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RESUMO

O Brasil é segundo maior produtor mundial de etanol e para manter seu
rendimento ha uma grande preocupacdo por parte das usinas quanto a contaminagdo
bacteriana.

Bactérias presentes na matéria-prima que alimenta a producdo de etanol sdo
frequentes contaminantes, por conta das condi¢des nao estéreis do processo. Para combaté-las
as usinas utilizam antimicrobianos aleatoriamente, pratica esta que encarece o pre¢o do alcool
além de gerar bactérias resistentes e deixar residuos no ambiente.

Deste modo, a identificacdo dos contaminantes em ambientes industriais distintos,
se faz necesséaria, bem como a busca de novas tecnologias para o controle de contaminantes
da fermentacdo alcodlica.

Aqui, ndés mostramos que a técnica molecular de metagenémica utilizando a
regido 16S, aplicada a amostras do conteido de dornas da safra de 2013, corrobora estudos
anteriores e se mostra répida e eficiente para a identificagdo de micro-organismos
contaminantes.

Nossos resultados obtidos através de sequenciamento de segunda geracdo em
plataforma de alto rendimento confirmam a predominancia de Lactobacillus spp na
fermentacdo, além da presenca de outros contaminantes ndo descritos anteriormente como:
Rubrobacter xylanophilus, Cloacibacterium normanense e Diaphorobacter nitroreducens, o

que permite a elaboracdo de um tratamento personalizado.

Palavras-chave: fermentacdo alcodlica; contaminagdo bacteriana; metagendmica.




ABSTRACT

Brazil is the second world’s largest producer of ethanol and, to keep this production,
there is a huge concern by this industry regarding bacterial contamination.

Due to the non-sterile process conditions, bacteria present in the raw material that fuels
the production of ethanol are common contaminants. To combat them, factories uses randomly
antimicrobial, a practice that increases the price of alcohol in addition to generating resistant
bacteria and leave waste on the environment.

This said, the identification of contaminants in different industrial environments is
necessary, as well as the search for new technologies for the control of contaminants from
alcoholic fermentation.

In this project, it will be shown that the molecular technique of using metagenomic 16S,
applied to samples of content of the tanks of the 2013 harvest, corroborates earlier studies and
shows it as a rapid and efficient method for identifying contaminating microorganisms.

Our results obtained using next generation sequencing in high-throughput platform
confirm the predominance of Lactobacillus spp in fermentation, and the presence of other
contaminants not previously described as Rubrobacter xylanophilus, Cloacibacterium normanense

and Diaphorobacter nitroreducens, which enables the development of personalized treatment.

Key-words: alcoholic fermentation, bacterial contamination; metagenomics.




LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Distribuicdo das areas de plantacGes e usinas produtoras de etanol, aglcar e
bioeletricidade.

Figura 2 — Representacdo das amostras da Usina A

Figura 3 — Curva-padrdo para elaboracédo de biblioteca em nM.

Figura 1 — Representacdo do cartucho de reagentes e flowcell (lamina de fluxo)
presentes Miseq Reagent NanoKit IHlumina®

Gréfico 1 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em dornas das Usinas A, B
e C durante os meses de maio a agosto de 2013.

Gréfico 2 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes de cada més em dornas da
Usina A, durante os meses de maio a agosto de 2013.

Graéfico 3 — Distribuicdo das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias
mais prevalentes em dornas da Usina A.

Gréfico 4 — Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do acgucar) das
bactérias mais prevalentes em dornas da Usina A.

Gréfico 5 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em cada més em dornas da
Usina B, durante os meses de maio, junho e agosto de 2013.

Graéfico 6 — Distribuicdo das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias
mais prevalentes em dornas da Usina B.

Gréfico 7 — Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do agucar) das
bactérias mais prevalentes em dornas da Usina B.

Graéfico 8 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes de cada més em dornas da
Usina C, durante 0os meses de maio a agosto de 2013

Gréfico 9 — Distribuicdo das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias
mais prevalentes em dornas da Usina C.

Graéfico 10 — Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do agUcar) das
bactérias mais prevalentes em dornas da Usina C.

Gréfico 11 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento
dorna a dorna da Usina B, durante os meses de maio, junho e agosto de 2013.

Graéfico 12 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento

dorna a dorna da Usina B, durante o0 més de maio de 2013.

14

19

22

23

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

37

39




Grafico 13 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento
dorna a dorna da Usina B, durante o0 més de junho de 2013.

Graéfico 14 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento
dorna a dorna da Usina B, durante o més de agosto de 2013.

Gréfico 15 — Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em rastreamento
realizado na Usina A durante o més de julho de 2013.

Graéfico 16 — Distribuicdo das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias
mais prevalentes em rastreamento realizado na Usina A durante 0 més de julho de 2013.
Gréfico 17 — Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do acucar) das
bactérias mais prevalentes em rastreamento realizado na Usina A durante o més de julho
de 2013

40

41

42

43

44




LISTA DE ABREVIATURAS

°C — graus centigrados

pL — microlitro

MM — micromolar

ddNTP - didesoxinucleotideo

DNA - &cido desoxirribonucleico

LED - diodo emissor de luz

mL - mililitro

MRS — Man, Rogosa e Sharpe

N - normal

NGS — Next Generation Sequencing
NM - nanomolar

pb — pares de bases

PCA — Plate Count Agar

PCR — reacdo em cadeia da polimerase
PROALCOOL - Programa Nacional do Alcool
rDNA — DNA ribossomal

rpm — rotagdes por minuto

THM — trihalomentanos

UFC — unidade formadora de coldnia




SUMARIO

1. INTRODUGAO . .....oooteeeeeeeeeeeetee et nee st 13
2. OBUIETIVOS.... .ottt bbb 18
2.0 GERALL ... 18
2.2. ESPECIFICOS......oo ittt 18
3. MATERIAIS E METODOS........coiiiieieieeeies e ses s sesse s seses s ses s s 19
3.1. SUJEITO DO ESTUDO.......ociiiiiiiiiieieiesieiee ettt 19
3.2. METAGENOMICA ..ottt 20
3.2.1. EXtracao/AcCeSS0 80 DINA. ... .ot 20
3.2.2. Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR)........cocoiviiiiiiniiienese e 20
B TR o U1 | or: Vo T F PSP SPRSPR 21
3.2.4. Quantificacdo Kapa — StepOne Real TIMe........cccevieviiiiiie i 21
3.2.5. Denaturagao d0 DINA.......c.o i 22
3.2.6. Preparago para SEQUENCIAMENTO. ........cceiieririeieiesie ettt 22
3.3. BIOINFORMATICA ...ttt 24
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.........ooiieieiieieteeeetee s, 25
5. CONCLUSOES. .....ooootiiiiiieeesiesissesssssesss st 46
REFERENCIAS. ...ttt 47




