$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA
E DO AMBIENTE

MONITORAMENTO E CONTROLE DA CONTAMINACAO
MICROBIANA DURANTE O ARMAZENAMENTO
SIMULADO DE MISTURAS DIESE/BIODIESEL
COM USO DE BIOCIDA

Agdriane Zimmer

Bidloga - ULBRA
Mestre em Biologia Animal- UFRGS

Porto Alegre, Margo de 2014



$
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA AGRICOLA
E DO AMBIENTE

MONITORAMENTO E CONTROLE DA CONTAMINACAO
MICROBIANA DURANTE O ARMAZENAMENTO
SIMULADO DE MISTURAS DIESE/BIODIESEL
COM USO DE BIOCIDA

Agdriane Zimmer

Bidloga - ULBRA
Mestre em Biologia Animal- UFRGS

Tese apresentada como requisito para obtencgao
do grau de Doutor em Microbiologia Agricola e
do Ambiente pela Universidade Federal

do Grande do Sul

Orientador: Prof2. Dr2. Fatima Menezes Bento

Porto Alegre, Marco de 2014



lnsisto na caminhada. O gue nido da & pro ficar
porado. Se amanhd o gue ew sonhel nido for bem
aquidos, ew tro- wm arco-rly de cartola. E refago. Colo:
Pinto- e bordo: Porgue a forca de dentro & maior.
Maior gue todo- mal gue existe no- mundo. Malor gue
todos o3 ventos contrivios. E maior porgue & do- bem. E
W80, s, acredito- ot o flm
O destino da feliclidade, me fol tracado no bergo-

Zimmwer, A. 2014



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar e fortalecer na concretizagdo de mais um objetivo.

A professora Fatima Menezes Bento pela confianca, pelos ensinamentos, pela
dedicacao, incentivo, apoio e principalmente pela paciéncia, amizade e exemplo
profissional.

Aos professores Marco Flores Ferrao, Tania Mara Pizzolato, Eduardo Tondo,
Eduardo Homem Siqueira Cavalcanti, Alexandre Arenzon, Christine Claire
Gaylarde e Gelsa Edith Navarro Hidalgo por compartilharem seus conhecimentos
para o desenvolvimento deste trabalho.

A Ipiranga Produtos de Petréleo pelo apoio e pelo fornecimento dos
combustiveis para elaboracdo deste estudo. Em especial ao Sr. Sergio Luiz
Camacho Viscardi e Roberta Miranda pelo apoio, pela confianca e pelos
incentivos que permitiram o desenvolvimento de um trabalho com qualidade.

Aos amigos e professores Georgina Bond-Buckup, Ludwig Buckup, Paula
Araujo, Eduardo Perico, Eliane Fraga e Claudio Vinicius Gastal (in memorian),
pelo apoio incondicional, pela confianga, pelos conselhos, incentivo e pela amizade
que foram fundamentais na minha caminhada até aqui.

Aos colegas do LAB-BIO, a Saionara e em especial, as colegas Aline Oliboni e
Angélica Tamborsky pelo auxilio na elaboragdo dos experimentos e
principalmente, pela responsabilidade e dedicagao.

As amigas Ester Lopes e Natalia Canal que compartilharam dos momentos mais
dificeis, de angustias, duvidas, perdas e desabafos, e permaneceram ao meu lado,
com palavras de conforto e muito incentivo.

A toda minha familia e amigos e ao meu amor Jackson Mello que estiveram
presentes nos momentos mais exaustivos deste trabalho, sempre com grande
incentivo, dedicacdo, paciéncia e amor e que puderam compreender minha
auséncia no periodo de elaboracao da tese.

Ao PPGMAA pela oportunidade de realizagdo deste trabalho, em especial, aos
professores do curso que demonstraram grande dedicacao no auxilio de algumas
duvidas existentes ao longo do percurso.

Ao CNPq pelo apoio financeiro.

i Zimumer, A. 2014



MONITORAMENTO E CONTROLE DA CONTAMINACAO
MICROBIANA DURANTE O ARMAZENAMENTO DE MISTURAS
DIESEL/BIODIESEL COM USO DE BIOCIDA

RESUMO

Os sistemas de armazenamento de combustivel podem apresentar
vulnerabilidade a contaminagéo tanto quimica quanto microbiana, comprometendo
a qualidade final do produto. Este trabalho teve como objetivo selecionar
antimicrobianos para utilizagdo no controle da contaminagdo microbiana de
misturas diesel/biodiesel armazenadas e monitorar a degradacdo quimica deste
combustivel. Foram estudados dezoito diferentes produtos antimicrobianos
indicados para utilizacdo em combustiveis, quanto ao seu espectro de acéo e
dosagens contra diferentes grupos microbianos em diferentes tipos de misturas
diesel/biodiesel, através de testes em laboratério e em campo. A degradacao
quimica da fase oleosa foi monitorada através de testes especificos para algumas
caracteristicas indicativas de qualidade e a analise da degradacao microbiana foi
acompanhada com espectrometria de infravermelho. Foi realizada a avaliagdo de
um KIT comercial para a deteccao de ATP por bioluminescéncia com a bactéria
Pseudomonas e um in6culo nao caracterizado ( ASTM1259-10) em fase aquosa
(meio mineral e agua de drenagem de tanques de estocagem). A toxicidade da
fase aquosa que esteve em contato com a mistura B10 e um aditivo selecionado
foi avaliada com o uso das espécies Lactuca sativa L. (alface) e Artemia salina
Leach (micro-crustaceo), durante 30 dias. Um aditivo contendo 50% de oxazolidina
como ativo antimicrobiano em sua formulagdo foi considerado efetivo para o
controle preventivo da contaminagcdo microbiana em misturas B10. Porém outras
formulagbes contendo, isotiazolonas ou morfolinas podem constituir uma boa
opcao para tratamentos corretivos. O kit para determinacdo do ATP por
bioluminescéncia testado neste estudo, na forma como esta projetado, ndo €
adequado para estimar o grau de contaminacdo microbiana da fase aquosa
proveniente de tanques de combustiveis. Os resultados de toxicidade mostram que
tanto a 4gua que esteve em contato com o combustivel tratado (com o aditivo) e
nao tratado apresentaram toxicidade para os organismos estudados. Porém, a
agua que esteve em contato com o combustivel tratado com o biocida mostrou alta
toxicidade aguda para ambos os organismos-teste utilizados.

Palavras chave: Estabilidade ao armazenamento, mistura diesel/biodiesel,
Contaminacao microbiana, biocida.
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MONITORING AND CONTROL OF MICROBIAL CONTAMINATION DURING
STORAGE OF MIXTURES DIESEL / BIODIESEL WITH USE OF BIOCIDE

ABSTRACT

The fuel storage systems may present vulnerability to chemical as well as
microbial contamination, compromising final product quality. This goal was to select
antimicrobials for use in the control of microbial contamination of diesel/biodiesel
blends stored and monitor aspects of chemical degradation of the fuel. 18 different
antimicrobial products suitable for use in fuels, as their spectrum of activity against
different microbial groups and dosages, in different types of diesel/biodiesel blends
by means of laboratory tests and field were studied. The chemical degradation of
the oil phase was monitored using specific tests for certain characteristics indicative
of quality and analysis of microbial degradation was monitored with infrared
spectrometry. The evaluation of a commercial kit for the ATP bioluminescence
detection in aqueous phase with Pseudomonas and a uncharacterized inoculum
(ASTM1259 -10) (mineral medium and natural bottom water from storage tanks)
was performed. The toxicity of aqueous phase which was in contact with the B10
blend and selected additive was evaluated with the use of the species Lactuca
sativa L. (Lettuce) and Artemia salina Leach (microcrustacean) for 30 days. An
additive containing 50% oxazolidine as antimicrobial agent in its formulation was
considered effective for preventive control of microbial mixtures B10. But other
formulations containing isothiazolones or morpholines could be a good option for
corrective treatment. The kit for determination of ATP bioluminescence tested in this
study as designed it's unappropriate to estimate the degree of microbial
contamination of the aqueous phase from the fuel tank. The toxicity results show
that both the water that was in contact with the treated fuel (with additive) and
untreated showed toxicity to studied organisms. However, the water that was in
contact with the biocide treated fuel showed high acute toxicity to both test
organisms used.

Keywords: Storage stability, biodiesel blends, microbial contamination, biocide.
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INTRODUCAO

O ébleo diesel é o derivado de petréleo mais utilizado no Brasil, sendo
responsavel pela movimentacao de todo o transporte de cargas e passageiros no
pais, geradores e maquinas de grande porte na agricultura e na industria. A atual
preocupacao mundial com o esgotamento das reservas de petrdleo e com os
impactos do uso de combustiveis fésseis no meio ambiente tem impulsionado a
busca por combustiveis alternativos. Os biocombustiveis, como sdo chamados os
combustiveis provenientes de fontes renovaveis, como o etanol e o biodiesel,
apresentam grande potencial de substituicdo dos ndo renovaveis, pois podem ser
obtidos a partir de uma infinidade de matérias primas e de residuos derivados de
fontes animais ou vegetais. O etanol, produzido a partir da cana de agucar (no
Brasil) é geralmente utilizado em mistura com a gasolina, mas também pode ser
adicionado ao 6leo diesel (E-diesel). O biodiesel € produzido através da
transesterificacdo metilica de 6leos e gorduras e pode ser misturado ao 6leo
diesel em qualquer proporcdo. A utilizacdo destas misturas gera ganhos
ambientais, principalmente no que se refere a reducao das emissdes e redugéo
dos conteudos de chumbo e enxofre dos combustiveis.

No Brasil, atualmente a adicdo de 5% de biodiesel ao 6leo diesel é
obrigatéria. Embora o pais seja considerado um dos maiores produtores mundiais
de biodiesel, 0 aumento na propor¢cdo ainda estd condicionado a desafios de
ordem técnica, relacionados a matéria prima, processos de produgdo e
estabilidade ao armazenamento.

O biodiesel apresenta baixa estabilidade ao armazenamento,
principalmente aqueles com maior percentual de acidos graxos insaturados em
sua composi¢do, como o biodiesel derivado da soja, principal matéria prima
empregada no Brasil. A estabilidade quimica pode ser afetada por diversos
fatores como exposicdo a luz, ar, metais e microrganismos. No entanto, sua
exposicdo a alta temperatura e umidade, caracteristicas do clima tropical
brasileiro sdao os fatores que mais agravam este problema. Estas condi¢cdes
aceleram as reacdes que alteram suas propriedades quimicas, promovendo a
formacao de gomas e compostos poliméricos indesejaveis e levando a um

aumento da viscosidade e acidez do biodiesel. Desta forma o produto final perde
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qualidade e pode ainda sair das especificagdes, perdendo seu valor comercial.

A contaminagdo microbiana durante o armazenamento pode acelerar
0s processos de degradacdo oxidativa sofrida pelo combustivel estocado. A
contaminacao microbiana durante a estocagem do 6leo diesel tem sido percebida
e estudada por longos anos, porém com a introdugéo do biodiesel, uma maior
suscetibilidade da nova mistura & contaminacdo microbiana foi constatada. Como
consequéncias sado observadas perdas consideraveis para produtores,
revendedores e usuarios finais devido ao comprometimento da qualidade final do
produto. Uma das caracteristicas e vantagem do biodiesel em relacdo ao 6Oleo
diesel €& a biodegradabilidade. Em termos de impacto ambiental, a
biodegradabilidade é uma vantagem, mas ja é reconhecida pela comunidade
cientifica como uma vulnerabilidade & contaminacao microbiana durante o
armazenamento.

Como uma forma de controle dos processos de degradacéo bioldgica,
tem sido proposto o uso de antimicrobianos (biocidas), que sao compostos
quimicos que tem como finalidade controlar e/ou erradicar o desenvolvimento
microbiano. Porém, a eficacia destas moléculas antimicrobianas ainda nao sao
conhecidas para utilizacdo em combustiveis e biocombustiveis, gerando muitas
duvidas para o setor do petréleo e aos 6rgaos legisladores no Brasil. Questdes
como qual o biocida é o mais indicado, quais concentracdes devem ser utilizadas,
qual a fase a se tratar (fase oleosa, interface ou a fase aquosa), qual o tempo de
preservacado do combustivel pelo biocida e quais os riscos ambientais envolvido
ainda carecem de respostas. Neste sentido, sdo necessdarias medidas rigidas que
visem a manutencgao do produto durante o armazenamento, com novas técnicas
de monitoramento e prevengédo da deterioragdo tanto do biodiesel quanto das
misturas com 6leo diesel.

O objetivo geral deste estudo foi avaliar produtos antimicrobianos para
o controle quimico do desenvolvimento microbiano em misturas diesel/biodiesel
armazenadas. Os objetivos especificos foram (A) determinar através de testes em
meio de cultura a concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima
biocida (CMB) de antimicrobianos indicados para uso em misturas
diesel/biodiesel; (B) avaliar a efetividade e concentragbes de uso dos produtos

antimicrobianos selecionados para controle do desenvolvimento microbiano em
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misturas diesel/biodiesel em condicbes de armazenamento simulado (escala
laboratorial); (C) avaliar a efetividade e concentragdo de uso do produto
antimicrobiano selecionado para controle do desenvolvimento microbiano em
misturas diesel/biodiesel em tanques de 20L (escala piloto); (D) avaliar
metodologia de monitoramento e detec¢do da contaminagdo microbiana em fase
aquosa baseada na técnica de bioluminescéncia. (E) avaliar a toxicidade aguda
da fase aquosa em condicdes de armazenamento simulado de mistura B10

tratada com produto antimicrobiano através de testes ecotoxicolégicos.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Combustiveis fosseis — Oleo diesel

O oleo diesel € um produto obtido através da destilagéo fracionada do
petrdleo na faixa de 270 a 350°C. E constituido genericamente por
hidrocarbonetos com cadeias que variam de 8 a 38 atomos de carbono, onde
aproximadamente 40% sao de n-alcanos, 39% de iso e cicloalcanos, 25% de
hidrocarbonetos aromaticos e policiclicos aromaticos (HPAs) e fragdes de
isoproprendides aciclicos (fitano; pristano) (Gaylarde et al., 1999; Fingas 2001;
Speight, 2008; Petrobras, 2009). Em funcdo da demanda do mercado nacional e
internacional e da utilizacdo do combustivel, algumas fracdes de nafta ou
querosene podem compor o diesel comercial, fazendo com que a sua densidade
final seja alterada para mais leve ou mais pesada (Speight, 2008). O éleo diesel
pode conter ainda diversos aditivos na sua composicao final, tais como inibidores
de corroséo, surfactantes e aditivos para melhorar a estabilidade e a ignicao (Lee
et al., 1992; Gaylarde et al., 1999). Mas, sua composicao especifica dependera da
fonte do petréleo, do método de producdo e dos processos de destilagdo (Lee et
al, 1992; Fingas, 2001; Bento et al.,2006; Silva, 2010).

No Brasil o 6leo diesel é utilizado no transporte de cargas e de
passageiros, em embarcagcbes, na industria, na geracdo de energia, nas
maquinas para construgdo civil, nas maquinas agricolas e locomotivas (ANP,
2010). Isto faz dele o principal combustivel comercializado no mercado brasileiro
com vendas na ordem de 55,9 milhdes de m®em 2012. E também o combustivel
mais produzido no Pais, tendo em 2012 uma produgéo na ordem de 45,5 milhdes
m? (ANP, 2013).

Apesar de bastante eficiente, o diesel € uma das fontes de energia
mais poluentes, pois sua queima produz compostos como 0 mondxido de carbono
(CO), que tem impactos significativos sobre 0 meio ambiente e a saude humana
(ANP, 2010). O teor de enxofre (S) é hoje um dos principais problemas do diesel e
por este motivo, 6rgaos reguladores ambientais vém exigindo em diversos paises
a diminuicdo da concentracdo de enxofre no diesel visando a reducdo das
emissoes (Vargas, 2012). Em paises como o Japéo, por exemplo, o teor maximo
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de enxofre permitido no diesel é de 10 mg/kg e em paises da Unidao Européia,
desde 2005, todo o diesel comercializado tem concentragdo maxima de 7 mg/kg,
ja nos Estados Unidos, atualmente, o padrao € de 15 mg/kg. No Brasil, até 1994,
o diesel possuia 13.000 mg/kg (CTN, 2011). Em 2005, o diesel comercializado no
interior passou a ter 1.800 mg/kg (S1800) e o metropolitano (usado nas regides
com frotas maiores), no maximo, 500 mg/kg (S500). A partir de 2009, algumas
regidbes metropolitanas passaram a utilizar o diesel com 50 mg/kg (S50)
(SINDICOM, 2010) e em 2013, para atender ao Programa de Controle da
Poluicdo do Ar por Veiculos Automotores (PROCONVE - resoluggago CONAMA
403/2008 e 415/2009) o diesel S10, com no maximo 10 mg/kg de enxofre,
substituiu integralmente o diesel S50. Em 2014, a previsao é de que o diesel
S1800 seja substituido integralmente pelo diesel S500 (ANP, 2011).

Atualmente existem dois tipos de éleo diesel comercializados no pais, 0
Oleo diesel maritimo e o rodoviario. Desde 2005, o dleo diesel rodoviario vem
recebendo a adicao de biodiesel sendo que a mistura atual é de 5%. Todas estas
mudancas na composicao exigiram algumas alteracbes nas especificagdes do
Oleo diesel. A Resolucdo N° 50, de 23 de dezembro de 2013 da Agéncia Nacional
de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), resume no regulamento
técnico 04/2013 (Anexo 1) as especificacbes de qualidade para todo o 6leo diesel
rodoviario comercializado em territério brasileiro. De acordo com o artigo 2° desta
Resolucdo, o 6leo diesel rodoviario é classificado como tipo A (sem adicdo de
biodiesel) ou tipo B (com adicéo de biodiesel). Assim, a designacao de 6leo diesel
A, corresponde ao Oleo diesel (puro, de origem fdssil, B0O); 6leo diesel B as
misturas de 6leo diesel e biodiesel (misturas Bx), o biodiesel puro é denominado
B100.

1.2. Biodiesel

Biodiesel € um combustivel renovavel, composto por uma mistura de
ésteres de acidos graxos, produzido pela transesterificagdo de Oleos vegetais ou
gordura animal com catalisadores alcalinos (Bai et al., 2011; Oliveira et al., 2013).
Ele pode ser usado misturado ao diesel em qualquer propor¢do, sem necessidade
de qualquer alteracdo mecéanica nos atuais motores Diesel (Demirbas, 2005;
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Knothe , 2008; Oliveira et al.,, 2013). Pode conter baixas concentragdes de
compostos sulfurados e € praticamente isento de compostos aromaticos;
apresenta alto numero de cetanos, possui cerca de 11% de oxigénio; maior
viscosidade, densidade e maior ponto de fulgor do que o 6leo diesel. As emissdes
do biodiesel sdo também comparativamente menores que as do diesel, exceto
pelas emissdes de Oxido de nitrogénio (NOx), mas os percentuais de redugao
variam de acordo com a quantidade de biodiesel adicionada ao diesel.

Suas principais desvantagens incluem o alto custo da matéria prima,
menor estabilidade oxidativa, menor estabilidade ao armazenamento, menor
poder calorifico e menor ponto de entupimento a frio (Conceigéo et al., 2005;
Barreto et al., 2007; Altiparmak et al., 2007; Souza et al., 2009; Oliveira et al.,
2013 Datta & Mandal, 2012). Muitas destas deficiéncias, porém podem ser
mitigadas pelo emprego de aditivos, antioxidantes e pela mistura com o dleo
diesel (Moser & Erhan, 2008; Tang et al., 2008).

A introdugdo do biodiesel na matriz energética brasileira ocorreu a
partir da criacdo do seu marco regulatério com o Programa Nacional de Producao
e Uso de Biodiesel (PNPB) criado por Decreto Lei em 23 de dezembro de 2003 e
complementado pela Lei n® 11.097 de 13 de janeiro de 2005.

