aumento de CO​2 na atmosfera.               

Como alternativa de combustíveis que apresentam redução na emissão de CO​2 quando            

comparado com os combustíveis convencionais são biodiesel, biogás e o etanol (WBA, 2013;             

WWF, 2020). 

Apesar de já existir o incentivo ao uso do etanol e apoio para o surgimento de novas                 

tecnologias, foi apenas no início da década de 80 que o Brasil começou a produzir veículos                

movidos a álcool, os quais vem sendo produzidos até os dias atuais, incentivando a produção               

de etanol a base de cana-de-açúcar no país (SOUSA ​et al​., 2010). 

O etanol produzido a partir da cana de açúcar é considerado o combustível com              

melhor capacidade de atender a característica de energia renovável que também apresenta            

uma boa relação custo/efetividade e é de baixo poder poluente. O etanol de 1ª geração emite                

60% menos gases na queima quando comparado a gasolina, e ainda quando a queima ocorre               

em regiões próximas a plantações de cana parte desse CO​2 é absorvido pela planta (CORTEZ,               

2010; FILHO ​et al​, 2013). 

Outras características vantajosas da cana são as quantidades significativas de          

nutrientes orgânicos e minerais que possui, assim como açúcares livres, a sacarose, glicose e              

em menor quantidade frutose. Desse modo, ela se tornou a principal matéria-prima utilizada             

na indústria brasileira (WHEAL ​et al.​, 1999). Quando comparado com a produção de etanol              

de milho nos Estados Unidos, o etanol proveniente da cana apresenta um custo             

significativamente inferior, além de que o subproduto do processo, o bagaço de cana, pode ser               

aproveitado para a produção de energia, somando mais vantagens ao processo (KOHLHEPP,            

2010). 

Na safra 2019/2020 o Brasil atingiu sua marca de maior produção de etanol em sua               

história, com 35,6 bilhões de litros produzidos. Desse total 34 bilhões corresponde a produção              
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de bioetanol a partir de cana-de-açúcar, um aumento de 5,1% em relação à safra anterior.               

Enquanto o etanol anidro de cana-de-açúcar que é misturado com 27% de gasolina apresentou              

um total de 10,1 bilhões de litros, 8,5% acima da produção 2018/2019 (CONAB, 2020). Esses               

dados demonstram que o Brasil é forte e continua crescendo nesse setor, e que com os                

avanços tecnológicos a indústria pode reduzir mais suas perdas e atingir números ainda mais              

expressivos.  

 

2.2. Contaminantes da fermentação alcoólica  

Na produção de etanol o microrganismo utilizado com maior eficiência na           

fermentação é a cepa ​Saccharomyces cerevisiae PE-2 é específica para a indústria, escolhida             

devido a sua melhor eficiência na transformação de açúcar em álcool (KOSARIC ​et al​.,              

1995). Existem outras opções de microrganismos, todos se caracterizando por serem           

heterotróficos que necessitam de carbono e nitrogênio para sua proliferação e           

desenvolvimento. Entretanto, a escolha do microrganismo e das condições do meio afetarão            

diretamente no resultado do caldo de fermentação (ZABED ​et al​., 2014). 

O processo de fermentação depende dessas condições específicas e ideais para que a ​S.              

cerevisiae tenha condições ótimas para se estabelecer e proliferar de maneira contínua no             

mosto (TOSETTO, 2008). Entretanto a produção de etanol, e consequentemente, o processo            

de fermentação, não ocorrem em condições estéreis, de modo que a contaminação do mosto é               

esperada (SKINNER & LEATHERS, 2004). 

Esses microrganismos contaminantes podem surgir ao longo de todo o processo de            

produção, podendo comprometer diretamente a qualidade do etanol produzido. Essa          

contaminação pode ser proveniente de diversas fontes como o solo, os utensílios e             

equipamentos para o manuseio da cana-de-açúcar. (AMORIN ​et al​., 1996). A diversidade            

microbiana pode variar conforme o processo de produção avança, mas chama a atenção que o               

início do processo apresenta uma alta diversidade bacteriana, e que essa alta carga vai              

aumentando no decorrer das etapas seguintes do processo (COSTA ​et al.​, 2014).  