13

1. INTRODUCAO

Uma das mais remotas atividades agrarias, a cultura de cana-de-agucar foi
introduzida no Brasil pelos portugueses no periodo colonial e no decorrer dos anos
proporcionou amplos ganhos ao pais. O clima, solo e topografia favoraveis, levaram ao alto
rendimento na produtividade desta cultura, podendo ser colhida cinco ou seis vezes antes do
replantio. Além disso, estudos demonstram que sua produtividade por hectare para o etanol é
maior em relacdo a outras matérias-primas renovaveis, como o milho, por exemplo (Instituto
CNA, 2013).

Tais fatores, aliados a investimentos no setor, proporcionaram ao Brasil vantagens
competitivas no mercado e permitiram que o pais alcancasse o patamar de segundo produtor
mundial de etanol, visto como responsavel por 20% da producdo mundial e por 20% das
exportacdes mundiais (UNICA, 2013).

O principal incentivo para o desenvolvimento da industria sucroalcooleira no
Brasil foi a criacdo, em 1975, por decreto presidencial, do Programa Nacional do Alcool
(PROALCOOL), visando diminuir a dependéncia do petrdleo por meio de fontes alternativas
de energia. A partir da década de 70 foi possivel entdo observar o éxito do programa, uma
vez que a producdo brasileira de etanol cresceu de 555 milhGes de litros em 1975-76 para
além de 20 bilhdes na safra 2011-12 (UNICA, 2013). As regides contribuidoras para estes
numeros se concentram nas regides Centro-Sul e Nordeste do Brasil, conforme as areas
destacadas em vermelho no mapa abaixo (Figura 1) (dados oficiais IBGE, UNICAMP e
CTC).
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Figura 1 — Distribuicéo das &reas de plantagdes e usinas produtoras de etanol, aclcar e bioeletricidade.
Mapa das areas de concentracdo de plantacdes e usinas produtoras de etanol, agUcar e bioeletricidade no pais,
segundo dados oficiais do IBGE, UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas - SP) e do CTC (Centro de

Tecnologia Canavieira).

A producdo de etanol a partir da cana-de-agucar advem da fermentacdo alcoolica,
a qual tem o metabolismo da levedura Saccharomyces cerevisiae como principal responsavel
pela transformacdo de acgucares em etanol e gas carbénico (AMORIM, 2005). Segundo
Amorim et al. citado por Morais (2013), os processos fermentativos predominantes nas
destilarias brasileiras, sdo sistema de batelada alimentada (Melle Boinot), com 85%, que se
baseia na adi¢do de nutrientes ao reator durante o cultivo, permanecendo o produto no meio
até o final da fermentacéo; e o sistema de fermentacdo continua, com 15%, o qual consiste na
retirada continua do produto a uma vazdo igual a da alimentagdo, mantendo o volume de

reacao constante no interior do reator (MORAIS, 2013).

Com a evolugio do PROALCOOL e para a manutencéo dos resultados positivos,
houve maior preocupagdo com os contaminantes da fermentacdo alcodlica e consequentes
perdas no processo, Visto que 0 mesmo nao apresenta condi¢bes estéreis. A maioria dos
micro-organismos encontrados € oriunda do campo, adentrando nos colmos da cana-de-agucar
durante os procedimentos de corte, carregamento e transporte, e acaba sendo levada para o
ambiente industrial (ANGELIS, 2010).
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A microbiota ali presente caminha desde o caldo bruto obtido através da moagem,
e entra diretamente em contato com moendas, filtros, bombas e tubulac¢des; podendo haver a
remocao parcial dos contaminantes durante a lavagem da cana, se a qualidade de agua e
demais cuidados operacionais forem adequados. Ainda assim, o numero total de bactérias
presentes no caldo bruto de cana-de-acUcar pode ser aumentado sensivelmente tanto por
periodos prolongados entre o corte e a moagem da planta, como pela falta de assepsia nas

diversas etapas componentes do processo (MUTTON, 2008).

De acordo com estudos de Cherubin (2003), contaminacdes bacterianas acima de
10" UFC/mL geram prejuizos econémicos significativos e acima de 10® UFC/mL podem
provocar quedas nos rendimentos fermentativos e industriais. Os principais problemas
decorrentes desse descontrole sdo: consumo de agUcar e outros nutrientes do mosto por
competicdo com a levedura, consumo do alcool produzido, uso excessivo de produtos de
combate a infeccdo como acidos e antibidticos que podem prejudicar o processo e queda da
viabilidade das leveduras devido a producdo de toxinas e &cidos organicos (MARQUES,
2011).

Como dito acima, as bactérias podem metabolizar o acucar e de acordo com 0s
substratos gerados, é possivel classifica-las em heterofermentativas e homofermentativas. As
bactérias homofermentativas tém como principal substancia produzida o acido latico (70 a
90%), enquanto que bactérias heterofermentativas produzem em conjunto com acido latico

(50%) outros compostos como etanol, gas carbonico e acido acético (MASSAGUER, [s.d.]).

As etapas do processo de producdo possuem condicOes de temperatura, pH, e
concentracdo de acucar as quais favorecem o desenvolvimento de micro-organismos
contaminantes e, dentre estes prevalecem as bactérias gram-positivas, as quais possuem uma
espessa camada de peptidioglicanos compondo sua parede celular e se coram em violeta
quando submetidas a coloragcdo de Gram; sendo os géneros mais frequentes Lactobacillus,
Bacillus e Leuconostoc (FERNANDES JR, 2011; NAVES et al., 2010). Contudo, estudos
também revelaram a presenca de bactérias gram-negativas, em especial dos géneros
Klebsiella, Enterobacter e Acetobacter, os quais possuem parede celular composta por uma
camada de peptidioglicanos mais fina, envolta por uma segunda membrana lipoproteica e que
se cora em vermelho quando aplicada coloracdo de Gram (FERNANDES JR, 2011; NAVES
et al., 2010).

