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Resumo

A produgido de etanol no Brasil é baseada na utilizagdo de caldo
de cana-de-agucar e/ou melago como substrato, fermentado
por diferentes linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae.
A utilizagdo destes substratos permite a entrada de bactérias
contaminantes na fermentacdo alcoodlica, bactérias estas que
competem com as leveduras, afetando o rendimento fermentativo
e gerando perdas econdmicas para as unidades produtoras de
etanol. Estes microrganismos contaminantes formam biofilmes,
que sdo estruturas que proporcionam a formagao de comunidades
bacterianas, agem como barreira de protecdo contra fatores
estressantes do meio e, principalmente, impedem a agdo de
antibidticos. A maior parte das contaminagbes é causada por
bactérias Gram-positivas, entretanto, tem sido encontradas, nos
biofilmes, bactérias Gram-negativas. Nos casos de contaminagio,
onde sdo detectadas bactérias Gram-negativas, os tratamentos
tradicionais, uso de dcido e antibidtico, ndo surtem efeito, ja que
estes atuam principalmente em bactérias Gram-positivas. Controlar
o aparecimento de uma linhagem Gram-negativa resistente é um
desafio, devido a falta de informagdes sobre estratégias eficazes, o
que pode acarretar perdas econdmicas impactantes. Neste contexto,
esta revisdo busca detalhar o perfil das contaminagdes bacterianas
Gram-negativas que acometem a produgio industrial de etanol, a
fim de que os envolvidos no setor sucroenergético possam considerar
este aspecto da contaminagio bacteriana.

Palavras Chave: contaminagdo, bactérias gram-negativas,
fermentagdo, etanol, biofilme

Summary

The production of ethanol in Brazil is based on the use of sugarcane
juice and / or molasses as a substrate, fermented by different strains
of Saccharomyces cerevisiae yeast. The use of these substrates allows
the entry of contaminating bacteria in the alcoholic fermentation,
these bacteria compete with the yeasts, affecting the fermentative
yield and generating economic losses for the ethanol producing
units. These contaminating microorganisms form biofilms, which
are structures that provide the formation of bacterial communities,
act as a protective barrier against stressors of the environment and,
mainly, prevent the action of antibiotics. Most of the contaminations
are caused by Gram-positive bacteria, however, Gram-negative
bacteria have been found in biofilms. In the event of contamination
where Gram-negative bacteria are detected, traditional treatments,

such as acid washing and the use of antibiotics don’t have the desired
effect, since they’re more effective against Gram-positive bacteria.
Controlling the appearance of a resistant Gram-negative strain is a
challenge due to the lack of information about effective strategies,
which can lead to shocking economic losses. In this context, this
review seeks to detail the profile of Gram-negative bacterial
contaminations that affect industrial ethanol production, so that
those involved in the sugar-energy sector can consider this aspect of
bacterial contamination.

Keywords: contamination, gram-negative bacteria,
fermentation, ethanol, biofilm

Introducdo

A contamina¢do bacteriana em processo fermentativo é um
problema persistente e um desafio econdmico para a induastria do
bioetanol, em particular na produgio de etanol combustivel, devido
a dificuldade em higienizar grandes volumes de mosto, composto
por caldo de cana-de-agucar e/ou melago diluido e manter condi¢oes
estéreis (Amorim et al., 2011; Bischoff et al., 2008).

O Brasil é um dos grandes produtores de etanol combustivel
do mundo, aumentando constantemente sua producdo; nas
trés ultimas décadas atingiu rendimentos na ordem de 90-92%
(Andrietta et al., 2006; Lopes et al., 2016). Atualmente, o processo
mais utilizado no Brasil para obtenc¢do de etanol utiliza a cana-de-
agucar em um processo descontinuo alimentado, ou Melle-Boinot,
cuja maior vantagem ¢é a recuperagio do fermento do vinho por
meio de centrifugagdo, sendo o fermento utilizado para um novo
ciclo fermentativo. Este processo ¢é utilizado em 85% das destilarias
nacionais (BNDS, CGEE, 2008; CGEE, 2009).