1.2.1 Misturas Diesel/ biodiesel

O nome biodiesel muitas vezes € confundido com a mistura diesel +
biodiesel (6leo diesel B), disponivel em postos de combustiveis. A designacao
correta para esta mistura é 6leo diesel BX, onde a letra B (do inglés Blend) indica
gue o combustivel € uma mistura e a letra X refere-se ao percentual em volume
de biodiesel que é misturado ao 6leo diesel A. Assim, B5, B10 e B20 referem-se,
respectivamente ao 6leo diesel B, contendo 5, 10 e 20% de biodiesel, o biodiesel
puro é denominado B100 (Suarez et al., 2007; ANP, 2010). No Brasil o
percentual da mistura é determinada pelo Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE) e desde Janeiro de 2010, conforme a Resolucdo CNPE N® 6
de 16/9/2009, atualmente este percentual € de 5% (B5).  Quando o 6leo diesel
e o biodiesel sdo misturados as propriedades fisico-quimicas desta mistura séo
mais indeterminadas e diferem daquelas dos combustiveis puros. Estas
diferencas (estabilidade oxidativa, biodegradabilidade, higroscopicidade, entre
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outras.) estao relacionadas a propor¢gédo da mistura, matéria prima empregada e
aos processos de producdo dos combustiveis, principalmente do biodiesel
(Yassine,2013).

1.2.2 Processo de producao do biodiesel

O biodiesel pode ser produzido a partir de uma infinidade de matérias
primas oleosas tais como 6leos vegetais, gordura animal, 6leos de frituras, 6leos
residuais urbanos ou industriais e de sebo bovino, gordura de frango, banha de
porco e 6leo de peixe (Suarez et al., 2007; Zang et al., 2008; Singh e Singh, 2010;
CNT, 2011) ou ainda, a partir de algas e microrganismos (Li et al., 2008; Mona et
al., 2008; Peer et al., 2008; Suarez, 2011; Reda et al., 2013).

Na Europa e nos Estados Unidos, as principais matérias primas séao a
canola e a soja respectivamente (ANP, 2013). O Brasil dispée de uma imensa
variedade de espécies vegetais que podem ser empregadas na producao de
biodiesel, como soja, milho, amendoim, algoddo, babacu, pinh&o manso,
mamona, palma etc. (Ferrari et al.,2005; Shahid & Jamal, 2008; Apolonario et al.,
2012). Apesar disto o biodiesel brasileiro € obtido principalmente a partir da soja
(73,4%), e da gordura bovina (19,6%) (ANP, 2013). Isto ocorre porque nem todas
as matérias primas disponiveis apresentam uma composicdo de acidos graxos
adequada para gerar um biodiesel que atenda as especificacdes exigidas no
Regulamento Técnico n® 4/2012, que integra a Resolucdo ANP N° 14, de
11.5.2012 - DOU 18.5.2012. O biodiesel produzido a partir do dendé, por
exemplo, possui um alto indice de &cidos graxos saturados, o da mamona produz
um biodiesel com alto grau de viscosidade, o de pinhdo manso possui um elevado
indice de acidez, o girassol exibe alto indice de insaponificaveis e o babagu tem
alto indice de saponificagdo. Além da matéria prima utilizada, questées como o
rendimento e o custo da matéria prima também interferem na escolha (Freitas,
2009).

Os dleos vegetais sao constituidos predominantemente de substancias
conhecidas como triacilglicerdis (acidos graxos e glicerol), além de alguns &cidos
graxos livres, fosfolipideos, esterdis e tocoferdis (Moser, 2009). Seu uso direto
como combustivel para motores € problematico devido a sua alta viscosidade,
maior densidade e baixa volatilidade (Costa Neto et al., 2000; Pinto et al., 2005;
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Santos, 2010). Tais caracteristicas geram varios problemas como combustao
incompleta, formagdo de depdsitos de carbono nos sistemas de injegédo e
diminuicao da eficiéncia de lubrificacdo, causando obstrucao nos filtros de éleo e
sistemas de injecdo e comprometimento da durabilidade do motor, e emissao de
acroleina’ (Jakeria et al., 2014). Estes problemas sdo eliminados quando o 6leo
“in natura” é processado.

O processamento do 6leo “in natura” pode ser efetuado por diferentes
métodos, porém, o biodiesel é produzido predominantemente por um processo
denominado transesterificacdo. Na transesterificacdo, um triacilglicerideo reage
com o &lcool na presenca de catalisadores, dando origem a uma mistura de
ésteres alquilicos de acidos graxos, liberando o glicerol. Os alcodis mais
freqientemente empregados sao os de cadeia curta, tais como metanol, etanol,
propanol e butanol (Ferrari et al., 2005; Moser, 2009). O produto final desta
transformacao € uma mistura de ésteres metilicos de acidos graxos designados
muitas vezes por FAME, abreviatura em inglés de “fatty acid methyl esters”
(Zhang et al., 2003; Moser, 2009). Caso a reagcdao de transesterificacdo seja
incompleta ou caso a purificacdo seja insuficiente, o biodiesel produzido pode
ficar contaminado com glicerol livre e retido, triglicerideos, &lcool e residuos do
catalisador (Schuchardt, 1998; Lima, 2004).

Atualmente a maior parte do biodiesel produzido no mundo deriva do
6leo de soja, produzido por transesterificacdo, utilizando metanol e catalisador

alcalino (Canakci et al., 2001; Apolinario et al. 2012).

1.2.3 Especificacoes do biodiesel em nivel nacional/internacional

As propriedades fisico-quimicas (Anexo 2), do biodiesel dependem
basicamente do tipo de matéria-prima, de sua composi¢do de acidos graxos e de
seu processo de producao (Lin et al., 2008 e 2011; Demirbas, 2009; Atadashi et
al., 2010; Torres-Jimenez, 2011; No, 2011). Considerando que a qualidade do
biodiesel envolve muitas variaveis, foi necessario estabelecer padrbes de
qualidade para o combustivel com a finalidade de garantir seu bom desempenho
no motor (Balat & Balat, 2010; Lin et al., 2011). A Austria foi o primeiro pais do

' Acroleina: substancia altamente toxica e cancerigena, formada pela decomposicao térmica do
glicerol (Schwab et al., 1998)
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mundo a definir e aprovar os padrdées para ésteres metilicos de déleo de colza
como aditivo para o 6leo diesel. Logo, padrées de qualidade para a produgédo do
biodiesel também foram definidos em outros paises, como na Alemanha, Italia,
Franca, Republica Checa e os Estados Unidos (Meher et al., 2006; Atadashi et al.,
2010). Atualmente, as propriedades e qualidade do biodiesel devem seguir as
especificacdes de padréo internacional. Estas especificagdes incluem as normas
americanas (ASTM 6751-12) ou da Unido Europeia (EN 14214). No entanto,
existem alguns outros padrées disponiveis globalmente, como os encontrados em
Normas na Alemanha (DIN 51606), Austria (ON) e Republica Checa (CSN) (Lin et
al., 2010).

As especificacoes de qualidade para o biodiesel comercializado em
territério brasileiro seguem o Regulamento técnico 4/2012 descrito na Resolucao
ANP N° 14, de 11 de maio de 2012 (Anexo 2). Nesta Resolucdo séao
estabelecidas as principais caracteristicas e propriedades do biodiesel, seus
limites e as principais normas que devem ser aplicadas para suas determinacoes.
A especificacdo brasileira é similar a européia e americana, com alguma
flexibilizacdo para atender as caracteristicas de matérias-primas nacionais.
Apesar disto, a especificacdo européia determina expressamente o uso de
metanol para producdo de biodiesel, jA& a especificagdo brasileira como a
americana, nao restringem o uso de alcool etilico e ambas apresentam limites
mais restritivos para propriedades como viscosidade, nimero de cetano, indice de

iodo e algumas outras caracteristicas (Silveira, 2013).

1.2.4 Propriedades fisicas e quimicas do biodiesel e suas misturas

As propriedades fisicas e quimicas do biodiesel e suas misturas sdo
caracteristicas que definem a qualidade do combustivel. Alguns autores sugerem
que o monitoramento de alguns destes pardmetros como o indice de acidez,
viscosidade e massa especifica durante o armazenamento prolongado sao bons
indicativos do envelhecimento e consequéncia da perda de qualidade do
combustivel (Das et al., 2009; Pullen & Saeed, 2012).

O indice de acidez é a medida de quantidade de substancias acidas
no combustivel. E medido como mg de KOH necessarios para neutralizar os
acidos graxos livres em 1g de biodiesel. De acordo com a Norma ASTM D664 ou
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a EN14104, o limite maximo de acidez é estabelecido em 0,5 mg de KOH/g para
o biodiesel puro. Para as misturas ndo existem valores pré definidos. A formacao
de acidos graxos livres, que tende a elevar este indice, esta relacionada aos
processos de hidrélise e por isto é também um indicativo da presenga de agua.
Um aumento do indice de acidez durante o tempo de armazenamento indica
degradacao dos ésteres que compde o biodiesel. Isto influencia na oxidagéo,
afeta a estabilidade térmica na camara de combustdo e pode causar corrosao nos
sistemas de armazenamento (pela presenca de agua) e no motor (Araujo et al.,
2008; Souza et al., 2009; Dunn, 2008a). O acompanhamento deste indice pode
ser utilizado para monitorar a degradagdo de ésteres metilicos (Moretto, 1989;
Mazumdar et al., 2013).

A Viscosidade é a medida da resisténcia do fluido ao escoamento.
Quanto menor a viscosidade, mais facilmente o liquido ira fluir. A viscosidade
cinematica € determinada como a razdo entre a viscosidade dinamica para a
massa especifica. Esta propriedade € usada no monitoramento da qualidade do
biodiesel durante armazenamento, pois aumenta continuamente com o
decréscimo da qualidade do combustivel. O aumento da viscosidade ¢é indicagédo
direta da presenca de material de alto peso molecular no dleo estando
relacionada a formacao de acidos e compostos poliméricos, como resultado da
oxidacao, o que pode ainda levar a formacao de gomas e sedimentos (Bouaid
2007, Jain & Sharma 2010, Mazumdar et al., 2013). Isto € também uma clara
indicacao de degradacao dos ésteres metilicos submetidos a longos periodos de
armazenamento (Leung et al., 2006 , Lin et al., 2009).

A viscosidade pode ser utilizada também para selecionar o perfil de
acidos graxos, presentes na matéria-prima utilizada para a producao do biodiesel
porque a viscosidade do biodiesel aumenta proporcionalmente com o
comprimento da cadeia carbbénica e com o grau de saturacao da molécula. Isto
influencia no processo de queima na camara de combustdo, provocando a
deposicao de residuos em partes internas do motor (Lin et al., 2009, Balat &
Balat, 2010, Atabani et al., 2012). Por isto, matérias primas que contém 4acidos
graxos de cadeias carbdnicas maiores que 22 ou com muitas insaturagcées na

molécula ndo sdo adequadas para a producao do biodiesel.
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A norma EN 14214 (método analitico EN ISO 3104) estabelece um
intervalo aceitavel de viscosidade de 3,0 a 6,0 mm?s para a viscosidade do
biodiesel (Demirbas, 2008) Para as misturas, é estabelecida uma viscosidade
entre 2,0 a 5,0 mm?s e o método indicado é ASTM D445,

A Massa especifica, também chamada de densidade, de um material
€ definida como a massa por unidade de volume. Um aumento na massa
especifica de 860 para 885 kg/m® para os ésteres metilicos de 6leo vegetal ou
biodiesel aumenta a viscosidade de 3,59 para 4,63 mm?®s e os aumentos sdo
muito regulares. Existe uma elevada correlacdo entre os valores de densidade e
viscosidade de ésteres metilicos de 6leo vegetal. Para o biodiesel a densidade é
especificada entre 850 e 900 kg/m®. Para as misturas, é estabelecida uma massa
especifica entre 815 e 865 kg/m* O método analitico é o ASTM D1298 ou D4052.

A Estabilidade oxidativa € definida como a resisténcia de 6leo ou
gordura a oxidacao. Ela € expressa pelo periodo de indugéo, tempo entre o inicio
da medicdo e 0 momento em que ocorre um aumento brusco na formacao de
produtos da oxidacao que é dado em horas. (Garcia-Mesa et al., 1993). Este
periodo também reflete a capacidade de protecdo do antioxidante presente no
combustivel.

Existem varios métodos para se determinar a resisténcia a oxidagao de
um O6leo ou gordura, que sao: Método de estufa e Active Oxygen Method (AOM),
Rancimat, Oil Stability Instrument (OSI), Espectroscopia de Ressonéancia
Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Infravermelho (FTIR), Calorimetria
Exploratéria Diferencial Pressurizada (P-DSC) e outras técnicas que possibilitam
a identificacdo destas degradacdes (Knothe, 2007). Para a determinagdo da
estabilidade oxidativa, o método Rancimat, que estabelece a medida da
estabilidade oxidativa a 110 °C é aceito como padrdo na norma EN 14214. A
Resolugéo N° 14/2012 da ANP em seu regulamento técnico 4/2012 baseia-se na
norma Européia e propde o método EN 14112, com valor minimo de periodo de
indugédo de 6 horas para andlise da estabilidade oxidativa do biodiesel puro
(B100). A Sociedade Americana para Ensaio de Materiais (American Society for
Testing Materials — ASTM) na Norma D 6751-12 descreve especificagdo similar
para o parametro estabilidade oxidativa do biodiesel, no entanto o tempo de
inducdo minimo cai para 3 horas em uma temperatura de 90 °C. Atualmente, na
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Europa, se sugere utilizar a Norma EN15751 para misturas de diesel/ biodiesel
(B7) com um periodo de indugdo minimo de 20 horas a 110°C (Karavakalis,
2011). O periodo de inducdo determinado por este método pode ser
correlacionado a diferentes parametros de controle de qualidade do produto tais
como: indice de peroxido, indice de anisidina, viscosidade cinematica, teor de
ésteres, indice de acidez e teor de polimeros (Mittelbach & Schober, 2003; Buaid,
2007). A estabilidade oxidativa € um aspecto fundamental para a manutencao da
qualidade dos combustiveis armazenados (Batts & Fathioni, 1991; Gog et al.,
2007; Cavalcanti, 2009), pois esta associada a mudancas nas propriedades
fisicas e quimicas, nas propriedades de combustdo e também na compatibilidade
com outros combustiveis (Moser, 2009).

1.3 Estabilidade ao armazenamento

Logo apéds a fase de producao todo o combustivel passa por uma série
de etapas, envolvendo periodos de estocagem e transporte até poder chegar ao
seu destino final, o consumidor (Dodos et al., 2011). Em vista disto, o tempo de
armazenamento do combustivel pode variar imensamente e durante estes
periodos o combustivel pode perder estabilidade, sofrendo alteracbes em suas
caracteristicas tanto de ordem quimica quanto biolégica (Bento & Gaylarde,
2001). A estabilidade ao armazenamento de um combustivel liquido é definida
pela sua capacidade de resistir as alteragbes em suas caracteristicas fisico-
quimicas provocadas por sua interacdo com o ambiente (Jain & Sharma, 2010;
Moser et al., 2011, Zuleta et al., 2012). Esta estabilidade depende da interagcao
com compostos sulfurosos, nitrogenados e com o oxigénio, que pode levar a
formacao de sedimentos e alteracdes na cor, dependendo do tipo e da quantidade
de materiais instaveis presentes. A presenca de agua, particulas sélidas e
produtos de degradacao quimica e biolégica também influenciam a estabilidade
(Ferrari & Souza, 2009). Esta € ainda uma questéao critica em relagdo ao sucesso
na utilizacdo e comercializagdo do biodiesel e suas misturas. O biodiesel apesar
de ser considerado quimicamente estavel, é mais susceptivel a degradacao
quimica e biolégica durante o armazenamento prolongado do que o 6leo diesel.
Dentre os possiveis mecanismos de degradacao isolados ou concomitantemente
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temos: (a) oxidagdo pelo contato com o oxigénio do ar, a luz e a metais
provenientes da corrosdo dos tanques; (b) decomposicao térmica pela exposigéo
a altas temperaturas; (c) hidrélise pelo contato com a agua ou a umidade em
tanques e linhas de combustivel ou (d) degradacao pela contaminagdo microbiana
(Dunn, 2008b; Haseeb et al.,, 2010 a b; Almeida et al., 2011; Mazumdar et al.,
2013).

1.4 Processos degradativos de origem quimica

Um dos principais problemas relacionados a manutengéao da qualidade
dos combustiveis armazenados é a possibilidade de deterioracdo. E grande a
preocupacao com relacdo a sua resisténcia a degradacao oxidativa. As duplas
ligacOes presentes na estrutura quimica do biodiesel conferem a molécula uma
elevada reatividade com o oxigénio, principalmente, quando colocado em contato
com o ar, umidade, metais, luz e calor ou mesmo em ambientes contaminados
por microrganismos (Almeida et al., 2011; Haseeb et al., 2010 a e b, Pullen &
Saeed, 2012).
Os principais processos de degradacdo quimica sofridos pelo
combustivel estocado sdo aqueles de ordem térmica, oxidativa e hidrolitica.

1.4.1 Degradacao térmica

A temperatura tem um papel importante na degradagcédo de ésteres
metilicos. As temperaturas elevadas aceleraram o processo de oxidacao,
resultando no aumento da densidade, da viscosidade do combustivel (Monyem et
al., 2000; Jain & Sharma 2010) e de seu indice de acidez (Moser, 2011;
Mazumdar et al., 2013). Mazumdar et al., (2013), demonstraram que a exposicao
prolongada de ésteres metilicos a elevadas temperaturas pode deteriorar a
qualidade do biodiesel. Os autores perceberam um aumento significativo do
indice de acidez em amostras de biodiesel de pinhdo manso armazenadas por 12
meses, mantidas seladas e no escuro em temperaturas de 4°C, 25°C e 35°C. Em
seus experimentos o indice de acidez inicial das amostas foi de 0,44 mg de
KOH/g. Apds 12 meses de armazenamento para as amostras mantidas a 4°C
pode ser observado um indice de acidez de 4,8 mg de KOH/g, enquanto que
para as amostras armazenadas a 25°C e 35°C, o indice de acidez foi de 14,1mg
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de KOH/g e 20,1mg de KOH/g, respectivamente. Efeito semelhante foi observado
em estudos anteriores, com ésteres metilicos de canola, palma, soja e girassol
(Moser, 2011).

1.4.2 Degradacao oxidativa

O dleo diesel é composto por longas cadeias de hidrocarbonetos que
conferem estabilidade em relagdo aos processos oxidativos, porém o biodiesel é
mais susceptivel a autoxidacao, principalmente pela presenca do grupamento
Ester em sua molécula (Knothe, 2006; Santos, 2010). A oxidagédo € causada pela
reacdo do oxigénio atmosférico com os acidos graxos insaturados. Esta reacao
pode ser intensificada pela exposicdo a altas temperaturas e luminosidade, pelo
contato com ions metalicos, radiacoes ionizantes e agentes oxidantes (Liang et
al., 2006). Os processos de degradacdo oxidativa do biodiesel dependem da
natureza dos acidos graxos utilizados na sua producdo, do grau de insaturacao
dos ésteres que o compdem, do processo de producdo adotado, umidade,
temperatura, luz e da presenca de antioxidantes intrinsecos, como os carotenos
(Ferrari et al., 2005; Thomas et al., 2005; Sterpu, 2012).

O biodiesel derivado de bleos vegetais, apresenta um maior conteudo
de acidos graxos insaturados, principalmente acido oleico (C18:1), linoleico
(C18:2) e acido linolénico (C18:3), enquanto aqueles derivados de gordura
animal tem maior conteudo de &cidos graxos saturados como acido palmitico
(C16:0) e acido estereético (C18:0) (Ferrari et al., 2005; Thomas et al., 2005;
Cavalcanti, 2009). Uma quantidade maior de acidos graxos saturados (gordura
bovina) aumenta a estabilidade a oxidacao. A presenca do éster metilico do acido
oleico em altas concentragdes, comparativamente com ésteres de acidos graxos
com maior grau de insaturagao, também tornam o biodiesel mais estavel (Bondioli
& Folegatti, 1996) e com maior capacidade de resistir a oxidagao, fatores que séao
cruciais para o armazenamento do biodiesel durante grandes periodos de tempo.