Essa carga microbiana naturalmente encontrada no caldo de cana durante a           

fermentação pode variar principalmente entre fungos e bactérias, pertencentes aos gêneros           

Bacillus​, ​Acetobacter​, ​Clostridium​, ​Leuconostoc produzindo ácidos orgânicos como butírico,         

acético, fórmico. Outras leveduras também podem contaminar o processo como a ​Dekkera            

bruxellensis​. Recentemente também foram encontrados filos pertencentes ao domínio         

Archaea presentes no mosto misto. Entretanto um dos grupos de contaminantes mais            

importantes são as bactérias pertencentes ao gênero ​Lactobacillus​, caracterizadas por produzir           
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ácido láctico e competir com as leveduras fermentadores no processo de fermentação            

(VALSECHI, 2005; BECKNER ​et al​., 2011; CAETANO ​et al​., 2011; COSTA ​et al​.,2014). 

O gênero é ​Lactobacillus é abundante no processo fermentativo, dentro do grupo            

temos ​Lactobacillus plantarum​, ​L. manihotivorans​, ​L. fermentum​, ​L. vini​, ​L. ferintoshensis​, ​L.            

diolivorans​, ​L. nagelii​, entre outros ao longo de todo o processo (LUCENA ​et al​., 2010).               

Sendo as espécies ​L. plantarum e ​L. fermentum muito prejudiciais às leveduras do processo              

(BASSO ​et al​., 2014).  

As contaminações podem interferir diretamente na produtividade do processo,         

provocando a inibição da atividade metabólica e viabilidade das leveduras, maior tempo de             

fermentação e interferindo também no rendimento final de álcool devido a degradação da             

sacarose para produção de ácidos orgânicos, o que pode acarretar na intoxicação das             

leveduras responsáveis pela fermentação (CHIN ​et al​., 1994; HYNES ​et al.​, 1997; GODOY,             

2002; CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009). Valsechi (2005) cita em seu trabalho que a           

presença de contaminantes também podem influenciar a polarização e assim no controle            

químico, na viscosidade de produtos intermediários, perda de sacarose e ainda em problemas             

operacionais.  

Além de todos esses microrganismos competirem pelo substrato, as bactérias também           

podem produzir metabólitos que além de inibir as leveduras, podem provocar floculação,            

provocando perda de rendimento no processo fermentativo (DE CARVALHO &          

MONTEIRO, 2011).  

 

2.3. Contaminação por ​Lactobacillus  

A contaminação por bactérias no mosto fermentativo na produção de etanol é            

amplamente conhecida pela indústria. Esse processo é bastante estudado para sanar problemas            

que a contaminação causa. Vários estudos demonstraram que há a coexistência de diferentes             

cepas bacterianas com diferentes metabolismos na fermentação, dentre elas as bactérias           

produtoras de ácido lático, como o grupo pertencente ao gênero ​Lactobcillus​, os mais             

abundantes no mosto (BASSO ​et al.,​ 2014). 

As bactérias ​Lactobacillus ​contaminantes podem se diferenciar em dois grupos por           

suas características metabólicas. Elas podem ser bactérias homofermentativas, vão         

transformar as hexoses em ácido lático a partir da glicose, ou podem ser heterofermentativas,              

que produzem tanto ácido lático, quanto etanol, acetato e dióxido de carbono a partir das               

hexoses fermentadas (BASSO ​et al.​, 2014). 
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Isso faz com que essas bactérias possam prejudiquem a produção de etanol das mais              

variadas formas. As bactérias podem comprometer diretamente as leveduras do processo           

fermentativo, ao competir por substrato durante a fermentação. Isso implica num mosto            

caracterizado por uma concentração de frutose sempre superior ao de glicose, devido ao             

consumo da glicose pelos contaminantes. Como as leveduras recorrem a utilização de frutose             

em último caso a fermentação pode ser comprometida (BASSO ​et al.​, 2014). 

O ácido lático produzido por essas bactérias pode também causar efeitos tóxicos nas             

leveduras, agindo diretamente no declínio da viabilidade das leveduras, além de também            

provocar a queda do nível de pH do mosto. Estudos relevam que ambos os grupos afetam                

negativamente o rendimento do etanol, e a presença de ​Lactobacillus fermentum chegou a             

reduzir em até 27% da produção total de etanol. Além desses problemas, também é possível               

que as bactérias lácticas influenciem a estrutura espacial da população microrganismos           

durante a fermentação (BISCHOFF ​et al.​,​ ​2009; BASSO ​et al.​, 2014).  