Normalmente, para controlar a contaminacao e reduzir os danos causados pelas

bactérias, as usinas fazem uso de diversos agentes antimicrobianos como acido sulfarico,
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compostos fendlicos, compostos clorados, quaternario de amonio, aldeidos, biocidas, além de
antibidticos como: tetraciclina, clindamicina, monensina sodica cristalina, penicilina e
virginiamicina (EGUCHI, 2007; SILVA, 2010). O uso de antibioticos é bastante comum no
processo de desinfeccdo, porém o controle eficiente s6 é obtido com o seu uso em dosagens
adequadas, pois visam atingir apenas a populacdo bacteriana e ndo de leveduras. Foi também
observado que o uso indiscriminado desses agentes pode levar a prejuizos, pois além de
custoso, podem desenvolver bactérias resistentes e impossibilitar a venda de levedura seca
para racdo animal (SILVA, 2010).

Um dos tratamentos que as usinas sucroalcooleiras vém utilizando como
alternativa é o didxido de cloro que se apresenta como um desinfetante mais forte, mais
estavel e que seria capaz de eliminar biofilmes nos sistemas de tubulacdo. Contudo, ainda ndo
estd comprovada sua eficiéncia na redugdo da formacéo de trihalometanos (THM), que séo
substancias potencialmente cancerigenas. O dioxido de cloro pode interagir com algumas
estruturas organizacionais que produzem acido hipocloroso e este Gltimo pode formar THM.
Além disso, a aplicagdo deste quimico requer investimentos elevados e pode deixar residuos
ao longo do sistema distribuidor, dos quais se desconhece a toxicidade e a possibilidade de
formacéo de subprodutos (MACEDO, [s.d.]).

Dessa forma, para se que haja um controle rigoroso da contaminacdo bacteriana é
de extrema importancia utilizar um tratamento adequado, ndo agressivo e menos custoso
através de um tratamento personalizado. A avaliagdo dos tipos bacterianos presentes nas
instalagBes industriais, bem como o célculo estimado de sua frequéncia sdo parametros
importantes para este controle (ANTONINI, 2004).

Para a identificacdo de tais bactérias, sdo propostas técnicas de microscopia para
avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas e para andlise de caracteristicas bioquimicas sdo
utilizadas técnicas de plaqueamento e isolamento em meios diferenciais. Os meios de cultura
mais recomendados sdo PCA (Plate Count Agar) no qual cresce um largo espectro de
bactérias e MRS (Man, Rogosa e Sharpe), ideal para bactérias laticas (ANTONINI, 2004).
Embora a identificacdo por plagueamento seja bem difundida, trata-se de um método mais
demorado e que pode apresentar problemas na exatiddo de resultados, pois no plagueamento

corre-se o risco de negligenciar ou superestimar a presenca de algum micro-organismo.

Pensando nisso, métodos moleculares estdo gradativamente sendo utilizados na
identificacdo de micro-organismos. A metagendmica, por exemplo, € um método molecular

gue vem revolucionando a microbiologia, pois independe do isolamento e cultivo dos micro-
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organismos para o estudo do perfil de comunidades microbianas. Usado pela primeira vez por
Jo Handelsman (1998) o termo metagenémica compreende a analise do genoma coletivo da
microbiota total encontrada em um determinado habitat, proporcionando informac6es sobre a
capacidade metabolica e funcional da comunidade microbiana (JURKOWSKI &
HANDELSMAN, 2007).

Segundo Garcia (2007), na técnica de metagendmica é avaliado todo o ambiente,
extraindo o DNA de todos os micro-organismos ali presentes, bem como seu posterior
sequenciamento. A aplicacdo de abordagens baseadas em sequéncias envolve a criacdo de
sondas ou oligonucleotideos (primers) derivados de regiGes conservadas de genes ja
conhecidos, como por exemplo, a regido 16S rDNA (STACKEBRANDT, 2002). O uso de
sequenciamento de segunda geracdo (NGS, Next Generation Sequence), realizado em
plataformas de sequenciamento de alto rendimento, resulta em um robusto conjunto de dados
gue nos encaminha para a enorme diversidade taxondmica e funcional das comunidades
microbianas (SIMON & DANIEL, 2011).

A técnica de metagendmica pode ser aplicada a diversos segmentos de pesquisa,
como: bioenergia, metabolismo animal, biorremediacdo, salde humana e agricultura
(JURKOWSKI & HANDELSMAN, 2007). Exemplos encontrados na literatura que validam a
aplicacdo da técnica voltada para a fermentacdo alcodlica séo os trabalhos de Escalante et al.
(2004) para identificagcdo de bactérias contaminantes do pulque, tradicional bebida mexicana,

e também de Carvalho-Netto (2008), na industria de aguardente no Brasil.

Tendo em vista a grande importdncia do etanol para a economia e
desenvolvimento do Brasil e sabendo da influéncia de micro-organismos (bactérias) na
producdo desta importante fonte de energia, torna-se necessario o estudo e entendimento de
quais bactérias e em que proporcao elas se encontram no sistema fermentativo das usinas
sucroalcooleiras. Desta forma, espera-se obter um controle mais eficiente da contaminagéo
projetando tratamentos personalizados e menos prejudiciais ao processo. Para tanto, se faz
necessario a utilizacdo de equipamentos de Ultima geracdo capaz de realizar a detec¢édo rapida

e eficiente da microbiota presente.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Determinar as bactérias presentes nos ambientes industriais de diferentes usinas

sucroalcooleiras utilizando a técnica de metagendmica.

2.2. ESPECIFICOS

a) Realizar metagendmica em plataforma de sequenciamento de alto rendimento

de amostras coletadas em diferentes usinas sucroalcooleiras;

b) Determinar a prevaléncia e as caracteristicas do metabolismo do acuUcar e
coloracdo de Gram das principais bactérias presentes nas usinas

sucroalcooleiras.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SUJEITO DO ESTUDO

Neste trabalho foram estudadas amostras do contetdo de dornas (vinho), obtidas
em parceria com a empresa Genotyping — Laboratério de Biotecnologia Ltda., através de
coletas mensais durante a safra de 2013, nas usinas A, B e C, localizadas na regido centro-sul
do pais.