No processo de degradacdo oxidativa, os sitios insaturados de uma
cadeia de acido graxo sdo atacados por radicais livres que retiram um atomo de
hidrogénio da cadeia. O oxigénio presente no ambiente liga-se a este sitio, e
ocorre a formacao de um hidroperdxido. Uma vez formados, os hidroperdxidos se
acumulam e, posteriormente, se decompdéem e reagem entre si para formar
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numerosos produtos de oxidagcdo secundarios, incluindo os aldeidos, alcoois,
acidos carboxilicos de cadeia curta e oligdmeros de peso molecular mais elevado.
Isto provoca um aumento do indice de acidez e viscosidade, reducédo no ponto de
fulgor, aumento no nimero de cetanos, polimerizacdes e formagdo de gomas e
borras (sedimentos insoluveis) (Bouaid 2007; McKormik et al., 2007; Cavalcanti,
2009; Bannister et al., 2010; Fattah et al., 2014). Bannister et al., (2010) também
observaram que a oxidacdo do biodiesel leva a uma mudanca na cor do
combustivel de amarelo para castanho, acompanhada de um cheiro avinagrado.
Os acidos e hidroperoxidos formados durante o processo de oxidagdo podem
ainda acentuar os processos de corrosao, quando associados a agua presente
nos tanques (Dunn, 2008a).

Como forma de minimizar estes processos costuma-se alterar a
composicao do biodiesel por agentes externos, tais como os aditivos quimicos,
que possuem a finalidade de retardar o processo oxidativo (McCormick et al.,
2007 ; Knote et al., 2007, Pullen & Saeed, 2012).

1.4.3 Degradacao hidrolitica

A presenca de agua no biodiesel contribui para a sua degradacao
(oxidacao hidrolitica) (Mittelbach, 1996; Van Gerpen et al., 1996; Leung et al.,
2006; Jakeria et al., 2014), mas o seu efeito € inferior ao da temperatura e
exposi¢ao ao ar (Leung et al., 2006). A hidrdlise do biodiesel provoca o acumulo
de acidos graxos livres, incorporacdo de agua dissolvida, turvacdo do
combustivel, aumento da acidez livre, formacao de polimeros, precipitados,
depodsitos e corrosdo em tanques de estocagem, podendo também facilitar a
proliferacdo de microrganismos (Ambrozin et al., 2009; Zimmer et al., 2013).

O biodiesel é cerca de 30 vezes mais higroscépico que o 6leo diesel A
(Ambrozin et al., 2009), podendo conter até 0,15% de agua dissolvida, enquanto
que o O6leo diesel pode incorporar cerca de 0,005%. Por este motivo o teor de
agua devera ser monitorado durante o armazenamento (Mittelbach, 1996; Van
Gerpen et al., 1996; Atabani et al., 2012). No Brasil sdo permitidos 0,02% de agua
(200pL/L) (Biodiesel puro e misturas com S10), a Norma Brasileira indica o uso do
Método ASTM D6304 ou EN ISO12937. A solubilidade da dgua no 6leo depende
do comprimento das cadeias carbbnicas que o compde, da presenca de

Zuwmwmer, A. 2014

16



Revisdo biblioardfi

aromaticos e da temperatura (Robbins & Levy, 2004). Um biodiesel com um alto
conteudo de produtos intermediarios da reacdo de transesterificagdo como os
mono glicerideos e diglicerideos, tera tendéncia para absorver mais agua, ficando
assim ainda mais sujeito aos efeitos negativos ja referidos (Bondioli et al., 1995;
Bento et al., 2010).

1.5 Processos degradativos de origem bioldgica

Os processos de degradagéao quimica sofridos pelo combustivel podem
ser acelerados pela presenga de microrganismos. Os microrganismos Ssao
significativamente responsaveis pela degradacdo do combustivel através de
inUmeros mecanismos, incluindo o acumulo de biomassa, degradacao de aditivos,
producdo de metabdlitos corrosivos como acidos organicos e inorganicos (H.S)
(Cord-Ruwich et al., 1987, Gaylarde et al., 1999; Makareviciene & Janulis, 2003;
Lutz et al., 2006; Rajasekar et al., 2007; Chao et al., 2010; White et al., 2011;
Passman, 2013). A biodeterioragdo do combustivel € mais problematica em
sistemas de armazenamento com baixa rotatividade, onde o combustivel
permanece armazenado por um periodo superior a 30 dias (Chesneau, 1983). Em
sistemas de combustiveis com taxas de rotagdo mais rapida, o risco de dano ao
sistema de armazenamento €& substancialmente maior do que o risco de
biodeterioracdo do produto (Passman, 2013). Como foi dito anteriormente, a
presenca de agua, (livre ou dissolvida) é a condicdo limitante para o
desenvolvimento microbiano. Os principais problemas causados pela atividade
microbiana sdo a formacdo de biofilmes (na interface 6leo-agua e sobre as
paredes dos tanques) e a corrosdo influenciada por microorganismos (CIM) nas
estruturas metalicas (Aktas, 2010; Passman, 2013).

1.6 Contaminacao microbiana de combustiveis

Os primeiros estudos sobre contaminagdo microbiana em
combustiveis datam de 1895, quando Myoshe registrou o crescimento do fungo
Botrytis cinerea em parafina (Bento, 2001). Em 1930, foram relatados os
primeiros problemas referentes a corrosdo acelerada em sistemas de

armazenamento de combustivel de aeronaves por sulfuretos produzidos por
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bactérias (Neihof, 1988). A presenca de bactérias redutoras de sulfato em
gasolina foi também observada por Tausson & Aleshina (1932) e Taysen (1939)
apontou como causa indireta de uma explosdao em um tanque de querosene, a
formacao de gas produzido por bactérias. Problemas de contaminagado microbiana
em gasolina e querosene também foram relatados por Bushnell & Hass (1941).
Estes mesmos autores descobriram que muitos microrganismos poderiam crescer
em hidrocarbonetos, utilizando-os como fonte de carbono e propuseram um meio
minimo composto de sais minerais, ainda hoje bastante utilizado, com o objetivo
de isolar microrganismos crescendo em hidrocarbonetos. Um dos primeiros
grupos microbianos identificados como deteriogénicos de combustiveis
armazenados foram as bactérias redutoras de sulfato (BRS). Durante a segunda
Guerra mundial, diversos tanques de armazenamento de gasolina, localizados em
areas tropicais, estavam contaminados por bactérias redutoras de sulfato, e
passaram a identificar o problema com a designacdo de gasolina “azeda”. Na
década de 60 muitos outros trabalhos também associaram a presenca de
bactérias redutoras de sulfato com problemas de corrosdo em gasolina de
aviacao (Hill, 1990).

Ap6s a mudanca da gasolina para querosene como combustivel de
aviacao, tanto os microrganismos quanto os problemas mudaram. O querosene
de aviacdo é menos toxico aos microrganismos e contém mais agua dissolvida,
um pré requisito essencial para o desenvolvimento microbiano (Genner &
Hill,1981). O fungo filamentoso Cladosporium resinae, (hoje Hormoconis resinae),
passou a ser uma espécie bastante estudada devido a sua contribuicdo na
deterioracdo e corrosdo de tanques com combustiveis, especialmente no
querosene de aviacao e 6leo diesel. Muitos estudos (Bakanaukas, 1958; Prince,
1961; Hazard, 1961 e 1963; Guntheil, 1966; Klamme & Leonard, 1971), passaram
a abordar principalmente problemas referentes a natureza dos sedimentos e
material particulado que se formava nos tanques, provocando entupimentos de
tubulagdes e filtros. Este fungo formava “tapetes” no fundo dos tanques,
conseguindo sobreviver por longos periodos, mesmo em tanques aparentemente
sem 4agua (Nenhoff,1988). Além deste, fungos do género Aspergillus sp. também
foram detectados nestes combustiveis e as bactérias dos géneros Pseudomonas,
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Flavobacterium e Aeromonas (Ferrari et al.,1998) e bactérias redutoras de sulfato
(BRS) foram detectadas na agua do fundo dos tanques de armazenamento.

Dentre os estudos relacionados a biodeterioracdo de combustiveis
mais de 80% demonstram a habilidade deteriogénica de bactérias, sendo o
conhecimento do processo envolvendo fungos e leveduras menos explorado
(Atlas, 1981; Cerniglia & Crow, 1981; Gaylarde et al., 1999; Sutherland, 2004;
Neilson & Allard, 2008). Varios trabalhos abordam as comunidades microbianas
em combustiveis estocados (Edmonds & Cooney, 1967; Neihof & May, 1982;
Pitcher, 1989; Haggett & Morchat, 1992; Gaylarde et al., 1999; Bento & Gaylarde,
2001; Rauch et al., 2006; Yemashova et al., 2007; Rodriguez-Rodriguez et al.,
2009, 2010). Na regiao da América do Sul alguns trabalhos em ambientes
tropicais (Bento & Gaylarde, 1999; Bento & Gaylarde, 2001; Bento et al., 2006;
Rodriguez et al., 2009, 2010; Bento et al., 2010; Bucker et al., 2011; Zimmer et al.,
2011; Zimmer et al., 2013), também abordaram o papel deteriogénico de outras
espécies. A literatura mostra a participacao de diferentes grupos microbianos, tais
como os fungos filamentosos, leveduras e bactérias aerdbias e anaerdbias na
composicdo do sedimento bioldégico depositado no fundo dos tanques de
armazenamento.

A introducdo do biodiesel provocou muitos problemas operacionais,
principalmente devido a presenga de uma molécula mais facilmente
biodegradavel, aumento no uso de aditivos e a negligéncia com as rotinas rigidas
de manutencdo dos tanques de armazenamento (Hill & Hill, 2009; Klinkspon,
2009; Aktas, 2010; Sorensen et al., 2011; Bucker, 2011, Moser et al., 2011;
Passman, 2013).

A maioria dos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos é
capaz de oxidar cadeias carbonicas entre C1o a Cy € por esta razdo, o querosene
e 0 bleo diesel (que contém alcanos com cadeias entre Cyy e Cp1) Sd0 0s mais
atacados entre os combustiveis de derivados de petréleo (Robbins & Levy, 2004;
Rodriguez-Rodriguez et al., 2009). Segundo a literatura, os problemas de
contaminacao microbiana em 6leo diesel sao crénicos e fatores como: presenca
em sua composicdo de uma grande variedade de fontes de carbono
(hidrocarbonetos), diferentes tipos de aditivos, diferentes teores de enxofre,

componentes com maior peso molecular (que ndo atuam como solventes de
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membrana como os compostos da gasolina, por exemplo) (Leahy & Colwell, 1990;
Gaylarde et al., 1999; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Passman, 2013);
presenca de compostos aromaticos, que sdo mais sollveis e mais prontamente
emulsionaveis em agua podem promover melhores condi¢gdes de crescimento
(Leahy & Colwell, 1990; Smith, 1991; Rodriguez-Rodriguez et al., 2009).
Considerando a diversidade microbiana dos lodos biolégicos, por outro lado, os
compostos aromaticos, presentes em combustiveis com elevado teor de enxofre,
podem inibir uma variedade de processos metabdlicos em organismos anaerdbios
(Londry & Sulfita, 1998).

Passman (2013), em trabalho de revisédo, destaca a importancia da
complexidade, das mudancgas na composi¢dao dos combustiveis e o reflexo sobre
sua biodegradabilidade ao longo dos anos. Segundo Passman, (2013) a quimica
do combustivel tem sofrido profundas modificagbes tais como a redugéo do teor
de enxofre (0leo diesel), do chumbo (gasolina) e a adicdo de biocombustiveis.
Estas alterac6es foram também acompanhadas pela adicdo de diversos outros
compostos (aditivos) com a fungdo de garantir a estabilidade e a manutencao das
propriedades do combustivel. Desde meados da década de 1990, foi observado
um aumento no total de sélidos dissolvidos (TDS). Passman (2013), sugere que
esta mudanca poderia estar relacionada ao aumento da solubilidade em agua de
aditivos de combustiveis utilizados para restaurar a lubricidade, estabilidade
oxidativa e propriedades anti corrosivas que foram perdidas ap6és o
hidrotratamento (redugéo do teor de enxofre). Alguns estudos ainda sugerem que
alguns destes aditivos para combustivel podem aumentar a biodegradabilidade,
pelo fato de disponibilizarem diferentes nutrientes (Hill e Hill, 1990; Rajasekar et
al, 2007). Os aditivos organonitrogenados e organofosforados por exemplo,
fornecem nitrogénio e fésforo, que s&o nutrientes limitantes em sistemas
oligotréficos (Howarth, 1988). E incontestavel que a remogdo do chumbo
aumentou biodegradabilidade da gasolina (Koenig, 1991; Hill & Koenig, 1995). No
caso de Oleo diesel, segundo alguns autores a redugao dos teores de enxofre
(que também reduz o teor de aromaticos) pode aumentar a biodegradabilidade
do combustivel (Hill & Koenig,1995; Passman,1999; Ali et al., 2006; Lee & Litlle
2010). No entanto, contrariando o que o mercado assumiu como uma verdade

estabelecida nos Ultimos anos, um estudo publicado pela Universidade de
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Oklahoma (Lyles et al., 2013), concluiu que o diesel com baixo teor de enxofre
NAO é mais sensivel a contaminacdo microbiana. Segundo os autores, o
conteudo de compostos organossulfurados do diesel nédo influencia
significativamente a biodegradacao anaerdbica dos hidrocarbonetos.

Apesar disto, considerando a diversidade microbiana presente durante
0 processo de deterioragdo de combustiveis estocados sdo fundamentais estudos
com os outros grupos microbianos deteriogénicos, tais como fungos filamentosos,
leveduras e bactérias aerdbias.

As misturas de diesel com biodiesel sdo mais suscetiveis a biodeterioracao
do que o dleo diesel convencional de petréleo (Zhang et al., 1998; Makareviciene
& Janulis, 2003; Pasqualino et al., 2006; Hill e Hill, 2009; Owsianiak et al., 2009;
Schleicher et al., 2009; Prince, 2010; Bucker et al., 2011 Sorensen et al.,
2011,Cyplick et al 2011; Lisiecki et al 2014). A adigéo do biodiesel ao éleo diesel
disponibilizou uma nova fonte de carbono e nutrientes, que s&o mais facilmente
reconhecidos (degradaveis) do que os hidrocarbonetos (Follis, 1994; Zhang,
1998; Hill & Hill, 2009; Aktas, 2010; Lisiecki et al., 2014). Estudos recentes
mostram que em comparagdo com o Oleo diesel A o biodiesel é mais rapidamente
degradado por microrganismos, podendo ser até 98% biodegradado num periodo
de trés semanas, enquanto o 6leo diesel A nas mesmas condi¢oes é apenas 50%
degradado. Além disto, a capacidade das bactérias, archaea e mesmo de fungos
em hidrolisar os ésteres que compde o biodiesel € comum, nao exigindo qualquer
habilidade especial ou histérico de pré exposicdo (Makereviciene & Janulis 2003;
Prince, 2008; Aktas, 2010; Rajasekar et al., 2012).

Schleicher et al., (2009) trabalhando com 6leo diesel (B0) e as misturas B5
e B20 (biodiesel de Canola), constataram que a recuperacao de microrganismos
cultivaveis diminuiu com o aumento da concentracdo de biodiesel e que a
recuperacao de fungos cultivaveis aumentou. Os autores demonstraram que em
geral, a estabilidade oxidativa foi perdida mais rapidamente nas misturas de
biodiesel que no 6leo diesel convencional. Alguns autores sugerem que a adicao
de biodiesel ao 6leo diesel A, mesmo em pequenos percentuais, pode afetar a
biodegradacdo do Oleo diesel A, principalmente pelo mecanismo de
cometabolismo, quando um segundo substrato (mais simples) é utilizado como

fonte de carbono para degradar o primeiro (mais complexo e que necessita de
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maior energia para degradacao) (Zhang et al.,1998; Mudge & Pereira, 1999;
Pasqualino et al., 2006). Apesar disto, nao ha um consenso geral sobre o grau em
que varias porcentagens do biodiesel contribuem para biodegradabilidade do 6leo
diesel (Passman & Dobranic, 2005; Blicker et al., 2011). Owsianiak et al., (2009),
observaram que a adicdo de mais de 50% de biodiesel a mistura ndo influenciou
de qualquer forma a degradacao das fragdes de hidrocarbonetos. O autor sugere
que as diferencas nestes resultados podem estar associadas a escolha do
consoércio microbiano para a realizagdo dos estudos.

A adigdo do biodiesel ao 6leo diesel A fez com que surgisse um novo
combustivel exigindo da comunidade usuaria uma maior atencdo na manipulagéao
e armazenamento. Com o crescimento previsto no consumo de biodiesel e
introducdo de novas matérias-primas (Subramaniam et al., 2010) o aumento dos
problemas de biodeterioracdo séo inevitaveis e muitos casos ja foram relatados
(Gaylarde et al., 1999; Bucker., et al 2011; Zimmer; et al 2013; Passman, 2013).

1.6.1 Condicoes para o desenvolvimento microbiano em
combustiveis

O combustivel estocado em condigbes ndo adequadas pode permitir o
desenvolvimento de comunidades microbianas com diferentes exigéncias
fisiolégicas (Chesneau, 1988, 2000; Yemashova et al., 2007; Aktas, 2010). Dentre
os fatores destacando-se:

Agua: A presenca de agua nos tanques (no estado livre ou
dissolvido) é o pré requisito fundamental para o desenvolvimento microbiano
(Arnold, 1991; ASTM D6496; Yemashova et al., 2007 ; Bento et al., 2010; Bucker
et al., 2011; Sorensen et al., 2011, ASTM, 6469; Passman, 2013). Apesar de
esporos de fungos e bactérias permanecerem viaveis no combustivel, eles
apenas se desenvolvem e se reproduzem na fase aquosa. Segundo Siegert,
(2009), apenas 100 ppm (0,1mL/L) de agua séo suficientes para a proliferacao de
microrganismos, enquanto 5 a 80 ppm de &gua sao suficientes para a
sobrevivéncia dos esporos. A agua pode ser introduzida nos tanques por
diferentes vias, (a) ela pode vir com o combustivel, (b) por condensacao do ar nas
paredes, (c) por vazamentos; (d) a agua pode entrar pelos respiros ou ser
introduzida durante a lavagem dos tanques ou descarga de combustiveis ou (e)

pode ainda ser colocada la intencionalmente como lastro. Juntamente com esta
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agua também sao levados sais inorganicos e outros nutrientes com impurezas
biol6gicas (Chesneau, 1988, 2000; Chung et al, 2000; Rodriguez-Rodriguez et al.,
2009; Siegert 2009). Uma outra forma da agua penetrar no sistema € através do
metabolismo microbiano. O fungo H. resine, por exemplo, é capaz de produzir
0,949 de agua por litro de combustivel num periodo de quatro semanas (Hill &
Thomas , 1975). Mesmo em tanques aparentemente sem agua, ela pode estar
presente no interior dos biofilmes, em quantidade suficiente para dar suporte ao
crescimento microbiano (Passman, 2003).

O biodiesel, tem maior tendéncia para absorver umidade do ambiente
que o diesel, principalmente devido ao conteudo de O, em sua molécula e a
estrutura quimica polar de seus grupos carboxilicos. A &gua nos tanques de
armazenamento de biodiesel pode ser encontrada sob trés formas distintas:
emulsionada, dissolvida e livre. Devido a sua natureza higroscopica o biodiesel
pode conter até 30 vezes mais agua na forma dissolvida quando comparada ao
6leo diesel, porém, as misturas possuem menor poder de absorcao de agua (He
et al.,, 2007). Na Figura 1.1 estdo apresentadas as formas em que a agua pode

ser encontrada durante a estocagem de misturas de diesel e biodiesel.

A: Dispersa como microgoticula dispersa no combustivel - GOTICULA

B: Emulséo na interface leo-agua - EMULSIONADA
C: Agua do lastro- LIVRE

Figura 1.1 Diferentes formas que a 4gua pode ser encontrada nos
tanques de armazenamento de diesel B (adicdo de biodiesel).(Fonte: Bento &
Cavalcanti, 2012).
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As variaveis climaticas predominantes podem afetar o acumulo de
agua no sistema e a oscilagao da temperatura no interior do tanque possibilita a
separacdo de fases. Estes efeitos sdo maiores em regides quentes e umidas e
promovem o surgimento de uma fase de agua livre que se deposita no fundo e
favorece a corrosdo de materiais e 0 desenvolvimento microbiano (Gaylarde et al.,
1999; Chesneau, 2000; Allsop et al., 2004; Cavalcanti, 2009). Passman (2013)
sugere critérios de classificacdo de risco de biodeterioracdo com base na
precipitacdo média anual (baixo <64 cm, médio 64 e 190 cm e alto risco > 190
cm) e numero de dias em que ocorre precipitagdo (baixo <100, médio 100 e 200 e
alto risco > 200 mm).

