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DETECCAO DE Paecilomyces variotii PELA TECNICA DE PCR

Autor: Jorge Gassen*
Orientador: Amauri Braga Simonetti
Co-orientadora: Fatima Menezes Bento

Resumo

A amplificagéo in vitro de DNA, utilizando reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), tem sido estudada como uma alternativa aos tradicionais métodos de
deteccdo de micro-organismos contaminantes em tanques de armazenagem de
biodiesel. Neste sentido, objetivou-se padronizar um método rapido e eficaz
para deteccdo de Paecilomyces variotii utilizando-se a técnica de PCR e avaliar
o desenvolvimento de P. varioti em amostras contendo diesel puro (BO),
mistura diesel/biodiesel (B7) e biodiesel puro (B100). Em sistemas contendo
meio minimo mineral e misturas diesel/biodiesel, apds 60 dias, verificou-se que
0 micro-organismo desenvolveu biomassa significativamente superior em B7 e
B100 quando comparados a BO. A técnica de PCR foi capaz de detectar um
minimo de 10° esporos/mL de P. varioti em suspensdo com &agua,
correspondente a 0,0144 ng de DNA/uL, e demonstrou auséncia de reacdes
inespecificas frente aos fungos Aspergillus fumigatus e Pseudallescheria
boydii. Entretanto, 0 método mostrou-se ineficaz para deteccdo de P. variotii
em amostras contendo diesel, biodiesel ou misturas de diesel/biodiesel.

Palavras-chave: biodiesel, contaminacdo, padronizacdo de PCR,
Paecilomyces variotii.
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DETECTION OF Paecilomyces variotii BY THE PCR TECHNIQUE

Autor: Jorge Gassen?
Orientador: Amauri Braga Simonetti
Co-orientadora: Fatima Menezes Bento

Abstract

The in vitro amplification of DNA using polymerase chain reaction (PCR), has
been studied as an alternative to traditional methods for detecting
microorganisms contaminating biodiesel storage tanks. In this sense, the aim of
this study was to standardize a fast and effective method for detection of
Paecilomyces variotii using the PCR technique and evaluate the development
of P. variotii in samples containing pure diesel (BO), blend diesel/biodiesel (B7)
and pure biodiesel (B100). In systems containing mineral minimal medium and
diesel/biodiesel blends after 60 days, it was found that the microorganism
biomass developed significantly higher in B7 and B100 when compared to BO.
The PCR technique was able to detect a minimum of 10% spores/mL of P.
variotii in suspension with water, corresponding to 0,0144 ng DNA/uL, and
showed no nonspecific reactions against the fungi Aspergillus fumigatus and
Pseudallescheria boydii. However, this method proved to be ineffective for the
detection of P. variotii in samples containing diesel, biodiesel or diesel/biodiesel
blends.

Keywords: biodiesel, contamination, PCR standardization, Paecilomyces
variotii.
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1. INTRODUCAO

As crescentes preocupacfes econdmicas e com 0 meio ambiente,
além das estatisticas indicando que as reservas de energias fosseis nao
ultrapassardao os préximos 50 anos, tém incentivado a busca de novas fontes
de combustiveis alternativos, tais como energia edlica, energia solar e os
biocombustiveis.

Biodiesel € um combustivel originado de fontes renovaveis
produzido a partir de Oleos vegetais (babacu, soja, mamona, dendé, algodéao,
girassol etc.) ou gordura animal e um alcool (metanol ou etanol), na presenca de
um catalisador acido ou basico em um processo chamado de transesterificacéo.
O futuro indica a possibilidade de haverem grandes mudancas na fabricacéo e
utilizacdo de biodiesel pelo Brasil. A expectativa € que o pais seja um dos
principais produtores e consumidores de biocombustiveis do mundo. Ha
evidéncias de que isto significaria a diminuicdo da emissédo de gases de efeito
estufa e, consequentemente, permitiria o uso do petréleo e seus derivados para
outros fins, salientando-se que a producdo de biodiesel devera ser feita a partir
de uma visao ecologica, ou seja, com a producao encaixada no ambiente natural

e social e, assim, trazer beneficios a sociedade e ao planeta.



O biodiesel tem sido avaliado para ser o substituto do diesel de
petréleo. Por ser compativel com o diesel, o biodiesel esta sendo adicionado ao
diesel de petréleo progressivamente, pois a mistura resulta em um aumento da
qualidade do combustivel. Aléem disso, também contribui na diminuicdo da
poluicdo, pois se trata de uma fonte de carbono proveniente de plantas (fonte
renovavel), enquanto o diesel é obtido a partir do petréleo.

Tanques de estocagem de combustiveis freqliientemente séo
contaminados por micro-organismos, principalmente fungos e bactérias. Esta
contaminacdo leva a formacdo de uma biomassa que pode causar 0
entupimento de filtros e tubulacbes. Além disso, a atividade metabdlica
microbiana produz acidos organicos e inorganicos, causando alteracdes
quimicas e fisicas que comprometem a qualidade do combustivel.

Entre os contaminantes mais frequentes estdo os fungos
filamentosos, entre estes, encontra-se o Paecilomyces variotii, um fungo
filamentoso comumente encontrado em tanques de estocagem. Os métodos
tradicionais de deteccdo de micro-organismos contaminantes em tanques sao
demorados e o0s custos sdo altos para as operacdes de descontaminacao
quando esta for necesséaria. Portanto, € necessario o desenvolvimento de
procedimentos mais rapidos e sensiveis para que a contaminagdo possa ser
detectada mais precocemente.

O desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante, bem
como o advento da amplificacao in vitro pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR — Polymerase Chain Reaction), que permite obter rapidamente grandes

quantidades de copias de um segmento de DNA especifico, viabilizaram



meétodos de analise baseados em seqiiéncias de acidos nucléicos. A aplicacao
dessas tecnologias originou diversos estudos na busca de métodos mais

eficazes para a deteccao, diferenciacdo e identificacdo de micro-organismos.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Padronizar a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase para
deteccéo do fungo filamentoso Paecilomyces variotii, contaminante de sistemas

contendo diesel e/ou biodiesel.

2.2 Especificos

- Avaliar o desenvolvimento do fungo em diferentes periodos de
incubacdo, utlizando-se amostras contendo diesel e biodiesel nas
concentracdes de BO, B7 e B100.

- Determinar a sensibilidade e a especificidade do método de PCR
na fase aguosa de amostras contendo diesel e biodiesel, nas concentracdes
BO, B7 e B100, apdés contaminacbes com concentracbes crescentes de

esporos fangicos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Contaminac¢ao microbiana de biodiesel

O biodiesel € um combustivel produzido a partir de 0leos vegetais
extraidos de diversas matérias primas renovaveis como palma, mamona, soja,
girassol, entre outras. Pode ser produzido também a partir de gordura animal
(Macedo & Macedo, 2004; Marchetti et al., 2007; Sharma et al., 2008;
Murugesan et al., 2009 a, b).

A constituicdo quimica do biodiesel € de ésteres metilicos ou
etilicos de acidos graxos de cadeia longa que sao obtidos, respectivamente,
pela transesterificacdo dos triacilgliceréis com metanol ou etanol. No processo
de transesterificacdo, a reacdo entre os triacilgliceréis e o alcool é catalisada
por um acido, uma base ou uma enzima, resultando na produc¢éao de biodiesel e
de subprodutos como o glicerol (Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis, Portaria n°® 255 ANP, 2003; Macedo & Macedo, 2004;
Marchetti et al., 2007; Sharma et al., 2008; Murugesan et al., 2009 a, b). As
propriedades fisico-quimicas do biodiesel sdo similares aquelas do diesel
derivado do petréleo (Marchetti et al., 2007; Sharma et al., 2008; Murugesan et
al., 2009 b). Assim, a grande compatibilidade dos ésteres de acidos graxos

com o diesel convencional os caracteriza como uma alternativa capaz de



atender a maior parte da frota de veiculos diesel ja existente no mercado e,
quando utilizados em misturas com o diesel de petréleo (por exemplo, B5, B10,
B20), ndo ha necessidade de investimento tecnoldgico para o desenvolvimento
ou adaptacdo dos motores (Biodiesel: Handling and Use Guidelines, 2004;
Gerpen et al., 2004).

Uma vantagem do ponto de vista ambiental que o biodiesel
apresenta em relacdo ao diesel mineral, que é a biodegradabilidade, também o
torna mais suscetivel a contaminacdo microbiana durante o periodo de
armazenamento (Chesneau, 2000; Passmann, 2005; Bento et al., 2006). A
contaminacao de biodiesel armazenado € um sério problema, uma vez que pode
comprometer a qualidade do produto (Bento et al., 1999; Bento et al., 2006). A
contaminacao microbiana durante o armazenamento de combustiveis pode levar
a perdas que vao desde o comprometimento da qualidade final do combustivel
nas bombas de abastecimento, desgastes nos bicos injetores, até a corroséo
dos tanques de estocagem (Gaylarde et al., 1999). A condi¢cédo fundamental para
iniciar o processo de deterioracdo do combustivel € a agua presente nos lastros
dos tanques, que entra nos sistemas principalmente pela condensacdo nas
paredes do tanque. Como principal consequéncia do desenvolvimento
microbiano nesse sistema ocorre a formacdo de uma biomassa na interface
Oleo-agua, que é composta por diferentes grupos microbianos, tais como fungos

filamentosos, leveduras, e bactérias (Figura 1).