Totalizando 38 amostras, foram coletadas nos meses de maio a agosto 16 amostras
da Usina A e 4 amostras da Usina C, enquanto que na Usina B foram coletadas 18 amostras;
porém nesta Ultima ndo foi possivel a realizagdo de coleta durante 0 més de julho. Também
na usina A, foram coletadas outras cinco amostras de pontos distintos para rastreamento,
sendo classificadas como mosto, mel pobre, mel final, melaco e dgua clorada, de acordo com

fluxograma da producéo de etanol (Anexo 1).

Figura 2 — Representacdo das amostras da Usina A. Amostras da Usina A, localizada no interior do estado de
Séo Paulo, coletadas a partir do conteldo de dornas (vinho) e de outros cinco pontos para rastreamento (mel
pobre, mel final, melago, agua clorada e mosto) durante os meses de maio a agosto para analise metagendmica.
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3.2. METAGENOMICA

3.2.1. Extracdo/Acesso ao DNA

As amostras foram diluidas na propor¢do de 1:50 para posterior processamento.
Feito isso, as amostras foram aquecidas a 94°C durante 10 minutos e em seguida
centrifugadas a 14000rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi passado
para um tubo limpo de 1,5ml e o restante foi desprezado.

Para amostras de dificil acesso ao DNA pelo método de simples aquecimento, foi
utilizado o kit de extracio ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research®),
conforme recomendacdes do fabricante para bactérias.

A seguir as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% a fim

de verificar a qualidade do DNA. A amostra foi entdo armazenada em freezer a -20°C.

3.2.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificagdo de fragmento do gene ribossomal 16S foi realizada PCR
(MULLIS, 1987), em reagdo com volume final de 20pl, contendo 10ul de GoTag®Colorless
Master Mix 2X (Promega), 0,6 pl dos oligonucleotideos universais indexados em
concentracdo de 10uM (oligonucleotideo Foward: 5> AACGCGAAGAACCTTAC 3’ e
oligonucleotideo Reverse: 5> CGGTGTGTACAAGACCC 3°), 1 ul de DNA e 7,8 ul de agua
para injecdo para completar 20 ul de reagéo.

As reacOes de PCR foram realizadas em triplicata a fim de se obter do volume
final necessario para o processamento, tambem foram feitas reacGes para um controle positivo
e um negativo.

No termociclador Eppendorf™ Mastercycler Personal Thermal Cycler, 0
programa de amplificacdo utilizado foi o seguinte: 3 minutos de desnaturacdo inicial do DNA
molde a 94°C, seguido de 35 ciclos compostos de 45 segundos a 94°C de desnaturagéo, 1
minuto a 50°C para anelamento dos oligonucleotideos a fita desnaturada, 1 minuto e 30
segundos a 72°C de extensdo; e extensdo final de 10 minutos a 72°C, a qual habilita toda
amplificacdo a se completar.

Para observar o resultado da amplificacdo, foi feita uma nova corrida de
eletroforese em gel de agarose 2% com o produto de PCR para validar o funcionamento da
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amplificacdo. Foi aplicado no primeiro poco do gel o marcador de peso molecular (Ladder
100 pb, Ludwig Biotec), seguido das amostras, um controle positivo e controle negativo.

3.2.3. Purificacéo

A amostra obtida a partir da jungdo do volume das triplicatas foi purificada
utilizando o kit comercial Agencourt® AMPure® XP, composto por beads magnéticas, de

acordo com as normas do fabricante.

3.2.4. Quantificacdo Kapa - StepOne Real Time

Apds terem sido purificadas, as amostras foram diluidas 1:1000 em solucgdo Tris-
HCI + 0,05% Tween 20 e preparadas para quantificacdo em StepOne Real Time por meio do
kit Kapa Library Quantification Kit — lHlumina/Universal.

Usando o kit, foi feito uma reacdo de PCR com volume final de 20ul, contendo
12ul de MasterMix (preparado previamente com 1ml de Primer Premix em 5ml de tampéo),
0,4ul de ROX high, 4ul de DNA diluido ou dos 6 padrdes e 3,6l de agua para injecao para
completar 20 ul de reagéo.

Na placa de 96 pocos seguiu-se a seguinte ordem de aplicacdo: 6 padrdes em
triplicata, seguido das amostras diluidas em triplicata e ao final um branco.

Com os valores encontrados na quantificagdo Kapa, foi construida uma curva
padrédo a partir dos 6 (seis) padrées com valores conhecidos (Figura 3), a qual fornece uma
equacdo da reta e a partir dessa equacdo, os valores encontrados para as amostras na
quantificacdo Kapa (Ct mean) foram substituidos e calculados através de formulas, gerando

uma biblioteca mae em nM.
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Figura 3 - Curva padréo para elaboracgao de biblioteca em nM. Curva-padrao obtida através de
seis padrBes com valores conhecidos, fornecedora de uma equacgéo da reta onde os valores encontrados para as
amostras na quantificacdo Kapa (Ct mean) sdo substituidos e calculados através de formulas em software

Microsoft® Excel, gerando uma biblioteca méde em nM.

3.2.5. Denaturacdo do DNA

A partir da biblioteca m&e em nM, as amostras foram deixadas numa concentracéo
de 2nM e foi feito um “pool” contendo 5ul de cada amostra, acrescido de 5ul de uma amostra
controle.

Num tubo limpo de 1,5ml foi adicionado 5ul deste “pool”, 0 qual foi denaturado
com 5ul de NaOH 0,2N recém-preparado, incubando em temperatura ambiente por 5 minutos.

3.2.6. Preparacdo para sequenciamento

Apdbs os 5 minutos de incubacdo foram adicionados ao tubo de DNA denaturado,
990ul da solucdo HT1 contida no Box 1 do kit Miseq Reagent NanoKit lHlumina®.

Destes 1000l obtidos, 600l foram inseridos na posi¢cdo 17 (Load Sample) do
cartucho de reagentes.
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O sequenciamento realizado pelo equipamento Miseq Illumina é do tipo paired-
end, ou seja, sequencia a fita de DNA nos sentidos foward e reverse, por isso € necessario
adicionar primers foward (FowardMeta) e reverse (RevMeta), além de um primer index
(IndexMeta) que ira diferenciar as amostras. Sendo assim, além da amostra, foi adicionado
3,4ul de primer FowardMeta na posicdo 12; 3,4ul de IndexMeta na posicdo 13 e 3,4ul de
RevMeta na posicdo 14 do cartucho de reagentes conforme proposto por Caporaso et al.
(2012).

