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APRESENTACAO

O Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e
Comunicagdes (MCTIC) possui papel fundamental no processo de
aprimoramento tecnoldgico do biodiesel brasileiro. No ambito do
Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel (PNPB), o
modulo de Desenvolvimento Techoldgico é coordenado pelo MCTIC
e objetiva organizar e fomentar a base tecnoldgica existente no Pais e
nortea-la a gerarresultados que atendam asdemandas do PNPB.

Nesse sentido, foi implantada a Rede Brasileira de Tecnologia
de Biodiesel (RBTB), que articula os diversos atores envolvidos,
permitindo a convergéncia de esforcos e a otimizacao de
investimentos publicos na busca por solucoes para os desafios
tecnolégicos da cadeia produtiva, levando em consideracao
aspectos de sustentabilidade, geracao de empregos e
desenvolvimento regional.

Como ferramenta de avaliacao e divulgacao dos resultados
dos projetos fomentados, o MCTIC promove, desde 2006, o Congresso
da Rede Brasileira de Tecnologia de Biodiesel e a Universidade
Federal de Lavras promove, desde 2004, o Congresso Brasileiro de
Plantas Oleaginosas, Oleos, Gorduras e Biodiesel. Eventos que em
suas edicoes anteriores foram um sucesso, tanto em termos de
publico, como na divulgacao do conhecimento gerado por
pesquisadores de iniumeras universidades e institutos de pesquisa de
todo o pais. A partir de 2010 esses dois eventos foram realizados
simultaneamente constituindo o maior evento técnico cientifico em
biodiesel do mundo. Este evento é referéncia para as areas de
producao de plantas oleaginosas, 6leos, gorduras e biodiesel.



APRESENTACAO

E estratégico para o setor de biodiesel possuir féruns de
discussao para se debater temas ligados a pesquisa,
desenvolvimento e inovacao em Biodiesel, como também promover
encontros entre especialistas, estudantes, empresarios e a sociedade
civil para discutir meios para o desenvolvimento desse novo
combustivel.

Para o evento deste ano os organizadores receberam 884
trabalhos, dos quais 715 foram aprovados e serdao expostos nas
sessoes de apresentacao de poster. Foram destacados trabalhos que
também serao apresentados oralmente nas sessdes tematicas.
Busca-se atingir com a divulgacao dos Anais do evento a difusao do
conhecimento gerado, servindo como base para a continuidade das
acoes e como motivagao para que a inovagao tecnoldégica contribua
de forma efetiva para os objetivos do PNPB.

Cordialmente,

Professor Pedro Castro Neto Rafael Silva Menezes
Presidente do Congresso Coordenador de agdes de

L. desenvolvimento
Professor Anténio Carlos Fraga energético RBTB-MCTIC

Presidente da Comissao Técnico-Cientifica
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REALIZACAO

O Nucleo de Estudos em Plantas Oleaginosas, Oleos,
Gorduras e Biocombustiveis (G-Oleo) idealizado
pelos professores Anténio Carlos Fraga

do Departamento de Agricultura

0 e Pedro Castro Neto do
/‘l G-n lE“ Departamento de Engenharia
da Universidade Federal de

Lavras, desde 2006 promove a
producao cientifica e realiza eventos académicos voltados a
estudantes, pesquisadores e empreendedores que atuam nas
diversas etapas da cadeia produtiva do biodiesel, transferindo
ao produtor rural por meio de eventos de extensao, onde
inovagoes da pesquisa e industria sao levadas e apresentadas a
comunidade.

A diversidade das areas de atuacao do grupo torna os
projetos amplamente diversificados, englobando atividades
em fitotecnia, quimica, projetos e manutencao de maquinas
agricolas e industriais, geréncia e tecnologia de informacao,
administracao, extracao e purificacao de oleos e gorduras,
gestao de coprodutos e residuos, todas associadas a producao
cientifica visando inovacao para a industria e melhoria na
producao rural.