' Combustivel

Biomassa

Bento, 2006
Figura 1: Formacéao de sedimentos em tanques de armazenagem de 6leo
diesel.

Tabela 1. Consequéncias do desenvolvimento microbiano em sistemas
combustiveis.

PROBLEMAS DETECTADOS PRINCIPAIS TIPOS DE MICRO-
ORGANISMOS

Blogueio de mangueiras, valvulas,e filtros Fungos; bactérias produtoras de polimeros

Aumento do contelido de agua Todos

Formacao de sedimento Todos

Producgéo de biossurfactante Fungos e bactéria aerobias

Corrosao de tanques e tubulactes Fungos e bactérias anaerdbias

Producéo de sélidos suspensos Todos

Degradacao dos hidrocarbonetos Fungos e bactérias aerébias

Bloqueio de injetores Fungos e bactérias aerébias

Aumento do contetdo de enxofre Bactérias redutoras de sulfato (BRS)

Comprometimento do sistema de inje¢édo Todos

Gaylarde et al., 1999.

A presenca fisica deste sedimento biolégico ocasiona diversos
problemas (Tabela 1), como por exemplo o entupimento de filtros e tubulagdes,
alterando as propriedades fisicas como cor e odor e propriedades quimicas
como a estabilidade quimica e a degradacao das cadeias de hidrocarbonetos do

combustivel (Gaylarde et al., 1999; Bento et al., 1999; Bento et al., 2006). Outra




consequéncia inclui a corrosdo dos tanques, que provoca acidentes com

derramamento de combustiveis, comprometendo o solo, subsolo e corpos de

agua. A corroséao interna dos tanques ocorre pela presenca de agua, mas pode

ser acelerada pelos produtos gerados durante o desenvolvimento microbiano

(Pia, 2002).

Tabela 2. Micro-organismos isolados de combustiveis.

Bactérias

Acinetobacter
Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter cerificans
Actinomicetos

Acrobacter aerogenes
Alcaligenes

Bacillus sp.

Bacillus acidocaldarius
Bacillus megatherium

Brevibacterium ammoniagenes
Clostridium sporogenes
Corynebacterium sp.
Enterobacter cloacae
Enterobacter agglomerans
Flavobacterium arborescens
Flavobacterium diffusum
Micrococcus sp.

Moraxella sp.

Pasteurella sp
Pseudomonas sp.
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas maliphora
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas putida
Serratia marcescens
Serratia odorifera

Bacillus subtilis Ochrobactrum anthropii SRB!

Leveduras

Aureobasidium pullulans Candida quilliermondii Candida zeylanoides
Candida sp. Candida lipolytica Hansenula mrakii

Candida famata
Candida fluviatilis

Candida rugosa
Candida tropicalis

Rhodotorula sp.
Saccharomyces sp

Fungos filamentosos

Acremonium sp.
Acremonium strictum
Alternaria sp.

Alternaria alternata
Aspergillus sp.

Aspergillus clavatus
Aspergillus fischeri
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus nidulans
Aspergillus ochraceus
Aspergillus paradoxus
Aspergillus sejunctus
Aspergillus sydowi
Aspergillus versicolor
Aspergillus tamarii

Botrytis cinerea
Cephalosporium sp.
Chaetomium dolichotrichum
Chaetomium globosum
Cladosporium sp
Cladosporium cladosporoides
Cladosporium herbarum
Cladosporium sphaerospermum
Curvularia lunatus
Drechslera cynodontis
Epicoccum purpurascens

Fusarium sp.

Fusarium acuminatum
Fusarium moniliforme
Fusarium oxysporum
Fusarium sambucinum
Geomyces cretaceus
Geotrichum candidum
Gliomastix sp.
Helminthosporium sp.
Hormoconis resinae
Humicola grisea

Mucor sp.
Paecilomyces sp.
Paecilomyces lilacinus
Paecilomyces variotii
Paecilomyces virvus
Penicillium sp.
Penicillium brevicompactum
Penicillium canescens
Penicillium citrinum
Penicillium corylophilum
Penicillium cyclopium
Penicillium digitatum
Penicillium echinulatum
Penicillium expansum
Penicillium frequentans
Penicillium funiculosum
Penicillium glabrum

Penicillium hirsutum
Penicillium minioluteum
Penicillium notatum
Penicillium spinulosum
Penicillium thomii
Penicillium waksmanii
Pestalotiopsis aquatica
Phialophora sp.
Phialophora richardsiae
Phoma sp.

Phomopsis sp.
Pseudallescheria boydii
Rhinocladiella sp.
Rhizopus oryzae
Sordaria fimicola
Stemphylium botryosum
Thielavia sp.
Trichoderma sp.
Trichoderma harzianum
Trichoderma koningii
Trichoderma viride
Trichosporon sp.
Trichothecium roseum
Tritirachium oryzae
Ulocladium sp.
Ulocladium atrum
Ulocladium chartarum

'Sulfate Reducing Bacteria

3.1.1 Paecilomyces variotii

Gaylarde et al., 1999.

Indmeros micro-organismos ja foram isolados de tanques de

armazenamento de biodiesel (Tabela 2) (Edmons & Cooney, 1967; Atlas, 1981;



Vaz, 2010; Gaylarde et al., 1999), sendo que alguns dos fungos mais
frequentemente detectados s&o Hormoconis resinae, Aspergillus fumigatus, P.
variotii, Penicillium sp., e as leveduras Rhodotorula glutinis e Candida silvicola
(Bento & Gaylarde, 2001). Entre estes, ja havia sido relatada a habilidade de P.
variotii desenvolver-se em combustiveis (Gaylarde et al., 1999). Posteriormente
Bicker et al. (2011) demonstraram que Paecilomyces sp é 0 micro-organismo
gue desenvolve a maior biomassa em misturas diesel/biodiesel ou biodiesel puro
guando comparado com Aspergillus fumigatus.

Paecilomyces sp € um fungo filamentoso comumente encontrado
no ar, no solo (climas subtropical e tropical), na madeira e em produtos
alimenticios (Samson, 1974; Houbraken et al., 2008). E considerado um agente
oportunista causador de micoses em pacientes imunocomprometidos
(Houbraken et al., 2010); e no ambiente, é considerado o agente causal da
biodeterioracdo do couro, de cosméticos, de emulsdes farmacéuticas e do 6leo
vegetal (Samson, 1974). Além disso, ja foi identificado como formador de
biofilmes em sistemas de distribuicdo de agua (Doggett, 2000), em polimeros
sintéticos (Roberts at al, 1986) e até mesmo em roupas espaciais (Breuker et al,

2003).

3.2 Métodos de deteccdo de contaminantes

Os custos com descontaminacdao, limpeza e drenagem dos tanques
de armazenamento de combustiveis sdo altos. Deve-se evitar, portanto, a
execucdo desses procedimentos quando ndo houver necessidade, ou seja,

qguando néo existir contaminacao. Para detectar contaminantes em amostras de



combustiveis provenientes de tanques de armazenagem, 0s meétodos
tradicionais sdo baseados em técnicas de filtracdo acompanhadas por
microscopia e/ou cultura e consomem muito tempo, principalmente para fungos,
gue tém crescimento mais lento (Gaylarde et al., 1999).

Em 1979 foram testados kits comerciais para deteccdo de
contaminantes em diesel naval, que foram em geral considerados faceis de usar;
qguanto a sensibilidade, apresentaram boa correlacdo com padrdes laboratoriais.
O tempo necessario para deteccao de fungos, entretanto, ficou entre dois e trés
dias por se tratar de laminocultivo. Esta técnica consiste em um frasco esteéril
contendo uma lamina coberta com agar enriquecido com nutrientes; a lamina é
entdo imersa no liquido teste, recolocada no frasco e incubada em temperatura
e tempo apropriados. Posteriormente avaliam-se qualitativamente e
guantitativamente o desenvolvimento de micro-organismos (Bailey & Mai, 1979).

Um teste bastante rapido e relativamente pratico foi desenvolvido
em 1996 por Lopes & Gaylarde. Anticorpos policlonais anti-Hormoconis resinae
foram produzidos e utilizados na padronizacdo de um método de deteccao deste
micro-organismo por imunofluorescéncia em amostras de querosene de aviacao.
Este teste permitiu a reducdo do tempo de deteccdo do micro-organismo de dias
para apenas algumas horas, além de demonstrar uma maior capacidade de
deteccdo em comparacdo com meétodos padronizados. Entretanto, € necessario
0 uso de um microscopio de fluorescéncia, o que requer um profissional
qualificado, além da obtencéo de anticorpo monoclonal especifico, uma vez que

anticorpos policlonais podem produzir reacfes cruzadas.
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Atualmente, os testes mais rapidos e praticos disponiveis
comercialmente baseiam-se em reacdes quimicas ou na imunocromatografia.
Testes baseados em reacdes quimicas consistem em um tubo contendo uma
pastilha reativa. A amostra € adicionada ao tubo e incubada por uma hora a
37°C. A pastilha reage com enzimas comumente encontradas em micro-
organismos contaminantes de combustiveis, gerando um composto corado que
€, entdo, comparado com uma cartela de cores padrao. Trata-se de um método
rapido e semi-quantitativo, porém inespecifico (Echa Microbiology, 2012).