A partir da implantagdo do Protocolo Agroambiental, em 2007, a
colheita manual da cana-de-agticar vem sendo substituida pela
colheita mecanizada, sem a queima da cana no campo (UNICA,
2013). A regidao Centro-Sul é responsavel por 93% da cana-de-
acucar moida no pais, na qual se destaca o Estado de Sdo Paulo,
onde a colheita mecanizada da cana-de-agucar estda proxima a 100%
(Leal, 2017).

Idealmente, a cana colhida mecanicamente seria introduzida
na usina livre de impurezas, porém a realidade observada é um
aumento na quantidade de impurezas vegetais e minerais, incluindo
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residuos de palha, ponteiras e folhas verdes (Gimenez et al., 2016).
Estas impurezas transportam contaminagdes bacterianas, mudando
o perfil das comunidades formadoras de biofilmes encontradas na
fermentac¢do (Benedini et al., 2008). Uma das principais fontes de
contaminantes do caldo de cana-de-agtcar utilizado na fermentagao
¢é o solo, onde sao encontradas um bilhdo de células de bactérias
para cada uma grama de amostra de solo (Lopes et al., 2016).

Embora a industria produtora de etanol venha demonstrando
preocupagdo com as alteragdes na qualidade da matéria-prima,
e como isto impacta diretamente o rendimento fermentativo,
pouco tem sido explorado quanto as contaminagdes bacterianas
decorrentes desta mudanga (Leal, 2017).

Contaminag¢des bacterianas graves ocorrem de maneira imprevisivel,
podendo ocasionar paradas forcadas na produc¢io para limpeza dos
equipamentos e substituigdo total ou parcial do iné6culo, pois os
subprodutos destes contaminantes, como os acidos acético e lactico,
levam a fermentagdes lentas e inibem o desempenho da levedura,
ocasionando perdas economicas de grandes proporgées (Bischoff et
al., 2008; Narendranath et al., 1997).

Neste contexto, se faz necessaria a compreensido do perfil das
contaminagdes bacterianas que acometem a produgdo industrial de
etanol, para que o produtor tenha acesso a informagdes precisas e
tecnologias de controle bioldgico mais adequados.

DIVERSIDADE MICROBIANA EM

FERMENTACOES INDUSTRIAIS

A microbiota encontrada nas fermenta¢des industriais ¢ diversa, e
em grande parte dos casos ¢ detectada a presenga de mais de uma
levedura nativa (sendo estas pertencentes ao género Saccharomyces
ou nao), altamente competitiva, que estabelece dominancia ou age
em consorcio com a linhagem comercial (Pallman, 2001; Mussatto
et al., 2010; Amorim, 2005; Beato et al., 2016; Viana et al., 2017).

No entanto, os principais agentes contaminantes encontrados em
unidades produtoras de etanol sdo as bactérias, principalmente
as Gram-positivas, pertencentes aos géneros Lactobacillus,
Pediococcus, Lactococcus, entre outros. Estes agentes contaminantes
sdo expressivos, desenvolvendo estratégias de sobrevivéncia
e competi¢do para se estabelecerem na fermentagdo alcodlica
(Amorim et al., 2011; Lucena et al., 2010; Murphree ef al., 2014).

Embora a maior parte das contaminagdes seja causada por
bactérias Gram-positivas, também, sdo encontradas em biofilmes
bactérias Gram-negativas. Nestes casos sdo encontrados os géneros
Acetobacter, Burkholderia, Komagataeibacter, Pseudomonas, entre
outros. Estes grupos de bactérias, embora menos frequente nos
processos fermentativos, é de dificil controle (Andrietta et al., 2006;
Amorim et al, 2011).

Bactérias produzem os acidos acético (Gram-negativas) e lactico
(Gram-positivas), responsaveis pela diminui¢do do rendimento e
queda na viabilidade celular de leveduras S. cerevisiae, ultrapassando
facilmente a populagdo de leveduras devido a sua rapida velocidade
de crescimento e tolerdncia aos fatores inibidores (Alcarde et al.,
2007, Schell et al., 2007).
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Convém ressaltar que grande parte destas contaminagdes
bacterianas tem como origem comunidades preestabelecidas através
da formacdo de biofilme, que engloba uma cadeia de interagdes
complexas. Biofilmes apresentam um papel importante na limitagao
da agdo de antibidticos (Rich et al., 2011), porém nem todas as
linhagens encontradas nestas comunidades sao resistentes.