Com todos os prejuízos que as bactérias produtoras de ácido lático representam na             

produção de etanol, principalmente as pertencentes ao gênero ​Lactobacillus​, esse grupo de            

contaminantes preocupa a indústria sucroalcooleira, obrigando-o a procurar alternativas para o           

controle, promovendo assim um processo de fermentação mais produtivo e consequentemente           

uma produção com alta rentabilidade e qualidade.  

 

2.4. Orégano (​Origanum vulgare​) 

O orégano pertence à família ​Lamiaceae​, com um total de 38 espécies pertencentes ao              

gênero ​Origanum​. As espécies desse gênero têm a característica de crescer em encostos de              

rochas e em áreas montanhosas. Mais de 75% delas são encontradas no Mediterrâneo             

Oriental, assim como também podem ser encontrados em regiões da Europa e Ásia             

(ALIGIANNIS ​et al​., 2001; ŞAHIN ​et al.​, 2004).  

O orégano (​O. vulgare) é uma especiaria comumente usada na culinária em todo o              

mundo, caracterizado por seu aroma e sabor, ou ainda na produção de cosméticos, na              

composição de produtos como hidratantes e perfumes. Entretanto, o uso dessa erva não se              

restringe apenas ao uso na gastronomia ou na indústria cosmética, o orégano também             

demonstrou interessantes características para sua aplicação medicinal. Diferentes pesquisas         

investigaram a atividade anti-inflamatória, anticâncer, citotóxica, antiproliferativa,       

antioxidante e antimicrobiana do orégano (KRUPPA & RUSSOMANNO, 2008; PEZZANI          

et al.​, 2017).  
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Com um significativo volume de estudos pré-clínicos, tanto ​in vitro como ​in vivo​,             

demonstram o potencial do orégano como uma fonte de produtos naturais bioativos            

promissora. Há uma diversidade da aplicação do orégano tanto como óleo essencial, extratos             

ou compostos puros para o controle tanto de doenças preexistentes como contra agentes             

infecciosos (PEZZANI ​et al.​, 2017). 

 

2.5. Extrato de orégano como antimicrobiano natural 

Historicamente o uso de plantas e remédios naturais são usados para sanar doenças.             

Com o desenvolvimento tecnológico a ciência passou a estudar o efeito desses produtos e              

como os compostos dessas plantas funcionavam e suas aplicações. Diversas indústrias           

passaram a se interessar pelos efeitos antimicrobianos e fúngicos desses produtos,           

aumentando os estudos do uso de diversas plantas, principalmente preparadas como extratos            

ou óleos essenciais, aplicados como antimicrobianos naturais (BURT, 2004; SHAN ​et al.,            

2009).  

Com a popularização do efeito secundário de algumas plantas e seus extratos diversas             

industrias se interessaram em suas possíveis aplicações. Estudos demonstraram efeito dos           

extratos em pragas fitopatogênicas e controle de enfermidades, ou ainda na indústria            

alimentícia interessada no uso de extratos como antimicrobianos naturais, visando processos           

mais suaves e novas alternativas que possam substituir conservantes químicos. (BURT, 2004;            

BUSTAMANTE ​et al.​, 2018). 

Desse modo existe uma abundante quantidade de estudos sobre a atividade           

antimicrobiana de extratos vegetais com diferentes plantas, em diferentes processos contra           

microrganismos tanto patogênicos quanto deteriorantes. Alguns estudos avaliam a ação          

individual do extrato de uma planta ou a ação combinada de diferentes especiarias e plantas               

(SHAN​ et al.,​ 2009; MOSTAFA ​et al.​, 2018; SOLAK, A. ​et al.​, 2019). 

Na composição do orégano (​Origanum vulgare​) há componentes, em diferentes          

concentrações, com propriedades antibacterianas como Carvacrol, Timol, Υ-Terpineno e         

ρ-Cimeno. É comprovado que o óleo essencial de orégano atua na inibição dos             

microrganismos, agindo diretamente na membrana celular. O acúmulo dos compostos na           

bicamada lipídica causam desarranjo na função estrutural, penetram a célula e exercem            

atividade de inibição em seu citoplasma causando lise, resultando na baixa proliferação de             

microrganismos (BURT, 2004; BAKKALI ​et al​., 2008; SILVA ​et al​., 2010).  