Testes baseados na imunocromatografia se desenvolvem em uma
membrana de nitro celulose. A membrana possui anticorpos especificos
marcados com ouro sob o poco de reagao; a amostra contendo uma quantidade
desconhecida de micro-organismos € adicionada ao poco de reacdo, que se
reidrata permitindo que os reagentes migrem ao longo da membrana. Durante a
migracdo, 0s micro-organismos ligados aos anticorpos marcados reagirdo com
anticorpos especificos fixados na linha “teste”, onde se desenvolve a coloracéo.
Esses testes sdo simples e rapidos, porém cada kit detecta apenas uma espécie

de micro-organismo e sao qualitativos (Conidia Biosciences, 2012).

3.2.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Ultima década testemunhou muitos avancos na deteccéo
molecular de fungos, sendo que o mais promissor foi a técnica de Reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR é altamente sensivel, pois quantidades
muito pequenas de sequéncias especificas de DNA ou RNA podem ser

amplificadas enzimaticamente a uma extensdo tal que uma quantidade
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suficiente de material fica disponivel para alcancar o limiar de deteccéo
(Koneman et al., 2001). A técnica de PCR quando utilizada para detectar
fungos pode chegar a detectar DNA correspondente a apenas trés células
fungicas (Fungaro, 2000). Para deteccéo do virus da hepatite C o limite tedrico
de deteccao, por PCR, em condi¢cdes otimas, € de aproximadamente 1000
copias do genoma/mL, mas existem variacdes da técnica e uma das mais
sensiveis € capaz de detectar até 100 copias do genoma/mL de soro (Brandé&o
et al., 2001).

Desenvolvida inicialmente por Kary B. Mullis, em 1985, a técnica
permite obter milhdes de copias de um segmento especifico de DNA através da
acdo da enzima DNA Polimerase e de oligonucleotideos iniciadores (primers)
sobre um DNA molde. E realizada em um equipamento denominado
termociclador, o qual possibilita a alternancia de temperaturas por
determinados periodos de tempo, de modo a permitir a ocorréncia de ciclos
repetitivos de desnaturagao e sintese do DNA (Koneman et al., 2001).

A PCR apresenta diversas vantagens em relacdo as técnicas
convencionais, como maior rapidez, bom limite de deteccdo, maior
especificidade, potencial para automacdo e a possibilidade de trabalhar com
micro-organismos que ndo sao cultivaveis em meios de cultura normalmente
utilizados (Bush & Nitschko, 1999). As principais desvantagens sdo a
incapacidade de diferenciar células vivas de células mortas e o alto
investimento em equipamentos e reagentes (Malorny et al., 2003).

O desenvolvimento da PCR reside em trés passos fundamentais:

1) a selecdo de uma regido alvo especifica do DNA/RNA para identificar o
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micro-organismo; 2) a extracdo do DNA/RNA da amostra e 3) um método para
identificar a presenca da regiao alvo na amostra (Atkins & Clark, 2004).

Para realizar uma PCR, em primeiro lugar deve-se extrair o
material genético da célula sem danifica-lo. Normalmente o material extraido &
o DNA, mas pode-se trabalhar com RNA também. Depois de extraido o DNA,
este é adicionado a uma mistura que contém os dNTPs, os primers (também
chamados oligonucleotideos ou iniciadores), cloreto de magnésio e a enzima
DNA polimerase em um tampdo. Toda esta mistura € colocada no
termociclador, que faz os ciclos de temperatura pré-estabelecidos com tempos
exatos especificos para cada reacéo.

Na primeira etapa do ciclo a temperatura é elevada a 94 a 96°C
por alguns segundos para que haja a separacdo da dupla fita de DNA

(desnaturacéo - quebra das pontes de hidrogénio, Figura 2).

Tl
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Figura 2: desnaturacdo da dupla fita de DNA.

Na segunda etapa, a temperatura é reduzida entre 50 e 60°C

dependendo da quantidade de citosina (C) e guanina (G) encontrada no primer,
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para que os primers se anelem com a fita molde de DNA (anelamento, Figura

3).

T il

Primer forward Primer reverse
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Figura 3: anelamento dos primers.
Na ultima etapa do ciclo a temperatura € elevada a 72°C para que

a enzima possa funcionar sintetizando a nova molécula (extenséo, Figura 4) e
em seguida um novo ciclo € iniciado. Normalmente séo realizados de 25 a 40

ciclos (Maniatis et al., 1983).
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Figura 4: extensao (sintese da nova molécula).

O DNA ribossomal (rDNA) fangico consiste de trés genes, a

subunidade grande (25S), a subunidade pequena (18S) e o gene 5.8S,
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separados por regides ITS (do inglés Internal Transcribed Spacer, ou
Espacador Transcrito Interno), em unidades repetidas muitas vezes. A regiao
ITS € uma area de particular importancia para o estudo de fungos, pois possui
areas altamente conservadas e outras altamente variaveis sendo, portanto, um
alvo ideal para o desenvolvimento de primers especificos para a deteccdo e
identificacdo de espécies fungicas (White et al., 1990).

Existe um grande niumero de métodos de extracdo de DNA para
fungos. A escolha do método depende da necessidade de uma extracao
rapida, da pureza do DNA e do tipo de amostra ambiental da qual o DNA sera
extraido. Na analise de amostras ambientais, € necessario um processo de
extracdo com alto rendimento, para aumentar o limite de deteccdo do método.
O DNA pode ser extraido do micélio ou dos esporos através de diversos
processos fisicos como maceracdo com nitrogénio liquido, agitacdo com
pérolas, enzimas que degradam a parede celular ou detergentes como dodecil
sulfato de sodio (SDS) e brometo de cetil trimetil aménio (CTAB) (Arriel et al.,
2002; Vanittanakom et al., 2002; Haugland et al., 2004; Lignell et al., 2008).

A PCR tem sido usada para detectar sequencias de genes que
codificam enzimas que participam da via biossintética das micotoxinas, detectar
fungos patdgenos vegetais e patégenos humanos como Paracoccidioides sp,
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Trichosporon sp, Penicillium sp e Paecilomyces sp (Haynes et al., 1995; Sugita

et al., 1999; Fungaro, 2000; Marques, 2003; Haugland et al., 2004).

15



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Padronizacédo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

4.1.1 Micro-organismos

Para a padronizacédo da PCR foi utilizado o fungo filamentoso P.
variotii cepa ATCC 16023 (PV1), adquirida da Fundagdo André Tosello
(Campinas, SP) em setembro de 2010. Para avaliar se a PCR padronizada &
capaz de detectar a cepa de P. varioti encontrada em tanques de
armazenamento de combustiveis contaminados, foi utilizado o micro-organismo
isolado (PV2) através da filtracdo de amostras de biodiesel de soja como
descrito por Bento & Gaylarde (1996). Para avaliar a especificidade dos
primers, foram utilizados dois fungos filamentosos, Pseudallescheria boydii e
Aspergillus fumigatus, igualmente isolados de acordo com Bento & Gaylarde
(1996). O meio de crescimento e manutencao utilizado para 0s micro-

organismos foi agar malte 2%, pH 6,5.

4.1.2 Extracado de DNA
A extragdo do DNA gendmico do P. variotii (PV1 e PV2) foi
realizada de acordo com o método proposto por Ferreira e Grattapaglia (1996),

apos preparacao prévia.
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A preparacao prévia consistiu em cultivo do micro-organismo em
Caldo Malte 2% (Anexo 9.1.3). Depois de preparado o caldo, o micro-
organismo foi inoculado com auxilio de uma alga microbiologica e incubado em
estufa microbiolégica a 28°C por 7 dias. Apo6s esse periodo, o micélio foi
retirado do caldo, lavado com agua destilada e seco com papel filtro. Em
seguida, o micélio foi macerado em um gral com o uso de nitrogénio liquido até
pulverizacao total.

Conforme proposto por Ferreira e Grattapaglia (1996), 0,7 mL de
tampao CTAB previamente aquecido a 65°C foi adicionado a 100 mg do micélio
pulverizado, em um tubo tipo eppendorf com capacidade para 1,5 mL. A
mistura foi incubada em banho termostatizado a 65°C durante uma hora, com
agitacao periodica em intervalos de 10 minutos. A esse homogeneizado foi
adicionado 0,6 mL da mistura cloroférmio:alcool isoamilico, na proporcéo de
24:1, agitando-se manualmente por 5 minutos. Esta preparacdo foi entédo
centrifugada por 10 minutos a 11.400 g em uma centrifuga Eppendorf Minispin;
a fase aquosa foi transferida para um novo tubo eppendorf previamente
identificado e esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C, a 1 atm.
Nesse tubo foi adicionado 0,4 mL de isopropanol P.A. gelado (-20°C) e o tubo
foi homogeneizado durante 1 minuto, e depois submetido a temperatura de -
20°C por no minimo 30 minutos para formacdo do sedimento. O tubo foi
centrifugado por 20 minutos a 11.400 g, e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 70% por 5 minutos e
uma vez com 1 mL de etanol absoluto por 3 minutos. O precipitado ficou

secando a temperatura ambiente, sendo posteriormente ressuspendido em 150
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puL de tampéo Tris-EDTA (TE) com RNAse (10 pg/mL) e incubado a 37°C por
30 minutos.

