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RESUMO: A deposicdo de biofilmes tem gerado transtornos a industria sucro-alcooleira devido
ao acumulo bactérias metabolizadoras de sacarose, glicose e frutose que consomem parte
significativa dos carboidratos disponiveis e alteram as condi¢des do meio, diminuindo a eficiéncia de
fermentac&o etilica por meio das leveduras. A maioria dos trabalhos que visam a detecgdo e controle
de microrganismos nas usinas sucroalcooleiras foi realizada fora do Brasil e focam no controle da
qualidade bacteriolédgica do produto final e ndo no processo de formacédo de biofilmes. Dessa forma,
0 objetivo geral deste projeto é desenvolver um produto eficiente de combate a bactérias formadoras
de biofilmes do sistema de producdo industrial de etanol, por meio da combinacdo de agentes
bactericidas especificos para grupos bacterianos identificados. As etapas iniciais de processamento e
extracdo do DNA das amostras foram realizadas com sucesso e a realizacdo da analise metagendmica
das amostras revelou a predominancia de bactérias do género Lactobacillus, Streptococcus e
Weissella. Adicionamente foi realizada também uma anélise da comunidade de bactérias do mosto
nas dornas, revelando a predominéncia do género Lactobacillus, mostrando que bactérias presentes
nos ternos de moenda podem ser fonte de contaminacéo para o mosto de fermentacdo. Os resultados
parciais foram importantes para nos guiar em qual grupo bacteriano focar na construcao do prototipo.
Neste momento estdo sendo realizadas pesquisas na literatura sobre quais os principais agentes ja
descritos no controle do género Lactobacillus.
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INTRODUCAO

A deposicdo de biofilmes tem gerado transtornos a indudstria sucro-alcooleira devido ao
acumulo bactérias metabolizadoras de sacarose, glicose e frutose que consomem parte significativa
dos carboidratos disponiveis e alteram as condi¢fes do meio, diminuindo a eficiéncia de
fermentacao etilica por meio das leveduras (LIMA et al., 1974). A maioria dos trabalhos que visam
a detecgdo e controle de microrganismos nas usinas sucroalcooleiras foi realizada fora do Brasil e
focam no controle da qualidade bacterioldgica do produto final e ndo no processo de formacao de
biofilmes (SKINNER e LEATHERS, 2004; SKINNER-NEMEC et al, 2007;
MILINTAWISAMAI et al.,



V11l Semana de Ciéncia e Tecnologia IFMG - campus Bambui
V111 Jornada Cientifica

2007).0 objetivo geral deste projeto é desenvolver um produto eficiente de combate as bactérias
formadoras de biofilmes do sistema de producdo industrial de etanol, por meio da combinacdo de

agentes bactericidas especificos para grupos bacterianos identificados.

MATERIAL E METODOS
Serdo coletadas amostras de 25 cm2 (5x5 cm) biofilme de cada um dos seis ternos de moenda
para analise. Adicionalmente, cada amostra sera dividida em uma sub-amostra de 1 cm de espessura
da porcdo mais externa do biofilme e outra da por¢do mais interna, totalizando 12 amostras do
biofilme. A caracterizacdo dos grupos bacterianos serd realizada pelo método de andlise

metagendmica, na qual é extraido o DNA total presente em cada amostra.
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Figura 1. Esquema das etapas do projeto ja executadas.

A partir da relacdo dos grupos de microrganismos identificados, sera realizada uma busca dos
agentes bactericidas mais eficazes para cada um dos grupos identificados e quatro prot6tipos

combinando os agentes mais eficazes sera preparado para este.
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Figura 2. Esquema das etapas a serem executadas

RESULTADOS E DISCUSSAO

A etapa de coleta e extracdo de DNA foi realizada com éxito (figura 3). Como o processo de
extracdo de DNA de material microbiano é um processo muito sensivel, foi recomendado a
utilizacdo de um kit comercial de extracdo de DNA de microrganismos de solo, que é capaz de

recuperar quantidades minimas de DNA da amostra.
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Figura 3. Material coletado nos ternos de moenda da usina
para extracdo do DNA

