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Abstract

Ethanol is the most common alcohol and a renewable energy source that can be produced
from biomass. Brazil and the United States are world leaders in ethanol production, using as
raw material sugar cane and corn, respectively. In Brazil, ethanol is used as automotive fuel in
two forms: hydrated, used in ethanol using cars and flex fuel cars or anhydrous alcohol, which
is added to gasoline. Ethanol is capable of being metabolized by various microorganisms
serving as a carbon source for them. Under favorable conditions, bacteria and fungi can form
biofilms and participate actively in the process of biocorrosion. The presence of some
microorganisms in the biofilms may enhance corrosion by the production of corrosive
metabolites such as organic acids. Given the scarcity of studies in the area, this work aimed to
study the diversity of microorganisms present in samples of ethanol in order to identify
possible causes of the process of biocorrosion. For this, several samples of ethanol from
different origins were received and analyzed by LABIO/INT since 2007. The main groups of
cultivable microorganisms related to biocorrosion were quantified. Furthermore, analysis of
non-cultivable microorganisms were performed using molecular biology techniques. The
results allow a better assessment of the susceptibility of storage tanks and pipelines to
microbiological corrosion in the presence of ethanol.

Keywords: biocorrosion, ethanol, cloning, Acetobacter aceti.

Resumo

O etanol é o mais comum dos alcoois sendo uma fonte de energia renovavel que pode ser
produzida através da biomassa. O Brasil e os Estados Unidos sdo lideres mundiais na
producdo de etanol, utilizando como matéria prima a cana e o milho, respectivamente. No
Brasil o etanol é utilizado como combustivel automotivo de duas formas: hidratado, usado em
carros a alcool ou flex fuel e anidro, que é adicionado a gasolina. O etanol é capaz de ser
metabolizado por diversos microrganismos servindo como fonte de carbono para 0s mesmos.
Sob condigdes favoraveis, bactérias e fungos podem formar biofilmes e participar ativamente
do processo de biocorrosdo. A presenca de alguns microrganismos em biofilmes pode
intensificar a corrosdo através da producgdo de metabdlitos corrosivos como &cidos organicos.
Dada a escassez de estudos na area, este trabalho teve como objetivo estudar a diversidade de
microrganismos presentes em amostras de etanol a fim de identificar possiveis causadores do
processo de biocorrosdo. Para isso, diversas amostras de etanol de diferentes origens foram
recebidas e analisadas no LABIO/INT desde 2007. Foram feitas quantificagdes dos principais
grupos de microrganismos cultivaveis relacionados a biocorrosdo. Além disso, analise da
diversidade de microrganismos ndo-cultivaveis através de técnicas de biologia molecular foi
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realizada. Os resultados obtidos permitem uma melhor avaliagdo da susceptibilidade de
tanques de armazenamento e dutos de transporte a corrosdao microbiolégica em presenca de
etanol.

Palavras-chave: biocorroséo, etanol, clonagem, Acetobacter aceti.

Introducéo

O Brasil é o pais mais avangado, do ponto de vista tecnoldgico, na producdo e no uso do
etanol como combustivel, seguido dos EUA (1). Diferente do petrdleo, que é um recurso
finito, o etanol é um combustivel de origem renovavel normalmente produzido a partir de
plantas cultivadas, como a cana-de-agucar, o milho, a beterraba, o trigo e a mandioca. No
Brasil, o etanol é produzido pela fermentacdo da cana-de-agucar, uma das matérias-primas
mais eficientes para a sua producéo comercial.

A introducdo de combustiveis contendo etanol e etanol anidro em sistemas de transporte e
armazenamento tem representado um desafio adicional as industrias. Como a agua tem uma
solubilidade muito elevada em etanol, o transporte por dutos pode resultar em da perda da
octanagem do combustivel alem de deixar para trds quantidades residuais de etanol, agua, e
solugbes organicas nas linhas. Esses compostos podem fornecer todos os nutrientes
necessarios para as comunidades microbianas, o que poderia levar ao desgaste da infra-
estrutura de transporte e armazenamento. O etanol pode ser igualmente susceptivel a dissolver
e incorporar impurezas presentes no interior de polidutos quando é transportado por esses
sistemas.

