111

Avaliacao da diversidade microbiana do processo
de producao de etanol de cana-de-agucar por
meio de abordagem independente de cultivo

Contexto

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana de aglcar e o segundo maior produtor
de etanol. Embora o processo de producdo de etanol esteja bem estabelecido, melhorias
sempre podem ser implementadas. A produgdo industrial de etanol ndao ocorre sob
condi¢cdes estéreis, logo a presenga de microrganismos contaminantes é esperada e
tolerada. Porém, esses microrganismos podem diminuir a produtividade por meio de
competi¢do pelos nutrientes necessarios para a fermentagdo e o crescimento da levedura,
assim como podem produzir acidos organicos que inibem seu metabolismo. Além disso,
produzem gomas, promovem floculagdo e sintetizam toxinas que inibem o crescimento
das leveduras e diminuem sua viabilidade. A maioria dos trabalhos que caracterizaram
microrganismos contaminantes do processo de produgdo do etanol utilizam técnicas de
microbiologia classica, e, embora técnicas independentes de cultivo tenham sido utilizadas
para a descricdo de contaminantes de diferentes processos industriais, ainda ndao foram
empregadas para o estudo dos contaminantes presentes no processo de produgdo de
etanol.

O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade microbiana em seis etapas da
producdo industrial de etanol utilizando técnicas independentes de cultivo.

Métodos

Amostras triplicadas de seis estagios da producdo de etanol foram coletadas: caldo da
cana crua, caldo misto, caldo clarificado, caldo evaporado, mosto e vinho. O DNA total das
amostras foi extraido com o FastDNA® Spin Kit for Soil (MP Biomedicals) e usado para a
amplificagcdo do gene que codifica o RNA ribossomal 16S dos dominios Bacteria e Archaea
com os pares de primers 27F-519R (dominio Bacteria), 109F-915R (dominio Archaea) e
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regido ITS (Espacgador Interno Transcrito) do reino Fungi com o par de primers ITS1fF-ITS4R.
Os amplicons foram purificados e enviados para pirosequenciamento utilizando a plataforma
GS FLX Titanium. As sequéncias foram analisadas utilizando o pacote de softwares Mothur
(SCHLOSS et al., 2009), com o banco de dados SILVA (QUAST et al., 2013) para os dominios
Bacteria e Archaea, e o banco de dados UNITE (KOLIALG et al., 2013) para o reino Fungi.

Resultados e Conclusoes

O pirossequenciamento demonstrou a presenga, em todas as amostras juntas, de 355
géneros para o dominio Bacteria, 22 para o dominio Archaea e 203 para o reino Fungi.
Analises das sequéncias bacterianas mostraram que as mudangas na comunidade estdo
relacionadas a aumentos de temperatura em determinados estagios do processo de
producdo de etanol. Apds a fermentacao, Lactobacillus e Lactobacillaceae nao classificados
perfazem aproximadamente 100% das sequéncias. Para o reino Fungi, assim como para
Archaea, foram obtidas sequéncias apenas para o caldo da cana crua e o caldo misto. Os
grupos predominantes de Fungi identificados foram Fungi ndo classificados, Meyerozima
e Candida. Para Archaea, o grupo predominante identificado foi Thaumarchaeota ndo
classificados. A Cobertura de Good demonstrou que o niumero de sequéncias obtidas para
o caldo evaporado, mosto e vinho foram suficientes para cobrir a diversidade bacteriana
nas amostras, assim como cobriu a diversidade de Archaea e Fungi no caldo da cana crua e
no caldo misto. Porém, a diversidade bacteriana n3o foi coberta nas amostras de caldo da
cana crua, caldo misto e caldo clarificado, o que evidencia que a diversidade de bactérias
nas amostras é maior do que o esperado. Esse foi o primeiro trabalho a caracterizar a
diversidade de Bacteria, Archaea e Fungi associados com o processo de produgao de etanol
a partir de cana de agucar no Brasil por meio de técnicas independentes de cultivo.
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