A produção do extrato de orégano pode apresentar diferentes metodologias, utilizando           

apenas água em diferentes temperaturas ou ainda utilizando etanol para extrair os compostos             
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responsáveis por suas propriedades antibacterianas ou antioxidante. Dependendo do método          

utilizado o extrato pode apresentar variação de sua maior efetividade contra determinadas            

bactérias (TEIXEIRA ​et al.,​ 2013). 

 Radhakrishna ​et al.​, (2014) relatam em seu trabalho o potencial do extrato de orégano              

no aumento da vida de prateleira de produtos cárneos e possível atividade antioxidante,             

devido aos compostos fenólicos presentes no orégano. Todos esses fatores contribuem para            

que o extrato de orégano também possa atuar controlando bactérias contaminantes na            

fermentação alcoólica. 

 

2.6. Ação dos compostos do Timol e Carvacrol 

Os óleo e extratos do orégano apresentam majoritariamente dois componentes          

conhecidos por sua ação antimicrobiana, o timol e o carvacrol. Diversos estudos            

demonstraram a ação dos extratos de orégano controlando determinados microrganismos          

deteriorantes e patógenos (BEVILACQUA et al​., 2012). Estruturalmente os dois compostos           

são semelhantes, se diferenciando apenas pela posição do grupo hidroxila no anel fenólico,             

mas ambos atuam tornando a membrana celular permeável (LAMBERT ​et al​., 2001). 

Estudos que utilizaram o carvacrol contra ​Bacillus cereus ​demonstram que o composto            

interage diretamente com a membrana celular e atua dissolvendo a bicamada fosfolipídica, o             

que nos leva a presumir que ele se alinhe entre as cadeias de ácidos. Essa interferência na                 

estrutura provoca a desestabilização da membrana aumentando a fluidez da membrana,           

aumentando a permeabilidade passiva. O carvacrol irá agir formando canais pela membrana            

da célula, ocorrendo a separação dos ácidos graxos dos fosfolipídeos e os íons saem do               

citoplasma (ULTEE ​et al​., 2000; ULTEE, 2000; ULTEE ​et al​., 2002).  

O carvacrol e o timol também se mostraram eficazes contra bactérias gram-negativas,            

são capazes de desintegrar a membrana externa, liberando os lipopolissacarídeos e           

aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmática, afetando diretamente a célula          

bacteriana (HELANDER ​et al​., 1998). O timol mostra-se com maior eficácia em pHs baixos,              

nessa condição a molécula do composto é mais indissociada a caracterizando mais            

hidrofóbica, permitindo que o timol se ligue mais facilmente as áreas hidrofóbicas das             

proteínas e se dissolve com mais facilidade na fase lipídica (JUVEN ​et al​., 1994).  

Esses compostos podem ainda atuar inibindo os efeitos dos contaminantes nos           

produtos, por exemplo o carvacrol que apresentou sucesso na interferência da produção de             

biofilmes por ​Chromobacterium violaceum​, ​Salmonella typhimurium e ​Staphylococcus        

aureus​. O carvacrol pode ainda interferir na redução de motilidade em bactérias e em sua               
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virulência em determinadas concentrações (INAMUCO, ​et al​., 2012; VAN ALPHEN et al​.,            

2012). Ambos os compostos podem também inibir a produção de toxinas pelas bactérias, o              

carvacrol foi capaz de inibir a produção de toxina diarreica por ​B. cereus em caldos e sopas                 

(ULTEE & SMID, 2001).  
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3. OBJETIVO 
3.1 Geral 

• A realização da pesquisa teve por objetivo analisar a ação antimicrobiana do extrato de              

orégano sobre bactérias contaminantes do mosto no processo de fermentação na           

produção de etanol. 

 

3.2 Específicos 

• Avaliar a ação antimicrobiana do extrato de orégano em bactérias lácticas,           

principalmente às pertencente ao gênero ​Lactobacillus​. 

• Identificação do percentual de extrato de orégano necessário para inativação dos           

microrganismos lácticos. 

• Avaliar o efeito da aplicação do extrato em diferentes concentrações. 

• Avaliação do comportamento da  ​S. cerevisiae​ PE-2 na presença do extrato de orégano. 

• Obter o extrato de orégano. 