Além disso, com o objetivo de determinar qual a quantidade
minima de esporos e de DNA que pode ser detectada pelo método de extracao
utilizado e pela PCR padronizada neste trabalho, foi feita uma diluicdo seriada
de esporos (PV1) em agua, de forma a obter as suspensdes dos esporos nas
quantidades de 10% 103, 10% 10°, 10° 10’ e 10® esporos por mL de agua. Para
a realizacdo do experimento, primeiramente foi necessario preparar uma
suspensao concentrada de esporos. O fungo foi inoculado em 10 tubos de
ensaio com capacidade para 10 mL contendo 3 mL de Agar Malte (Anexo
9.1.2), e os tubos foram incubados em estufa a 28°C por 21 dias. ApOs esse
periodo, nos tubos onde o fungo cresceu foram adicionados 2 mL de uma
solucdo de Tween 80 a 0,01% e os tubos foram agitados levemente para
liberar os esporos. O conteudo de todos os tubos foi vertido em um frasco de
vidro estéril e, em seguida, foi feita a contagem dos esporos em camara de
Neubauer. ApOs a contagem, uma suspensdo com concentracdo de 108
esporos/mL foi preparada, e a partir desta foram preparadas as diluicdes
maiores, todas em um volume final total de 1 mL em tubos eppendorf com
capacidade para 1,5 mL.

De posse da diluicdo seriada, o proximo passo foi proceder a
extracdo do DNA. Para isso, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a
6.700 g e o sobrenadante foi retirado com auxilio de micropipeta. Os tubos
ficaram em repouso em estufa a 37°C com a tampa aberta até secagem total

(aproximadamente 30 minutos). Em seguida, o sedimento foi macerado com

18



um pistilo, visando romper a parede dos esporos expondo o DNA. Apds essa
preparacao, a extracao do DNA foi procedida conforme proposto por Ferreira e
Grattapaglia (1996) e ja descrito previamente.

Outros métodos também foram testados para romper o miceélio e
0os esporos em fase aquosa em tubo eppendorf de 1,5 mL, porém com
rendimento inferior ao método previamente descrito. Foi utilizada maceracao
com pistlo e uso de nitrogénio liquido; choque térmico com banho
termostatizado fervente e nitrogénio liquido; uso de sonicador, para
rompimento de células por ultrassom; uso de homogeneizador de tecidos

(Omni Mixer); e uso de pérolas de vidro de 1 mm (técnica bead beating).

4.1.3 Andlise Qualitativa e Quantitativa do DNA

As analises qualitativa e quantitativa do DNA extraido foram
realizadas avaliando-se o extrato por eletroforese em gel de agarose a 0,8%,
com brometo de etidio como corante. Nesse procedimento, o DNA
ressuspendido foi diluido na proporcéo de 1 parte da amostra para 9 partes de
agua estéril; a 5 pL dessa diluicdo, 1 yL de tampao de amostra de uso (Gel
Loading Dye, New England Biolabs) foi adicionado e o volume total foi
introduzido em uma canaleta do gel, para comparacdo com um marcador de
peso molecular (adicionado nas mesmas condicdes em outra canaleta) com a
finalidade de determinar a concentracdo de DNA extraido, além de sua
qualidade. O marcador utilizado foi Lambda/Hind 11l 0,1 pg/uL (Ludwig Biotec)
contendo 8 fragmentos variando entre 125 e 23.130 pares de bases; para a

eletroforese, foi utilizada uma fonte da marca GSR modelo 300 STD, tendo sido
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utilizadas as seguintes condi¢cGes para a corrida: voltagem 100 V, amperagem
50 mA e poténcia de 120 W. O gel foi analisado e documentado em um
fotodocumentador Kodak Digital Science (Kodak DC 120) utilizando o software
Kodak 1D 3.5 (KODAK). A quantificacdo do DNA total extraido da série de
diluicho de esporos foi feita pela técnica de fluorometria, utilizando-se o

equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (INVITROGEN).

4.1.4 Oligonucleotideos Iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) selecionados para
padronizacdo da PCR foram os seguintes:
Forward: 5'-CGAAGACCCCTGGAACG
Reverse: 5'-GTTGTTGAAAGTTTTAATTGATTGATTGT

Esses primers foram desenvolvidos e testados por Haugland et al.
(2004), que os utilizou em uma padronizacédo de PCR em tempo real com o0 uso
de kits comerciais (Applied Biosystems). As informacdes sobre a sequéncia
estdo depositadas no GenBank sob o numero de acesso AY373941. Os
primers amplificam uma sequencia localizada na regido ITS e o fragmento
amplificado possui 73 pares de bases, conforme segue:

CGAAGACCCCTGGAACGCTGCCTGGAAGGTTGCCGTCTGAGTATACAATCA
ATCAATTAAAACTTTCAACAAC

4.1.5 Amplificacao
Adaptou-se a metodologia proposta por Haugland et al. (2004),
com modificagbes. A solucdo foi inicialmente preparada com 4,95 ug de

albumina bovina, 1,5 U de Taq DNA Polimerase, 0,1 uM de cloreto de
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magneésio, tampao de reacdo (10 mM de Tris-HCI e 50 mM de KCI), 12,5 pmol
de cada primer, 50 yM de cada dNTP e 10 ug de DNA molde, completando
com agua destilada estéril o volume para um total de 25 pyL. Todos os
reagentes citados foram desenvolvidos e fornecidos por Ludwig Biotec, exceto
os primers (GBT Oligos).

Para a amplificacdo, foi utilizado um equipamento Eppendorf
Mastercycler Personal, programado para efetuar inicialmente 2 minutos a 50°C,
10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C para
desnaturacdo do molde e 1 minuto a 60°C para anelamento dos primers e
extenséo.

Para definir boas condi¢cdes de reacdo, foram realizadas curvas
com quantidades crescentes de cloreto de magnésio, dNTPs e primers e foram
testadas temperaturas de anelamento e extensédo crescentes. O cloreto de
magneésio foi testado nas concentragdes 0,5, 1,0 1,5, 2,0 e 2,5 mM; os dNTPs
foram testados nas concentracbes 50, 100, 150 e 200 uyM de cada; e os
primers foram testados nas quantidades 12,5, 25, 37,5, 50 e 62,5 pmoles de
cada primer. Cada curva foi feita separadamente, mantendo-se as
concentracfes iniciais dos outros componentes. As temperaturas de
anelamento testadas foram 56°C, 58°C, 60°C, 62°C e 64°C, de acordo com
Haugland et al. (2004), que utilizou a temperatura de 60°C para padronizacdo
de Real Time PCR com estes primers.

Com o objetivo de avaliar a especificidade dos primers, apés a

padronizacdo da PCR foram testados também DNAs extraidos de
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Pseudoallescheria boydii e Aspergillus fumigatus sob as mesmas condi¢oes do

P. variotii.

4.1.6 Analise dos produtos de PCR

A analise dos produtos de PCR foi realizada avaliando-se os
produtos por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, com brometo de etidio
(0,5 pg/mL) como corante. Nesse procedimento, a 8 yL do produto foram
adicionados 2 pL de tampao de amostra e o volume total foi introduzido em
uma canaleta do gel, para comparacdo com um marcador de peso molecular
(ladder de 50 pares de bases (50-1000 pares de bases), Ludwig Biotec),
adicionado nas mesmas condicdes em outra canaleta, com a finalidade de
visualizar uma banda na regido de 73 pares de bases. Para a eletroforese, foi
utilizada uma fonte da marca GSR modelo 300 STD, tendo sido utilizadas as
mesmas condicdes ja descritas para caracterizar o DNA mencionado

anteriormente em 4.1.3.

4.2 Avaliacao da sensibilidade do método

4.2.1 Crescimento microbiano em misturas de biodiesel em

diesel

4.2.1.1 Micro-organismos
Para a avaliacdo da sensibilidade do método desenvolvido neste

trabalho foi utilizado o fungo filamentoso P. variotii (PV2) isolado através de
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filtracdo de amostras de biodiesel B4, como descrito por Bento & Gaylarde
(1996). O micro-organismo foi identificado com base nos estudos morfologicos
analisados por microcultivo, de acordo com Barnett (1960) e confirmado por
identificacdo molecular realizada pela Fundacdo André Tosello. Por se tratar de
uma cepa isolada de biodiesel, esta foi considerada ideal para simulacdo de

uma situacédo de contaminagcdo em misturas diesel/biodiesel.