O etanol pode servir como fonte de carbono em concentragbes mais baixas para
microrganismos aerdbicos e anaerobicos (2). Sendo assim, a infra-estrutura que transporta e
armazena combustiveis que contém etanol pode fornecer as condic¢des e nutrientes necessarios
para o crescimento dos microrganismos: agua, fonte de carbono, doadores de elétrons e
receptores de elétrons. Ambientes que apresentem condi¢es favoraveis ao crescimento
microbiano estdo susceptiveis a corrosdo microbiologicamente induzida (CMI). A CMI ja foi
encontrada em ambientes aquosos, pogos de petroleo e sistemas de transporte de combustiveis
refinados (3).

Em estudo recente conduzido pelo National Institute of Standards and Technology (NIST),
pesquisadores associaram 0 aumento da corrosdo de dutos metalicos a presenca da bacteria
Acetobacter aceti em amostra de etanol (4). Essa bactéria é comumente encontrada em
ambientes com etanol uma vez que ela é capaz de transformar o etanol em acido acético o
qual teria atuacdo direta sobre a corroséo dos materiais.

Uma vez que o etanol é produzido a partir de matérias-primas naturais, as quais apresentam
uma grande variabilidade, o risco de CMI e biodegradacdo do combustivel e de suas misturas
é, talvez, mais elevado do que nos combustiveis convencionais. A fim de prevenir e controlar
a ocorréncia destes problemas é essencial uma melhor compreensdo dos tipos de
microrganismos encontrados no etanol. Dada a escassez de estudos sobre a microbiota
presente no etanol combustivel e a importancia deste estudo para garantir a qualidade do
produto desde a sua producdo e armazenamento até o consumidor final, foram analisadas
diversas amostras de etanol de diferentes origens com o objetivo de estudar e detectar
microrganismos envolvidos em processos de biocorrosao.
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Metodologia

Diversas amostras de etanol foram coletadas de diferentes origens e analisadas pelo
Laboratdrio de Biocorrosao e Biodegradacdo (LABIO/INT) desde 2007 (Tabela 1).

Tabela 1 — Amostras de etanol analisadas pelo LABIO

Amostra Origem/caracteristica Coleta
Etanol de milho Em Meio API _
Etanol A ser distribuido nos postos de combustivel 1/12/2007
Etanol Importado corado _
Alcool PA Sigma- Ensaio controle
Aldrich -
Etanol Usina 9/11/2007
Etanol Posto de gasolina _
Etanol Vagdo - inicio da descarga 20/03/2011
Etanol Vagdo - final da descarga 20/03/2011
Etanol Parque de bombas - inicio da operacdo 20/03/2011
Etanol Parque de bombas - meio da operacdo 20/03/2011
Etanol Parque de bombas - final da operacéo 20/03/2011
Etanol Parque de bombas - Raspaqem da linha - Final da 20/03/2011
operagao
Etanol Linha - Refinaria 1/12/2010
Etanol de milho Importado 1/12/2007
Etanol Linha Terminal/Refinaria - inicio da operacao 20/03/2011
Etanol Linha Terminal/Refinaria - meio da operacéao 20/03/2011
Etanol Linha Terminal/Refinaria - final da operacdo 20/03/2011

No laboratdrio as amostras de etanol foram inoculadas em diferentes meios de cultura a fim
de quantificar os principais grupos de microrganismos cultivaveis envolvidos em processos de
biocorrosdo (Tabela 2).