BACTERIAS GRAM POSITIVAS E GRAM NEGATIVAS

As bactérias sdo classificadas em Gram-positivas e negativas de
acordo com a composi¢do de sua parede celular, formada por um
complexo macromolecular, conhecido como mucocomplexo,
sendo este menos abundante em bactérias Gram-negativas em
comparag¢do com as Gram-positivas. A parede celular de bactérias
Gram-negativas ¢ quimicamente mais complexa, possuindo maior
quantidade de aminodcidos e lipideos (Jawetz ef al., 2009). Estas
caracteristicas sao identificadas por meio da técnica de Coloragdo de
Gram, cujo composto é absorvido pelas bactérias Gram-positivas,
que adquirem coloragdo roxa, em oposi¢do as Gram-negativas, que
adquirem coloragdo vermelha (Gregsen, 1978).

As bactérias encontradas mais frequentemente em processos
industriais, pertencentes aos géneros Lactobacillus, Pediococcus,
Lactococcus, entre outros, apresentam caracteristica Gram-positivas
e as bactérias pertencentes ao género Enterobacter e Acetobacter
apresentam caracteristica Gram-negativas (Murphree et al., 2014).
Ocasionalmente ocorrem casos de contaminagdo onde as
linhagens dominantes e melhor adaptadas sdo bactérias Gram-
negativas. Bactérias com esta caracteristica sdo resistentes a
diversos antibacterianos utilizados nas industrias, que tem eficacia
comprovada contra bactérias Gram-positivas (Heist, 2009). As
bactérias Gram-negativas afetam, consideravelmente, o rendimento
da producdo de etanol, convertendo alcool em dacido acético e
promovendo a acidificagio do meio; e, portanto, diminuindo
a viabilidade das leveduras e causando queda no rendimento
fermentativo (Lopes et al., 2004; Lopes et al., 2016; Muthaiyan e
Ricke, 2009). Bactérias do género Acetobacter sio descritas como
contaminantes comuns, mesmo nao sendo capazes de crescer sem a
presenca de oxigénio (Lushia e Heist, 2005; Heist, 2009).

Bactérias acéticas Gram-negativas, como Aerobacter, Acetobactet,
Acetomonas, Obesumbacterium e Zymomonas, sdo extremamente
resistentes as a¢des inibitorias de lupulos e derivados, e também do
etanol. Além disto, possuem necessidades nutricionais simples, o
que promove o estabelecimento de linhagens mais adaptadas que
crescem em ambientes fermentativos; isto ¢ uma das causas mais
comuns de acidez e potencial causadora da morte de leveduras
(Muthaiyan et al., 2010; Muthaiyan e Ricke, 2009).

Ainda, convém considerar que bactérias Gram-negativas como
Enterobacter cloacae, Erwinia herbicola, Klebsiella pneumoniae,
Azotobacter vinelandii, Paenibacillus polymyxa, Herbaspirillum
seropedicae, H. rubrisubalbicans e Acetobacter diazotrophicus sdo
colonizadoras da rizosfera da cana-de-agtiicar e de seus tecidos
internos, sendo responsaveis pela fixagao de nitrogénio (Cavalcante
e Dobereiner, 1988; Olivares et al., 1996). Algumas destas bactérias
possuem marcadores genéticos ligados a producdo de enzimas
relacionadas ao mecanismo de utilizacio de sacarose como fonte



de carbono que as tornam simbidticas com a cana-de-agtcar,
mecanismo este observado em bactérias Gram-negativas (Arrieta et
al., 1996).

Estudos vem isolando, com sucesso, bactérias dacido-acéticas
diretamente de amostras de cana-de-agucar e do solo desta cultura,
demonstrando a relagdo endofitica entre a planta e os micro-
organismos (Arifuzzaman et al., 2014; Fuentez-Ramirez et al., 1998).