Temperatura e pH: A temperatura, ndo é um fator determinante na
biodeterioracdo de combustiveis (Chung et al., 2000; Passman, 2003).
Microrganismos crescendo em combustiveis suportam uma grande variacdo de
temperatura, entre quatro até 60°C, ou mais (Genner & Hill, 1981; Chung et al,
2000). A maioria se desenvolve em temperaturas entre 20° e 30°C, que é
encontrada nos tanques de combustivel nos dias mais quentes, isto também
explica porque estes problemas sdo mais graves nos tropicos (Rodriguez-
Rodriguez et al.,, 2009). Embora a ocorréncia de corrosdo influenciada por
microrganismos (CIM) em ductos de transporte de combustivel no Alaska (CIC
Group, 2007), demonstre que as temperaturas baixas nao impedem a
biodeterioracdo no sistema de combustivel. E mais provavel que a temperatura
afete as taxas de biodeterioracdo ao invés da incidéncia de contaminagéo
microbiana (Passman, 2013).

A comunidade microbiana presente no combustivel também
sobrevive a uma grande variacao de pH entre 4 e 9 (Boszczyk-Maleszak et al.,
2006). A maioria das bactérias crescem em um pH neutro, ja os fungos
desenvolvem-se preferencialmente em condicdes ligeiramente acidas (pH 4 - 6,5);
o crescimento de bactérias redutoras de sulfato ocorrem em pH na faixa de 5e 9
(Hill, 2000; Passman, 2003). O pH da agua encontrado no fundo de um tanque
de estocagem de combustivel, encontra-se na faixa entre 6 e 9, mas pode variar
bastante. A atividade metabdlica de alguns fungos, por exemplo, pode baixar o
pH da agua devido a producédo de acidos organicos (Hill, 2000), sendo comum
encontrar-se pH entre 4 e 5. Bento & Gaylarde (1999), registraram valores de pH
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entre 3 e 5 na fase aquosa de tanques de armazenamento de uma empresa de
transporte coletivo em Porto Alegre. Zimmer et al., 2013, observaram um pH de
4,5 em amostras de agua de drenagem de tanques de armazenamento de 6leo
diesel. Esta condigdo acida de ambiente pode determinar a sucessao microbiana
bem como o estabelecimento de diferentes comunidades de microrganismos
dentro do tanques, durante a biodeterioragcao (Passman, 2003; ASTM D1259).

Oxigénio: O oxigénio estd normalmente presente no ambiente do
tanque de combustiveis na porcao superior dos tanques, dependendo do volume
acondicionado. Também, o sistema de armazenamento é continuamente aerado
cada vez que um combustivel novo é adicionado, assim como ocorre a entrada de
ar pelo sistema de ventilacao (Hill,1987). Como o oxigénio é um aceptor final de
elétrons para organismos aerobios, sua presenca contribui diretamente para o
crescimento microbiano. Mesmo assim a auséncia de oxigénio ndo impede os
processos de degradacdo microbiana que seguem normalmente pela acédo de
microrganismos aerdbicos facultativos ou anaerdbios estritos, tais como as
bactérias do género Bacillus e as redutoras de sulfato, respectivamente (Gaylarde
et al., 1999; Watanabe et al., 2002; Rajasekar et al., 2012).

Nutrientes: Os microrganismos crescem no combustivel e ou
biocombustivel, basicamente pela utilizacdo dos hidrocarbonetos (alifaticos,
aromaticos) e estéres, como fonte de carbono (Yemashova et al., 2007; Das &
Chandran, 2011). Alguns fungos foram observados crescendo na porcao superior
(vazia) dos tanques utilizando como nutriente os compostos volateis do
combustivel (VOCS) (Passman, 2003). Aqueles microrganismos que ndo sao
capazes de metabolizar hidrocarbonetos podem crescer neste ambiente as
expensas de outros compostos presentes no combustivel tais como os ésteres de
acidos graxos do biodiesel ou metabdlitos secundarios de outros microrganismos.
Porém além da fonte de carbono, outro fator limitante € a disponibilidade de
nutrientes inorganicos, como fésforo e nitrogénio que podem estar presentes em
aditivos, contaminantes quimicos residuais ou na agua (Yemashova et al., 2007;
Hill & Hill, 2009; Das & Chandran, 2011).

Composicao quimica: A composicdo quimica do combustivel pode
determinar o grau de contaminagdo microbiana e consequentemente sua

suscetibilidade aos processos deteriogénicos. Com relacdo ao 6leo cru, os 6leos
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leves com menor conteudo de aromaticos sdo mais rapidamente degradados em
comparacado ao 6leo pesado no qual o conteudo de aroméaticos pode ser até 50%
maior. As cadeias carblnicas mais facilmente utilizadas sdo C1-Cig, cadeias
menores podem inibir o crescimento de alguns microrganismos (Cafone et al.,
1973; Gaylarde et al., 1999). As condic¢bes fisico-quimicas que se estabelecem no
tanque bem como a diversidade metabdlica da populagdo microbiana também
podem interagir de forma significativa sobre a biodegradabilidade dos
combustiveis (Passman, 2013).

1.6.2 Colonizacao do combustivel

O combustivel, tdo logo que € processado, é estéril devido as altas
temperaturas durante o processo de producao (Yemashova et al., 2007; Suarez,
2010; Dodos et al.,, 2011). Os microrganismos entram em contato com o
combustivel durante a estocagem principalmente através da poeira, agua, ar e
outro combustivel contaminados (Gaylarde et al., 1999; ASTM D 6974:09;
Rodriguez-Rodriguez z et al., 2009). Bactérias e leveduras sdo geralmente os
primeiros organismos nesta colonizagao, seguidos por fungos filamentosos (Bento
& Gaylarde, 2001). Uma vez dentro dos tanques eles podem se aderir as paredes
(formando biofilmes) ou se estabelecer na interface éleo agua. O maior
desenvolvimento de microrganismos pode ser observado na agua presente no
fundo do tanque de armazenamento, enquanto a maior atividade microbiana e
degradacao sao observadas na interface agua 6leo (ASTM 2004 a; Yemashova et
al., 2007; Rodriguez-Rodriguez et al., 2009; Dodos et al., 2011). Dependendo do
grau de contaminagao microbiana e das rotinas de manutengao dos tanques este
desenvolvimento pode se expandir tanto para a fase aquosa quanto para o éleo
(Siegert, 2009).

Alguns microrganismos produzem biossurfactantes, estas substancias
atuam como emulsificantes reduzindo a tensao superficial na fase aquosa e
promovendo a emulsdo do 6leo na agua, o que aumenta a disponibilidade dos
hidrocarbonetos e facilita a penetracdo dos microrganismos na fase éleo,
permitindo que a biodegradacao ocorra (Van Hamme et al., 2006; Cameotra &
Makkar, 2010; Allsop, et al., 2004; Llori, et al., 2008; Obayory et al., 2009;
Rajasekar et al., 2012). Alguns fungos, como H. resinae, produzem hifas
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especiais, denominadas “hifas de alimentagao” que possuem um filme d’agua
circundante, goticulas de 6leo podem ser observadas emulsionadas na agua
destas hifas que crescem em direcéao a fase éleo (Smith, 1991).

Tao logo os organismos com competéncia para degradar o combustivel
iniciam a quebra das moléculas que compde o combustivel, outros
microrganismos presentes no sistema, mas que ndo sdo capazes de utilizar as
fontes de carbono disponiveis diretamente iniciam a degradacao dos fragmentos
parcialmente degradados (processo de cometabolismo). A esta complexa
comunidade microbiana, que se estabelece com interacbes que dependem das
condigdes fisicas e quimicas, denominamos um consorcio microbiano (Robbin
& Levy, 2004; Yemashova et al., 2007; Das & Chandran, 2011). A  velocidade
da degradacdao do combustivel ird depender da competéncia dos organismos
integrantes deste consércio para degradacado dos componentes do combustivel e
do grau de contaminac&o. Os microrganismos aerdbicos criam condigdes para os
anaeroébicos, como as bactérias redutoras de sulfato, se estabelecerem no interior
da biomassa (Passman, 2003; Olliver & Margot, 2005; Siegert, 2013).

Uma vez instalada, a contaminacdo pode ser facilmente passada de
um tanque a outro, passando do tanque da refinaria para os tanques dos
caminhdes de transporte, destes para os tanques dos postos de abastecimento e

em seguida para os tanques dos veiculos.

1.6.3 Consequéncias da contaminacdo microbiana de
combustiveis

Durante o processo de biodeterioracdo os hidrocarbonetos e/ou os
ésteres sao transformados, pois podem ser utilizados como fonte de carbono
primaria promovendo a formagdo de biomassa. A atividade microbiana no
combustivel contribui para um aumento da instabilidade quimica, acelerando
reacdes que produzem mais sedimentos. O metabolismo microbiano contribui
para um aumento no conteldo de agua e liberam acidos e perdxidos que
intensificam os processos de corrosdo e alteram parametros de qualidade do
combustivel tais como a estabilidade quimica. Todos estes processos promovem
0 aumento de sélidos suspensos, a formacao de lodo e produtos de corroséo, que
promovem entupimentos nas tubulacdes, e mangueiras, saturacao de filtros e
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desgaste de bicos injetores (Bento & Gaylarde, 1999; Gaylarde et al., 1999;
Chung et al., 2000; Chesneau, 2000; Bento & Gaylarde, 2001; Bento et al., 2006;
Yemashova et al.,, 2007; Rodriguez-Rodriguez et al., 2009; Siegert, 2009;
Passman, 2013). Na Tabela 1.1 estao resumidos alguns dos principais problemas

causados pela contaminagdo microbiana de combustiveis e seus agentes.

Tabela 1.1. Consequéncias do desenvolvimento microbiano em combustiveis

Problemas

Principais grupos de
microrganismos envolvidos

Bloqueios de tubulagdes, valvulas, filtros e
mangueiras

Corrosao dos tanques tubulacées
Degradagao do combustivel
Aumento do conteudo de agua
Formacgao de sedimentos

Producao de surfactante (emulsificagéo do
6leo)

Producao de soélidos suspensos
Reducao da vida util de filtros

Incrustagéo em injetores

Aumento do contelddo do enxofre do
combustivel

Reducao da vida util de pecas do motor

Penetracao do revestimento dos tanques

Problemas de saude

Fungos e bactérias produtoras de
substancias poliméricas

Fungos e bactérias anaerobicas
Fungos e bactérias aerébicas
Todos

Todos

Fungos e bactérias aerébicas

Todos

Todos

Fungos e bactérias aerdbicas
SBR

Nao determinado

Fungos

Bactérias produtoras de endotoxinas,
patdégenos oportunistas, SBR

Adaptado de Gaylarde et al., 1999 e Rajasekar et al., 2012

1.7 Monitoramento da contaminacao microbiana em combustivel

Para o monitoramento

adequado da contaminacdo deve-se

inicialmente inspecionar, sempre que possivel, a condi¢édo interna dos tanques.
Os tanques contaminados normalmente apresentam duas fases distintas, a fase

aquosa e oleosa, que devem ser monitoradas separadamente (Bento & Gaylarde,
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1999, 2001; Klinkspon, 2009; Bento et al., 2010). Embora o numero de bactérias
viaveis e fungos relatados na fase combustivel, sejam muitas ordens menores do
que aquelas reportadas para a fase agua, microrganismos nesta fase sao
indicadores mais rapidamente disponiveis para avaliar a contaminacao de
combustiveis e € por esta fase que se deve iniciar um monitoramento. Em
seguida, é importante também inspecionar a fase aquosa uma vez que € onde a
maior contaminacao esta presente e também a interface éleo/ agua a fim de se
detectar a presenca de sedimentos e formacédo de biomassa (Bento e Gaylarde,
1996; Yemashova et al., 2007; Hill & Hill, 2009).

1.7.1. Métodos de deteccao da contaminacao microbiana

Uma vez que a biomassa microbiana € dificil de medir diretamente,
muitas técnicas diferentes sao utilizadas para esta determinacdo, incluindo a
técnica de contagem em placa, andlise do numero de células totais usando
microscopia de epifluorescéncia e técnicas moleculares (Hobbie et al., 1977;
Jasson, 2010; White et al., 2011). Porém, os métodos mais aceitos e amplamente
utilizados atualmente para deteccdo e quantificacdo da contaminacdo em
combustiveis baseiam-se na contagem direta de microrganismos em placa com
meio de cultura sélido. Quando a fase amostrada € o combustivel, adota-se a
Norma ASTM D6974-09 ou a Norma IP 385/99 (Passman, 2003; Klofutar & Golob,
2007; Rodriguez-Rodriguez et al.,2009), que consiste na filtracdo a vacuo de um
volume conhecido de uma amostra de combustivel através de uma membrana
com 0,45um de poro. Apdés a membrana é inoculada em placas com meios de
cultura sélidos e as colbnias crescidas sdo contadas. Para a detecgdo da
contaminacdo na fase aquosa, pode-se utilizar o método padrao direto de
contagem em placa ou técnicas de contagem indireta como a técnica do MNP
(Brown & Bradock, 1990) e a estimativa de biomassa formada por peso seco
(Bucker et al., 2011; Zimmer et al.,, 2013). Estes métodos sédo descritos com
detalhes suficientes para permitir sua reproducdo e os materiais podem ser
adquiridos com facilidade. Além disto, ndo exigem uma infra-estrutura
dispendiosa e os consumiveis também sdo relativamente acessiveis. Como
desvantagem, sao muito trabalhosos, exigindo o uso de grande volume de meios

liquidos, solidos e reagentes, pessoal especializado e muito tempo para obtengéao
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dos resultados. Por este motivo, o interesse para o desenvolvimento de métodos
mais rapidos para estimativa do grau de contaminag&o tem aumentado.

Tendo como referéncia estes métodos "Padrdo ouro" um "método
rapido" pode ser definido como qualquer método ou um sistema que reduza o
tempo necessario para se obter o resultado de um ensaio microbiolégico ou um
menor tempo para a detecgdo, mas também pode se referir a um melhor fluxo
(Feng, 1996). Neste sentido, uma alternativa aos métodos de contagem em placa
sdo os dipslides ou laminocultivos, fabricados por um grande numero de
empresas (BARTTM Dryocon Bioconcepts Inc., Canada; MicrobMonitor BP
International Limited, UK; B-FTM Indicator Troy Corporation, USA etc). Estes
laminocultivos geralmente contém meio que € inoculado com uma amostra
aquosa. Os dipslides sdao entdo incubados e interpretados de acordo com
instrucées de fabricante. Estas técnicas em geral, sdo demoradas e demandam
mao de obra especializada para sua execucado (Bailey & May 1979; Girotti &
Zanetti 1998; Gaylarde et al.,, 1999; Bonch-Osmolovskaya et al, 2003).
Juntamente com estes dipslides foi desenvolvido um método, baseado em
imunoflorescéncia, especialmente para detectar a presenca de H. resinae (Lopes
& Gaylarde, 1996), este método é bastante rapido e sensivel e ndo precisa de
pessoal especializado para sua execugao, porém nao € indicado para quantificar
microrganismos totais, uma vez que seria praticamente impossivel ter anticorpos
para todas as espécies (Yemashova et al., 2007).

Apesar de todos os esforgos, os métodos de contagem direta nédo
sao satisfatérios no que diz respeito a quantificacdo, pois apenas uma pequena
porcentagem (0,1% a 0,5%) dos organismos pode ser cultivada e portanto estes
valores representariam apenas uma estimativa da contaminagéo real. (Ammam et
al., 1995;Torsvik et al., 2002; Whyte et al., 2011). Algumas metodologias sédo
basicas de deteccdo da contaminacdo; sendo ainda uma alternativa barata e
confiavel (Whyte et al.,, 2011). Porém devido ao crescimento e detecgdo dos
microrganismos cultivaveis, informag6es importantes podem ser subestimadas e
ou perdidas no processo de monitoramento (Gaylarde et al., 1999; Yemashova et
al., 2007).

Os métodos moleculares atualmente disponiveis tem permitido a partir da
analise de DNA de um microrganismo isolado, a identificacado em nivel de espécie
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pelo sequenciamento do gene 16S rRNA (Sanger Sequence). No entanto, é
preciso que este organismo seja cultivavel, ou seja, que possa crescer em meios
de cultura. Para acessar as populagées microbianas que nao sao cultivaveis,
novas tecnologias de sequenciamento permitem a partir da extragao direta do
DNA total da amostra conhecer a diversidade e abundancia de comunidades
microbianas. Cada tipo de sequenciamento pode fornecer informagdes a partir
das sequéncias obtidas tais como o pirosequenciamento dos amplicons
(Tecnologia Roche-454 FLX Titanium Genome Analyser) (Pace et al., 1986;
Lemke & Leff 2006; Duncan et al., 2009; Pham et al., 2009; Whyte et al., 2011) e
a tecnologia lllumina (Hi-Seq-2000) (Bucker et al., 2014) Uma técnica que pode
envolver o sequenciamento posterior € o DGGE - desnaturing gradient gel
electrophoresis (Whyte et al., 2011; Sorensen et al., 2011). O DGGE é um método
rapido e de baixo custo que permite conhecer o perfil da comunidade de
diferentes amostras (Muyzer et al 1993).

Para quantificacdo de microrganismos totais ou grupos especificos de
microrganismos as técnicas de DAPI (uso do corante 4’,6-diamidino-2
phenylindole) e FISH (fluorescence in situ hybridization) vem sendo bastante
empregadas (Lemke & Leff 2006; Holmkvist et al., 2011; Sorensen et al., 2011).
Pelo método de DAPI é possivel quantificar todos os microorganismos intactos
que contém DNA (células vivas ou dormentes) em amostras liquidas, incluindo
combustiveis (Larsen et al 2006). O procedimento é simples e pode ser executado
em menos de um dia. Uma fragdo da amostra liquida é filtrada e as células sé&o
coradas com 4’,6-diamidino-2 phenylindole (DAPI), ap6s as células podem ser
contadas diretamente em microscépio de epiflorescéncia. Ja quando ha a
necessidade de quantificar microrganismos especificos ou grupos de
microrganismos, como as SBR, por exemplo, a técnica de FISH € um método
bastante robusto. Nesta técnica, o DNA contido na amostra é hibridizado com
sondas especificas para o 16S rRNA de cada microrganismo ou grupo de
microrganismos, marcadas com fluor6foros. Apés a hibridizacédo, as amostras sao
contadas em um microscépio de epiflorescéncia e cada grupo é observado com
uma cor especifica. Para uma mesma amostra podem ser utilizadas diferentes
sondas o0 que permite a quantificacdo de diferentes grupos de uma sé vez
(Sorensen et al., 2011). Esta mesma técnica pode ser ainda empregada para o

Zuwmwmer, A. 2014

31



Revisdo biblioardfi

monitoramento de grupos funcionais, ou seja, microrganismos que compartilham
uma funcdo metabdlica especifica como a produgdo de metano, por exemplo (He
et al., 2007; Sorensen et al., 2011).

As contagens de microrganismos totais também sao possiveis através
do uso de outras ferramentas como as andlises de componentes celulares
especificos, em particular quando a biomassa e seus componentes, ocorrem em
proporcoes estaveis. A biomassa pode ser calculada, por exemplo, em relacao a
quantidade de DNA (Tranvik, 1997), lipidos da membrana (White et al., 1979),
proteinas (Bradford, 1976) e trifosfato de adenosina (ATP) (Lundin et ai., 1986).

Os métodos que empregam bioluminescéncia (ATP) vem sendo uma
alternativa atraente particularmente por fornecerem um diagndstico em tempo
real, sendo menos trabalhosos (Delahaye et al., 2003; Costa et al., 2004;
Passman et al., 2007; Geva et al., 2007; Passman, 2009; Mahato et al., 2011)

1.7.1.1 BIOLUMINESCENCIA pelo ATP

Todos os organismos vivos possuem trifosfato de adenosina (ATP), que é
usado como a moeda universal de energia livre em sistemas bioldgicos. A enzima
luciferase é capaz de hidrolisar ATP em AMP, libertando neste processo a energia
armazenada como a luz visivel. A luciferase pode, portanto, ser empregada para
detectar rapidamente a presenca ou auséncia de microorganismos viaveis em
uma amostra pela analise da intensidade desta reagéo pois a intensidade de luz
produzida € proporcional a concentracao de ATP e, portanto, 0 numero de células
microbianas. A luz produzida é medida utilizando-se um instrumento chamado
"Lumindémetro”( Desai, 2008).