Tabela 2 — Meios de cultura usados na quantificagdo dos microrganismos

Meio de cultura Microrganismo Temperatura/tempo de incubacéo
Caldo nutriente Bactérias aerdbicas 30°C/ 48 horas
Citrato Férrico Amoniacal Bactérias precipitantes de ferro 30°C/ 14 dias
Meio Fluido ao Tioglicolato Bactérias anaerébicas 30°C/ 28 dias
Postgate E Bactérias redutoras de sulfato (BRS) 30°C/ 28 dias

Além da inoculacdo direta no meio de cultura, 50 mL de cada amostra de etanol foram
filtrados em membranas estéreis de PTFE (Millipore) com o intuito de concentrar 0 nimero
de microrganismos presentes na amostra. Apos a filtracdo, a membrana foi cortada em quatro
com auxilio de bisturi estéril e inoculada nos meios de cultura acima descritos.

Com o objetivo de averiguar se a bactéria Acetobacter aceti, encontrada pelos pesquisadores
do NIST em amostra de etanol também esta presente nas amostras de etanol analisadas pelo
LABIO, uma segunda membrana foi inoculada diretamente sobre uma placa de Petri contendo
Agar Manitol, que é o meio especifico para o isolamento da bactéria A. aceti.
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O cultivo de microrganismos em laboratorio ndo reflete as reais condi¢cdes do ambiente,
apenas uma minoria das bactérias é capaz de crescer em meios de cultivo, em amostras
ambientais essa fracdo cultivavel pode corresponder a menos de 1% do total de bactérias
presentes (5, 6, 7). Técnicas que utilizam apenas o cultivo subestimam a complexidade das
comunidades microbianas. Para contornar as desvantagens do cultivo, técnicas moleculares
que dispensam o cultivo de microrganismos tém sido empregadas para caracterizar
comunidades bacterianas, geralmente baseadas na sequencia do gene codificador de rRNA
16S. O desenvolvimento e aplicacdo de métodos biomoleculares vém permitindo grandes
avancos no estudo da ecologia microbiana.

Com o objetivo de se estudar a diversidade de microrganismos ndo-cultivaveis presentes em
amostra de etanol, uma amostra de etanol de milho foi escolhida. Uma aliquota de 50 mL
dessa amostra foi filtrada em membrana PTFE com auxilio de uma bomba de vécuo. A
membrana com os microrganismos retidos foi utilizada entdo para a extracdo do DNA
genémico da comunidade utilizando um protocolo de lise enzimética das celulas seguida de
purificacdo com fenol/cloroférmio e posterior precipitagdo do DNA com etanol (8).

O DNA extraido foi amplificado atraves do PCR do gene 16S rRNA utilizando-se primers
universais para a regido. O produto de PCR de cerca de 1.500 pb foi clonado no vetor
pCR®2.1 (Invitrogen). Os clones foram sequenciados para identificacdo da diversidade de
bactérias presentes na amostra (Figura 1).

ladder BR etanol
— rams
-—
Extracdo do DNA PCR 165
genomico rRNA
340 as0 380 q,
i ”ﬂ.[ & Wy [\/L L 'ﬂf \ fy 4
Identificacdo Seguenciamento Clonagem

Figura 1 — Metodologia de anélise da diversidade de microrganismos nao-cultivaveis em amostra de
etanol

A bactéria Acetobacter aceti foi adquirida de uma colecdo de culturas para que fosse estudada
a sua influéncia na corrosdo de metais na presenca de etanol. Para tanto, a bactéria foi
inoculada em caldo MRS acrescido de 2% de etanol conforme instru¢bes fornecidas pelo
Instituto da qual ela foi adquirida. Concentragdes crescentes de etanol foram adicionadas ao
caldo a fim de adaptar a bactéria ao meio rico em etanol.
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Resultados e discussao

Um total de 17 amostras de etanol foram analisadas ao longo de 5 anos pelo Laboratorio de
Biocorroséo e Biodegradacdo (LABIO). Essas amostras foram coletadas de diferentes pontos
como usinas, terminais, vagoes e postos de combustiveis com o objetivo de verificar a origem
da contaminagdo do combustivel.