Vale ressaltar que a mudanga recente da matéria-prima sendo
introduzida na usina, por conta da mecanizagio da colheita, tem
impactado diretamente na mudang¢a da microbiota encontrada nos
biofilmes contaminantes ja que a queimada da cana-de-agtcar agia
como um agente inibidor das bactérias endofiticas.

BIOFILMES CONTAMINANTES

As bactérias sdo responsaveis pela formagao de biofilmes, peliculas
que se associam a uma superficie e formam um microambiente
favoravel a permanéncia dos microrganismos de maneira eficiente
(Watnick; Kolter, 2000). Este mecanismo gera protecdo das
células contra condigdes estressantes, e permite trocas genéticas
e interagdes entre os microrganismos, garantindo a evolugido
microbiana destas comunidades (McLean, 2002; Brexd e Santana,
2017). Estes biofilmes podem ser compostos por uma, ou maltiplas
espécies, formando micro ecossistemas complexos envolvidos
por uma camada polimérica secretada, contendo primariamente
exopolissacarideos, sendo encontrados em superficies bidticas ou
abidticas (Dunne, 2002; McLean, 2002).

Os biofilmes estio diretamente associados a contaminagdes
persistentes e de dificil controle, apresentando resisténcia a
procedimentos de limpeza e de controle bioldgico, e resultando
na inibicdo do rendimento fermentativo, floculagdo e alteragdo
na morfologia de células de leveduras (Rich et al., 2015; Brexé e
Sant’ana, 2017). Os mecanismos de protecio dos biofilmes impactam
diretamente a suscetibilidade de bactérias a controles biolégicos,
presumidamente pela diminui¢do do poder de penetragio de
antibidticos nas camadas poliméricas extracelulares, entre outros
fatores dependentes da composi¢do da comunidade bacteriana
(Davenport et al., 2014).

O sistema de reciclo de células de levedura e a formagao de biofilmes
atuam como reservatorios de bactérias altamente adaptadas
e resistentes, que sdo continuamente introduzidas nos ciclos
fermentativos (Skinner e Leathers, 2004). Este sistema de reciclo,
embora seja uma medida de controle, acaba agindo como uma
ferramenta de selecdo para bactérias que apresentem resisténcia,
permitindo sua perpetuagio nas comunidades bacterianas.

ESTRATEGIAS DE CONTROLE

As estratégias de controle de contaminagao bacteriana envolvem
tratamento acido do creme de levedura e a adigdo de antibidticos e
biocidas quimicos e naturais, como a-dcidos derivados, nas dornas
da fermentacdo, os quais nao afetam o desempenho das leveduras.
Porém, algumas bactérias, em particular as Gram-negativas,
apresentam resisténcia a tais métodos de controle, chegando em
casos extremos de contaminac¢io a ocasionar perdas de cerca

de 10.000 a 30.000 litros de etanol por dia (Amorim et al., 2011).
Além do impacto no rendimento, as contaminagdes bacterianas
prejudicam o metabolismo das leveduras, ocasionando floculagéo e,
portanto, inibindo o desempenho fermentativo (Beato et al., 2016).
Pesquisas com antibidticos e agentes antimicrobianos em culturas
mistas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas mostraram
que a estreptomicina, bacitracina, terramicina, penicilina, e
clorotetraciclina apresentaram eficacia, com a excegdo de algumas
linhagens Gram-negativas (Muthaiyan et al., 2010; Strandskov et al.,
1956). Atualmente, os antimicrobianos mais utilizados sdo a base de
virginiamicina, monensina e a-acidos (Lopes et al., 2016).

ESTUDOS DE CASO: perfil de contamina¢des por bactérias
Gram-negativas em processos industriais

Biofilmes contaminantes da fermentagdo alcodlica em escala
industrial, de acordo com o estudo de Dellias (2014), mostrou que
estas comunidades sio compostas principalmente por bactérias
formadoras de dcido lactico (LAB), predominantemente do género
Lactobacillus, encontrando ainda cerca de 10% de bactérias Gram-
negativas, como Acetobacter, Burkholderia, Komagataeibacter
e Pseudomonas. Os resultados mostram, ainda, a presenca de
leveduras nestas comunidades microbianas, caracterizando
biofilmes mistos. Dellias et al. (2018) concluiu que a suscetibilidade
destes microrganismos a agentes antimicrobianos é dependente
de linhagens e, em alguns casos, relacionado ao local de coleta das
amostras.