REALIZACAO

Com o objetivo de impulsionar o desenvolvimento
tecnoldgico e a inovacao do biodiesel no Brasil, o Ministério da
Ciéncia, Tecnologia, Inovacoes e Comunicacoes
(MCTIC) promove
diversas agodes, RedeBrasileira de Tecnologia de
principalmente por °
meio da Rede Brasileira DIESEI
de Tecnologia de
Biodiesel (RBTB), que envolve diversos atores da
cadeia produtiva. Isso permite a convergéncia de esforcos e a
otimizacao de investimentos publicos, buscando solugdes
para os desafios tecnholdégicos do setor. Desde 2006, a
Secretaria de Desenvolvimento Tecnoldégico e Inovacao
(SETEC/MCTIC) promove o Congresso da RBTB com objetivode
disseminar os conhecimentos tecnoldgicos gerados, a
divulgacao das potencialidades da Rede, as competéncias e os
trabalhos em andamento. A realizagdao do evento envolve a
comunidade cientifica e empresarial e abrange sete diferentes
areas tematicas: Matéria Prima; Armazenamento, Estabilidade
e Problemas Associados; Caracterizagcao e Controle da
Qualidade; Co-Produtos; Producao do Biocombustivel; Uso de
Biodiesel; e Politicas Publicas e Desenvolvimento Sustentavel.
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Armazenamento simulado de diesel, misturas (B5, B10, B50) e B100:
monitoramento da biomassa, composicao da populacio microbiana (rDNA 16S e
18S) e de genes funcionais (alk B) por qPCR

Francielle Biicker (PPGMAA/UFRGS, franbucker@gmail.com), Tiane Martin de Moura (PPGMAA/UFRGS,
tianedemoura@gmail.com), Patricia Dorr de Quadros (PPGMAA/UFRGS, patiquadros11@yahoo.com.br), Sabrina
Becker (PPGMAA/UFRGS, sabrinabeker@gmail.com), Juciana Clarice Cazarolli (PPGMAA/UFRGS,
jucianacazarolli@gmail.com), Ana Paula Guedes Frazzon (PPGMAA/UFRGS, ana.frazzon@ufrgs.br), Fatima

Menezes Bento (PPGMAA/UFRGS, fatima.bento@ufrgs.br)

Palavras Chave: qPCR, bactérias, fungos, bactérias degradadoras de alcanos, biodegradagao

1 - Introducio

A falta de rotinas rigidas de manutengao, durante o
armazenamento de diesel e biodiesel, pode promover o
estabelecimento de uma comunidade microbiana na
interface  6leo-dgua. O entendimento da sucessdo
microbiana e seu impacto sobre o combustivel ¢
fundamental para garantir a qualidade do produto no
mercado!?. A avalia¢do da adi¢do do biodiesel ao diesel na
estrutura e dindmica de populagdes microbianas durante o
armazenamento, utilizando técnicas independentes de
cultivo, como PCR quantitativo (qPCR) e o PCR-DGGE
(Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante) vém
sendo utilizadas. A deteccdo e quantificagdo de copias de
genes por PCR quantitativo (qQPCR) ¢ uma ferramenta
molecular que pode mostrar alteragdes na comunidade
microbiana através do uso de oligonucleotideo iniciadores
(primers)  especificos. Assim, pode-se verificar a
abundancia de fungos e bactérias, a partir de primers que
amplificam regides dos genes 18S rRNA e 16S rRNA,
respectivamente. Outra possibilidade é quantificar e avaliar
a presenca de microrganismos com genes especificos,
também chamados de genes funcionais, relacionados ao
metabolismo, como o gene alcano mono-oxigenase (alk B),
relacionado a degradagdo de alcanos 3.

Os objetivos do estudo foram avaliar o
crescimento  microbiano  na  interface  6leo-agua,
quantificando a biomassa (mg), e analise da estrutura
microbiana da biomassa pela quantificacdo de bactérias,
bactérias degradadoras de n-alcanos e fungos por PCR em
tempo real.

2 - Material e Métodos

2.1 Crescimento Microbiano

Simulou-se uma condi¢do de armazenamento de
B0, BS5, B10, B50 ¢ B100, em frascos de vidro (200 mL)
com 20 mL de Meio Mineral Bushnell-Hass (Bushnell and
Haas, 1941), ¢ 10 mL do combustivel previamente
esterilizado por filtragdo com membrana. O experimento foi
conduzido em triplicata, em estufa a 28°C. Contaminou-se o
combustivel com um indculo microbiano nao caracterizado
(Norma ASTM E1259-10°). A estimativa da contaminagio
inicial foi de 5 log UFC.ml"! de bactérias, 4 log UFC.ml"!
para fungos.

