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APRESENTACAO

O Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacgoes e
Comunicacgoes (MCTIC) possui papel fundamental no processo de
aprimoramento tecnoldégico do biodiesel brasileiro. No ambito do
Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel (PNPB), o
modulo de Desenvolvimento Techolégico é coordenado pelo MCTIC
e objetiva organizar e fomentar a base tecnoldgica existente no Pais e
nortea-laagerarresultados que atendam as demandas 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 solu¢des para os desafios
tecnoldgicos da cadeia produtiva, levando em consideracao
aspectos de sustentabilidade, geragcao de empregos e
desenvolvimento regional.

Como ferramenta de avaliacao e divulgacao dos resultados
dos projetos fomentados, o MCTIC promove, desde 2006, 0 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 cientificoem
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 foruns 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 serao expostos nas
sessoes de apresentacao de poster. Foram destacados trabalhos que
também serao apresentados oralmente nas sessoes 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 motivacao 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 acoes de
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

g e Pedro Castro Neto do

// G-n lE Departamento de Engenharia

‘I 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

inovacgoes da pesquisa e industria sao levadas e apresentadas a
comunidade.

A diversidade das areas de atuag¢ao 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
tecnolodgico e ainovacao do biodiesel no Brasil, o Ministério da
Ciéncia, Tecnologia, Inovacdoes e Comunicagoes
(MCTIC) promove
diversas acg O €S, RedeBrasileira de Tecnologia de
principalmente por o
meio da Rede Brasileira Dlesel
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 soluc¢odes
para os desafios tecnholdégicos do setor. Desde 2006, a
Secretaria de Desenvolvimento Techoldgico e Inovacao
(SETEC/MCTIC) promove o Congresso da RBTB com objetivo de
disseminar os conhecimentos tecnoldgicos gerados, a
divulgacao das potencialidades da Rede, as competéncias e os
trabalhos em andamento. A realizacao do evento envolve a
comunidade cientifica e empresarial e abrange sete diferentes
areas tematicas: Matéria Prima; Armazenamento, Estabilidade
e Problemas Associados; Caracterizacao e Controle da
Qualidade; Co-Produtos; Producao do Biocombustivel; Uso de
Biodiesel; e Politicas Publicas e Desenvolvimento Sustentavel.
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Natureza dos metabdlitos produzidos durante a degradacio da mistura B10 com
diferentes teores de enxofre

Aline Oliboni de Azambuja (LAB-BIO/UFRGS, alineoliboni@gmail.com), Juciana Clarice Cazarolli (LAB-
BIO/UFRGS, jucianacazarolli@gmail.com); Vincent Bonifay (BC/OU Vincent.Bonifay-1@ou.edu); Jan Arne
Sunner (BC/OU jan.sunner-1@ou.edu); Iwona Boguslavia Beech (BC/OU, ibeech@ou.edu); Fatima Menezes Bento
(LAB-BIO/UFRGS, fatima.bento@ufrgs.br)

Palavras Chave: mistura B10, metaboldmica, biodegradacao, teores de enxofre, microrganismos, acidos graxos.

1 - Introducao \

Os combustiveis armazenados, especialmente o
biodiesel e misturas, quando estocados por longos periodos,
sem uma rotina rigida de “Boas Praticas”, ficam mais
suscetiveis a formacao de agua livre e consequente
degradagdo quimica e biologica com graves implicacdes
para os mercados de distribui¢do e usuarios finais'. A fase
aquosa ¢ o principal meio onde os microrganismos se
desenvolvem e secretam os metabolitos que sdo produtos
das atividades de degradac@o?.

De uma forma geral, a degradacdo aerdbia de
alifaticos, (maior grupo estrutural do diesel), inicia com a
oxidacdo metil terminal para um alcool primdrio, que ¢é
oxidado a um aldeido e a seguir a um 4acido graxo. Os
acidos graxos sdo degradados via P-oxidagdo ou sdo
utilizados pelas células para a constru¢do das
biomoléculas®. Na biodegradacdo do biodiesel, as enzimas
microbianas lipases e esterases fazem a clivagem do metil
ou etil éster resultando em um d4cido graxo e um dalcool
associado, sendo os acidos graxos incorporados as células
microbianas por processos de B-oxidagdo*. Assim,
independe do tipo de combustivel, no processo de
degradag@o, ocorrera a conversdo da molécula substrato em
acidos graxos, ¢ por essa razdo, as rotas metabolicas de
lipideos representam uma importante informagdo
relacionada ao metabolismo de biossintese ¢ degradagdo de
acidos graxos.