Né&o foi observado crescimento de microrganismos em nenhuma das amostras analisadas. Em
apenas uma amostra de etanol de milho foi possivel isolar uma bactéria aerdbica. Essa
bactéria foi identificada como Staphylococcus epidermidis atraves de sequenciamento
genético. S. epidermidis é uma bactéria que faz parte da microbiota enddégena humana (9).
Desta forma, esse microrganismo néo foi caracterizado como pertencente a amostra de etanol
analisada e sim a uma contaminacdo antropogénica ocorrida provavelmente durante a coleta
da amostra.

O fato de ndo ter sido observada a presenca de microrganismos cultivaveis vidveis nas
amostras de etanol ndo é surpreendente. Sabe-se que microrganismos que estdo em um meio
oligotroéfico, ou seja, com baixa concentra¢do de nutrientes, meios considerados agressivos e
ndo favoraveis ao crescimento, quando s@o inoculados em meios de cultura ricos podem néo
crescer devido ao estresse imposto pela mudanca de meio (10).

Uma vez que ndo foi possivel detectar a presenca de microrganismos cultivaveis nas amostras
analisadas, optou-se pelo estudo da diversidade microbiana através do uso de técnicas
moleculares. A técnica da clonagem foi empregada pois permite uma analise completa dos
microrganismos presentes na mostra, inclusive dos ndo cultivaveis.

O resultado de identificacdo dos microrganismos encontrados na amostra analisada encontra-
se na Tabela 3.

Tabela 3 — Microrganismos identificados através da clonagem da amostra de etanol

Clone Similaridade Identificacdo Caracteristicas
5 97% Pseudomonas putida Produtora de exopolissacarideo
Capaz de degradar diversos compostos
10e 49 98% Burkholderia vietnamiensis toxicos como alguns encontrados em
pesticidas
19 98% Burkholderia sp. Encontrada em néctar de flores

Microrganismo isolado de solo
contaminado com 6leo
Microrganismo relacionado a
29 98% Acinetobacter sp. biodegradacdo e remocdo de compostos
toxicos organicos e inorganicos
Microrganismo capaz de crescer utilizando

24 97% Sphingobium olei

43 98% Alcaligenes sp. compostos como o fenol. Resistente a
Hg2+
Bactéria comumente encontrada em solo,
50 99% Burkholderia cepacia 4gua e plantas. E uma bactéria de interesse

na agricultura
Bactéria amplamente encontrada em agua

58 98% Serratia marcescens potavel em paises subdesenvolvidos
devido a cloragéo pobre
70 99% Acinetobacter radioresistens Espécie resistente a radiacéo

Dentre 0s microrganismos encontrados na amostra de etanol podemos citar a bactéria
Pseudomonas putida. Essa bactéria é ubiqua, presente em uma grande variedade de ambientes
e capaz de precipitar ferro, o que a torna uma ferrobactéria. Segundo Beech & Gaylarde (11),

-5-
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esta bactéria é considerada uma das precursoras do processo de corrosdo, uma vez que é uma
importante produtora de exopolissacarideo (EPS). O EPS é a substancia de maior
concentra¢do no biofilme, principal estrutura no processo de biocorrosdo responsavel pela
adesdo e tambem utilizada como nutriente por outros microrganismos (12). O EPS pode criar
condicBes nutricionais e fisicas para o desenvolvimento das BRS sésseis. Além disso, ele
protege as células do fluxo e dificulta a difusdo de biocidas o0 que pode ajudar na formacgéo do
biofilme. A presenga de EPS em amostras de etanol pode ainda aumentar a viscosidade do
combustivel o que pode levar ao entupimento de valvulas e filtros além da perda de qualidade
do mesmo.

Bactérias do género Burkholderia ja foram encontradas em amostras de outros combustiveis
(13). Bactérias desse género possuem uma grande versatilidade metabodlica sendo capazes de
degradar compostos toxicos como aqueles encontrados em pesticidas. Muitas espécies de
Burkholderia sdo capazes de degradar derivados do petrdleo o que as torna de grande
interesse em estudos biorremediacéo.