4.2.1.2 Combustiveis

Os combustiveis utilizados nos experimentos foram fornecidos
pela Distribuidora de Petréleo Ipiranga S.A. Foram utilizados 6leo diesel (S-50)
e biodiesel produzido a partir de soja. Foi utilizada a mistura com 7% de
biodiesel ao diesel (denominada B7), somente biodiesel (B100) e somente
diesel (B0O). A mistura de diesel e biodiesel (B7) foi preparada no laboratério
utilizando-se uma proveta graduada. A esterilizacdo do combustivel (diesel,
biodiesel e da mistura) foi realizada utilizando-se um frasco Kitassato
esterilizado e um filtro com membranas de porosidade 0,22 ym (Millipore). O
combustivel filtrado foi armazenado em frascos de vidro previamente
esterilizados em autoclave. ApoOs a esterilizacdo, o combustivel foi
acondicionado nos frascos, que foram guardados em caixas de papelédo, para
evitar a foto-oxidagcdo do combustivel, por uma semana a temperatura

ambiente.
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4.2.1.3 Condicdes de cultivo para o crescimento microbiano

Os experimentos envolvendo o crescimento dos fungos
filamentosos, utilizando diesel/biodiesel como fonte de carbono e energia,
foram conduzidos em frascos de vidro, previamente esterilizados, com
capacidade para 150 mL, utilizando-se uma fase aquosa e uma fase oleosa,
como pode ser visualizado na Figura 5. A fase aquosa (meio mineral) foi
confeccionada conforme Richard & Vogel (1999), sendo composta por
nutrientes minerais que simula a condicdo de agua de lastro presente nos
tanques, com o0 objetivo de acelerar o crescimento dos micro-organismos
deteriogénicos do combustivel. O meio mineral, cuja composicdo ¢é
apresentada no Anexo 9.1.1, foi esterilizado. ApOs a esterilizacdo da fase
aguosa adicionou-se a fase oleosa nestes frascos, na proporgao de 1:1 (20 mL
de fase aquosa e 20 mL de fase oleosa). A fase oleosa foi constituida por
diesel (BO), biodiesel (B100) ou pela mistura diesel/biodiesel (B7), esterilizadas
como descrito anteriormente. O experimento foi realizado em triplicata,

montado com repeticdes destrutivas.
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Fase oleosa: BO, B7 ou B100 (20 mL)

Interface 6leo-4dgua: indculo

Fase aquosa: meio minimo mineral
(20 mL)

Figura 5: Frasco experimental (150 mL), contendo a fase aquosa e a

fase oleosa do ensaio, na proporcéo de 1:1 v/v.

4.2.1.4 Curvas de crescimento de Paecilomyces variotii

A avaliacdo do crescimento do fungo filamentoso P. variotii (PV2)
foi realizada nas condi¢bes descritas na secdo 4.2.1.3. A padronizagéo do
in6culo foi realizada inoculando-se o fungo em 10 tubos de ensaio com
capacidade para 10 mL contendo 4 mL de Agar Malte (Anexo 9.1.2), com
posterior incubagdo em estufa a 28°C por 21 dias. Apds esse periodo, nos
tubos onde o fungo cresceu foram adicionados 2 mL de uma solugao de Tween
80 a 0,01% e os tubos foram agitados levemente para liberar os esporos. O

conteudo de todos os tubos foi vertido em um frasco de vidro estéril e, em
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seguida, foi feita a contagem dos esporos em camara de Neubauer. Apés a
contagem, uma suspensao de esporos em meio mineral com concentracao de
10® esporos/mL foi preparada (suspensdo concentrada). Esta suspensao
concentrada foi inicialmente deixada em estufa a 28°C por 24 horas sob
agitacao e posteriormente adicionada a cada frasco de cultivo, de modo a se
obter as concentracées de 10%, 10* e 10° esporos por mL; nos frascos-controle
nao foi adicionado in6culo. Cada sistema contém 20 mL de fase aquosa e 20
mL de fase oleosa. Assim, para obter a concentracéo final de 10° esporos/mL,
400 pL da suspensao concentrada foi transferida com o uso de uma pipeta
estéril em capela de fluxo laminar para o sistema, caracterizando uma diluicéo
1:100 (0,4 mL para 40 mL, diminuindo a concentracdo de 10° para 10°
esporos/mL). Para obter a concentracéo final de 10* esporos/mL, foi feita uma
diluicho prévia de 1:100 da suspensdo concentrada (levando a uma
concentracdo de 10° esporos/mL) e desta diluicdo foi transferido 400 pL para o
sistema, da mesma forma descrita anteriormente. Para a concentracéo final de
10% esporos/mL, foi feita uma diluicdo de 1:10000 a partir da suspensao
concentrada e desta diluicdo foi transferido 400 pL da mesma forma como as
anteriores. O experimento foi conduzido a temperatura ambiente, sendo
registrada diariamente a temperatura média. As amostras foram avaliadas em
batelada, nos tempos 0, 7, 14, 21, 28, 42 e 60 dias.

De acordo com Hill & Hill (1993) uma contagem de micro-
organismos, para ser considerada como nivel de contaminacdo leve, deve
variar entre 10° e 10* leveduras/fungos filamentosos por mL de &gua de lastro,

enquanto uma contagem de 10* a 10° leveduras/fungos filamentosos por mL
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indica um alto nivel de contaminacdo. Assim, um inéculo contendo 107
esporos/mL foi escolhido para representar um nivel de contaminacdo normal ou
toleravel, um in6culo com 10* esporos/mL para representar um nivel baixo a
moderado de contaminacdo e um inéculo com 10° esporos/mL para simular um
alto nivel de contaminacéo.

O crescimento do micro-organismo foi avaliado através da
biomassa formada na interface 0leo-agua. A biomassa fungica foi quantificada
através da técnica do peso seco (Anexo 9.2). ApOs a separacdo das fases
aguosa e oleosa de cada frasco, com o auxilio de um funil de separacédo, a
biomassa formada foi retida em discos de papel-filtro, previamente pesados.
Para a remocao do excesso de oleo, foram utilizados 4 mL de hexano sobre
cada disco. Os discos foram colocados em estufa a 50°C, durante 4 dias, para
remocado da umidade, e da estufa foram transferidos diretamente para um

dessecador, de onde foram retirados somente para a pesagem.

4.2.2 Deteccdo de Paecilomyces variotii contaminante por
PCR

Para avaliar qual a quantidade, em massa, de fungo contaminante
que é necesséaria para que seja detectavel por PCR, e que tempo € necessario
para que um determinado numero de esporos se desenvolva a ponto de tornar-
se detectavel por PCR, dois experimentos foram conduzidos simultaneamente.
Ao mesmo tempo em que a biomassa foi quantificada nos tempos 0, 7, 14, 21,
28, 42 e 60 dias (conforme descrito em 4.2.1.4), nestes mesmos periodos foi

realizada a técnica de PCR em cada amostra para verificar se a contaminacao
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encontrava-se detectavel ou ndo. As amostras utilizadas para testar deteccéo
por PCR foram preparadas em triplicata, em repeticées néo destrutivas.

A extracao de DNA foi procedida retirando-se uma aliquota de 0,5
mL da fase aquosa, apOs agitacdo prévia do frasco. As aliquotas foram
colocadas em tubos tipo eppendorf (com capacidade para 1,5 mL), e
centrifugadas a 11.400 g por 10 minutos em uma centrifuga Eppendorf
Minispin. Apés centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e os tubos foram
deixados abertos por duas horas em uma estufa a 50°C para secagem total do
sedimento. Em seguida, o sedimento foi triturado com um pistilo por 1 minuto.
A partir desta etapa, o DNA foi extraido de acordo com Ferreira & Grattapaglia
(1996) conforme descrito em 4.1.2.

ApoOs a extracdo do DNA, as amostras foram submetidas a PCR
sob as condicbes descritas em 4.1, e em seguida o produto da PCR foi

analisado conforme descrito em 4.1.6.

4.3 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados referentes aos valores da
biomassa, obtidos durante as curvas de crescimento do micro-organismo, foi
realizada com o uso do programa Assistat (versao 7.4). Constou da analise de
variancia (ANOVA) e foi complementada pelo teste de comparacdo de médias
de Tukey ao nivel de 5% de significancia, para verificar diferencas entre os

diferentes tratamentos, nos tempos avaliados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curvas de crescimento de Paecilomyces variotii em
misturas de diesel e biodiesel

O experimento foi conduzido durante o periodo de 28 de outubro
a 26 de dezembro de 2011, com os frascos deixados a temperatura ambiente
por todo o periodo. Durante este periodo a temperatura minima foi de 16°C e a
maxima de 30°C, com a temperatura meédia oscilando entre 20 e 24°C.

O crescimento de P. variotii em diesel puro (BO), biodiesel B7 e
biodiesel puro (B100) com diferentes concentracdes de in6culo, durante um
periodo de 60 dias, € mostrado nos Anexos 9.3, 9.4 e 9.5 e nas Figuras 6, 7 e
8.