A biomassa formada na interface o6leo-agua foi
recuperada e quantificada de acordo com Biicker et al.
(2011)7 aos 0, 10, 20, 30 e 60 dias.

2.2- Quantificagao microbiana por qPCR real time

Toda a biomassa formada na interface 6leo-agua
foi removida dos frascos e utilizada para a extracdo de
DNA, utilizando-se o kit para extragdo PowerSoil DNA
Isolation Kit (MO BIO Inc., Laboratories, USA). A
qualidade do DNA foi verificada por espectrofotometria
com Biospec (Shimadzu, Sao Paulo, Brasil) (razio
260/280) e quantificado por Qubit 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), utilizando-se o kit dSDNA
BR Assay (Invitrogen™).

A populacao de fungos foi estimada quantificando-
se o DNA total extraido por qPCR, utilizando os primers
com alvo no gene 18S rRNA:
18S_F5’GGGGGGAGTATGGTCGCAAG3’ e 18S R1196
5’TCTGGACCTGGTGAGTTTCC3’;  bactérias  (16S
rRNA) 16F-5° TCCTACGGGAGGCAGCAGT3’ e 16R-
5’CGTATTACCGCGGC TGCTGGCAC3’; e, as bactérias
degradadoras de alcanos com base no gene alkB alkB
F 5>GGAGCRTTTMKTCGTRGTTG3” e alkB R_
5’CGWAKGCCATYTGAABYGGV3’. O numero de
copias dos genes alk B, 16S rRNA e 18S rRNA em cada
amostra foi quantificado por qPCR utilizando-se Platinum®
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG w/ROX (Invitrogen,
sao Paulo Brasil) em placas opticas de 96 po¢os MicroAmp
Fast Optical (0.1 mL) (Applied Biosystems®, Sao Paulo,
Brasil) no equipamento StepOne™ Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems®, Sdo Paulo, Brasil). A
amplificacdo foi realizada em duplicata em rea¢des de 20
ul, contendo 1 pl de DNA, 200 mM de cada primer (foward
e reverse) 10 ul do SuperMix, 0,4 pl de ROX e agua
deionizada esterilizada (Mili Q, Milipore) para completar a
reacdo. As condi¢des de amplificacdo foram 2 min a 50°C,
2 min a 95°C seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15s; 55°C
por 30s e 60°C por 30s. O numero de copias do gene alvo
foi calculado a partir da padronizacdo de curvas (curva
padrdo) contendo concentragdes conhecidas dos respectivos
oligonucleotideos controles (gDNA) em diluigdes seriadas
de 1:10 em triplicata. A especificidade da amplificacdo por
PCR foi determinada pelas curvas de melting e pela
eletroforese em gel de agarose.

3 - Resultados e Discussao

Na Figura 1 s@o apresentados os valores do peso
seco da biomassa formada na interface 6leo-agua. Para a
condic¢do de biodiesel puro, B100, a biomassa formada aos
60 dias foi 91,3% maior que a produzida na condi¢do com
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BO. Verificou-se aos 10 dias de incubagdo, em todas as
condigdes em que o biodiesel foi adicionado, um maior
crescimento na interface oOleo-agua, assim a biomassa
formada em B50, B10 e B5 foi 71,4%, 56,5 % e 53,4,3%,
respectivamente, maior que a biomassa formada em BO.
Aos 60 dias, o valor da biomassa formada em B50, B10 e
B5 foi 83,3%, 72,2% e 75,0%, respectivamente, maior que
a biomassa formada em BO0.

Microbial growth
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Figura 1. Valores de peso seco (mg) da biomassa formada
na interface 6leo-agua nos tratamentos contendo BO, BS,
B10, B50 ¢ B100; aos 10, 20, 30 ¢ 60 dias.

A quantificagdo dos microrganismos e analise da
estrutura microbiana do biofilme foi acessada por qPCR. A
quantificagdo dos microrganismos mostra que o biofilme
formado na interface 6leo agua ¢ composto por cerca de
70% de fungos e 30% de bactérias, em todos os tratamentos
e tempos avaliados.