~ 4

Figura 4 — Representacdo do cartucho de reagentes e flowcell (Iamina de fluxo) presentes no Miseq
Reagent NanoKit Illumina®. A figura sinaliza em vermelho as posi¢cdes onde devem ser inseridos os primers
foward (FowardMeta), reverse (RevMeta) e index (IndexMeta) no cartucho de reagentes presente no kit Miseq
Reagent NanoKit Illumina®, conforme proposto por Caporaso et al. (2012). Ao lado, uma representacdo da
flowcell, (Iamina de fluxo utilizada para adicionar as amostras que serdo sequenciadas) que sera inserida no

equipamento Miseq Illumina para que o sequenciamento aconteca.

Feito isso, o cartucho de reagentes foi levado, juntamente com a flowcell Nano
contida no Box 2 do kit MiSeq Reagent NanoKit Illumina® para sequenciamento no
equipamento Miseq Illumina, de acordo com o protocolo do fabricante.

O sequenciamento no equipamento MiSeq Illumina® é composto pelas seguintes

etapas (de acordo com o protocolo lllumina):

a) Clusterizacdo (formacéo dos clusters)
Durante a clusterizacdo, moléculas de DNA em fitas simples sdo ligadas a

superficie da flowcell (lamina de fluxo utilizada para adicionar as amostras que serdo
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sequenciadas) e, em seguida, amplificadas para formar clusters (aglomerados de sequéncias
iguais).

b) Sequenciamento

Ap0s a “clusterizacdo”, sdo geradas imagens (fotos) com o uso de combinagdes de
filtro e LED especificas para cada um dos quatro didesoxinucleotideos (ddNTPs de A, T, C e
G). O processo € repetido para cada ciclo de sequenciamento. Posteriormente, 0 programa
realiza a analise primaria, que inclui chamada de base, filtragem e pontuacdo de qualidade. A
partir desse procedimento, € possivel determinar as sequéncias utilizando as fotos que

apresentaram luminescéncia para cada cluster formado na lamina de fluxo.

3.3. BIOINFORMATICA

Os resultados foram submetidos a analise por meio de software interno do
sequenciador MiSeq Illumina®, comparados com o banco de dados do software CLC —
Genomics Worbench para identificacdo de bactérias. Também foi utilizado o software

Microsoft® Excel XP para calculos e gréaficos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo da safra de 2013, foram coletadas amostras mensais de diferentes usinas,
estando as Usinas A e C localizadas no estado de S&o Paulo e Usina B em Goias.

O DNA foi extraido, em seguida foi realizado a PCR da regido 16S do DNA
ribossomal, bem como a purificacdo e quantificacdo do produto de PCR. O sequenciamento
de segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina®. Apo6s a corrida, os dados obtidos
foram analisados segundo Caporaso et. al. (2012).

Através da analise bioinformatica, foram obtidos os hits (quantidades de vezes que
uma sequéncia apareceu). Essas sequéncias foram comparadas ao banco de bactérias
Greengenes, no qual cada sequéncia corresponde a uma bactéria. Desse modo foram
encontradas as bactérias presentes em cada amostra e a quantidade de vezes que apareceu
através do numero de hits. Para eliminar bactérias que apareceram em quantidades muito
reduzidas em cada amostra, foi considerado um numero de hits igual ou maior a 100 como
numero de hits de corte. A partir desses dados foi calculada a média das porcentagens das
bactérias mais prevalentes nas dornas de fermentacdo e demais ambientes de rastreamento.
Com base na literatura, as bactérias encontradas também foram classificadas de acordo com

suas caracteristicas fermentativas e de coloragdo Gram.
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Médias geral das
porcentagens das bactérias
mais prevalentes em dorna

das Usinas A,Be C

@ Outras

@ Weissella paramesenteroides

B Streptococcus infantarius

B Stenotrophomonas maltophilia

B Rubrobacter xylanophilus

B Pyrobaculum arsenaticum

@ Methylarcula terricola

B Leuconostoc
pseudomesenteroides

B Lactobacillus satsumensis

B Lactobacillus rossiae

@ Lactobacillus parafarraginis

B Lactobacillus paracasei

D Lactobacillus parabrevis

B Lactobacillus oeni

B Lactobacillus nagelii

B Lactobacillus mucosae

@ Lactobacillus ghanensis

@ Lactobacillus fermentum

@ Lactobacillus diolivorans

@ Lactobacillus casei

B Lactobacillus buchneri
B Lactobacillus acidophilus
@ Clostridium

saccharoperbutylacetonicum
B Clostridium acetobutylicum

maio junho julho agosto B Cloacibacterium normanense

B Bacillus megaterium

Gréfico 1 - Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em dornas das Usinas A, B e C durante os
meses de maio a agosto de 2013. As amostras das Usinas A, B e C coletadas durante 0os meses de maio a agosto
tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda
geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al. (2012),
resultando numa distribuicdo més a més das porcentagens médias das bactérias mais prevalentes nas trés usinas,

onde cada espécie encontrada esta representada por uma cor diferente.

Durante os meses de maio a agosto, foi possivel observar numa visdo geral das trés

usinas (Gréafico 1) o predominio do género Lactobacillus, sendo Lactobacillus fermentum a
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espécie mais prevalente, seguido por: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus buchneri e
Lactobacillus nagelii.

Porcentagens médias das bactérias

mais prevalentes em dorna da Usina
A B Outras
@ Weissella
paramesenteroides
@ Rubrobacter xylanophilus
1 + BRoseovarius crassostreae
B Pyrobaculum arsenaticum

B Pelomonas aquatica

B Pedobacter alluvionis

B Methylarcula terricola

@ Leuconostoc
mesenteroides

B Lactobacillus satsumensis

B Lactobacillus oeni

B Lactobacillus nagelii

D Lactobacillus mucosae

@ Lactobacillus kitasatonis

@ Lactobacillus fermentum

@ Lactobacillus diolivorans

@ Lactobacillus casei

D Lactobacillus buchneri

B Lactobacillus acidophilus

D Halopiger xanaduensis

B Gluconobacter oxydans

B Flavisolibacter ginsengisoli

maio junho julho agosto DO Bacillus megaterium

B Acetobacter lovaniensis

Gréfico 2 - Distribuicao geral das bactérias mais prevalentes de cada més em dornas da Usina A, durante
0s meses de maio a agosto de 2013. As amostras da Usina A coletadas durante os meses de maio a agosto
tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda
geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al. (2012),
resultando numa distribuicdo més a més das porcentagens médias das bactérias mais prevalentes em dorna da

Usina A, onde cada espécie encontrada esta representada por uma cor diferente.
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Durante os meses de maio a agosto, foi possivel observar na Usina A (Gréfico
2) o predominio de Lactobacillus fermentum, seguido pelas espécies do mesmo género:

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus nagelii e Lactobacillus diolivorans.