Uma linhagem de Enterobacter cloacae foi isolada em uma unidade
americana produtora de etanol, que apresentou altos niveis
de resisténcia a antibiéticos utilizados comumente em dornas
fermentadoras. A utilizagdo da andlise por PCR (polimerase chain
reaction) revelou que esta linhagem possui genes responsaveis pela
resisténcia a penicilina e eritromicina, permitindo sua persisténcia
em comunidades de biofilme apesar da utiliza¢io de métodos de
controle rotineiros (Murphree et al., 2014).

Outro estudo de caso publicado pela empresa Fermentec Ltda.
descreve uma situagdo de contamina¢do bacteriana na qual as
técnicas tradicionais de controle bioldgico ndo foram eficazes, sendo
identificada a presen¢a dominante de bactérias Gram-negativas.
Aproximadamente 80% do total de bactérias encontradas nas
amostras foram identificadas como Acetobacter pasteurianus. Este
caso, em particular, resultou em perdas de rendimento fermentativo
na ordem de 30%, juntamente com a inibi¢do das leveduras e queda
na viabilidade. Por fim, nao foi possivel restaurar o rendimento
pelo uso de antibidticos, visto que a grande maioria dos métodos
disponiveis apresenta melhor resultado contra bactérias Gram-
positivas, sendo assim, foi necessdria a substitui¢do total do inoculo
a fim de reestabelecer o rendimento industrial (Lopes et al., 2004).

O controle da contamina¢do microbiana em ambiente industrial é
complexo, poisrequer o equilibrio entrea preserva¢do dorendimento,
cuidados com a geragdo de residuos, por conta dos antibiéticos, e
principalmente, a compreensdo do ecossistema industrial (Eguchi,
2007). Estudos com métodos de controle alternativos, como enzimas

31

STAB | NOVEMBRO/DEZEMBRO 2018 | VOL.37 N°2



TECNOLOGIA | PESQUISA

provenientes de Bacillus subtilis mostraram resultados satisfatorios
no controle da formagao de biofilmes, porém tal método ainda nao
foi testado nas condi¢des industriais brasileiras (Leathers et al.,
2014).

O potencial e escala das contaminagdes por bactérias Gram-negativas
ainda ¢ desconhecido, portanto é indispensavel compreender as
interagdes entre estas comunidades microbianas, bem como os
fatores que contribuem para a disseminacdo e sele¢io natural
de microrganismos adaptados ao ambiente industrial e agentes
inibidores (Madaleno e Caetano, 2011; Murphree et al., 2014).

Consideragaes finais

Os estudos, como o de Dellias (2014), Fermentec (Lopes et al., 2004)
e Murphree ef al. (2014), sugerem que, embora se originem de um
problema comum, casos de contamina¢do bacteriana, possuem
caracteristicas particulares, o que refor¢a a necessidade de expandir
os estudos e as tecnologias de controle disponivel para a industria
do bioetanol. Para que seja possivel uma melhor compreenséo sobre
estas bactérias, é necessario que os produtores de etanol estejam
atentos a formacao de biofilmes nos fermentadores.

Estes dados enfatizam a capacidade de bactérias Gram-negativas em
contaminar e prejudicar fermentagdes alcodlicas, sendo necessarios
estudos aprofundados da ecologia microbiana encontrada nestes
ambientes.

Lidar com o surgimento de uma linhagem Gram-negativa resistente
¢ um desafio, ja que as estratégias de controle biologico tém foco
principal em bactérias Gram-positivas. Portanto, isolar e identificar
os componentes da comunidade bacteriana Gram-negativa
encontrada nos biofilmes é de suma importéncia para aperfeigoar
as medidas de controle bioldgico e garantir o sucesso do rendimento
na produgio de etanol.
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