Alguns métodos com base em bioluminescéncia foram desenvolvidos
para a quantificacdo de microrganismos. Bastante utilizada como um indicador
rapido para a presenca de carga biolégica, como um teste de passa/nao passa
(Calvert, 2000), esta técnica vem sendo amplamente utilizada para estimar a
carga bioldgica em superficies e utensilios hospitalares, superficies de preparo de
alimentos, alimentos crus ou industrializados, bebidas e aguas residuais de
efluentes industriais e hospitalares entre outros, fornecendo resultados em
menos de 5 min (Vanstaen, 1980; Stanley, 1982; Vilder, 1989; Waes et al., 19849;
Ogden, 1993; Siragusa et al., 1995; Bell et al, 1996; Murphy et al., 1998; Samkutty
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et al.,, 2001; Fukuda et al., 2005; Aycicek et al., 2006; Chen & Godwin, 2006;
Tebbutt et al., 2007; Vilar et al., 2008, Caputo et al., 2011; Lehto et al., 2011).
Estes métodos tém sido aplicados com sucesso na deteccdo de contaminacao
microbiana na industria alimenticia, na area médica e também na farmacéutica,
para verificagdo da pureza de alguns produtos (Belyaeva et al., 1983; Frundzhan
et al., 1997, 1999; Geva et al., 2007).

Atualmente, a metodologia que emprega bioluminescéncia do ATP é o
método mais sensivel para uma rapida deteccdo e quantificacdo de
contaminacao microbiana, mesmo sem identificar ou quantificar diretamente os
microrganismos (Calvert, 2000). Na industria do petrdleo este método ainda
enfrenta alguns problemas pela natureza bifasica das amostras. Mesmo assim, o
método bioluminescente para determinacdo do ATP intracelular com luciferase
tem sido utilizado na quantificagdo de microrganismos tanto isolados, quanto em
culturas mistas (Egorov et al.,1985; Efremenko et al., 2002, 2005; Passman, 2007,
Geva et al., 2007; Dodos et al., 2011; Dodos e Zannikos, 2013). No momento, o
teste padrdo para avaliacdo da contaminacdo de combustiveis por
bioluminescéncia do ATP esta descrito na Norma ASTM D7687-11 Standart test
method for mesurement of cellular adenosine triphosphate in fuel, fuel/water
mixtures and fuel — associate with sample concentration by filtration. Este método
utiliza tecnologia QGO-M kits da empresa lluminUltra®. De acordo com esta
norma a quantificagdo do ATP ocorre em amostras de combustivel, envolvendo
muitos passos e uma quantidade grande de reagentes, dificultando a realizacao
da avaliagdo em campo por pessoal ndo especializado.

1.7.1.2 Quantificacado de biomassa microbiana através do
método bioluminescéncia do ATP

Este método mede a emissao de luz produzida devido a presenca de
ATP, que estd envolvido numa reagdo enzima-substrato entre luciferina e
luciferase (bioluminescéncia), devido a sua elevada sensibilidade e selectividade.
A quantidade de luz produzida (medida em unidades relativas de luz - RLU) é
proporcional a concentracdo de ATP e, portanto, para a carga biolégica associada
a amostra. A luciferase catalisa uma reagdo em dois passos que requer
substratos luciferina (LH2), Mg, ATP e oxigénio, resultando na producéo de luz
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amarelo esverdeada (Strehler, 2006). A reacdo da enzima luciferase tem uma
resposta rapida (milissegundos) e uma ampla gama de detecgdo de ATP. Uma
vez que outros nucleotideos de adenosina como AMP ou ADP nao reagem com a
enzima, esta reacao é altamente especifica para o ATP. A sensibilidade é
extremamente alta, porque o sinal de fundo &, teoricamente, zero (Wang et al.,
2000). Apesar disto, encontrar uma correlagdo entre as quantidades de ATP
obtidas com a carga microbiana existente, aferida pelos métodos de contagem
tradicionalmente utilizados € uma questao central para o estabelecimento do uso
e da interpretacédo das técnicas de bioluminescencia (ATP) (Mulvey et al., 2010).
De acordo com Carrascosa et al., (2012), ensaios de bioluminescéncia do ATP
podem ser usados para enumeragcao de contagem total, mas curvas de
calibracao devem ser estabelecidas (por tipo de matriz ou de superficie) para se
correlacionar as medicdes de ATP para as contagens microbianas .

A medida do ATP pode incluir tanto o ATP intracelular, aquele
produzido pelo microorganismo vivo, quanto o extracelular, aquele ATP que foi
liberado fora da célula devido ao stress ou morte do microrganismo. Por este
motivo, algumas matérias-primas e produtos finais podem conter elevados niveis
de ATP nao microbiano que podem interferir com a reagdo de bioluminescéncia.
Devidamente configurado, o ensaio bioluminescéncia pode distinguir o ATP extra
do intracelular pela hidrélise enzimatica do ATP extracelular, utilizando a enzima
apirase, antes da lise das células. Este passo de hidrolise também reduz
interferéncias e produz um resultado mais reprodutivel. A distingdo entre ATP
extra e intracelular pode ser de grande importdncia para algumas matrizes
(amostras) (Desai, 2008).

A proporcéao de ATP/CFU difere muito de uma area de amostragem
para outra, dependendo dos microrganismos presentes. Por exemplo, uma
propor¢cdo de ATP/CFU muito baixa, pode indicar bactérias Gram-negativas ou
presenca de esporos, enquanto que uma relacdo ATP/CFU alta poderia significar
bactérias gram-positivas, leveduras e fungos (Borguei & Hall, 2012). Esta
correlacdo também pode ser influenciada pela correlacdo entre o volume das
células microbianas e o seu conteudo de ATP que podem variar em varias ordens
de grandeza sob diferentes condicdes. Isto foi demonstrado para culturas de
bactérias marinhas em agua do mar artificial (Hamilton & Holm-Hansen, 1967).
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1.7.2 Niveis de contaminacao:

Apesar da contaminagao microbiana nos tanques de armazenamento
ser bastante comum, ainda nao ha padrdes universalmente aceitos para definir o
que constitui a contaminag@o microbiana significativa em combustivel ou da agua
presente no fundo do tanque de armazenamento (Gaylarde et al., 1999, Bento et
al., 2010; Passman, 2013). Diferentes entidades ligadas ao mercado de
combustivel, tais como o International Air Transport Association (IATA), o Instituto
do Petréleo (IP) no Reino Unido e a ASTM nos EUA, tém sugerido diretrizes.
Institute of Petroleum (1996), considera contagens de <10? UFC / L bactérias e
<10® UFC / L fungos como aceitavel para o 6leo diesel armazenado por dois a
trés anos. Se um tempo maior de armazenamento é necessario, Como no caso
de reservas estratégicas e 6leo diesel para uso agricola, os niveis aceitaveis séo
menores ainda. Para a 4gua do fundo dos tanques o IP considera que 10°-10"
UFC/L de bactérias, 10°-10'® UFC/L de leveduras, 10° UFC/L de fungos e 10°
CFU/L de SRB, sdo uma contaminacao aceitavel (Instituto of Petroleum, 1996). A
ASTM sugere que uma contagem de 10° CFU/mL (contagem total), pode ser, em
muitos casos, aceito na agua. Também a SGS (Societe Generale de
Surveillance), empresas suica de inspecao, teste e certificacdo, limita a valores
menores que 3x10° CFU/L como aceitidveis para a contaminacdo de
combustiveis. Tanto o IP quanto a ASTM reconhecem a falta de critérios para o
que seria considerado contaminagdo microbiana significativa. Ao longo dos
ultimos anos alguns autores também tentaram estabelecer limites para
classificacdo dos resultados das suas pesquisas que podem ser utilizados de
forma comparativa para estudos nesta area. De acordo com Allsopp et al.,
(2004), o oleo cru e seus derivados podem ser classificados como contendo uma
contaminacao leve ou alta de acordo com 0 n° de microrganismos presentes na
agua do fundo do tanque. A estimativa de 10°-~10" CFU/L (fungos e leveduras)
sdo considerados como contaminacdo leve e 10—10° CFU/L (fungos e
leveduras) como contaminacdo alta. Hill & Hill, (2009) sugerem a seguinte
classificagdo para o combustivel: 10* CFU/L contaminacdo aceitavel, entre 10*-
10° CFU/L indicativo de alerta e 10° CFU/L ou mais como um sistema altamente
contaminado.
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Rodriguez-Rodriguez et al., (2009) sugerem que para se estabelecer
padrbées de contaminagdo para o combustivel seria necessario cruzar dados
sobre a quantificagcdo de microrganismos e as alteragdes fisico quimicas sofridas
pelo combustivel, porém os autores ndo especificam quais alteracdes seriam mais

relevantes.

1.8 Métodos de controle da contaminacdao microbiana em

combustiveis

Uma vez que ainda € praticamente impossivel manter o combustivel
livre de microrganismos (Yemashova et al., 2007), um plano de manejo adequado
do combustivel estocado é fundamental na qualidade final dos combustiveis. O
controle da contaminagdo microbiana em tanques de combustiveis envolve a
adocao de métodos fisicos e métodos quimicos (Pasmman 2003, 2013; Bento et
al., 2006; Yemashova et al., 2007; Rodriguez-Rodriguez et al., 2009; Bento et al.,
2010; Zimmer et al., 2011; Passman, 2013).

1.8.1 Métodos de controle fisico

1.8.1.1 Drenagem e limpeza dos tanques

De todos os requisitos necessarios para o crescimento microbiano em
combustiveis, a agua € o Unico que pode ser efetivamente eliminado (Swift, 1988,
Gaylarde et al., 1999; Passman 2003). O volume de agua dentro de um tanque de
armazenamento pode variar muito dependendo do tamanho, tipo, idade,
condicao, localizagédo (subterrdneo ou aéreo) e do tipo de protecédo do respiro do
tanque (flutuante ou fixo). Um tanque grande, (38.000L) pode conter entre 0,0001
a 0,001% de agua, tanques menores, (75L), podem conter entre 0,0002 a 0,002%
e os tanques pequenos, como aqueles de automéveis (com até 45L) podem
conter entre 0,01 e 0,002% (Robbins & Levy, 2004). Acdes de prevencao e
controle sdo recomendadas na Norma Brasileira ABNT 15512.

A eliminagédo da agua € uma forma efetiva de controlar o crescimento.
A drenagem e limpeza fisica regular dos tanques podem garantir uma boa
descontaminacao do sistema, especialmente quando associada a procedimento
de filtracdo e centrifugacdo do combustivel (Pasmman, 2003). Porém, a
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drenagem dos tanques muitas vezes é dificultada devido ao seu formato e
localizagdo. A maioria é subterrdnea e nao apresenta declividade, com isto, a
agua presente no fundo do tanque nunca € drenada totalmente (Gaylarde et al.,
1999; Westbrook 2000; Robbins & Levy, 2004). Neste tipo de tanque, também é

dificil detectar danos tais como, corrosdo e vazamentos (Gaylarde et al.,1999).

1.8.2 Métodos de controle quimico

O emprego de biocidas é o método quimico mais amplamente
recomendado na Europa e também nos Estados Unidos para o controle da
contaminacdo nos tanques de armazenamento de combustiveis e

biocombustiveis (Bento et al., 2006).

1.8.2.1. Biocidas para uso em combustiveis
De acordo com a Directiva 98/8/CE, produtos biocidas sao definidos como
substancias e preparagbes que contenham uma ou mais substancias ativas,
apresentadas sob a forma em que s&o fornecidas ao consumidor, destinados a
destruir, tornar inofensivo, evitar a acdo de, ou exercer um efeito de controle
sobre qualquer organismo prejudicial por meios quimicos ou bioldgicos.
No escopo deste estudo nossa proposta € limitar esta definicdo para

apenas meios quimicos e aplicar as seguintes definicoes:
- Biocidas: moléculas quimicas que controlam o crescimento ou matam
microrganismos podendo estar em sua forma pura e ou misturado em produto
comercial.
- Atividade antimicrobiana: um efeito inibitério (bioestéatico) ou letal (biocida) de
um produto biocida.

Os biocidas compreendem um grupo com amplo espectro de produtos,
com componentes e estrutura quimica diversa (compostos organicos e
inorganicos) (Gaylarde et al., 1995; Bento et al., 2006). Eles sao utilizados para
controle da contaminagcdo microbiana em combustiveis desde os anos 60, sendo
empregados mais amplamente em combustiveis de aviacao (Passman, 2003).

Alguns aditivos presentes no Oleo podem exercer o papel de
supressores do crescimento microbiano. Antidetonantes, anti congelantes,
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inibidores de corrosao e até alguns antioxidantes sdo usados em combustivel de
aviagao com algum sucesso (Passman, 2011).

Os biocidas sdao comumente classificados de acordo com seus
organismos alvo. Alguns sdo mais efetivos em um grupo de microrganismos como
fungos (fungicidas) ou bactérias (bactericidas) e outros podem ser efetivos contra
um espectro maior envolvendo ambos os grupos, mas sua agao é mais efetiva
guando eles atuam com um grupo microbiano especifico. Alguns sao soluveis em
agua, outros sao soluveis em 6leo e outros podem ser soliveis em ambas as
fases (Passman, 2003).

O carater quimico dos biocidas permite que sejam classificados em
duas categorias, oxidantes (0zbénio, peréxido de hidrogénio, compostos clorados)
e nao oxidantes (compostos sulfurados, estanhados, isotiazolonas, sais de cobre
e outros (Gaylarde, 1995; Browne, 2011).

Existem no mercado cerca de 200 substancias biocidas, cujo modo
de acao depende do contato fisico entre o produto quimico e o microrganismo. A
acao do agente quimico na estrutura ou metabolismo do microrganismo pode
destrui-lo (acéo biocida), controla-lo (agdo biostatica) ou repeli-lo (Leite & Murro,
1999, Canter, 2012). Assim, dependendo das suas caracteristicas o biocida pode
interagir com trés alvos distintos na célula: com as estruturas celulares externas,
como a parede celular; com componentes da membrana plasméatica, ou com as
estruturas citoplasmaticas (Yemashova et al., 2007). De acordo com seu modo
de acdo dos biocidas podem ainda ser divididos em quatro categorias, os
oxidantes, os eletrofilicos, os liticos e os protonoforos. Os oxidantes promovem a
morte rapida de microrganismos e seu modo primario de agao consiste em oxidar
compostos constituintes das células microbianas, sendo consequentemente
efetivos contra quase todos os tipos de microrganismos (amplo espectro). Os
eletrofilicos (ndo oxidantes) incluem ions inorganicos (prata, cobre, mercurio) e
organicos (formaldeidos e isotiazolonas) atuando sobre os microrganismos por
interferéncia em seu metabolismo e/ou pela desintegracdo da parede celular,
geralmente sdo inibidores enzimaticos ou desnaturam proteinas (Gaylarde, 1995;
Wiencek & Chapman 1999; Chapman, 2003). Os liticos (Clorexidina e sais
quaternarios de aménia, por exemplo) e protonéforos (fenoxyetanol, acido

benzéico) atuam sobre componentes da membrana celular, alterando sua
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permeabilidade. Os liticos desestabilizam a membrana promovendo a sua lise,
enquanto os protonoforos interferem na habilidade da célula de manter o pH,
resultando na acidificacdo de seu meio interno e consequente desequilibrio
metabdlico (Chapman, 2003).

Dentre as principais moléculas biocidas para uso em ‘metalworking
fluids”, que em geral, também sdo aplicados em combustiveis pode-se citar os
aldeidos (Formaldeidos), os liberadores de formol (Trizinas, oxazolidinas,
morfolinas e hemiformol), os compostos heterociclicos N, S (isotiazolonas,
benzoisotiazolinonas, octil isotiazolinonas e di octil isotiazolinonas) e carbamatos
(IPBC iodo propinil butil carbamato) (Canter, 2012).

As isotiazolonas sdo amplamente utilizadas em uma variedade de
aplicacées industriais de tratamento de agua para controle do crescimento
microbiano e bioincrustacdo. O produto mais frequentemente utilizado é uma
relacdo de 3:1 de 5 - cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona (CMIT) e 2-metil-4-
isotiazolin-3-ona (MIT). CMIT / MIT tem eficacia de amplo espectro contra
bactérias, algas e fungos. Um outro produto, a 1,2-benzisotiazolin-3-ona (BIT) tém
sido utilizados em uma gama limitada de aplicagdes industriais que requerem
preservacdo a longo prazo para o controle de bactérias, incluindo o
processamento mineral e sistemas de arrefecimento de circuito fechado.

Antimicrobianos a base de isotiazolona funcionam como agentes
biocidas eletrofilicos, exercendo uma acéao biostatica. A inibicdo do crescimento é
o resultado da interferéncia com as principais rotas metabdlicas da célula,
inibindo enzimas especificas como as desidrogenases, que atuam no ciclo de
Krebs (alpha desidrogenase, piruvato desidrogenase) e na inibicdo da geracao
de energia (NADH desidrogenase). Muitas destas enzimas estdo presentes em
microrganismos aerébicos e anaerdbicos e por isto, formulacbes com este
principio ativo tem amplo espectro de acéo (Williams, 2007).

As oxazolidinas sdo uma importante classe de compostos
heterociclicos, que apresentam propriedades antimicrobianas, sendo muito
utilizadas na industria farmacéutica (Zhang et al., 2005). A agéo de biocidas com
de proteinas. A oxazolidina atua no centro peptidiltransferase de ribossomos
mitocondriais e bacterianos (Wilson & Nierhaus, 2007).
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1.8.2.2 Selecao de moléculas biocidas para uso em combustiveis

Na selegdo de um biocida muitos fatores precisam ser avaliados, tais
como tempo de morte, efeitos de inibicdo, tempo de protecdo -efetiva,
ecotoxicidade, variedade de espécies inibidas e atuacao sobre consércios. Muitos
estudos sdo conduzidos em condigbes de laboratério e extirapolados para
situagcées de maior escala e complexidade como um tanque de armazenamento
(Westbook et al., 1988; Bento & Gaylarde, 1996; Bento & Gaylarde, 2001). Além
disto, a escolha de um biocida para utilizacdo em combustiveis deve atender
alguns critérios tais como 1) ter um amplo espectro de acao; 2) ser capaz de estar
presente tanto na fase aquosa quanto na fase oleosa; 3) ndo apresentar
corrosividade ao sistema; 4) nao alterar as caracteristicas quimicas do
combustivel; 5) ndo apresentar risco ou apresentar risco reduzido ao ambiente
(Jacobson & Williams 2000; Passman, 2003; Bento et al., 2006; Hill & Hill, 2009;
Klinkspon, 2009; Siegert 2009; Bento et al., 2010; Passman, 2013).

O controle efetivo da contaminacdo microbiana em tanques de
estocagem exige um programa de tratamento para curtos e longos tempos de
preservacao. Tratando-se de um sistema bifasico, onde a agua é, em geral, a
porcao mais fortemente contaminada e o 6leo a fase que se precisa preservar. As
caracteristicas de particdo (solubilidade) dos biocidas devem ser levadas em
consideracao, pois durante a estocagem, concentracdes tedricas de equilibrio do
biocida, vao atingir ambas as fases (aquosas e oleosas). Esta propriedade tem
uma relacao direta com a efetividade e tempo de preservacao (Gaylarde, 1995;
Gaylarde et al., 1999; Passman, 2003; Robbins & Levy, 2004).

Além disto, as estratégias antimicrobianas diferem de sistema para
sistema e devem ser levadas em conta para a escolha do biocida (Siegert, 2009).
A eficiéncia de um biocida pode variar bastante com relagdo ao grupo de
microrganismos a ser tratado e até mesmo entre os diferentes géneros, espécies
e linhagens. De acordo com Yemashova et al.,, (2007), as bactérias gram
negativas e fungos apresentam maior sensibilidade aos biocidas, enquanto
algumas linhagens de Mpycobacterium sao as mais resistentes, entre os
microrganismos que nao formam esporos. Bento & Gaylarde (1996, 2001)
destacam bactérias do género Bacillus e a levedura Candida silvicola como mais

resistentes em um teste com um biocida a base de uma mistura de isotiazolonas.
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Bento et al.,(2010), trabalhando com o mesmo produto, também relataram que a
levedura C. silvicola foi 0 organismo mais resistente. Guiamet & Gaylarde (1996),
demonstraram que a mesma mistura de isotiazolonas foi ativa contra biofilmes de
H. resinae, mas foi menos eficiente quando as bactérias redutoras de sulfato
estavam presentes. Bento (2001) cita os fungos Aspergillus fumigatus e H.
resinae como mais resistentes ao mesmo produto. Outro fato importante é que
microrganismos que vivem em produtos derivados de petréleo apresentam maior
resisténcia devido ao contato prolongado com as substancias toxicas presentes
no meio. Segundo Yemashova et al., 2007 o género Penicillium em geral é mais
resistente que o género Cladosporium.