Coloragao de Gram das bactérias mais
prevalentes em dorna na Usina A

100%
90%
80%
70%
60%
50% @ Gram-negativas
40% @ Gram-positivas
30%
20%
10%
O% T T T

maio junho julho agosto

Gréfico 3 - Distribuicao das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias mais prevalentes
em dornas da Usina A. As amostras da Usina A coletadas durantes os meses de maio a agosto, tiveram seu
DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda geragdo em
equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al. (2012). Com base na
literatura, as bactérias foram classificadas quanto sua coloracdo Gram, resultando numa distribuicdo més a més

das porcentagens médias de bactérias gram-positivas e gram-negativas mais prevalentes em dorna da Usina A.

Quanto a coloracao de Gram para Usina A observou-se durante os meses de maio

a agosto o predominio de bactérias gram-positivas (Grafico 3).
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Gréfico 4 - Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do aglcar) das bactérias mais
prevalentes em dornas da Usina A. As amostras da Usina A coletadas durante os meses de maio a agosto,
tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda
geragdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al. (2012).
Com base na literatura, as bactérias foram classificadas de acordo com suas caracteristicas fermentativas
(metabolismo do acglcar), resultando numa distribuicdo das porcentagens médias de bactérias
heterofermentativas, homofermentativas, com pouca informacéo literaria e ndo fermentativas mais prevalentes

em dorna da Usina A.

Com relagéo as caracteristicas fermentativas para Usina A observou-se durante os

meses de maio a agosto o predominio de bactérias heterofermentativas (Grafico 4).
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Porcentagens médias das @outras
bactérias mais prevalentes em D Streptococcus infantarius
dorna da Usina B O Stenotrophomonas maltophilia

B Sphaerobacter thermophilus
D Schlegelella
thermodepolymerans
B Rubrobacter xylanophilus
B Pyrobaculum arsenaticum
B Phenylobacterium zucineum
B Neisseria subflava
@ Methylarcula terricola
@ Leuconostoc
pseudomesenteroides
D Lactobacillus satsumensis
F B Lactobacillus rossiae
O Lactobacillus rhamnosus
@ Lactobacillus plantarum
B Lactobacillus paracasei
B Lactobacillus nagelii
@ Lactobacillus ingluviei
@ Lactobacillus fermentum
@ Lactobacillus casei
B Hydrogenobacter subterraneus
@ Fusobacterium nucleatum
B Diaphorobacter nitroreducens
@ Clostridium tyrobutyricum
B Clostridium

0 saccharoperbutylacetonicum
T T B Clostridium acetobutylicum

maio junho agosto

B Cloacibacterium normanense

@ Bacillus coagulans

Gréfico 5 - Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em cada més em dornas da Usina B, durante
0s meses de maio, junho e agosto de 2013. As amostras da Usina B coletadas durante os meses de maio, junho
e agosto, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de
segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al.
(2012), resultando numa distribuicdo més a més das porcentagens médias das bactérias mais prevalentes em

dorna da Usina B, onde cada espécie encontrada esta representada por uma cor diferente.

Para a Usina B o acompanhamento foi feito apenas durante os meses de maio,

junho e agosto, uma vez gque nao foi possivel a realizacdo da coleta no més de julho (Gréafico
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5). Sendo assim, observou-se o predominio de Lactobacillus rossiae em maio e Lactobacillus

fermentum para os meses de junho e agosto.

Coloragao de Gram das bactérias mais
prevalentes em dorna na Usina B
100% -
80% -
60% -
@ Gram-negativas
40% - B Gram-positivas
20% -
0% -
maio junho agosto

Gréfico 6 - Distribuicdo das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias mais prevalentes
em dornas da Usina B. As amostras da Usina B coletadas durante os meses de maio, junho e agosto, tiveram
seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda geracdo
em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al. (2012). Com base
na literatura, as bactérias foram classificadas quanto sua coloragdo Gram, resultando numa distribuigdo més a
més das porcentagens médias de bactérias gram-positivas e gram-negativas mais prevalentes em dorna da Usina
B.

Para a Usina B foi observada numa média geral dos meses de maio, junho e

agosto, a prevaléncia de bactérias gram-positivas (Grafico 6).
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Gréfico 7 - Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do aglcar) das bactérias mais
prevalentes em dornas da Usina B. As amostras da Usina B coletadas durante os meses de maio, junho e
agosto, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de
segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al.
(2012). Com base na literatura, as bactérias foram classificadas de acordo com suas caracteristicas fermentativas
(metabolismo do acgucar), resultando numa distribuicdo das porcentagens médias de bactérias
heterofermentativas, homofermentativas, com pouca informacéo literaria e ndo fermentativas mais prevalentes

em dorna da Usina B.

Com relacgdo as caracteristicas fermentativas da Usina B, observou-se durante os

meses de maio, junho e agosto o predominio de bactérias heterofermentativas (Gréafico 7).
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Gréfico 8 - Distribuicao geral das bactérias mais prevalentes de cada més em dornas da Usina C, durante
0s meses de maio a agosto de 2013. As amostras da Usina C coletadas durante os meses de maio a agosto
tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda
geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al. (2012),

resultando numa distribuicdo més a més das porcentagens médias das bactérias mais prevalentes em dorna da

Usina C, onde cada espécie encontrada esta representada por uma cor diferente.
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No acompanhamento da Usina C durante os meses de maio a agosto houve o
predominio as espécies Lactobacillus nagelii e Lactobacillus buchneri. Em menor
porcentagem (média 11,44%) temos Lactobacillus fermentum aparecendo em trés dos meses
observados. Além disso, as bactérias Weisella paramesenteroides e Streptococcus infantarius

também apresentaram forte expressd@o no més de agosto.