• Isolar as bactérias contaminantes do processo de fermentação etanólica. 

• Comparação do extrato de orégano com o antimicrobiano comumente usado na           

indústria.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. Extrato de Orégano 

O extrato de orégano utilizado nos ensaios foi elaborado por meio de infusão segundo              

SILVA ​et al​., (2008). Foram adicionadas 100 gramas de folhas desidratadas de orégano em              

500 mL de água destilada esterilizada. O orégano utilizado foi adquirido comercialmente            

desidratado em lotes fechados de 1kg. Então a solução foi aquecida a 100ºC por 15 minutos e                 

filtrada em papel filtro com poros de 14μm, com 24 horas de antecedência da realização dos                

testes. Foram utilizadas as seguintes concentrações de Extrato de Orégano (EO) 400 ppm, 600              

ppm, 800 ppm e 1000 ppm. 

Figura 1. Produção do extrato de orégano por        

infusão quente em ambiente estéril  

Fonte: Arquivo pessoal 

 

 

4.2. Preparo do inóculo de bactérias contaminantes 

O inóculo de bactérias foi preparado a partir de amostras de mosto fermentado             

coletado nas dornas de fermentação de uma unidade produtora de etanol. Em laboratório os              

microrganismos foram isolados em meio sintético ágar Man Rogosa & Sharpe (MRS), do             

ágar foram retiradas 4 colônias com características morfológicas diferentes e inoculadas em            

20 ml de caldo de cana de açúcar estéril à 4º Brix, utilizadas no dia da inoculação. 

 

4.3. Amostra de levedura 
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O inóculo de ​Saccharomyces cerevisiae PE-2 (levedura industrial) comumente         

utilizada na fermentação para a produção de etanol, foi preparado em meio de caldo de               

cana-de-açúcar clarificado, diluído a 4º Brix esterilizado à 120ºC por 15 minutos, em             

seguida as leveduras foram inoculadas e mantidas à temperatura de 30ºC, por 24 horas              

(Moreira ​et al​., 2013). A linhagem de levedura utilizadas pertenciam a coleção de cultura do               

LAMAM - Laboratório de Microbiologia Agrícola e Molecular – UFSCar – Campus de             

Araras. 

 

4.4. Teste de Sensibilidade 

Para avaliar a sensibilidade das bactérias contaminantes e da levedura ​S. cerevisiae​,            

foi utilizado o método de diluição em caldo por macrodiluição com adaptações (SAHM &              

WASHINGTON II, 1991; ANVISA, 2006). O caldo sintético utilizado foi meio de extrato de              

levedura e peptona - GLT (2,5 g/L de extrato de levedura, 5,0 g/L de peptona, 1,0 g/L de                  

dextrose, em água destilada). Os testes foram realizados em triplicata em cinco repetições,             

usando concentrações de 400 ppm, 600 ppm, 800 ppm e 1000 ppm.  

Para comparação com o extrato de orégano foi utilizado o antibiótico mais usado nas              

unidades industriais de produção de etanol a base de monoensina (ANTI) a 4 ppm seguindo as                

recomendações do fabricante. Também foi realizado um controle (CONT), para comparar o            

resultado da proliferação bacteriano sem agente antimicrobiano, e com o antimicrobiano           

natural e o antibiótico.  

 

4.6. Preparo dos tubos para inoculação  

- Tratamento com extrato de orégano: 1,0 mL de bactérias contaminantes + dose de              

extrato + GLT completando 10 mL.  

- Tratamento com extrato de orégano: 1,0 mL de leveduras PE-2 + dose de extrato +                

GLT completando 10 mL. 

- Tratamento com antibiótico padrão: 1,0 mL de bactérias contaminantes + dose de             

antibiótico + 9 mL de GLT. 

- Controle: 1,0 mL de bactérias contaminantes + 9 mL de GLT. 

- Controle: 1,0 mL de leveduras + 9 mL de GLT. 

 

4.7. Análise microbiológica 

Para a leitura do crescimento dos lactobacilos contaminantes foi utilizado o meio de             

cultura sólido Man Rogosa & Sharpe (MRS), e para as leveduras meio sólido de extrato de                
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levedura YEPD (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de glicose, 20 g/L                  

de ágar, em água destilada), ambos pela técnica de ​spread plate​, incubadas a 35ºC por 48                

horas. A leitura do crescimento microbiano foi realizada às 0 horas e após 6 horas de                

fermentação de etanol, de acordo com a metodologia de Bassi ​et al​., (2016). 