Os metabolitos funcionam como uma “impressao
digital” biologica em resposta as variagdes ambientais,
permitindo uma melhor compreensdo das atividades de
microbianas. O combustivel brasileiro, nos ultimos dez
anos, sofreu importantes alteragdes quando a redugdo dos
teores de enxofre no diesel® e adigdo de quantidades
crescentes de biodiesel formando a atual® mistura B7 com
diesel S10/S500, instigando como sera o comportamento
dessa mistura em termos de estabilidade. O objetivo desse
estudo foi a verificar o perfil de grupos de metabolicos,
presentes na fase aquosa, indicativos da degradagdo
microbiana da mistura B10 com diferentes teores de enxofre
em condi¢des de armazenamento simulado por 40 dias.

2 - Material e Métodos \

Os combustiveis utilizados para compor a mistura
B10 foram: biodiesel metilico de soja e sebo bovino (75:25)
e Oleo diesel A com trés diferentes concentragdes de
enxofre: at¢ 10 ppm S (S10), até 500 ppm S (S500) e até
1800 ppm S (S1800), fornecidos pela Ipiranga produtos de
Petroleo S/A.

O experimento de estocagem simulada foi
realizado em triplicata com frascos de vidro (100 mL). O

microcosmos foi composto de uma fase oleosa (20 mL)
estéril contendo a mistura B10 S10, S500 ¢ S1800 ¢ uma
fase aquosa (10 mL), com o meio mineral Bushnell-Haas
(BH)7 estéril, simulando a dgua de drenagem. Um indculo
microbiano n3o caracterizado (ASTM  1259-10),
proveniente de tanques de estocagem de diesel e misturas
de biodiesel foi adicionado ao microcosmos numa
concentragdo aproximada de 10° cel/esp mL!. O tratamento
controle foi composto pelas mesmas condigdes do
microcosmos, mas sem a adi¢do do in6culo microbiano. Os
frascos foram armazenados em estufa a 30 °C por 40 dias.
Apbs esse periodo, as triplicatas da fase aquosa foram
misturadas e formadas uma amostra composta para cada
tratamento. As amostras foram acidificadas com HCI 4N,
submetidas a extracdo da fase organica (2 x), com etil
acetato, e secas com constante evaporacdo (N2), sendo os
residuos ressuspensos em 100 pL de isopropanol.

Para verificar a biodegrada¢do do biodiesel foram
investigados metabolitos relacionados com o metabolismo
de lipideos que fossem significativamente diferentes dos
controles (estéril) e do meio mineral BH (branco). As
analises foram realizadas no sistema UPLC/ Q-ToF/MS. Os
dados brutos foram processados usando IDEOM versédo 19,
comparados com os metabolitos da base de dados KEGG ¢
as rotas metabolicas usando o aplicativo Pathos. As analises
estatisticas incluiram a Analise do Componente Principal
(PCA) e um valor p de 0,05 para determinar a significativa
alteragdo na abundancia relativa dos provaveis metabdlitos
entre os tratamentos e controles/ branco utilizando
MetaboAnalyst (3.0).

3 - Resultados e Discussao

Na PCA foi possivel verificar que todos os
tratamentos foram agrupados diferentemente dos controles
(estéril) e do branco, representado pelo meio mineral BH
(tempo zero) ao final de 40 dias (Figura 1). Esses resultados
evidenciam a produgdo de diferentes metabolitos pelos
distintos teores de enxofre, comparados aos controles e
branco.

Em relagdo ao metabolismo de lipideos, foram
identificadas cinco rotas metabolicas: biossintese de acidos
graxos, biossintese de acidos graxos insaturados,
metabolismo do acido a-linolénico, metabolismo do acido
a-araquidonico e metabolismo do acido linolénico. Na
Tabela 1 pode ser visualizado o numero de provaveis
metabolitos detectados nas amostras de fase agua da mistura
B10 S10, S500 ¢ S1800 e que estdo relacionadas a ativagdo
das referidas rotas.