A bactéria Sphingobium olei foi isolada pela primeira vez de uma amostra de solo
contaminado com Oleo (14). Ainda sdo poucos 0s estudos com essa bactéria e ndo se sabe
ainda a sua participacgéo e fungédo no etanol dada a sua relativa recente descoberta.

Bactérias do género Alcaligenes ja foram isoladas de ambientes contaminados com 6leo (15).
Assim como o género Burkholderia e Sphingobium, as bactérias Alcaligenes sdo capazes de
tolerar grandes quantidades de substancias toxicas o que as tornam candidatas a sobreviver em
um ambiente hostil como é o etanol combustivel.

A bactéria Serratia marscences ja foi isolada de produto de corrosao retirado do interior de
um duto metélico usado para o transporte de produtos derivados do petréleo (16). Essa
bactéria foi capaz de crescer utilizando o diesel como fonte de carbono. A sua influéncia na
corrosédo do aco APl 5LX foi investigada pelos autores.

O género Acinetobacter ja foi encontrado em amostras de etanol combustivel (17). Em um
dos poucos estudos publicados sobre a diversidade microbiana de etanol, pesquisadores
encontraram bactérias desse género em amostras coletadas do fundo de tanques de
armazenamento de etanol. Algumas espécies desse género sdo capazes de utilizar o etanol
como Unica fonte de carbono e sdo capazes de tolerar altas concentracdes de solventes (18,
19).

Todos os microrganismos encontrados na amostra de etanol apresentam grande diversidade
metabdlica, sendo capazes de crescer e tolerar ambientes considerados indspitos para muitos
microrganismos. A maioria das bactérias identificadas nesta fase do projeto sdo reconhecidas
pela capacidade de tolerar compostos quimicos agressivos como solventes e pesticidas.

A bactéria Acetobacter aceti, detectada por pesquisadores em amostras de etanol (4), nao foi
observada em nenhuma das amostras analisadas pelo LABIO. Por esse motivo, uma cepa
deste microrganismo foi adquirida pelo Laboratorio de uma colegéo de culturas a fim de que
estudos sobre a influéncia dessa bactéria na corrosdo de materiais expostos ao etanol
pudessem ser realizados. Com o intuito de adaptar a bactéria a um ambiente rico em etanol
para que os ensaios de corrosdo e consumo do etanol fossem realizados, a cepa foi inoculada
em caldo MRS com 2% de etanol. Apds a observacédo do crescimento, uma aliquota do caldo
foi inoculada em meio com 4% de etanol. No entanto, 4% foi a concentracdo méxima de
etanol em que foi observado o crescimento da A. aceti. Deste modo, ndo foi possivel
continuar a adaptacdo da cepa uma vez que ela ndo apresentava crescimento em
concentragdes superiores de etanol.
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Conclusodes

Né&o foi possivel detectar a presenca de microrganismos cultivaveis em nenhuma das 17
amostras de etanol estudadas. Deste modo, serdo testados meios de cultura alternativos
para o isolamento de microrganismos cultivaveis.

A bactéria Acetobacter aceti capaz de converter etanol em acido acético ndo foi detectada
nas amostras analisadas.

Com a utilizagdo de técnicas de biologia molecular, foram identificados microrganismos
capazes de utilizar o etanol como fonte de carbono na amostra de etanol de milho estudada.
Também foram encontrados microrganismos relacionados a casos de biocorrosédo e
tolerantes a substancias toxicas.

A metodologia de PCR do 16S rRNA seguida de clonagem foi eficiente para analise da
diversidade de microrganismos em amostra de etanol. Esta metodologia sera utilizada para
0 estudo da diversidade de etanol de outras origens a fim de se comparar oS
microrganismos presentes nas duas amostras.
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