 

4.8. Análise estatística  

Para avaliar o efeito do extrato de orégano nas bactérias contaminantes e leveduras da              

fermentação, foi realizado teste de ANOVA e de Tukey na comparação de cada tratamento.              

Os testes foram feitos no programa Bioestat​® versão 5.4 (IDSM, 2020), e para a elaboração               

dos gráficos e tabelas foi usado o software Excel da Microsoft​®​, assim como realizado no               

trabalho de Bassi ​et al​. (2016). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

Os resultados do efeito dos tratamentos tanto com o extrato de orégano, como com o               

antibiótico padrão, respectivamente às 0 e 6 horas são apresentados nos figura 2 e 3.  

 
Figura 2​. Número médio de bactérias contaminantes no tempo zero e após 6 horas, nos tratamentos com extrato                  

de orégano de 400 a 1000 ppm, antibiótico padrão e tratamento controle.  

 

 Os resultados demonstraram que o tratamento CONTR às 6h apresenta um número de             

bactérias significativamente superior ao apresentado pelo mesmo tratamento às 0h, com           

2,24E+06 UFC/ml. Esse número de bactérias foi superior também ao apresentado por todos             

os outros tratamentos. Já os tratamentos com o EO, em todas as concentrações (400 ppm, 600                

ppm, 800 ppm e 1000 ppm), após 6 horas apresentaram carga bacteriana inferior a carga               

inicial. 

A utilização do extrato de orégano reduziu a contaminação bacteriana após 6 horas em              

todos os tratamentos e o maior controle ocorreram nos tratamentos com concentração de 800              

e 1000 ppm de EO. Os resultados podem ser observados na figura 3. 
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Figura 3​. Número médio de bactérias contaminantes nos tratamentos com extrato de orégano de 400 a 1000                 

ppm, antibiótico padrão e tratamento controle após 6 horas de fermentação. 

 

Na figura 3 pode-se observar que o número de bactérias dos tratamentos após as 6               

horas, no caso dos tratamentos com EO e o antibiótico, que o número de bactérias foram                

menores que o CONT. O tratamento EO 1000 ppm com 4,08x10​4 UFC/ml e o EO 800 ppm                 

com 3,87E+04 UFC/ml apresentaram as menores proliferações das bactérias contaminantes e           

com resultados muito próximos. Pela análise estatística presente na tabela 1, todos os             

tratamentos com EO e o antibiótico apresentaram diferenças estatísticas significativas, ao           

nível de 99% de confiança, quando comparados ao tratamento CONTR, comprovando que o             

extrato de orégano apresenta atividade antibacteriana contra as bactérias contaminantes do           

mosto fermentativo. 

Como já era esperado o tratamento com o antibiótico (ANTI) apresentou valor inferior             

ao CONTR (figura 3), com 9,40x10​4 UFC/ml, controlando as bactérias contaminantes. Apesar            

do tratamento ANTI apresentar uma carga bacteriana maior de contaminantes em relação as             

demonstradas por todos os tratamentos com EO após 6 horas, não houve diferença estatística              

significativa entre eles. Esse resultado demonstra que o extrato de orégano apresenta um             

desempenho similar ao apresentado pelo antibiótico padrão.  

O controle dos microrganismos pelo extrato de orégano pode ser visualizado quando            

comparamos as figuras 4 e 5. A figura 4 corresponde ao crescimento de bactérias              
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contaminantes em meio MRS, tratamento CONT, após 6 horas de fermentação sem diluição,             

enquanto que na figura 5 mostra o crescimento de bactérias contaminantes em meio MRS,              

tratamento EO 1000 ppm, após 6 horas de fermentação também sem diluição. Na placa do               

tratamento CONT o crescimento foi tão alto que impediu a contagem das colônias, enquanto              

que na figura 5 o crescimento foi visivelmente menor. 

FIGURA 4. ​Crescimento de bactérias contaminantes em       

meio MRS, tratamento CONT, após 6 horas de        

fermentação. 

Fonte: Arquivo pessoal 

FIGURA 5. ​Crescimento de bactérias contaminantes em       

meio MRS, tratamento EO 1000 ppm, após 6 horas de          

fermentação. 