NATAL - RIO GRANDE DO NORTE
22 a 25 DE NOVEMBRO DE 2016
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Figura 1. Analise do Componente Principal (PCA) para a
producdo de metabolitos microbianos relacionados ao
metabolismo de lipideos, presentes na fase aquosa da
mistura B10 com diferentes teores de enxofre, apds 40 dias
de avaliagdo.

A mistura B10 S10 teve o maior numero de
provaveis metabolitos detectados nas rotas de biossintese de
acidos graxos insaturados e metabolismo do acido a-
araquidonico.

Tabela 1. Rotas metabolicas de lipideos, detectados na fase
aquosa da mistura B10 com diferentes teores de enxofre,
apos 40 dias de avaliacdo.

Rotas metabolicas de Mistura B10

lipideos S10 S500 S1800

1. Biossintese de acidos /1% /11 6/11
graxos

2. Biossintese de acidos 10/49 8/49 9/49
graxos insaturados

3. Metabolismo do acido 9/39 9/39 9/39
a-linolénico

4. Metabolismo do acido 9/74 7774 8/74
a-araquidonico

5. Metabolismo do acido 525 55 525
linoleico

*Numero de provaveis metabolitos identificados nas

amostras/Numero de metabolitos participantes da rota metabolica
pela base de dados KEGG.

Na rota metabolica referente ao metabolismo do
acido linoleico (C18:2) (Acido «cis, «cis -9,12-
octadecadienoico), foram detectados cinco provaveis
compostos que atuam na ativa¢do da rota. Entre eles,
Linoleato (C18H3202); 9(S)-HODE (C18H3203); 9(S)-
HPODE (C18H3204); € 9,12,13-T1‘iHOME (C18H3405)
apresentaram abundancia relativa 10 vezes superior nos
tratamentos comparados aos controles ¢ branco (p < 0,05) e
estdo representados em azul na Figura 2. O composto 9,10-
DHOME (CigH3404), em amarelo, teve a abundancia
relativa igual aos controles e branco (p < 0,05). A parcial
migracdo dos ésteres metilicos da fase oleosa para a fase
aquosa ja foi reportada na literatura® e a degradagio
abiotica também contribuem para esse fendmeno. No
entanto, nesse trabalho, as evidéncias apontam para a
degradagdo de origem microbiana em funcdo da elevada
quantidade de compostos oriundos da mistura B10 com
diferentes teores de enxofre em relagdio  aos
controles/branco apds 40 dias de avaliag@o.

Metabolismo do Acido Linoleico ‘

Archibn scud metdbolem.

3
§.1213- TrHOME

0
510,15 TEHOME

135-HODEQ

111
2.1012,13-Diey T
cetadecionte T |

5,10 Dy 1215
oo

13-0m0DE

Figura 2. Rota metabélica do 4cido linoleico (Acido cis, cis
-9,12- octadecadienoico) e metabdlitos responsaveis pela
sua ativacdo encontrados nas amostras da fase aquosa da
mistura B10 S10, S500 e S1800, controles ¢ branco (meio
BH) apos 40 dias de avaliacdo. Circulos em azul - provaveis
metabolitos detectados com abundéncia relativa 10 x superior aos
controles/branco. Circulo em - provavel metabdlito
detectado na mesma propor¢do entre tratamentos e
controles/branco.

O acido linoleico ¢ o 4cido graxo mais abundante
(~ 52 %) presente no biodiesel a base de soja’. Na
degradacao microbiana, os acidos graxos sdo intermediarios
formados durante o metabolismo de alcanos (diesel) ou a
partir da hidrolise de ésteres metilicos (biodiesel) e
consequente B-oxidagdo formando uma série de residuos
com dois atomos de carbonos a menos que o percursor’. A
presenga do linoleato (Figura 2), como provavel metabdlito
da rota do acido linoleico, sugere a ideia de produto de
degradacdao ou do metabolismo microbiano para a mistura
B10 S10, S500 e S1800. Resultados semelhantes também
foram obtidos por Viera et al. (2006)1°,

Nosso  estudo revelou importantes rotas
metabdlicas e provaveis metabolitos relacionados a
degradacao de acidos graxos que podem auxiliar na
compreensdo da biodegradagdo microbiana e estabilidade
da mistura B10 especialmente durante a estocagem.
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