No Brasil, o0 uso de biocidas em combustiveis & ainda uma alternativa
pouco conhecida e com muitas dlvidas a serem esclarecidas no setor de petréleo
(Bento et al., 2006; Bento et al., 2010). Muitas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas para se encontrar um biocida mais efetivo na preservacdo dos
diferentes tipos de combustiveis (Siegert, 2009; Bento et al., 2010; Zimmer et al.,
2010; Passman; 2011; Kenne & Browne, 2011; Zimmer et al., 2013).

1.8.2.3 Desvantagens no uso de biocidas
A principal desvantagem no uso de biocidas estda no fato de se
necessitar repetir o tratamento de tempos em tempos ou em cada vez que se
recebe Oleo novo. Além disto, a aplicacdo de biocidas em sistemas ja
contaminados pode provocar o entupimento de filtros por microrganismos mortos
ou a producao de compostos téxicos pelo acumulo destes residuos no fundo do
tanque (Yemashova et al., 2007).

Uma das maiores preocupacdes do setor de combustiveis no que se
refere a utilizagcdo de biocidas é como liberar um combustivel tratado com biocida
no ambiente de forma segura. Um problema com os biocidas soluveis em agua, é
qgue estes podem se acumular na agua do fundo dos tanques e no momento da
drenagem, esta dgua pode ser descartada sem tratamento, contaminado sistemas
de esgoto e outros (Bento et al., 2010). No entanto, para a maioria das
formulacbes modernas a orientacdo dos produtores é a de se diluir em agua ou,
em alguns casos, realizar a desativagdo com outros compostos (sais inorganicos).
No que diz respeito a fase oleosa, algumas empresas garantem que se o biocida
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foi corretamente utilizado deveria ser transformado em produtos de combustao
pelo motor, juntamente com o combustivel sem alterar o padrdo de emissbes do
mesmo (Siegert, 2009; Bento et al., 2010).

Atualmente, no Brasil a Lei n® 12.305/2010 que regulamenta a Politica
Nacional de Residuos Sélidos (PNRS), institui o principio de responsabilidade
compartilhada pelo ciclo de vida dos produtos, abrangendo fabricantes, importa-
dores e comerciantes atacadistas e varejistas, além de consumidores e titulares
dos servicos publicos de limpeza urbana e manejo de residuos sélidos. E, em
paralelo, resolugdes do CONAMA e normas ABNT que definem novos requisitos
de Gestdo de Areas Contaminadas tem sido observados com seriedade pelo
setor que ja busca alternativas visando praticas mais seguras do ponto de vista
ambiental (SINDICOM, 2010).

1.9 Consideracoes ambientais

Apesar da necessidade de seu uso, produtos antimicrobianos sao
percebidos pela opinido publica como perigosos e por isto, indesejaveis. Muitos
ativos ou formulacées tém sofrido restricbes em alguns paises como é o caso das
triazinas e dos liberadores de formaldeido (Canter, 2012).

A utilizacdo de qualquer produto antimicrobiano (biocidas ou pesticidas)
requer seu registro junto aos 6rgaos de protecdo ambientais. Nos Estados Unidos
o 6rgao responsavel é a Agencia de Protecdo Ambiental (EPA) e na Europa, a
European Biocidal Products Directive (BPD), no Brasil, o 6rgao responsavel é o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente, o IBAMA. Para a aplicacao destes produtos
em combustiveis ainda é necessdria a permissdo, de outros érgaos legisladores,
como a ANP no Brasil.

Para a concessao das licengas, estes 6rgaos em geral requerem
informacgdes detalhadas sobre a composi¢ao quimica do produto e seus efeitos no
ambiente, como degradabilidade, toxicidade e riscos a saude humana (Canter,
2012). Estes testes, porém sdo muitos dispendiosos, com custos entre 0,5 e 1
milhdo de ddlares e podem levar até dois anos para se efetivarem. Por isto,
somente se justificam para produtos que seréo utilizados em grandes volumes
(Passman, 2013).
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Como forma de se avaliar os efeitos toxicos de uma substancia no
ambiente s&o utilizados testes ecotoxicolégicos. A ecotoxicologia € uma
ferramenta de monitoramento ambiental, aplicada para gerenciar e estabelecer
medidas de seguranca na utilizacdo de compostos quimicos que asseguram a
protecdo do meio ambiente e da saude humana (Azevedo & Chasin, 2003;
Magalhaes & Ferrdo Filho, 2008; Kahru & Dubourguier, 2009).

1.9.1 Testes Ecotoxicoldgicos ou Bioensaios

Os bioensaios sao a ferramenta mais comumente utilizada para se
obter dados para avaliagao de risco ecoldégico decorrente da exposicao da biota a
substancias quimicas (Florido, 2011). Comumente, 0 monitoramento ambiental é
feito por meio de analises fisico - quimicas de aguas residuais. Mas, nos ultimos
20 anos, os testes de toxicidade com organismos aquaticos tornaram - se uma
ferramenta efetiva para avaliacdo de efeitos de poluentes sobre os organismos
vivos, e de risco/periculosidade de agentes quimicos, para o monitoramento da
qualidade da agua e estabelecimento de limites permissiveis de lancamento de
efluentes nos corpos hidricos (Zagatto, 1998).

Os ensaios de avaliagdo de toxicidade consistem na exposicdo de
organismos-teste a diferentes concentracdes das substancias de interesse em
condi¢cOes rigorosamente padronizadas. Nestes ensaios analisa-se um efeito
adverso especifico causado sobre organismos-teste, como por exemplo,
imobilidade, morte, alteragdes fisicas e funcionais, entre outros por um periodo
determinado de tempo. (ABNT, 2003; Matias, 2009; Florido, 2011).

Os testes de toxicidade aquatica podem ser categorizados de acordo
com o tempo de exposi¢ao, agudo ou crdnico; situacao de teste, estaticos ou em
fluxo; efeitos a serem avaliados e organismos a serem testados (Rand, 1995;
Veiga, 2010).

1.9.1.1Teste de toxicidade aguda
O ensaio de toxicidade aguda é, em geral, o primeiro estudo
realizado, quando ndao se tem informacdes sobre as substincias a serem
estudadas. Estes ensaios necessitam de aparatos experimentais menos
elaborados e tém como principal caracteristica, periodos curtos de exposi¢éo (24
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a 96 horas) dos organismos a um agente nocivo. O efeito agudo € uma resposta
severa e rapida dos organismos ao agente estressor, sendo a imobilizagéo e ou a
morte dos organismos-teste os indicadores mais comumente avaliados (Knie &
Lopes, 2004). Em ecotoxicologia aquatica, estes estudos sdo geralmente
realizados com peixes e invertebrados, sendo o efeito da mortalidade observado
para peixes e imobilidade para invertebrados, pois sao critérios de facil avaliacdo
e possuem significado ecolégico para o ambiente (Matias, 2009). De acordo com
a ABNT NBR 12713/2004, a imobilidade do organismo-teste é determinada
através da incapacidade do mesmo em nadar na coluna d’agua durante um
periodo de até 15 segundos, ap6s uma leve agitacao do recipiente. O resultado
dos testes de toxicidade aguda normalmente é expresso através da concentracao
letal média (CLsp) ou da concentracao efetiva mediana (CEsp) (Costa et al., 2008;
Matias, 2009; Florido, 2011) mas os efeitos também podem ser expressos por
critérios quantificaveis, tais como o numero de organismos imobilizados ou mortos

e numero de ovos eclodidos (Rand & Petrocelli 1985).

1.9.1.2 Teste de toxicidade crénica

Os ensaios de toxicidade crénica sado utilizados quando se deseja
avaliar os efeitos sobre as fungdes bioldgicas, tais como reproducdo e
crescimento. Sao experimentos de longa duracdo, que visam estudar os efeitos
cronicos subletais, a partir da exposicéo prolongada a concentragdes subletais do
contaminante. Estes testes sdo avaliados através de analises especificas
(histol6gicas, hematoldgicas, comportamentais, etc.), utilizadas para a deteccao
de alteracdes cronicas, como distarbios fisiol6gicos, deformidades, alteracdes no
crescimento, reprodugao, entre outras, que ndo causam necessariamente a morte
do organismo (Azevedo & Chasin, 2003). O periodo de exposicdo pode abranger
todo ciclo de vida do organismo ou as fases iniciais de seu desenvolvimento
(CONSEMA, 2006, Rubinger, 2009). A observacado diaria das mortalidades
ocorridas no ensaio de toxicidade crénica também permite calcular a toxicidade
aguda (Hartmann, 2004).

1.9.2 Organismos-teste
Em funcdo da grande diversidade de espécies, existentes e das
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inimeras relagdes de dependéncia entre elas, preconiza-se que os testes sejam
realizados com, no minimo, trés organismos pertencentes a diferentes niveis
tréficos (produtores, consumidores primarios, consumidores secundarios e
decompositores), de modo a obter o resultado com o0 organismo mais susceptivel,
estimando com maior segurancga o efeito deletério (Rand, 1995; Aragado & Araujo,
2006). A utilizagao de testes de toxicidade com diferentes organismos teste, reduz
0S erros e incertezas associadas a extrapolacdo das respostas de laboratério
para campo (Azevedo & Chasin, 2003; Oliveira Neto et al., 1998).

A selecdo de um organismo teste deve seguir alguns critérios tais
como, disponibilidade e abundancia do organismo no ambiente, facilidade de
cultivo em laboratério, conhecimento da biologia da espécie, além da
representatividade do organismo em relacdo a seu nivel tréfico (Rand, 1995;
Bohrer, 1995, Costa et al., 2008). Outro principio basico nesta escolha é a
sensibilidade, é preciso que a espécie seja sensivel a uma diversidade de
agentes quimicos (Domingues & Bertoletti, 2006). A sensibilidade de um
organismo ira depender de diversos fatores como o nivel nutricional, idade do
organismo, sexo, fase de desenvolvimento, caracteristicas genéticas, competicao
entre individuos ou espécies, além de fatores ambientais como luminosidade e

temperatura (Castro, 2008).

1.9.2.1 Testes de toxicidade com Artemia salina Leach

O microcrustaceo Artemia salina Leach pertence ao filo Arthropoda,
classe Crustacea, subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca, familia Artemidae e
Género Artemia — Leach, 1819. Possui distribuicdo cosmopolita e carater
eurialino. Os organismos desse género atuam como elo trofico entre as
comunidades plancténicas e as cadeias superiores. A espécie tem grande
capacidade de adaptacdao a salinidade, ciclo de vida curto, alta capacidade de
adaptacao a condi¢cdes ambiente adversas, alta fertilidade, reprodugao bissexual
ou partenogenética, tem tamanho pequeno e capacidade de adaptacao a fontes
de nutricdo variadas (Veiga & Vital, 2002; Nunes et al., 2006). Além disto, a
disponibilidade continua de Artemia na forma de cistos, torna facil utiliza-la em
testes de toxicidade. Por se tratar de um animal de facil manutencdo em
condi¢Oes de laboratério e de ampla distribuicdo, A. salina tem sido amplamente

Zuwmwmer, A. 2014

45



Revisdo biblioardfi

utilizada em testes de toxicidade destacando-se para a avaliagdo da toxicidade de
efluentes e poluentes ambientais (Peters et al., 1997), mais recentemente foi
comprovada também sua efetividade na detecgdo de toxinas produzidas por
cianobactérias (Garcia-Rodriguez et al., 2004). Artemia € de longe um dos
exemplos mais marcantes de organismos bem adaptados para praticas de
laboratério, enquanto um controle rigoroso sobre procedimentos e metodologias é
mantida. Por outro lado, a sua utilizacdo como organismo teste é representativa
do esforco de reduzir a escala dos organismos, com concomitante reducao em
volumes de teste, quantidade de residuos produzidos e espago necessario para
executar os protocolos de ensaio (Blaise, 1998).

1.9.2.2 Testes de Toxicidade com sementes de Lactuca sativa L.

A planta Lactuca sativa (alface) pertence a Divisao Magnoliophyta;
Classe: Magnoliopsida, Ordem Asterales, Familia Asteraceae familia das
Cichoriaceae. A alface, como é popularmente conhecida, € uma hortalica anual ou
bianual, utilizada na alimentacado humana desde cerca de 500 A.C. Originaria do
Leste do Mediterraneo é mundialmente cultivada para o consumo em saladas,
com inumeras variedades de folhas, cores, formas, tamanhos e texturas. As
sementes da espécie L. sativa sdo muito empregadas em ensaios de germinagao,
por ser facilmente obtida e por oferecer resultados rapidos e faceis de ser
avaliados (Garcia, 2006). A espécie é utilizada por ser um organismo muito
sensivel a disturbios do meio ambiente, atuando como indicadores do
funcionamento do ecossistema que fazem parte. O teste é realizado através da
avaliacao do efeito toxico sobre a germinacao e o crescimento da raiz causado

pelas substancias presentes em amostra liquidas ou sélidas.

1.9.3 Toxicologia do dleo diesel, biodiesel e misturas

Derramamentos de petrdleo e seus derivados sdao 0s principais
responsaveis pela contaminagdo organica presente nos corpos hidricos. Quando
ocorre um derramamento de combustivel no meio ambiente, este composto sofre
inimeros processos de particdo ambiental que determinam o destino do poluente
e seus possiveis impactos ambientais. Sao muitos os estudos que relacionam o

uso do petréleo e seus derivados com impactos ambientais, demonstrando que
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estes sdo toxicos, mutagénicos, carcinogénicos e que possuem substancias de
baixa biodegradabilidade (Griffin & Calder, 1977; Gaur & Sighn 1989; Al-Yakoob
et.al., 1996; Lockhart et. al., 1996; Lemos 2003; Vieira, 2004; Zhang et al., 2004;
Kennedy & Farrel, 2005, Barsiené et. al., 2006; Vanzella et al.,2006; De Miranda,
2007; Simonato et al; 2008, Hollebone, 2009; Rodrigues et. al., 2010; Albertus,
2012; entre outros).

A dissolucao da fracao soluvel em agua (FSA) dos combustiveis é
responsavel por grande parte da contaminacdo ambiental causada por esses
acidentes (Griffin & Calder, 1977; Saeed & Al-Mutairi, 1999; Almeida-Val et. al.,
2002; Navas et. al., 2006). O dleo diesel apresenta baixa solubilidade em agua,
porém sua FSA contém varios componentes toxicos, como hidrocarbonetos e
metais. Quando esta fracdo migra para a fase aquosa pode ocasionar sérios
distarbios em diversos niveis biolégicos (Heath, 1995) pois os animais aquaticos
podem entrar em contato com ela tanto de forma direta, pelo contato através das
branquias e da pele, quanto indiretamente, através da ingestdo de alimento
contaminado (Barron, 2003).

A FSA do dleo diesel apresenta uma toxicidade mais elevada quando
comparada a FSA do 6leo cru (Griffin & Calder, 1977; Gaur & Sighn 1989; Lemos
2003; Rodrigues et al., 2010). Na exposi¢cdo aguda de peixes a FSA do petréleo
cru e a FSA do 6leo diesel, observou-se um alongamento das branquias dos
peixes, hiperplasia lamelar (Dede & Kaglo, 2001), anomalias nas
pseudobranquias e nos tecidos do eséfago e figado (Rodrigues et al., 2010).

A FSA do édleo diesel € composta por uma mistura de hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAs), monoaromaticos (BTEX- benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xileno), fendis e compostos heterociclicos que contem nitrogénio e
enxofre (Saeed & Al-Mutairi, 1999), além de metais, como o cobre e o niquel.
Dentre os metais, o cobre merece uma maior atencdo devido a sua toxicidade e
potencial para bioacumular (Silveira et al., 2006). Os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), como naftaleno e fenantreno estdo entre os componentes
que apresentam o maior risco ambiental (Lee & Anderson, 2005; Simonato et al.,
2008).

A solubilidade em agua dos compostos toxicos presentes no
petréleo e seus derivados pode ser aumentada devido a diversos fatores como a
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presenca de aditivos e/ou subprodutos de processamento que contenham atomos
heterociclicos como O, N, ou S, por um mecanismo chamado de cosolvéncia
(Owen, 1989). Por isto, poderia-se acreditar que a adi¢cdo de biodiesel ao 6leo
diesel poderia promover um aumento da solubilidade destes compostos tdxicos
na agua, uma vez que o mesmo é mais solluvel que o 6leo diesel (pela presenca
de O na molécula) e também pela presenca de aditivos em sua composicao tais
como antioxidantes e anticongelantes, necessarios a manutencao de suas
propriedades quimicas (Mudge & Pereira, 1999). Estudos recentes, no entanto,
tém sugerido que a adicao do biodiesel ao 6leo diesel pode reduzir a toxicidade
aquatica, sendo esta reducdo melhor observada com misturas acima de 20% de
biodiesel no éleo diesel (Peterson & Muller, 2006; Khan et al., 2007; DeMello et
al., 2007; Silva et al., 2007; Hollebone et al., 2008, Muller, 2011; Leme et al.,
2011).

Khan et al., (2007) estudaram os efeitos toxicolégicos causados
pelas FSA do biodiesel de dleos e gorduras reciclaveis, 6leo diesel e suas
misturas sobre Oncorlzyuichus mykiss (peixe truta arco-iris) e D. magna, atraveés
de testes de toxicidade aguda. Eles observaram que a FSA do biodiesel é
consideravelmente menos téxica para os organismos aquaticos do que a FSA do
O0leo diesel, mas que ainda assim ha risco substancial no caso de uma
contaminacgao por biodiesel.

Os compostos antimicrobianos utilizados para controle de
microrganismos sao geralmente soluveis no combustivel e na agua. Quando o
combustivel tratado entra em contato com a agua que se forma no fundo do
tanque de armazenamento, fracbes do biocida migram para esta fase (Robins &
Levi, 2004; Passman, 2013). Estes produtos, quando utilizados nas doses
recomendadas e tomadas as devidas precaugcbes no manuseio ndo devem
apresentar riscos a saude (Smith et al., 1983). Uma das maiores preocupacoes
quanto a utilizacdo de biocidas em combustiveis envolve o tratamento e
eliminagao do efluente drenado dos tanques de armazenamento de combustiveis
tratados com antimicrobianos (Bento et al., 2010; Zimmer et al., 2013). No caso
dos antimicrobianos a base de Isotiazolonas sugere-se a desativagdo do produto
com metabisulfito sédio ou bissulfato de sédio ou ainda a diluicdo do efluente
(Rohm & Haas, 1999). Na literatura existe uma escassez de informacdes sobre
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este tema e completa auséncia sobre os impactos que a utilizagdo de biocidas
nos combustiveis pode causar. Castro et al., 2011, chamam a atencao para o
mesmo problema ocorrendo com biocidas utilizados em tintas e destaca a
dificuldade de se realizar experimentos que permitam avaliacbes precisas uma
vez que mais de um produto toxico pode estar presente na amostra avaliada,

propiciando o surgimento de efeitos sinérgicos ou aditivos.
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SELECAO DE ANTIMICROBIANOS PARA
USO EM MISTURAS DIESEL-BIODIESEL

RESUMO

Apés a adicao do biodiesel os problemas de contaminacdo microbiana
em Oleo diesel, foram percebidos ao nivel de consumidor final. A presenca de
agua bem como a presenca de ésteres e o0 acréscimo dos aditivos podem ter
contribuido para a maior suscetibilidade da mistura. Como consequéncia é
observada a presenca de lodos biolégicos, aumento na freqiéncia de troca de
filtros e pecas e problemas de entupimentos nos motores devido ao
desenvolvimento de populacbes microbianas. Os procedimentos fisicos e
quimicos sao indicados como formas de controle preventivo da contaminagéo
microbiana. Uma alternativa de controle quimico € o uso de biocidas, que tem
sido recomendado nos Estados Unidos e Europa. No Brasil esta alternativa ainda
€ pouco conhecida e questdes como qual o biocida, quais as concentracoes
indicadas, qual a fase a se tratar (oleosa, aquosa ou interface), entre outras ainda
precisam de maiores estudos. Este estudo teve como objetivo avaliar 18
formulagcbes de antimicrobianos com relagdo a preservacdo ou erradicacdo de
microrganismos deteriogénicos de combustiveis e selecionar antimicrobianos para
tratamento de misturas diesel/biodiesel em condigdes de armazenamento
simulado. Dentre as formulacdes testadas em caldo de cultura as formulacdes
contendo misturas de isotiazolonas foram as mais eficientes, sendo efetivas em
concentracdées menores 500ppm. As formulacbes contendo os principios ativos
oxazolidina e morfolina também se mostraram eficientes antimicrobianos porém
em concentragdes acima de 500ppm. Para os experimentos de armazenamento
simulado (sistemas agua/éleo) foram avaliadas 8 formula¢des. Algumas destas
formulagbes apresentam problemas de compatibilidade com a mistura B10 e
outras necessitaram de concentragcées maiores para tratamento do biodiesel puro
comparado a mistura (B5). Um aditivo multifuncional contendo 50% de oxazolidina
na formulacdo foi eficiente na concentracdo de 0,1% para misturas B10 em
condicao de estocagem simulada (laboratério).