Fonte: Arquivo pessoal 
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Tabela 1​. Comparação entre contagem de 6 horas dos tratamentos com extrato de orégano de 400 ppm a 1000                   

ppm, antibiótico padrão e tratamento controle pelo teste de Tukey. 

 

O efeito positivo do EO, controlando a proliferação das bactérias contaminantes da            

fermentação alcoólica, corrobora com os registros de sua ação antimicrobiana presente na            

literatura. O orégano é comumente associado a diferentes ervas, para produção de extratos a              

fim de serem utilizados como antibacterianos naturais. Radhakrishnan e colaboradores (2014)           

demonstraram o efeito do extrato de quatro especiarias, entre elas o ​Origanum vulgare​,             

prolongando a vida útil de prateleira de carnes, agindo no controle da proliferação dos              

microrganismos responsáveis pela deterioração do produto. 

 

Tukey: Diferença Q (p) 

Médias (CONTR 6h a  EO 400 ppm 6h) = 3,596 6,0578 < 0,05 

Médias (CONTR 6h a  EO 600 ppm 6h) = 3,968 6,6845 < 0,01 

Médias (CONTR 6h a  EO 800 ppm 6h) = 4,347 7,3242 < 0,01 

Médias (CONTR 6h a  EO 1000 ppm 6h) = 4,618 7,7802 < 0,01 

Médias (CONTR 6h a  ANTI 4 ppm 6h) = 3,327 5,6052 < 0,05 

Médias (EO 400 ppm 6h a  EO 600 ppm 6h) = 0,372 0,6267 ns 

Médias (EO 400 ppm 6h a  EO 800 ppm 6h) = 0,752 1,2664 ns 

Médias (EO 400 ppm 6h a  EO 1000 ppm 6h) = 1,022 1,7224 ns 

Médias (EO 400 ppm 6h a  ANTI 4 ppm 6h) = 0,269 0,4526 ns 

Médias (EO 600 ppm 6h a  EO 800 ppm 6h) = 0,380 0,6396 ns 

Médias (EO 600 ppm 6h a  EO 1000 ppm 6h) = 0,650 1,0957 ns 

Médias (EO 600 ppm 6h a  ANTI 4 ppm 6h) = 0,641 1,0794 ns 

Médias (EO 800 ppm 6h a  EO 1000 ppm 6h) = 0,271 0,456 ns 

Médias (EO 800 ppm 6h a  ANTI 4 ppm6h) = 1,020 1,719 ns 

Médias (EO 1000 ppm 6h a  ANTI 4 ppm 6h) = 1,291 2,175 ns 
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Na literatura também encontramos resultados do efeito do extrato de orégano no            

controle de bactérias do grupo de ​Pseudomonas spp​, bactérias mesofílicas aeróbicas,           

psicrófilos e coliformes, de maneira que sua eficácia varia conforme as concentrações de             

orégano usadas e períodos de tratamento do produto com o extrato, além das especificidades              

de cada estudo (FERNANDES ​et al​., 2016; KHALED ​et al​., 2016). 

A ação do extrato de orégano contra ​Listeria monocytogenes​, grupo gram-positivo           

assim como os ​Lactobacillus​, também apresentou resultados positivos no controle do           

crescimento do patógeno. Assim como em nosso trabalho, foram usadas diferentes           

concentrações de extrato, variando entre 400 ppm e 1600 ppm, e os resultados demonstraram              

diferenças de desempenho na inibição dos microrganismos conforme as concentrações do           

extrato, o que corrobora com o entendimento de que o aumento da concentração do extrato               

aumenta a eficiência antimicrobiana (SEABER ​et al.​, 2003). 

Outros fatores químicos podem ser associados ao extrato de orégano para seu melhor             

desempenho como antimicrobiano. O timol, importante componente na ação antibacteriana do           

orégano, apresentou eficiência no controle de ​L. monocytogenes em caldo com o pH ácido,              

em torno de 5,5 ou 6,0 (SEABER ​et al.​, 2003). Essa é uma característica vantajosa, já que no                  

processo fermentativo de etanol as bactérias contaminantes são produtoras de ácido láctico e             

podem provocar um meio ácido. Devido a essa característica é possível que mesmo em um               

pH baixo, o timol presente no extrato de orégano ainda preserva sua característica             

antimicrobiana e atue controlando as bactérias contaminantes. 