Coloragao de Gram das bactérias mais
prevalentes em dorna na
Usina C
100%
80%
60%
@ Gram-negativas
40% B Gram-positivas
20%
O% T T T
maio junho julho agosto

Graéfico 9 - Distribuicdo das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias

mais prevalentes em dornas da Usina C. As amostras da Usina C coletadas durante aos meses de maio
a agosto, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de
segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al.
(2012). Com base na literatura, as bactérias foram classificadas quanto sua coloragdo Gram, resultando numa
distribuicdo més a més das porcentagens médias de bactérias gram-positivas e gram-negativas mais prevalentes

em dorna da Usina C

A coloracdo de Gram das bactérias encontradas na Usina C nos meses de maio a

agosto mostrou-se predominantemente gram-positiva (Grafico 9).
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Gréfico 10 - Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do aglicar) das bactérias mais
prevalentes em dornas da Usina C. As amostras da Usina C coletadas durante os meses de maio a agosto,
tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda
geragdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados segundo Caporaso et al. (2012).
Com base na literatura, as bactérias foram classificadas de acordo com suas caracteristicas fermentativas
(metabolismo do acucar), resultando numa distribuicio das porcentagens médias de bactérias
heterofermentativas, homofermentativas, com pouca informacao literaria e ndo fermentativas mais prevalentes

em dorna da Usina C.

No que diz respeito as caracteristicas fermentativas da Usina C, durante 0os meses
de maio a agosto foi observado o predominio geral de bacterias heterofermentativas (Grafico
10).

Comparando as usinas com relacdo a sua localizagdo, ndo se observou grandes
diferengas entre a regido de Goias e o interior do estado de Sdo Paulo. As trés usinas
apresentaram maior quantidade de bactérias do género Lactobacillus (Gréficos 2, 5 e 8) e
coloragdo gram-positivas (Graficos 3, 6 e 9), as quais sdo bactérias mais sensiveis a
tratamentos com antibioticos, facilitando a eliminagdo da contaminacdo. Além disso, todas as
usinas apresentaram predominantemente bactérias heterofermentativas (Graficos 4, 7 e 10), o
que é ruim para o processo de producdo de etanol, visto que estas bactérias estardo
competindo com a levedura pelo consumo de acucar e nutrientes e isso diminuira o
rendimento da producéo de etanol.

Através destes dados é possivel considerar que ha um perfil proximo entre 0s

ambientes das diversas usinas independentemente de sua localizagao.
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Tais resultados corroboram dados encontrados na literatura e validam a
metodologia, conforme demonstrado por Escalante (2004), Carvalho-Netto (2007) e Marques
(2011) que encontraram em seus estudos prevaléncia dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc
e Weisella.

A Usina B faz uso da técnica de batelada alimentada, com separacdo em 6 (seis)
dornas distintas. Sendo assim, foi feita a andlise de amostras dorna a dorna desta usina, a fim

de comparar a microbiota presente em cada uma delas.
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Gréfico 11- Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento dorna a dorna da
Usina B, durante os meses de maio, junho e agosto de 2013. As amostras coletadas de diferentes dornas da
Usina B durante os meses de maio, junho e agosto, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da
regido 16S do rDNA e sequenciamento de segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos
foram analisados dorna a dorna, segundo Caporaso et al. (2012), resultando numa distribui¢do geral das

porcentagens médias das bactérias mais prevalentes em cada dorna da Usina B, onde cada espécie encontrada

esta representada por uma cor diferente.
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De modo geral, percebe-se que o ambiente industrial da Usina B, favorece o
aparecimento em todas as dornas da espécie Clocibacterium normanense e do género
Lactobacillus, com destaque para as espécies Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
paracasel e Lactobacillus rossiae. As espécies Schlegelella thermodepolymerans e
Diaphorobacter nitroreducens, também apareceram respectivamente em 5 (cinco) e 4
(quatro) das 6 (seis) dornas estudadas, porém em menor porcentagem (média de 2,4% para
Schlegelella thermodepolymerans e 1,6% para Diaphorobacter nitroreducens) (Grafico 11).

Também é interessante ressaltar que pelo fato da Usina B apresentar o sistema de
producdo divido em dornas separadas, 0os contaminantes observados em uma dorna nao
necessariamente fazem parte da microbiota das demais dornas, necessitando que seja aplicado

um tratamento individual.
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Gréfico 12- Distribuicao geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento dorna a dorna da
Usina B, durante o més de maio de 2013. As amostras coletadas de diferentes dornas da Usina B durante o més
de maio, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento de
segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados dorna a dorna, segundo
Caporaso et al. (2012), resultando numa distribuicéo das porcentagens médias das bactérias mais prevalentes em
cada dorna da Usina B durante 0 més de maio, onde cada espécie encontrada esta representada por uma cor

diferente.
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Gréfico 13 - Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento dorna a dorna da
Usina B, durante o més de junho de 2013. As amostras coletadas de diferentes dornas da Usina B durante o
més de junho, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento
de segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados dorna a dorna, segundo
Caporaso et al. (2012), resultando numa distribuicéo das porcentagens médias das bactérias mais prevalentes em
cada dorna da Usina B durante o0 més de junho, onde cada espécie encontrada estd representada por uma cor

diferente.
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Gréfico 14 - Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em acompanhamento dorna a dorna da
Usina B, durante o més de agosto de 2013. As amostras coletadas de diferentes dornas da Usina B durante o
més de agosto, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e
sequenciamento de segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados dorna
a dorna, segundo Caporaso et al. (2012), resultando numa distribuicdo das porcentagens médias das bactérias
mais prevalentes em cada dorna da Usina B durante 0 més de agosto, onde cada espécie encontrada esta

representada por uma cor diferente.

Numa analise més a més, confirma-se na Usina B o género Lactobacillus como o
mais prevalente, estando Lactobacillus paracasel presente nas dornas 3 e 4 em todos 0s meses
de estudo, enquanto Lactobacillus rossiae que aparece em quase todas as dornas no primeiro
més da lugar a outras bactérias nos meses seguintes (Graficos 12 a 14).