A etapa de sequenciamento de DNA e identificacdo dos grupos bacterianos foi realizada
utilizado o sequenciamento de nova geracdo na plataforma MiSeq (lllumina®) (figura 3).
Esta plataforma de Gltima geracdo substituiu a metodologia convencional de sequenciamento dos
grupos bacterianos que exigia a construcdo de bibliotecas de DNA e amplificacdo dos DNAs alvo
em clones por meio de vetores. A substituicdo da metodologia, além de reduzir o tempo de
execucdo desta etapa em seis meses, ela permitiu a obtencao de 100 vezes mais sequéncias de DNA
de microrganismos presentes na amostra, 0 que contribuiu para a identificacdo de grupos
bacterianos presentes na amostra em pequenas quantidades.

O sequenciamento do DNA das amostras foi realizado com éxito de forma que foi possivel
identificar os principais grupos bacterianos presentes até o nivel de género, e alguns até o nivel de
espécie. Foi verificada uma diferenca na composicdo dos grupos presentes no primeiro terno de
moenda (terno de entrada) em relacdo ao Gltimo terno de moenda (terno de saida), sendo que
0 género bacteriano mais abundante no inicio do processo de moenda da cana é o Streptococcus e 0

género mais abundante no final do processo e Weissella (figura 4).
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Figura 4. Abundancia relativa dos grupos
bacterianos encontrados nos ternos de
moenda.
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Como forma de se estimar se estes grupos bacterianos fazem parte da comunidade bacteriana
que contamina o0 mosto de fermentagdo, causando prejuizos a producdo de etanol tanto na forma de
competicdo quanto alterando as condi¢cdes do meio de crescimento das leveduras, foi realizada
também uma andlise da comunidade de bactérias do mosto nas dornas. Nesta analise foi claramente
perceptivel a predominancia de bactérias do género Lactobacillus, género este, que estava presente
nos ternos de moenda. Estes resultados mostram que bactérias presentes nos ternos de

moenda podem ser fonte de contaminacdo para 0 mosto de fermentacao.
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Figura 5. Abundancia relativa dos grupos
bacterianos encontrados no mosto presente nas
dornas de fermentacao

Por fim, buscou-se responder estes grupos bacterianos que estdo presentes tanto nos ternos
de moenda quanto nos tanques (dornas) de fermentacdo, tem origem na cana-de-agucar que entra no
processo, ou seja, elas ja estdo presentes desde a entrada da matéria-prima do processo de
processo de producdo de etanol. Para isto, a mesma andlise foi realizada na cana que entra no
processo. Nesta analise foi verificada uma abundéancia muito pequena do género Lactobacillus,
indicando que esta contaminagdo tem sua origem dentro de seu processamento na usina, € com
fortes evidéncias de ser na etapa de moenda, uma vez que a moenda é 0 processo que se segue a
chegada da cana na usina (figura 6). Os resultados preliminares mostram a importancia de se
controlar as populacdes de bactérias do género Lactobacillus ja no processo de moenda como

forma de minimizar a contaminagdo do mosto de fermentacéo.
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Figura 6. Abundancia relativa dos grupos bacterianos
encontradas em amostras da cana que chega & usina.

CONCLUSOES

Os resultados parciais foram importantes para nos guiar em qual grupo bacteriano focar na
construcdo do protétipo. Neste momento estdo sendo realizadas pesquisas na literatura sobre quais 0s
principais agentes ja descritos no controle do género Lactobacillus. Espera-se que nos proximos 30
dias o protdtipo esteja desenvolvido e finalizaremos este projeto. Esperamos que, utilizando as
informacdes deste projeto, desenvolvamos um novo projeto com objetivo de desenvolver estratégias

de controle dos microrganismos contaminantes no mosto de fermentacao diretamente.
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