Palavras chave: biocida, mistura diesel/biodiesel, aditivo, biodeterioracao
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2.1 INTRODUCAO

Durante o armazenamento de combustiveis podem ocorrer problemas
de contaminagdo que afetam a estabilidade do produto (Gaylarde et al., 1999;
Bento & Gaylarde, 2001; Yemashova et al., 2007; Browne, 2011; Passman, 2013).
No interior dos tanques de armazenamento podemos encontrar as condigdes
necessdarias para o desenvolvimento das populagdes microbianas tais como
diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido; temperatura; pH, nutrientes
(hidrocarbonetos, produtos metabdlicos, sais inorganicos, etc...) e principalmente
a presenca de agua.

Historicamente, o 6leo diesel € um dos combustiveis mais susceptiveis
a biodeterioracdo (Rodriguez-Rodriguez et al., 2009). Recentemente, mudancas
na composicao quimica deste combustivel, como a introdugdo do biodiesel, a
reducdo dos teores de enxofre e o aumento do numero de aditivos tém
aumentado o risco de biodegradagéo (Dodos et al.,, 2011; Passman, 2013). O
aumento da susceptibilidade deste combustivel a degradacao biolégica deve-se
principalmente ao fato de que o biodiesel pode ser facilmente degradado por uma
ampla variedade de microrganismos (Pasqualino et al., 2006; Schleicher et al.,
2009; Auffret et al., 2009; Aktas et al., 2010; Sorensen et al., 2011; Passman,
2013). Os problemas mais comuns associados a proliferacdo de microrganismos
no combustivel incluem turbidez, producao de sélidos visiveis (devido a biomassa
biol6gica que pode se concentrar na interface 6leo/agua) e corrosao influenciada
por microrganismos (CIM). Como resultado direto podemos encontrar problemas
como entupimento de filtros e bicos injetores, corrosdo de tanques e pecas dos
motores e perda de qualidade geral do combustivel (Passman, 2003,1997; Hill &
Hill, 2009; Klinkspon, 2009; Bucker et al., 2011). Estes problemas comprometem a
qualidade final do produto e provocam um aumento nos custos de manutencéo,
limpeza e troca de pecas e equipamentos (Lucchesi et al., 2012).

Uma vez que é impossivel manter o combustivel estéril, principalmente
durante a etapa do armazenamento é necessaria a adocao de medidas que visem
uma maior garantia na preservagao da qualidade do combustivel armazenado
(Siegert, 2009; Browne, 2011; Passman, 2013). Os meétodos de controle fisicos

como a drenagem periddica dos tanques de armazenamento e a filtragem do
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combustivel sdo importantes medidas estratégicas. Os métodos de controle
quimico, como a adi¢do de antimicrobianos, tém sido considerados em estudos ,
em especial para as misturas diesel/biodiesel (Passman, 2005; Bento et al., 2010;
Zimmer et al., 2011; Passman, 2013; Zimmer et al., 2013).

Recentemente muitas empresas quimicas atentas a esta nova
necessidade do mercado, tem formulado antimicrobianos para uso nas misturas
BX (diesel/biodiesel). Estas novas formulagdes, porem além de eficientes no
controle do crescimento microbiano, devem atender a muitas outras exigéncias do
mercado tais como: compatibilidade com a mistura, ter baixo custo e baixo risco a
saude ocupacional e ambiental (Canter, 2012). A selecdo de um biocida
adequado para uso em combustiveis envolve diversos estudos, tais como:
definicdo de seu espectro de acdo, dosagens, eficiéncia no sistema O6leo/dgua
coeficiente de particdo 6leo/agua; compatibilidade com as misturas, toxicidade e
biodegradabilidade, entre outros (Passman, 2003; Hill & Hill, 2008; Klinkspon,
2009; Siegert, 2009; Browne, 2011).

A utilizacdo destes produtos em combustiveis ja é conhecida e
aprovada na Europa e nos Estados Unidos para alguns produtos, sendo seu uso
regulamentado pela Diretiva de Produtos Biocidas (BDP,diretiva 98/8/EC) na
Europa e pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) nos Estados Unidos
(Schwingel & Eachus, 2010; Passman, 2013). No Brasil, a licenga para uso de
biocidas € concedida pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente) e a
permissao para sua adicdo em combustiveis somente pode ser concedida pela
ANP (Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis). Até o
momento, porém biocidas ndo sao utilizados no Brasil, principalmente por ser
ainda uma alternativa pouco conhecida e com muitas duvidas para o Setor de
Petréleo (Bento et al., 2010).

Este estudo teve como objetivo selecionar produtos antimicrobianos
para uso em misturas de diesel/biodiesel. Na primeira etapa foram investigadas
18 diferentes formulacdes de biocida indicadas para uso em combustiveis quanto
a sua capacidade de controlar o desenvolvimento microbiano (cultura pura e
mista), em meio aquoso (caldo de cultura). Para cada formulagdo foram

determinadas a Concentragdo minima inibitéria (CMI) e a concentragdo minima
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biocida (CMB). Em uma segunda etapa, a efetividade e a compatibilidade de 8

destas formulagdes foi determinada em microcosmos contendo éleo e agua.
2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Selecao de biocidas — ensaios de susceptibilidade

Foram recebidas 18 amostras de produtos antimicrobianos contendo
diferentes principios ativos em formulacdes variadas para testes de
susceptibilidade em caldo com microrganismos degradadores de diesel e
biodiesel (Tabela 2.1).

2.2.1.1 Avaliacao da CMI e CMB: O teste mais amplamente utilizado
para determinagcédo da concentragdo minima inibitéria (CMI) é o teste de diluicao
em caldo de cultura, pois permite também a avaliacdo da concentracdo minima
biocida (CMB) (Spinel-Ingroff et al., 1991; Zimmer et al., 2013).

Neste método os antimicrobianos sdao submetidos a diluicdes
sucessivas e a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de um
organismo é considerada como a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI). A
concentracdo minima biocida (CMB) é a menor concentracao capaz de matar os
microrganismos.

2.2.1.2 Microrganismos: A susceptibilidade as diferentes formulagdes
de antimicrobianos foi testada com microrganismos isolados e com um consorcio
microbiano ndo caracterizado. O in6culo ndo caracterizado foi obtido conforme
sugerido na Norma ASTM E1259-10. Foram avaliados o fungo filamentoso
Paecilomyces variotii, a levedura Candida silvicola e a bactéria Bacillus pumillus.
A escolha destes microrganismos como organismos teste para a selecdo de
biocidas, deve-se ao fato de terem sido apontados em estudos anteriores do
grupo como importantes deteriogénicos de diesel e misturas diesel/biodiesel
(Bento & Gaylarde, 1996; Bento, 2001; Bento et al., 2010; Bucker et al., 2011) e
por pertencerem a géneros comumente encontrados em combustiveis (Passman,
1997; Yemashova et al., 2007; Whyte, 2011).

2.2.1.3 Preparacao dos Inéculos: As suspensdes de esporos foram
preparadas a partir de culturas com 7 dias, cultivadas em &gar malte. As
suspensdes de células de levedura e bactéria foram obtidas respectivamente a
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partir da cultura com 2 dias em caldo malte e em caldo nutriente. O consoércio
microbiano (ndo caracterizado) foi preparado conforme sugerido na Norma ASTM
E1259-10. Para sua preparagdo, aliquotas de igual volume de diversos lodos
bioldgicos obtidos de tanques de armazenamento de 6leo diesel, biodiesel e da
mistura B5 de uma distribuidora de combustiveis foram adicionadas em 500mL do
meio Bushnel Haas, contendo 1% da mistura B10 estéril. As amostras foram
submetidas a agitagdo de 200 rpm a 28°C, durante 7 dias. Este procedimento
resultou na obtencdo de indculo composto por diferentes espécies ( fungos,
bactérias e leveduras — nao identificados) que compde a microbiota “nativa” dos
combustiveis estudados.
A contagem dos esporos e das células da levedura foi realizada em
camara de Neubauer. A padronizacao do inéculo para as células bacterianas e o
consércio foi realizada utilizando-se o padrdao 0,5 da escala McFarland. As
suspensdes de esporos e celulares foram ajustadas para uma concentracéo final
equivalente a 10° UFC.mL", correspondendo ao um nivel de contaminagdo
microbiana, considerada alta para combustiveis armazenados (Hill & Hill, 2009).
2.2.1.4 Preparo da Solucao estoque do biocida: O volume de 200uL do
produto foi dispensado em um baldo volumétrico com capacidade para 100mL. O
volume do balao foi entdo completado com agua destilada estéril e agitado por 30
segundos a fim de se obter uma solucao estoque de concentragédo de 2000 ppm
(em alguns casos esta solugdo estoque foi feita em concentracbes maiores,
12.000 ppm, por exemplo). O valor maximo de 2.000 ppm foi estabelecido por se
ambicionar selecionar produtos que atuassem em concentracbées menores de
1.000 ppm. A solugcdo foi acondicionada em frasco estéril devidamente
identificada e mantida em geladeira.
2.2.1.5 Preparacao do CMI: Em frascos de vidro estéreis, com
capacidade para 15mL, foram adicionados 4mL de caldo de cultura, sendo caldo
malte para testes com fungos e caldo nutriente para bactérias. Ao primeiro frasco
da série foram adicionados 4mL da solucao-estoque do biocida, correspondendo
este frasco a uma diluicdo de 50% da solucdo estoque utilizada. Deste primeiro
frasco foram retirados 4 mL e transferidos para o segundo frasco e assim
sucessivamente, sendo que cada frasco da série apresentou sempre uma

concentracdo 50% menor que a anterior. Um frasco, contendo apenas o caldo de
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cultura, constituiu o controle do teste. Apds, cada frasco recebeu um volume de

indculo correspondente a uma concentracdo final de 10° UFC.mL" Os frascos

foram incubados a 28°C, durante 10 dias. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

Tabela 2.1: Principais grupos de antimicrobianos avaliados, principios
ativos e as designagdes utilizadas neste estudo

* Ingrediente Ativo (':lr?gg
A (CMIT/MIT) 5-chloro-2-metil-4-tiazoline-3-ketona (CMI) e 2- Biocida
methyl-4-thiazoline-3-ketone (MI).
(o) B (CMIT/MIT) - 5-chloro-2-metil-4-tiazoline-3-ketona (CMI) e Biocida
% 2-methyl-4-thiazoline-3-ketone (MI).
o c (MIT/CMIT) 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-one  + 2-metil- Biocida
o 2 2H-isotiazol-3-one
8 % (BIT/CMIT/MIT/Bronopol)- 2-Benzisothiazolin-3-one (BIT)
,'-'_J 3 | p +5-chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one (CMIT) +2-methyl- Biocida
I-:EJ ‘,?, 2H-isothiazol-3-one (MIT)+ 2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol
o < (bronopol)
= 5 BBIT/MIT) 1 ,2-Benzisothiazolin-3-one, 2-Butyl (BBIT) +
n (@)
o Q E 3:1 mixture of 5-chloro-2-methyl -2H-isothiazol-3-one and 2- Biocida
% methyl -2H-isothiazol-3-one 2-methyl-2H-isothiazol-3-one
o (MIT)
© F | (BBIT) n-Butyl-1,2-benzisothiazolin-3-one Biocida
G | (BBIT) 1 ,2-Benzisothiazolin-3-one, 2-Butyl Biocida
H (MBM/ BBIT) N,N’- metilenebismorpholine + 2-n-butil- Biocida
benzo[d] isothiazol-3-one
I (NMEND) 4-(2-nitrobutyl)morpholyne e 4,4’-(2ethyl-2- Biocida
a4 e nitrotrimethylene)-dimorpholine
o © Agente anticorrosao
E ‘g J | (MBM) N,N-methilenebismorpholine 90% com propriedades
E o biocida
w 3 @ | L |2,2',2-(hexahydro-1,3,5-triazine-tryl) triethanol Biocida
S _§' S| M | (MBO) 3,3-methylenebis(5-methyloxazolidine) 100% Biocida
'5.':‘ © .§ N | (MBO) 3,3-methylenebis(5-methyloxazolidine) 90% Biocida
o Eso (MBO) Aditivo multifuncional com mistura de Oxazolidina " , ,
g 2 o (8% de ativo) Aditivo multifuncional
& 2 |, |mBo)Adiivo mutituncional com mistura de Oxazolidina ™ PoPriedades
g g (50% de ativo)
Q (TCMTB + IPBC) 3-iodo-2-propynyl-N-butylcarbamate + 2- Biocida
thiocyanomethylthio) benzothiazole
‘:3;2:5 c°i'ee R | Poly () hydrochloride (PHMB) hexamethylene biguanide Biocida
S | 2-pyridinethiol-1-oxide, sodium salt Biocida

* As formulagdes contendo o mesmo ingrediente ativo foram enviadas por
diferentes fornecedores e por isto apresentam algumas diferengas (ndo especificadas
pelo fabricante) em sua composicao.

** As estruturas quimicas podem ser observadas no anexo lll.
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2.2.1.6 Determinacao de CMI e CMB: A determinagdo da
concentragdo minima inibitéria (CMI) foi realizada visualmente tendo-se como
critério a formagéo de biomassa para fungos e turvacao do meio para leveduras e
bactérias. A determinacdo da concentracdo minima biocida (CMB) foi realizada
com os frascos contendo as concentragdes de biocida superiores a CMI
observada. Destes frascos retirou-se uma aliquota de 20uL, que foi inoculada em
placas contendo meio de cultura solido. As placas foram incubadas a 28°C
durante 3 dias para a leveduras e bactérias e 7 dias para o fungo e o consorcio.
Foi considerada CMB a concentracdo onde nao foi verificado crescimento. As
avaliagdes foram realizadas em 24 e 48 h, 5, 7 e 10 dias.

2.2.2 Selecao de biocidas - Ensaios de efetividade

Os ensaios de efetividade foram conduzidos para avaliar o
desempenho do antimicrobiano no controle da contaminagédo biolégica em
condicbes proximas a real, ou seja em sistema bifasico (éleo/agua) com fase
aquosa composta por dgua e sais minerais, tendo a mistura diesel/biodiesel como
unica fonte de carbono. Os produtos selecionados no experimento anterior foram
testados em diferentes condi¢cdes descritas na tabela 2.2.

Tabela 2.2: Condicdes gerais do experimento de efetividade do biocida

Oleo /agua

Volume ( mL) Fase oleosa

Biodiesel B100 e mistura B5 (95% diesel S500 (500

Etapa 1 20/20 (1:1) ppm de enxofre) e 5% biodiesel soja/sebo) estéreis.

Mistura B10 (Diesel S50 (50 ppm de enxofre), com
Etapa 2 20/60 (1:3) baixo teor de enxofre, e Biodiesel (B100) metilico soja e
sebo) nao estéreis, ou seja, conforme recebido.

2.2.2.1 Delineamento experimental: Todos o0s experimentos foram

realizados com amostras destrutivas e trés réplicas para cada tratamento. Todos

os frascos foram previamente agitados para homogeneizacdo do conteudo e

acondicionados em caixas fechadas mantidas em temperatura ambiente (28°Czx
2°C).

2.2.2.2 Frascos experimentais: O experimento foi realizado em

frascos de vidro com capacidade para 250mL cada. Em cada frasco foi
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adicionado uma fase aquosa e uma fase oleosa. Como fase aquosa foi utilizado
um meio sintético, composto de agua e sais minerais (Bushnell-Hass,1941),
estéril, pH 7,2. Como fase oleosa foi utilizado o combustivel fornecido pela
Ipiranga Produtos de Petrdleo S/A.

2.2.2.3 Combustivel: Para os experimentos, utilizou-se diferentes
misturas de diesel/ biodiesel (Tabela 2.2), preparadas no laboratério (v/v). Todo o
combustivel necessario para cada experimento foi preparado em uma unica vez.
O combustivel foi adicionado aos frascos sem esterilizagao, ou seja, conforme foi
recebido.

2.2.2.4 Biocidas: As formulagdes dos antimicrobianos utilizados em
cada etapa e suas respectivas formulagdes estdo descritas na tabela 2.3. Todas
as concentracbes foram preparadas na fase oleosa. O volume necesséario de
combustivel para cada concentracao dos produtos avaliados foi preparado uma
Unica vez e posteriormente, aliquotas do combustivel tratado foram distribuidas
nos frascos experimentais contendo a fase aquosa.

2.2.2.5 Niveis de contaminacao: Na etapa 2 a efetividade dos
antimicrobianos foi investigada em dois niveis de contaminagcao microbiana:

Baixa contaminacao Recebido (R) combustivel como recebido,
sem adicdo de indculo (concentragdo microbiana estimada em 10°® UFC.mL
conforme Norma IP385).

Alta contaminacao Inoculado (I) combustivel como recebido,
inoculado com consércio de microrganismos, na concentragdo de 10° UFC. mL ™
de fungos e 10’ UFC. mL " de bactérias e leveduras.

2.2.2.6 Controles: Foram utilizados dois controles, (a) controle
constituido de fase aquosa e fase oleosa sem adicdo de indculo ou biocida; (b)
controle constituido de fase aquosa e fase oleosa com in6culo e sem adicao de
biocida
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Tabela 2.3: Formulagbes de antimicrobianos, principios ativos e
concentracdes avaliados nas duas etapas do estudo.

Desighacao . . concentracao
Ingrediente Ativo
g (ppm)
Etapa 1 — dleo/agua (1:1) 20mL Combustivel B4; B100 — 28 dias
(CMIT/MIT) 5-chloro-2-metil-4-tiazoline-3-ketona (CMI) e 2-
A methyl-4-thiazoline-3-ketone (Ml). 100, 250,500,
(CMIT/MIT) - 5-chloro-2-metil-4-tiazoline-3-ketona (CMI) e 2-
B methyl-4-thiazoline-3-ketone (MI). 500,700,1100
(BIT/CMIT/MIT/Bronopol)- 2-Benzisothiazolin-3-one (BIT) +5-
chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one (CMIT) +2-methyl-2H-
D isothiazol-3-one (MIT)+ 2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol 500,800,1200
(bronopol)
(BBIT/MIT) 1 ,2-Benzisothiazolin-3-one, 2-Butyl (BBIT) + 3:1
E mixture of 5-chloro-2-methyl -2H-isothiazol-3-one and 2-methyl 250,500,750
-2H-isothiazol-3-one 2-methyl-2H-isothiazol-3-one (MIT)
F (BBIT) n-Butyl-1,2-benzisothiazolin-3-one 250,750,1100
G (BBIT) 1 ,2-Benzisothiazolin-3-one, 2-Butyl 250,750,1100
0 (MBO) Aditivo muItlfunC|on§(Ia<§[in\;lor)mStura de Oxazolidina (8% 2000, 3000, 4000
(TCMTB + IPBC) 3-iodo-2-propynyl-N-butylcarbamate + 2-
Q thiocyanomethylthio) benzothiazole 750,1000,1500
Etapa 2 - d6leo/agua (3:1) 60mL/20mL Combustivel B10 — 35 dias
(BIT/CMIT/MIT/Bronopol)- 2-Benzisothiazolin-3-one (BIT) +5-
D chloro-2-methyl-2H-isothiazol-3-one (CMIT) +2-methyl-2H- 50. 100. 200
isothiazol-3-one (MIT)+ 2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol ’ ’
(bronopol)
(BBIT/MIT) 1 ,2-Benzisothiazolin-3-one, 2-Butyl (BBIT) + 3:1
E mixture of 5-chloro-2-methyl -2H-isothiazol-3-one and 2-methyl 50, 100, 200,
-2H-isothiazol-3-one 2-methyl-2H-isothiazol-3-one (MIT)
F (BBIT) n-Butyl-1,2-benzisothiazolin-3-one 300, 400, 500
(BBIT) 1 ,2-Benzisothiazolin-3-one, 2-Butyl 200, 300, 400
P (MBO) Aditivo multifuncional com mistura de Oxazolidina (50% 500.1000
de ativo) ’
2.3 Analises

2.2.3.1 Fase oleosa: Foram realizadas, analises da turbidez
utilizando-se a escala HAZE (ASTM D 4176-04). Este método consiste na anélise
visual do combustivel e fornece dados qualitativos a respeito da presenca de
agua e material particulado no combustivel.