A medida da biomassa através da metodologia do peso seco tem
sido utilizada para se determinar o crescimento de micro-organismos capazes
de utilizar diesel e biodiesel como fonte de carbono e energia em condicdes
que simulam o armazenamento. Esta metodologia foi usada por Bento et al.
(2005) para acompanhar o crescimento de Aspergillus fumigatus na interface
Oleo-agua em experimentos de degradacao de Oleo diesel. Em 2007, Miranda
et al. avaliaram o potencial de degradacao de 6leo diesel de Candida ernobii e

Rhodotorula aurantiaca em experimento com meio mineral e 12% de 6leo
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diesel e estimaram a biomassa pelo método do peso seco. Mais recentemente,
Blcker et al. (2011) também utilizaram este método para avaliar o efeito da
adicao de diferentes proporcdes de biodiesel derivado da soja ao 6leo diesel,
no crescimento de fungos deteriogénicos.

Na avaliacdo do crescimento do P. variotii em diesel puro (BO),
biodiesel B7 e biodiesel puro (B100), foi possivel verificar o crescimento do
fungo (Anexos 9.3, 9.4 e 9.5) j4 nos primeiros sete dias do periodo de
experimento, independentemente da carga de micro-organismos inoculada ou
do tipo de combustivel utilizado. Nos combustiveis BO e B7, entretanto, apenas
0 in6culo 10° apresentou desenvolvimento significativo (p<0,05) neste periodo,
enquanto no B100 todos os inéculos apresentaram crescimento significativo
nos primeiros sete dias. Este resultado difere de Bucker et al. (2011), que néo
encontrou crescimento significativo de P. varioti em BO. O resultado
encontrado por Bicker esta relacionado a uma fase de adaptacéo as condicdes
de crescimento, uma vez que o inéculo foi preparado em agar malte, um meio
rico, e imediatamente inoculado nos frascos experimentais. O desenvolvimento
de P. variotii em BO observado no presente estudo, por sua vez, pode estar
relacionado a auséncia da fase de adaptacdo que pode ter sido evitada pelo
periodo de incubacéao prévio (24 horas a 28°C) do pré-inoculo.

Aos 14 dias de experimento, o inéculo 10* desenvolveu biomassa
significativa em B7, o que n&o ocorreu com BO. Apenas aos 21 dias de
experimento os inéculos 10° e 10* passaram a formar uma biomassa
significativa em B0, a0 mesmo tempo em que 10% formou biomassa significativa

em B7. Isto mostra que, assim como em experimentos anteriores (Bicker et al.
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(2011), o P. variotii desenvolve-se mais lentamente conforme diminui o teor de

biodiesel nas amostras.

Figura 6: Frascos experimentais (150 mL), contendo a fase aquosa e a fase oleosa
(B7) apds um periodo de 28 dias. Frasco 1: controle (sem inoculo); Frasco 2: 10°
esporos/mL; Frasco 3: 10* esporos/mL; Frasco 4: 10° esporos/mL.

Ao final do periodo de sessenta dias foi possivel observar
(Figuras 7, 8 e 9) que em B7 e B100, houve desenvolvimento do P. variotii
muito superior aquele ocorrido em BO, independentemente da quantidade de
micro-organismos inoculados. Comparando o desenvolvimento dos indculos
10* e 10° nos diferentes tipos de combustiveis (Figuras 8 e 9) ndo houve
diferenca significativa entre B7 e B100, porém houve entre estes e BO no fim do
experimento. Isto confirma a tendéncia observada no inicio deste experimento
de um crescimento mais acentuado conforme aumenta o teor de biodiesel nas

amostras.
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Figura 7: Evolucao do desenvolvimento de P. variotii a partir de um inéculo contendo
10 esporos/mL em diesel/biodiesel durante um periodo de 60 dias. Cada ponto da
curva representa uma média de trés determinacdes.
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Figura 8: Evolugéo do desenvolvimento de P. variotii a partir de um in6culo contendo
10* esporos/mL em diesel/biodiesel durante um periodo de 60 dias. Cada ponto da
curva representa uma média de trés determinacoes.
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Figura 9: Evolugéo do desenvolvimento de P. variotii a partir de um indculo contendo
10° esporos/mL em diesel/biodiesel durante um periodo de 60 dias. Cada ponto da
curva representa uma média de trés determinagdes.

Analisando a Figura 10 pode-se observar melhor que, em BO, P.
variotii desenvolve-se pouco quando comparado com o desenvolvimento em
B7 e B100 (Figuras 11 e 12) e que h& pouca diferenca de crescimento entre 0s
indculos. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Blcker et al.

(2011), onde ndo houve crescimento significativo em 6éleo diesel.
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Figura 10: Evolucdo do desenvolvimento de P. variotii em BO com quantidades
crescentes de micro-organismos inoculados (107, 10* e 10° esporos/mL). Cada ponto
da curva representa uma média de trés determinagdes.
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Figura 11: Evolugdo do desenvolvimento de P. variotii em B7 com quantidades
crescentes de micro-organismos inoculados (107, 10* e 10° esporos/mL). Cada ponto
da curva representa uma média de trés determinagdes.
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Figura 12: Evolugéo do desenvolvimento de P. variotii em B100 com quantidades
crescentes de micro-organismos inoculados (107, 10* e 10° esporos/mL). Cada ponto
da curva representa uma média de trés determinacoes.

5.2 Extracédo de DNA

O DNA de P. variotii extraido a partir do micélio cultivado foi
avaliado através da visualizacdo em gel, conforme a Figura 13. A imagem
apresenta bandas bem definidas mostrando que a extracdo forneceu uma
concentracdo aceitavel de DNA para uso em PCR. Devido a possibilidade da
presenca de RNA no extrato as amostras foram tratadas com RNAse
(conforme descrito em 4.1.2), assegurando a auséncia de bandas

caracteristicas de RNA.
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultra-violeta, para avaliar a qualidade do DNA extraido de micélio
para posterior uso em PCR. Coluna 1: marcador Lambda/Hind Il (0,1 pg/uL); Coluna

2: P. variotii cepa ATCC 16023; Coluna 3: P. variotii isolado de biodiesel.

Através do equipamento Kodak Digital Science (Kodak DC 120) e
com o uso do software Kodak 1D 3.5 (KODAK), foi possivel determinar a
concentracdo de DNA no extrato. Assim, foram obtidas as concentracfes de 16
ng/uL de DNA de P. variotii cepa ATCC e 18 ng/uL de DNA de P. variotii
isolado de biodiesel.

Com o objetivo de determinar qual a quantidade minima de DNA
extraido de esporos que pode ser detectada, foi feita uma diluicdo seriada de
esporos em agua, de forma a se obter as suspensdes dos esporos nas
quantidades de 10% 10° 10% 10° 10° 10’ e 10° esporos/mL de &gua. Apés
essas amostras passarem pelo processo de extracdo descrito em 4.1.2, foram

submetidas a eletroforese, sendo o resultado mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose (0,8%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para avaliar a quantidade de DNA extraido de cada
ponto das diluicées. Coluna 1: marcador Lambda/Hind 1Il (0,1 pg/pL); Coluna 2: 107

esporos/mL; Coluna 3: 10° esporos/mL; Coluna 4: 10" esporos/mL; Coluna 5: 10°

esporos/mL; Coluna 6: 10° esporos/mL; Coluna 7: 10" esporos/mL; Coluna 8: 10°
esporos/mL.

O DNA total extraido das diluicbes de esporos foi quantificado
utilizando-se o equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (INVITROGEN) e os
resultados podem ser visualizados na Tabela 3. Por meio da extragdo e
posterior processo de eletroforese (Figura 14), foi possivel visualizar apenas
bandas nas colunas referentes as concentra¢cdes mais altas, de 10’ e 10°
esporos/mL. As extracdes efetuadas nas diluicdes com concentraces de 10°
esporos/mL e inferiores ndo apresentaram concentracdes de DNA suficientes
para visualizacdo nessas condi¢cdes. Entretanto essas mesmas amostras,
quando submetidas a PCR, mostraram produtos em quantidade suficiente para
visualizagcdo mesmo em concentra¢cdes mais baixas, conforme mostra a Figura
15. Nesta imagem pode-se ver que apenas a PCR efetuada na amostra
contendo 10? esporos/mL n&o gerou produto suficiente para visualizacdo por
eletroforese, evidenciando que 10° esporos/mL, com concentracdo

correspondente de 0,0144 ng/uL, € a quantidade minima de DNA detectavel
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através deste procedimento. A quantidade minima detectavel de esporos é

inferior a encontrada por Ruiz et al. (2011), que conseguiram determinar os

niveis de bactérias e fungos em uma faixa de 10* a 10*? células/mL. Entretanto,

o trabalho de Ruiz utilizou gPCR (quantitative polymerase chain reaction), o

fungo filamentoso Hormoconis resinae e diversas bactérias.

Tabela 3. Quantificagcdo de DNA extraido de suspensfes de esporos em
concentracdes crescentes utilizando-se Qubit 2.0 Fluorometer.