Em contraposi¢cdo a Usina B, a Usina A faz uso da técnica de fermentacao
continua para producdo de etanol. Com o intuito de identificarmos de onde poderia vir a
contaminac&o vista na dorna deste outro tipo de processo de fermentacéo, foi realizado o que

denominamos de rastreamento, isto €, amostras de diferentes pontos da Usina A (mel pobre,
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mel final, melaco, &gua clorada e mosto) foram estudadas com a mesma tecnologia e
comparadas ao que estava ocorrendo na dorna em trés momentos: uma semana antes do
rastreamento (03/07/2013), no momento do rastreamento (10/07/2013) e uma semana apos 0
rastreamento (18/07/2013).
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Gréfico 15 - Distribuicdo geral das bactérias mais prevalentes em rastreamento realizado na Usina A

durante o més de julho de 2013. As amostras coletadas de diferentes pontos além da dorna da Usina A durante
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rastreamento, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do rDNA e sequenciamento
de segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram analisados dorna a dorna, segundo
Caporaso et al. (2012), resultando numa distribuicéo das porcentagens médias das bactérias mais prevalentes em
cada ponto de rastreamento da Usina A bem como na dorna uma semana antes (03/07/2013), no momento
(10/07/2013) e apo6s o rastreamento (18/07/2013), onde cada espécie encontrada esta representada por uma cor

diferente.

Numa visdo temporal dos resultados obtidos através do rastreamento foi
observado que dentre espécies nos pontos do rastreamento (mel pobre, mel final, melago,
agua clorada e mosto) apenas as espéecies Lactobacillus fermentum e Lactobacillus
acidophilus também foram encontradas na dorna em seus trés momentos de analise. Ja
Rubrobacter xylanophilus foi encontrada apenas na dorna no momento do rastreamento
(10/07/2013) e na semana anterior (03/07/2013).

Apesar da forte prevaléncia dos géneros Bacillus, Streptococcus e
Methylobacterium nos pontos de rastreamento, os mesmos ndo foram observados na dorna
apo6s o rastreamento, o que indica que a dorna ndo oferece condicbes favoraveis para o
crescimento destes géneros.

Outra questdo interessante é observar que a contaminacdo que ocorre nos pontos

de rastreamento num determinado momento ira refletir na dorna somente tempos depois.

Coloragao de Gram das bactérias mais prevalentes em
dorna na Usina A durante rastreamento
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30,00% - @ Gram-positivas
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0,00% -
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(03/07) (10/07) pobre ﬂnal (10/07) clorada (10/07) (18/07)
(10/07) (10/07) (10/07)

Gréfico 16 - Distribuicéo das caracteristicas quanto a coloracdo de Gram das bactérias mais prevalentes
em rastreamento realizado na Usina A durante o més de julho de 2013. As amostras coletadas de diferentes

pontos além da dorna da Usina A, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido 16S do
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rDNA e sequenciamento de segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram
analisados segundo Caporaso et al. (2012). Com base na literatura, as bactérias foram classificadas quanto sua
coloragdo Gram, resultando numa distribuicdo das porcentagens médias de bactérias gram-positivas e gram-
negativas mais prevalentes por ponto de rastreamento da Usina A bem como na dorna uma semana antes
(03/07/2013), no momento (10/07/2013) e ap6s o rastreamento (18/07/2013).

Durante o rastreamento foi observado maior quantidade de bactérias Gram-
positivas, indo de encontro com o encontrado nas dornas analisadas uma semana antes, no
momento e uma semana apos 0 rastreamento, apesar dos pontos de melaco e agua clorada

apresentarem predominio de bactérias gram-negativas.

Caracteristicas fermentativas das basctérias
mais prevalentes em dorna na Usina A durante
rastreamento

O Heterofermentativas

O Homofermentativas

O Pouca informacgado
literaria

B N3o fermentativas

Gréfico 17- Distribuicdo das caracteristicas fermentativas (metabolismo do aglcar) das bactérias mais
prevalentes em rastreamento realizado na Usina A durante o més de julho de 2013. As amostras coletadas
de diferentes pontos além da dorna da Usina A, tiveram seu DNA extraido, e em seguida, foi feita PCR da regido
16S do rDNA e sequenciamento de segunda geracdo em equipamento Miseq Illumina. Os dados obtidos foram
analisados segundo Caporaso et al. (2012). Com base na literatura, as bactérias foram classificadas de acordo
com suas caracteristicas fermentativas (metabolismo do agucar), resultando numa distribui¢do das porcentagens
médias de bactérias heterofermentativas, homofermentativas, com pouca informacdo literaria e ndo fermentativas
mais prevalentes por ponto de rastreamento da Usina A bem como na dorna uma semana antes (03/07/2013), no
momento (10/07/2013) e apos o rastreamento (18/07/2013).

No rastreamento, as bactérias mais prevalentes apresentaram metabolismo do
acucar com comportamento nao fermentativo (Grafico 17), contudo as bactérias

homofermentativas mesmo presentes em menor porcentagem (média de 22%) encontraram
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condicOes favoraveis para crescimento ao longo do processo de producdo, o que confere
com 0 que se observou na dorna uma semana apds o rastreamento (18/07/2013), atingindo

uma porcentagem de 51,2%.
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5. CONCLUSAO

O sequenciamento de segunda geracdo (NGS, Next Generation Sequencing) confirmou
0 género Lactobacillus como predominante nas dornas estudadas, conforme estudos anteriores
utilizando técnicas de plaqueamento e sequenciamento Sanger. Entretanto apresentou-se
como uma metodologia fornecedora de resultados mais robustos, uma vez que revelou a
presenca de outros contaminantes ndo descritos anteriormente, como Rubrobacter
xylanophilus, Cloacibacterium normanese, Diaphorobacter nitroreducens.

A metodologia ao se mostrar eficaz para estudo dos contaminantes em diferentes
pontos do sistema de producdo de etanol, permite rastrear a contaminacdo bacteriana de seu
ponto inicial até alcancar a dorna. Diante dos resultados de prevaléncia, caracteristicas e
comportamento das bactérias, € possivel se estabelecer um controle adequado, através de

tratamentos personalizados, que serdo mais eficientes e com menores custos.
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ANEXO 1 - Representacgdo grafica do fluxograma da producéo de etanol

Fluxo esquematico para fabricagao de
produtos derivados da cana-de-agicar
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