Na figura 6 estão os resultados da avaliação do efeito do extrato de orégano na               

levedura ​Saccharomyces cerevisiae​ PE-2, responsável pela fermentação.  
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Figura 6​. Número médio de leveduras com tratamentos de extrato de orégano de 400 ppm, 1000 ppm e o                   

tratamento controle. 

 

Na figura 6 é possível avaliar que mesmo no tratamento com a maior concentração do               

extrato de orégano (1000 ppm), as populações de leveduras após 6 horas expostas ao              

antimicrobiano natural não apresentaram déficit em sua proliferação. Todos os tratamentos           

após 6 horas demonstraram um aumento da carga de leveduras em relação as cargas iniciais               

de 0h, indicando que o extrato não afetou as leveduras. O tratamento com maior concentração               

do extrato (1000 ppm), também foi o tratamento que apresentou maior carga de leveduras              

após o período de fermentação chegando a 2,64x10​7​  UFC/ml. 

A análise estatística demonstra que não houve diferença significativa para as           

leveduras entre o tratamento CONTR e as dosagens de EO após 6 de fermentação,              

confirmando que nas concentrações testadas o extrato de orégano não prejudicou o            

desenvolvimento das populações de leveduras fermentativas. O fato do extrato não ter            

prejudicado o desenvolvimento das leveduras durante as fermentações é uma importante           

característica para que o mesmo possa se tornar um bom substituto do antibiótico usado              

atualmente na produção de etanol. 

A ​Saccharomyces cerevisiae ​PE-2 usada na fermentação é uma cepa estudada e            

desenvolvida especialmente para a produção de etanol. Ela é usada na maioria das usinas do               

Brasil e é responsável pela fermentação de etanol de grande parte do mundo, isso só é                

possível devido suas características fisiológicas específicas, permitindo que a PE-2 tenha           
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robustez e tolere variações no ambiente, resistindo a diferentes fontes de estresse (ARGUESO             

et al. ,​2009; PEREIRA ​et al.​, 2011).  

Essas características da PE-2 permitem que ela resista não apenas às adversidades da             

produção de etanol durante a fermentação, como também aos agentes químicos utilizados para             

o controle dos microrganismos contaminantes. Os resultados desse trabalho demonstram que           

além das características de robustez da PE-2, que permite certa resistência da levedura, os              

componentes presentes no extrato de orégano, carvacrol e timol, não apresentaram efeito na             

levedura, mas apenas nas bactérias contaminantes, atuando realmente como antibacteriano. 

A figura 7 mostra o crescimento de leveduras em YEPD, tratamento 1000 ppm 10​-4​,              

após 6 horas de fermentação, enquanto que na figura 8 mostra o crescimento de leveduras em                

YEPD, tratamento CONT 10​-4​, após 6 horas de fermentação. Comparando as duas imagens é              

possível que visualmente o crescimento de colônias é parecido. 

 

FIGURA 7. Contagem de leveduras em YEPD, tratamento 1000         

ppm 10​-4​, após 6 horas de fermentação.  

Fonte: Arquivo pessoal 
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FIGURA 8. Contagem de leveduras em YEPD, tratamento CONT         

10​-4​, após 6 horas de fermentação.  

Fonte: Arquivo pessoal 
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6. CONCLUSÃO  
O extrato de orégano apresentou efeito no controle de bactérias lácticas contaminantes            

em todas as dosagens, com efeito similar ao antibiótico mais largamente utilizado nas             

fermentações industriais. Assim como também não interferiu no crescimento das leveduras. 

A utilização do extrato de orégano em todas as dosagens não prejudicou a proliferação              

das leveduras. O fato do antimicrobiano natural não ter prejudicado o desenvolvimento das             

leveduras durante as fermentações é uma importante característica para que o mesmo possa             

substituir o antibiótico usado atualmente na produção de etanol. 

Novos estudos devem ser realizados com concentrações mais altas de extrato para a             

determinação da melhor concentração de extrato contra bactérias lácticas contaminantes,          

assim como mais experimentos que testem tanto a ação do extrato de orégano diretamente no               

mosto em uma fermentação etanólica de bancada, como também estudos que caracterizem a             

composição química do extrato de orégano, para uma melhor determinação dos componentes            

antimicrobianos presente no extrato seguindo esse processo de extração.  
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