Em relagdo a quantificagdo da populacdo fungica,
observou-se que esta variou entre 10° e 10'? copias por
miligrama de biomassa. A estimativa da populagdo
bacteriana variou entre 10° e 10° cdpias por miligrama, nos
tratamentos com B0, B5, B10 e B50. Em B100, foi
observado uma menor populagdo bacteriana nos tempos
avaliados, sendo que foram observadas entre 103 e¢ 10*
copias.mg!.

Em BO, B5 e B10 o percentual bactérias com gene
alk B foi em torno de 70 - 80 %, (10° e 10* copias.mg™') em
relagdo ao total de bactérias estimadas pela analise do gene
16S rRNA. Em B50, houve uma variag@o nestes percentuais,
sendo que foram de 80, 50, 60, e 30%, aos 10, 20, 30 e 60
dias de avaliagdo, respectivamente. Em B100, a estimativa
de bactérias com gene alk B em relacdo ao total de
bactérias, foi em torno de 25% do total. 10 cdpias.mg™!, aos
20, 30 e 60 dias, ndo sendo detectado aos 10 dias de
avaliacao

Cyplik et al. (2010)'!, em estudo para avaliar a
degradag@o de diesel, B20 e biodiesel puro (previamente
esterilizados) por um consércio de sete bactérias
verificaram, por PCR quantitativo relativo, que a estrutura
da comunidade microbiana nao foi afetada pelo teor de
biodiesel, assim como observado neste trabalho. Martin-
Sanches et al. (2016)!? utilizaram somente da fase aquosa,
coletada juntamente com ultra low sulfur diesel (ULSD) de
tanques de armazenamento, para extracdo de DNA e
posterior analise por qPCR de fungos ¢ bactérias, e
verificaram que a quantidade de bactérias era superior a de
fungos. Resultado distinto ao encontrado pelo presente

trabalho, em que foi analisada a biomassa formada na
interface 6leo agua, em que predomina a biomassa fungica
(70%). Ambos estudos mostram que a metodologia de
qPCR pode ser uma ferramenta no estudo de amostras de
combustivel contaminadas, como uma metodologia de
monitoramento do crescimento microbiano.

A analise por qPCR foi conduzida utilizando-se
um gene considerado funcional nessa comunidade, o gene
alk B que codifica para a enzima alcano mono-oxigenase,
responsavel pela degradacdo de alcanos. Pode-se verificar
que nos tratamentos com diesel puro (BO) e nas misturas
com biodiesel, B5 e B10, o gene alk B esta presente em
cerca de 70-80% da populag@o bacteriana total (gene /6S
rRNA). Indicando que o diesel pode estar selecionando e
favorecendo o crescimento de bactérias com o gene alk B,
uma vez que em B50 e B100, a relagcdo diminuiu, ou seja,
apresentou menos bactérias com a capacidade em degradar
alcanos, em relagdo ao total de bactérias (gene /6S rRNA).
Esperava-se a menor abundancia de bactérias com o gene
alk B em B100, pois as enzimas alcano mono-oxigenases
nao sdo necessarias, pois nao temos alcanos. A detecgdo de
bactérias degradadoras de alcanos, em BI100, estd
relacionada ao inoculo adicionado, confeccionado a partir
de borras diversificadas (de BS5, biodiesel puro) e
aclimatado em B10, o que previamente selecionou bactérias
com o gene alk B, e que foram adicionadas a todos os
tratamentos.

Verificou-se que a presenca do biodiesel favoreceu
o crescimento microbiano na interface Oleo-agua, e na
condi¢do de B100, foi observado maior biomassa. As
analises por q-PCR informaram sobre a composicao do
biofilme, assim, baseada na relagdo entre numero de copias
de fungos e bactérias, verificou-se que a proporcao destes
microrganismos no biofilme foi em torno de 70% e 30%,
respectivamente. Verificou-se que em B0, B5 ¢ B10 o
percentual de bactérias com gene alk B foi em torno de 70 -
80% do total de bactérias estimadas, B100, esta relagdo foi
de apenas 25%.
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