Conc. de esporos (esporos/mL)

Conc. de DNA (ng/uL)

10° 0,0124
10° 0,0144
10* 0,0172
10° 0,0556
10° 0,0860
10’ 6,4200
108 60,120
1 6 7 8 9

250 pb ——oupp
200 pp ————p|
150 pp ———»
100 pp ————P|
50 ph—»

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para avaliar a concentragéo de produtos de PCR
obtidos a partir de DNA extraido de suspensdes de esporos em concentracdes
crescentes. Coluna 1: ladder 50 pares de bases; Coluna 2: controle positivo (10 ng de
DNA molde); Coluna 3: 10% esporos/mL; Coluna 4: 10° esporos/mL; Coluna 5: 10*
esporos/mL; Coluna 6: 10° esporos/mL; Coluna 7: 10° esporos/mL; Coluna 8: 10’
esporos/mL; Coluna 9: 10® esporos/mL.
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5.3 Padronizacéao e andlise dos produtos de PCR

A padronizacdo de uma técnica de biologia molecular in house
permite aos pesquisadores adaptarem varias reacdes aos recursos disponiveis
em cada laboratério bem como a determinadas condi¢des da rotina laboratorial.

De modo a garantir que as técnicas de PCR alcancem elevados
niveis de sensibilidade e especificidade o protocolo deve ser padronizado de
modo a evitar problemas de execugéo tais como o aparecimento de produtos
inespecificos, auséncia de bandas na visualizacdo do gel, contaminacdes e
impureza nas amostras (Vieira et al., 2002).

De longa data os pesquisadores ja vem discutindo sobre a
importancia dos reagentes e das condi¢cdes de reacdo da PCR (Ausubel et al.,
1994). As principais condi¢des que influenciam o desempenho de uma reacéo
de PCR sao o desenho e concentracdo dos primers, as concentracdes dos
diferentes reagentes, em especial o tampéao, desoxinucleotideos (ANTPs) e o
cloreto de magnésio (MgCl,), o numero de ciclos, as temperaturas de
desnaturacdo e anelamento e a adicdo de co-solventes (Henegariu et al.,
1997).

A partir do procedimento descrito por Haugland et al. (2004) foram
realizadas modificagbes nas condigcbes de reagdo da PCR, visando uma
adaptacdo para o método proposto neste trabalho. Foram feitas curvas de
concentracdo de cloreto de magnésio, primers e dNTPs. Também foram
testadas as temperaturas de anelamento e extensao de 56°C, 58°C, 60°C,
62°C e 64°C; para as reagOes foram usados 10 ng de DNA molde em cada

reacao.
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O cloreto de magnésio funciona como cofator da enzima DNA
polimerase podendo afetar as temperaturas de desnaturacao das fitas de DNA
e 0 anelamento dos primers. Além disso, altas concentracbes desse
reagente podem ser responsaveis pelo aparecimento de produtos inespecificos
formados pelo aumento excessivo da atividade enzimatica e pela formacao de
dimeros de primers. A Figura 16 mostra o resultado do teste referente a curva
de concentracdo de cloreto de magnésio onde as bandas apresentam uma
intensidade semelhante entre si, apesar da concentracdo crescente deste
reagente. Com base neste resultado, foi escolhida a quantidade de 0,1 mM de
cloreto de magnésio por reacdo para dar continuidade aos testes. Nesta figura
€ importante também observar que o fragmento amplificado situa-se entre os
fragmentos de 50 e 100 pares de bases e pode ser observado em outras
figuras, como nas Figuras 17 e 18. Isto sugere que o fragmento amplificado
corresponde ao fragmento alvo deste trabalho, pois possui 73 pares de bases,
situando-se muito proximo da zona central (Que é de 75 pares de bases) entre

50 e 100 pares de bases.
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Figura 16: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para avaliar o efeito de uma quantidade crescente de
MgCl, na intensidade das bandas. Coluna 1: ladder 50 pares de bases; Colunas 2 a
6: MgCl, nas concentractes 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 uM por reacdo; Colunas 7 a 11:
MgCl, nas concentracdes 0,05, 0,1, 0,15, 0,2 e 0,25 UM por reacdo, porém sem DNA

molde (controle).

Na Figura 17 pode-se observar o efeito que a diferenca na
quantidade de primers causa na reacdo. Com 12,5 pmoles de cada um dos
primers por reacdo, apenas a banda alvo é visualizada. Com 25, 37,5, 50 e
62,5 pmoles de cada primer por reacdo, bandas inespecificas ja podem ser
vistas; portanto para a visualizacao da banda alvo sem interferéncia de bandas
inespecificas a quantidade ideal de primers € 12,5 pmoles de cada primer. O
mesmo resultado foi encontrado por Vieira et al. (2008), que testou uma faixa

de 0,5 a 25 pmoles de cada primer (em um estudo com Canis lupus familiaris)
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encontrando 12,5 pmoles como a quantidade ideal de cada primer a ser
utilizada.

Os desoxinucleotideos sdo fundamentais para a construcdo das
novas cadeias a cada ciclo da PCR e devem estar presentes em iguais
concentracbes. Elevadas concentracbes deste reagente podem afetar a
especificidade dos primers. As concentracdes de dNTPs testadas, no entanto,
conforme visto na Figura 17 levaram ao surgimento de bandas com

intensidade semelhante entre si e sem bandas inespecificas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para avaliar o efeito de quantidades crescentes de
primers e dNTPs na intensidade das bandas. Coluna 1: ladder 50 pares de bases;
Colunas 2 a 6: primers nas quantidades de 12,5, 25, 37,5, 50 e 62,5 pmoles de cada
primer por reacdo; Colunas 7 a 10: dNTPs nas quantidades de 50, 100, 150 e 200 pM
de cada dNTP por reacéo.

As concentragfes de cloreto de magnésio e de dNTPs testadas,
conforme visto nas Figuras 16 e 17, nao levaram a diferencas na intensidade
das bandas; a concentracdo de primers que gerou apenas uma banda, sem o
surgimento de bandas inespecificas, foi 12,5 pmoles por reagcdo. As bandas
inespecificas apresentadas nas colunas 3, 4, 5 e 6 podem ser dimeros de

primers formados como consequencia da sua alta concentracdo ou ainda

42



anelamento em posicdes indesejadas no DNA molde, também causado por
excesso de primers. Com base nesses resultados, foram escolhidas as
guantidades de 12,5 pmoles de cada primer, 1,0 uM de cloreto de magnésio e
50 uyM de cada dNTP para testar diferentes temperaturas para anelamento e
extensdo. A Figura 18 mostra que a temperatura de 56°C a banda referente ao
fragmento amplificado é mais intensa sendo esta, portanto, a temperatura mais
apropriada para a reacao.

A especificidade dos primers a 56°C foi testada frente a
Pseudallescheria boydii e Aspergillus fumigatus, em comparagdo com P.
variotii. P. boydii e A. fumigatus, assim como P. variotii, também s&o fungos
filamentosos e da mesma forma que P. variotii, também podem contaminar
tanques de armazenagem de biodiesel e desenvolver-se nesse ambiente
(Gaylarde et al., 1999). A Figura 19 mostra auséncia de bandas na regido onde
estd localizado o fragmento amplificado do P. variotii, mostrando que os
primers utilizados, apesar de levarem a formacdo de bandas quando em
contato com DNA de P. boydii e A. fumigatus, ndo amplificam fragmento na
regidao do P. variotii. Resultado semelhante foi encontrado por Haugland et al.
(2004), que também n&do observou reacdes inespecificas utilizando estes

primers.
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para avaliar o efeito da temperatura na intensidade das
bandas. Coluna 1: ladder 50 pares de bases; Coluna 2: reacdo com temperatura de
anelamento e extenséo de 56°C; Coluna 3: temperatura de anelamento e extenséo de
58°C; Coluna 4: temperatura de anelamento e extenséo de 60°C; Coluna 5:
temperatura de anelamento e extenséo de 62°C; Coluna 6: temperatura de
anelamento e extenséo de 64°C.

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para avaliar a especificidade dos primers. Coluna 1:
ladder 50 pares de bases; Coluna 2: P. variotii; Coluna 3: P. boydii; Coluna 4: A.
fumigatus; Coluna 5: controle de reacdao.
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5.4 Deteccao de Paecilomyces variotii por PCR

Durante os periodos de 7, 14, 21, 28, 42 e 60 dias, bem como no
primeiro dia do experimento (tempo 0), foi retirada uma aliquota da fase aquosa
do sistema; esta aliquota passou por um processo de extracdo de DNA,
conforme descrito em 4.2.2, com posterior analise por PCR e eletroforese em
gel de agarose para deteccédo do micro-organismo.

As Figuras 20, 21 e 22 mostram o resultado dos procedimentos
nos trés tipos de combustiveis testados no primeiro dia do experimento (tempo
0). A auséncia de bandas nas colunas-teste (colunas 3 a 11) representa um
nivel indetectavel de amplificacdo a partir do DNA extraido de P. variotii pelo

método testado.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Figura 20: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para detectar P. variotii em BO no tempo 0. Coluna 1:
ladder 50 pares de bases; Coluna 2: controle positivo (10 ng de DNA molde de P.
variotii); Colunas 3 a 5: frascos contendo 10° esporos/mL; Colunas 6 a 8: frascos
contendo 10* esporos/mL; Colunas 9 a 11: frascos contendo 10° esporos/mL; Colunas
12 a 14: frascos controle (sem in6culo); Coluna 15: controle de reacao.
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Figura 21: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para detectar P. variotii em B7 no tempo 0. Coluna 1:
ladder 50 pares de bases; Coluna 2: controle positivo (10 ng de DNA molde de P.
variotii); Colunas 3 a 5: frascos contendo 10° esporos/mL; Colunas 6 a 8: frascos
contendo 10* esporos/mL; Colunas 9 a 11: frascos contendo 10° esporos/mL; Colunas
12 a 14: frascos controle (sem in6culo); Coluna 15: controle de reacao.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 22: Eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz ultravioleta, para detectar P. variotii em B100 no tempo 0. Coluna
1: ladder 50 pares de bases; Coluna 2: controle positivo (10 ng de DNA molde de P.

variotii); Colunas 3 a 5: frascos contendo 10° esporos/mL; Colunas 6 a 8: frascos

contendo 10* esporos/mL; Colunas 9 a 11: frascos contendo 10° esporos/mL; Colunas
12 a 14: frascos controle (sem in6culo); Coluna 15: controle de reacao.

Aos 28 dias do experimento o micro-organismo ja havia formado

uma biomassa de mais de 30 mg com o inéculo contendo 10° esporos/mL em

BO (Anexo 9.3); em B7 e B100 o in6culo com a mesma quantidade de esporos

j& havia levado a formacéo de uma biomassa de 120 mg (Anexos 9.4 e 9.5).
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Mesmo assim, nas condi¢Oes utilizadas neste estudo a técnica de PCR
mostrou-se ineficaz para detectar o fungo em quaisquer dessas situacoes.

Ao final dos experimentos todos os inéculos utilizados em BO ja
haviam desenvolvido uma biomassa superior a 40 mg, enquanto em B7 e B100
todos os indculos ja haviam levado a formacgao de biomassa superior a 100 mg.
O inéculo contendo 10° esporos/mL, neste ponto, ja havia formado mais de 200
mg de biomassa; ainda assim nao foi possivel visualizar as bandas referentes
ao micro-organismo em quaisquer tipos de combustivel, independentemente da
quantidade de esporos inoculada e da biomassa formada.

A alta sensibilidade da técnica de PCR tem sido historicamente
uma das principais vantagens do método. A auséncia de bandas nos geéis
referentes as amostras processadas principalmente quando a biomassa ja
atingia altas concentracdes, evidencia uma dificuldade a ser superada. As
possibilidades mais provaveis séo interferéncia do meio (diesel/biodiesel) na
reacdo de PCR ou uma ineficaz extracdo de DNA das aliquotas retiradas para
analise.

Sugere-se que durante a extracdo de DNA uma pequena fracao
de combustivel tenha ficado aderida ao acido nucléico interferindo na reacéo
de PCR, inibindo-a. O processo de extracdo de DNA ndo conta com um
procedimento especifico para remocao deste tipo de interferente, podendo
ocasionar problemas em etapas posteriores.

Ao final dos experimentos, ndo tendo sido possivel detectar o
micro-organismo nas amostras, outros métodos de extracdo foram testados:

foram utilizadas pérolas de vidro com agitacdo (bead beating), ultrassom,
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homogeneizador de tecidos, congelamento com nitrogénio liquido e, por fim,
choque térmico com banho termostatizado fervente e nitrogénio liquido, tudo
com o objetivo de romper as estruturas fungicas para extracdo do DNA, porém
sem sucesso. Ruiz et al. (2011) obteve sucesso extraindo DNA fangico de um
sistema contendo 50% meio mineral e 50% combustivel de aviacdo, porém o
micro-organismo utilizado em seu experimento foi Hormoconis resinae. Costa
(2008) testou 4 tipos de extracdo de DNA em 6leo, inclusive utilizando CTAB, e
obteve sucesso apenas em apenas um deles com uso do kit comercial
Nucleospin food Kit.

E possivel também que o combustivel tenha atuado como
lubrificante na etapa de maceracdo do centrifugado com pistilo, “lubrificando”
as estruturas fangicas prejudicando o atrito do pistilo que deveria romper
esporos e micélio. Por isso foram feitas tentativas de remover esse
diesel/biodiesel adicionando-se uma etapa de lavagem com o tampao CTAB,
que atua como detergente, logo apés centrifugar a aliquota recém retirada do
frasco de amostra. Foi utilizado também papel-filtro para absorver o
combustivel residual durante a etapa de secagem a 50°C e, por fim, foi

utilizado o kit comercial Power Soil (MO BIO Laboratories), porém todas

tentativas sem sucesso.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento significativo de biomassa em todos os
combustiveis testados (B0, B7 e B100) demonstra a capacidade do P. variotii
de se desenvolver nestas condi¢des. Os altos valores de biomassa formada
pelo crescimento em B7 e B100 refletem a afinidade do micro-organismo por
biodiesel, sugerindo que a presenca de biodiesel nas misturas testadas
aumenta a suscetibilidade do combustivel a contaminacdo e crescimento
microbiano.

Foi possivel desenvolver um protocolo para realizacdo de uma
PCR sensivel e especifica para detectar o fungo filamentoso P. variotii, quando
foi feita uma diluicdo seriada de esporos em agua. A concentracdo minima de
DNA detectavel foi a extraida de 10° esporos/mL, correspondendo a 0,0144

ng/uL.
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7. PERSPECTIVAS

Testar outras formas de extracdo do DNA da biomassa retirada de
misturas diesel/biodiesel, na tentativa de remover todo o combustivel residual
durante a extracdo de DNA para evitar uma possivel interferéncia durante a
PCR, testando kits comerciais (por exemplo, Nucleospin food kit).

Padronizar a técnica de real time PCR para detectar e quantificar
P. variotii, possibilitando a classificagdo do nivel de contamina¢do da amostra
através da quantificacdo dos micro-organismos.

Desenvolver uma técnica de PCR multiplex para detectar outros
micro-organismos contaminantes que podem estar presentes em tanques de
armazenagem.

Desenvolver um método imunoldgico para deteccéo deste fungo,
como por exemplo, imunocromatografia por ser de mais facil e rapida

execucao.
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9. ANEXOS

9.1 Meios de cultura utilizados

9.1.1 Meio minimo mineral

Macronutrientes

KCI 0,7 g/L

KH2PO,4 2,0 9/L ou K2HPO,4 1,55 g/L
Na;HPO, 3,0g/L ou NaH,PO, 2,9g/L
NH4NO3 1,0 g/L

Micronutrientes

MgSO, 4,0 g/L
FeSO, 2,0 g/L
MnCl, 0,2 g/L
CacCl; 0,2 g/L
pH 7,2

9.1.2 Agar malte

Extrato de malte 20 g/L
Agar 15 g/L
pH 6,5
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9.1.3 Caldo malte
Extrato de malte 20 g/L

pH 6,5

9.2 Peso seco

Curvas de crescimento com os fungos filamentosos

Céalculo para o acompanhamento do crescimento fungico através
da medida do peso seco em funcdo do tempo de imersdo no sistema fase

aguosa/oleo diesel.

Peso inicial — Peso final = Variacdo de massa (mg)

A técnica utilizada de peso seco para 0 monitoramento do
crescimento fungico em sistemas com 0leo diesel exige alguns cuidados que
sdo brevemente apresentados. E importante a observacdo dos passos
utilizados na obtencdo do valor final da biomassa quantificada, pois alguns
fatores podem interferir, tais como:

- Incorporacéo de fracbes de diesel a biomassa quantificada decorrente
da composicdo do biodiesel, podendo ficar retida e causar desvios na
determinacao. Por esta razdo, apoés a filtragem, a biomassa foi lavada com 15
mL de hexano.

- Dificuldade de homogeneizacao decorrente da existéncia, nas diversas

etapas de cultivo, de fracdes de hidrocarbonetos ndo degradada ou degradada
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parcialmente e da presenca de longas hifas na fase oleosa e de conidiosporos

na fase aquosa.

9.3 Tabela referente a curva de crescimento de P. variotii em BO

Crescimento de P. variotii em B0. O experimento foi realizado em triplicata. Os
nameros representam a média das determinacfes da biomassa formada (em mg).
In6culo Tempo (dias)
0 7 14 21 28 42 60
Biomassa formada (mg)

10° 0 5 9 20 27 41 46
10* 0 8 11 22 26 43 46
10° 0O 11 15 31 37 47 52

9.4 Tabela referente a curva de crescimento de P. variotii em B7

Crescimento de P. variotii em B7. O experimento foi realizado em triplicata. Os
nameros representam a média das determinacdes da biomassa formada (em mg).
Indculo Tempo (dias)
o 7 14 22 28 42 60
Biomassa formada (mg)
10° 0O 5 15 30 61 89 113
10* 0 7 28 49 98 117 213

10° 0O 15 45 108 120 176 248

9.5 Tabela referente a curva de crescimento de P. variotii em B100

Crescimento de P. variotii em B100. O experimento foi realizado em triplicata. Os
nameros representam a média das determinacfes da biomassa formada (em mg).
In6culo Tempo (dias)
o 7 14 21 28 42 60
Biomassa formada (mg)
10° 0 15 19 44 47 102 167
10* 14 28 54 101 141 192

10° 0 24 46 105 120 141 222

(@)
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