2.23.2 Fase aquosa: Foram realizadas na fase aquosa o
acompanhamento das medidas de pH e o controle do processo de
desenvolvimento microbiano ao final de cada tempo amostral. A medida do pH
foi realizada utilizando-se fitas de pH universal, pois devido a presenca de 6leo
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residual na amostra aquosa, o uso de eletrodo de pH nao é recomendado.

A efetividade e o tempo de acéo das concentracées dos biocidas testados
foi avaliada através da auséncia de desenvolvimento microbiano na fase aquosa.
Da fase aquosa de cada frasco retirou-se uma aliquota de 20uL que foi inoculada
em placas com o meio sélido PCA (Hymedia) e incubadas a 28°C, durante até 5
dias. Apods este tempo, identificou-se a presenca ou auséncia de crescimento
microbiano. Este teste foi realizado a cada tempo amostral com todas as réplicas
de cada tratamento do experimento.

2.2.3.3 Interface: A biomassa formada pelo desenvolvimento
microbiano foi quantificada através do monitoramento de seu peso seco (mg/L).
ApGs a separagcdo das fases aquosa e oleosa de cada frasco, a biomassa
formada foi retirada em discos de papel filtro, previamente pesados. Para a
remocao do excesso de 6leo, utilizou-se 4 mL de hexano, sobre cada disco. Os
discos foram colocados em estufa a 30°C, durante 2 dias, para remocédo da
umidade e depois de transferidos diretamente para um dessecador, de onde
foram retirados somente para pesagem. O célculo para obtengédo do crescimento
através do acompanhamento do peso seco em funcao do tempo de imersao nos

sistemas fase aquosa/éleo diesel foi:

Variacao de biomassa (mg)= Peso final-peso inicial

2.2.4 Analise estatistica

As médias e desvios padrdao dos dados brutos foram obtidos com o uso do

programa Microsoft Office Excel 2007.
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Selecao da melhor formulacao biocida — CMI/

Nesta etapa foram avaliadas as 18 formulagdes de biocida indicadas
para uso em combustivel, pertencentes a diferentes grupos quimicos contra os
principais grupos microbianos (bactéria, fungo filamentoso e levedura) e um

consorcio. Para este estudo foi utilizada uma concentragéo de inéculo na ordem
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de 10° UFC.mL ', simulando um sistema com alta contaminagdo para
combustiveis armazenados (Williams et al., 1991; Hill & Hill, 2009). A comparagéo
dos valores de CMI e CMB obtidos para os antimicrobianos testados podem ser
observadas nas tabelas 2.4 e 2.5.

A acéo inibitoria e biocida dos antimicrobianos formulados a partir de
misturas de isotiazolonas e morfolinas sobre os microrganismos do ensaio
ocorreu em dosagens mais baixas (Tabelas 2.4), quando comparadas aqueles
antimicrobianos classificados como liberadores de formol (Tabelas 2.5).

Dados da literatura (Williams, 2007; Browne, 2011; Raikos, 2012)
descrevem que as isotiazolonas séo efetivas no controle de diferentes grupos
microbianos em concentracées muito baixas. De acordo com as recomendacdes
do fabricante uma concentracdo de 0,03% (300 ppm) é suficiente para o
tratamento de um sistema de combustiveis altamente contaminado. Browne,
(2011) mostrou que a concentracao de 0,04% (400 ppm) de uma mistura de
isotiazolonas foi efetiva apos 24h no controle de bactérias, fungos e leveduras em
cultura pura, entre eles o fungo filamentoso Hormoconis resinae, um dos mais
importantes nos processos de corrosao influenciada por microrganismos. Bento &
Gaylarde, 2001 mostraram que a mesma mistura de isotiazolonas (Kathon FP
1.5®) foi efetiva na concentracao de 0.1 ppm (ingrediente ativo) durante 30 dias e
na concentragdo de 1 ppm (ingrediente ativo) durante 400 dias no controle da
contaminag¢ao microbiana em diesel.

Em outro estudo desenvolvido por Raikos et al., (2011) esta mesma
mistura de isotiazolonas também foi efetiva contra 3 diferentes espécies de
bactérias em cultura pura se desenvolvendo em sistema bifasico com 6% de agua
e combustivel de aviagdo em concentragdes entre 0,004% e 0,01%.

As formulagdes contendo morfolina como principio ativo (H | e J), foram
efetivas em baixas concentragdes no controle da contaminagdo microbiana.
Formulagdes com este principio ativo apresentam amplo espectro contra fungos e
bactérias, porém sao altamente irritantes a pele e mucosas, devendo ser
manipuladas com muito cuidado para evitar danos a saude dos trabalhadores
(Shennan, 1983). A mistura denominada NMEND, presente na formulagéo |
(tabela 2.1), tem se mostrado efetiva contra bactérias em concentragées entre 50
e 200 ppm e entre 400 e 700ppm contra fungos e leveduras.
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Tabela 2.4 Comparacgao entre as CMI dos biocidas testados sobre os microrganismos isolados e do consércio nao caracterizado.

Microrganismo A B C D E F G H |
C. silvicola 125/250  500/1100 125/125 300/600 250/250 600/600 150/300  125(25  31/31 5d
P. variotii 5001000  500/1100 500/500 600/1200 500/500 600/1200 600/600  250/250  250/250 5d
B. pumillus 250/500 500/500 125/250  100/6007D  500/1000 150/600 6001200  125/125 125125 5d
Indculo ndo 250/500 250/500  62/1255d 500/500 250/500 6001200 60011200 0000 6262 5

caracterizado

- ndo houve inibi¢cdo do crescimento
Crescimento dos microrganismos em caldo malte para fungos e levedura, caldo nutriente para bactérias e caldo sabouraud para o consércio.

Tabela 2.5. Comparagao entre as CMB dos biocidas testados sobre os microrganismos isolados e do consorcio ndo caracterizado.

Microrganismo J L M N (0] P Q R S
— 2000/2000 __1000/1000 __ 1000/1000
C. silvicola oar oah 7 ; ; ; 190/1500  62/250  500/1000
o 2000/2000  1000/1000  2000/2000
P. variotii o o 7 - - - 190/750 125/500  250/250
B. pumitlus 1 °°0/1000 500/5005d  500/1000 7d : 6000/6000  375/1500  62,5/500  500/1000
Inoculo nao 444 4gp, 500/500 5d  500/500 48h ; ; ; 500/500  500/1000

caracterizado

- ndo houve inibi¢céo do crescimento
Crescimento dos microrganismos em caldo malte para fungos e levedura, caldo nutriente para bactérias e caldo sabouraud para o consércio.
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Este composto também pode neutralizar compostos &cidos produzidos por
microrganismos reduzindo o risco de corrosdo e por este motivo é também
utilizada como um anticorrosivo (Eachus & Passman 2005).

As formulacdes classificadas como liberadores de formol avaliadas
neste estudo foram menos eficientes comparados as misturas de isotiazolonas
(tabela 2.5). Algumas nao foram efetivas principalmente no controle da
contaminacao fangica, como foi o caso das formulagdes designadas como N, O e
P. Outras controlaram a contaminacdo, mas em altas dosagens, como as
formulacbes L e M. Os liberadores de formol controlam o desenvolvimento
microbiano através da liberacdo de formaldeido in situ (Schwingel & Eachus,
2010). Porém, a quantidade e a velocidade da liberagdo do formaldeido
dependem do liberador e de sua concentracdo, do pH do meio e de outros
constituintes da formulacdo. Em geral, esta liberacdo ocorre de forma lenta e
continua, promovendo uma protecdao de longo prazo, principalmente para a fase
combustivel (Shennan, 1983; Schwingel & Eachus, 2010, Groot et al., 2010).
Estes compostos também apresentam baixa toxicidade e menores riscos a saude
dos trabalhadores, porém, sdo menos ativos contra fungos e podem reagir com
outros compostos do meio formando materiais resinosos (Schwingel & Eachus,
2010).

Algumas formulagbes foram eliminadas nesta fase por provocar
problemas que inviabilizariam a aceitagdo do produto tratado. A formulacao R
formou precipitados no meio de cultura e a formulagcao S provocou intensa
turvagao da fase oleosa.

Os resultados obtidos em testes de CMI e CMB em caldo constituem
apenas uma avaliacdo orientativa, uma vez que sao conduzidos em condigcbes
ideais para o desenvolvimento dos microrganismos (pH, nutrientes, oxigénio,
etc...). Sendo assim, as concentracdes determinadas como inibitérias nesta
condicao, podem nao corresponder as concentracées necessarias para controlar
uma populacao em condi¢des reais como a de um tanque (Bento et al., 2010). Os
resultados obtidos para o fungo filamentoso Paecilomyces varioti podem
exemplificar o que foi dito acima. Em nosso estudo P. variotii foi bastante
resistente para a maioria das formulacdes testadas. Cabe ressaltar que este
fungo é um importante deteriogénico de biodiesel, podendo produzir grande
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volume de biomassa também em misturas diesel/biodiesel (Bucker et al., 2011) e
por esta razdo vem sendo utilizado por nosso grupo como organismo teste.

Em um estudo realizado por Bucker (2009) P. variotii também foi
considerado o0 microrganismo mais resistente a um biocida contendo
isotiazolonas. Em seu estudo a concentracdo de 10 ppm do produto foi capaz de
inviabilizar células e esporos deste fungo apds 48h. Resultado semelhante foi
também obtido para o fungo Aspergillus fumigatus, porém apés apenas 15 min de
exposicdo. Em contraste com estes resultados, Menendez e Gaylarde (2000),
apontaram P. varioti como 0 organismo mais sensivel quando exposto a
concentragdes de 0,3% e 1% de isotiazolonas em tintas empregadas na pintura
interna de tanques de armazenamento (diesel), concentragdes estas, muito
superiores as recomendadas pelo fabricante para aplicacdo em combustiveis. Ja
Bento (2001) testando a mesma mistura de isotiazolonas constatou que para uma
concentragdo de 60 ppm do produto o organismo mais resistente foi A. fumigatus.
E importante ressaltar que os testes realizados neste estudo, assim como aqueles
realizados por Bucker (2009) foram efetuados em caldo de cultura (caldo malte),
enquanto que aqueles realizados por Bento (2001) foram efetuados em meio
mineral BH e diesel.

Os dados apresentados acima exemplificam como a agdo de um
determinado biocida sobre os microrganismos pode ser dependente das
caracteristicas especificas de cada sistema, da formulacdo do biocida e das
caracteristicas e composicdo da populacdo microbiana e por isto, as
concentracdes indicadas pelos fabricantes, muitas vezes podem nao ser
adequadas para o sistema que se deseja proteger. A grande maioria das
formulagcbes biocidas indicadas na atualidade para utilizagdo em combustiveis
foram desenvolvidas para protecao de fluidos de corte empregados na industria.
Estes sistemas apesar de apresentarem uma fase aquosa e outra oleosa tém
caracteristicas completamente diferentes dos sistemas de armazenamento de
combustiveis e por este motivo, testes mais especificos precisam ser realizados.
Sendo assim foi conduzida uma segunda etapa, em um sistema contendo uma
fase aquosa e uma fase oleosa. Nesta condi¢do, de “estocagem simulada” foi
possivel estimar as concentragdes que garantem a efetividade do produto, ao
longo do tempo na protegcdo do combustivel e também o comportamento da
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molécula no sistema 6leo/dgua nas condi¢cdes estabelecidas.

2.3.2. Efetividade das formulacoes

Além das dosagens adequadas e do espectro de acao a selecao de um
biocida adequado para uso em combustiveis envolve diversas etapas, entre elas,
as interagbes com o combustivel a ser tratado, a concentracdo utilizada
(determina a agao biocida ou biostatica) e velocidade de agao e atividade frente a
diferentes niveis de contaminagdo microbiana (Doris & Pitcher, 1988; Browne,
2011).

Os estudos de efetividade visam conhecer o comportamento do biocida
em condi¢cdes de estocagem simulada. Neste contexto, algumas formulagdes
foram testadas em sistemas bifasicos (éleo/agua) com um consdércio microbiano
ndo caracterizado conforme sugerido na Norma ASTM E1259-10. Devido as
muitas variaveis que podem influenciar o desempenho das moléculas no sistema
e do carater experimental de algumas formulacdes, este experimento foi realizado
em duas etapas onde foram avaliadas diferentes caracteristicas.

2.3.2.1. Situacao 1- sistema 6leo/ agua 1:1; fase oleosa composta
por biodiesel B100 ou mistura B5: Para esta etapa foram selecionadas
diferentes misturas de isotiazolonas, representadas pelas formulacoes A-G, um
aditivo multifuncional com 8% do ativo antimicrobiano MBO- (formulacao O) e
uma formulacao contendo TCMTB (Q) (Tabela 2.2).

Neste estudo foi avaliado o tempo de morte dos microrganismos e a
duragao da protecao no sistema em dois tipos de combustiveis, biodiesel puro e a
mistura diesel/biodiesel B5. Os resultados sdo apresentados na tabela 2.6.

A avaliacdo do tempo de morte informa o tempo em que um produto
mata (inviabiliza) todos os microrganismos, células e esporos no meio. Nesta
situacdo os antimicrobianos A, B, D foram os mais efetivos no controle do
consoércio microbiano avaliado, promovendo a morte dos microrganismos nas
primeiras 24 horas de tratamento, em concentracdes entre 250 e 500 ppm e
mantiveram sua protec¢éao durante os 28 dias do experimento.

O antimicrobiano F, também promoveu a morte dos microrganismos
ja nas primeiras 24 horas e manteve sua protegao ao longo dos 28 dias, porém
em contracdes maiores, 750 ppm para B5 e 1100 ppm para B100.
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Tabela 2.6 Valores das concentracfes expressos em ppm de produto das
formulacdes de antimicrobianos na fase combustivel (B100 e B5), estudadas em
condicdo de armazenamento simulado em sistema 6leo/ 4gua contaminados com
in6culo nao caracterizado.

Lo 24h 48h 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Biocida
B5 B100 B5 B100 B5 B100 B5 B100 B5 B100 B5 B100

A 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
B 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
D 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
E 250 500 250 500 250 500 500 750 500 - - -
F 750 1100 750 1100 750 1100 750 1100 750 1100 750 1100
G + + + + + + + + + + + +
0] + + + + + + + + + + + +
Q + + + + + + + + + + +

+ foi constatado crescimento microbiano.

O antimicrobiano E promoveu a morte dos microrganismos nas
primeiras 24 horas, em concentragbes baixas, porém apenas manteve-se ativo
até 21 dias em B5 e 14 dias em B100. As demais formulacoes testadas (G, O e
Q) nao foram efetivas no controle do consoércio microbiano, ocorrendo
crescimento em todas as concentracdes avaliadas. Para as formulacoes E e F
observou-se que a concentracao necessaria para o controle da contaminagéo
microbiana foi diferente em fungcdo do tipo de combustivel (biodiesel ou mistura
B5) presente no sistema.

Em ambos os casos foi necessaria uma dosagem maior para o
tratamento do biodiesel puro.

Observacdes semelhantes foram feitas por Passman et al., (2007), que
verificou que um biocida a base de NMEND (mistura de morfolinas), foi bastante
efetivo no controle da contaminagdo microbiana em gasolina, mas falhou na
preservacao de um diesel com baixo conteddo de enxofre. Kenne & Browne,
(2011) testaram 8 diferentes formulacées em nove tipos de combustiveis e
observaram que a atividade da maioria dos biocidas variou em funcao do tipo de
combustivel empregado. Zimmer et al.,, (2013), testaram uma mistura de
isotiazolonas e um MBO em quatro diferentes combustiveis, diesel puro, biodiesel
puro e as misturas diesel e biodiesel B7 e B10 e observaram que a atividade do
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biocida MBO foi bastante reduzida nas misturas, quando comparadas ao
combustivel puro. Selvaraju et al., (2011) também verificaram diferencas na
atividade de dois biocidas em diferentes fluidos de corte e sugeriram que estas
diferencas estariam relacionadas a compatibilidade entre os biocidas e a
composicao dos fluidos. De acordo com Cloete et al., (1998) a atividade de um
biocida depende das interacbes entre o ingrediente ativo do biocida, a
composicdo do combustivel e os organismos. Assim como o diesel, cuja
composigdo quimica pode variar em funcdo de diferentes fatores, tais como a
procedéncia do 6leo bruto, o processo de refino e os aditivos incorporados, a
composi¢do do biodiesel também é muito variavel. O biodiesel estocado na
refinaria possui origens e composigao muito diversas. Este produto, muitas vezes,
€ comprado de diferentes produtores que utilizam processos de fabricagao
diferentes. Além disto, a matéria prima também pode variar tanto no tipo da
semente empregada quanto na proporcao que os 6leos sdo misturados, adicdo de
aditivos, as condi¢cdes de estocagem etc. Todos este fatores podem contribuir
para que cada lote do combustivel comercializado tenha uma composi¢ao unica.
A adicao do antimicrobiano Q em B100 provocou a formacao de uma

terceira fase nos frascos do experimento, uma emulsao (Figura 2.1).

Q B5 Q B100 QB100
750ppm 750ppm 1500ppm

Figura 2.1. Aspecto da emuls&o na interface (setas) em B100 apds a
adicao do antimicrobiano Q.

Esta emulsdo pode estar relacionada ao tipo de surfactante presente
na formulacdo do produto. O ingrediente ativo desta formulagdo (TCMTB)
associado a surfactantes tende a formar emulsées estaveis quando dissolvidos
em agua (Hansen et al., 1991). Além disto, esta formulagdo tem uma coloracao
leitosa que provocou forte turvacdo quando adicionada ao combustivel e por isto
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foi descartada para as préximas etapas (Figura 2.1).

2.3.3 Etapa 2: sistema oleo/agua 3:1(60mL:20mL); fase oleosa
mistura B10.

A efetividade de quatro formulagbes de biocida desenvolvidas a partir
de misturas de isotiazolonas com diferentes surfactantes (conferindo diferentes
graus de solubilidade em sistema agua/éleo) e um aditivo multifuncional com agéao
antimicrobiana, foram avaliados utilizando-se um consdércio microbiano né&o
caracterizado conforme sugerido na Norma ASTM E1259-10 em condi¢des de
armazenamento simulado. Para este ensaio a proporcao de agua no sistema foi
reduzida a fim de se obter condicdes mais proximas da real. Também foram
avaliados dois niveis de contaminagao, alto (10® UFC.mL ) e baixo (recebido, 10°
UFC.mL ") (Williams et al., 1991; Hill & Hill, 2009). As interagées do
antimicrobiano com o combustivel, o tipo e o tempo de acdo e o volume de
biomassa formado apds 35 dias para cada formulacao foram comparados.

2.3.3.1. Aspectos fisicos: A avaliagao das possiveis alteragdes visuais
no combustivel apds a aplicacdo do antimicrobiano foi realizada utilizando-se a
concentracao mais alta de cada formulacao testada. Aspectos como turbidez, cor
e solubilidade foram avaliados no tempo 0 (zero) e ao final de 35 dias em frascos
contendo apenas o combustivel tratado (Figuras 2.2 e 2.3).

Foi observado que 1h apo6s o inicio do experimento e homogeneizagdo por
agitagdo manual, os frascos com a mistura B10 tratada com formulagées D e G,
permaneceram turvos (Figura 2.2). Para as mesmas condicoes, as formulacoes
D e E, foram pouco soluveis, formando solu¢cdes ndao homogéneas e deixando
granulos e goticulas no fundo do frasco (Figura 2.3). Este comportamento ja havia
sido observado em experimentos anteriores. A formulacado D é um liquido
espesso com uma cor castanho claro (Figura 2.2a), o que poderia explicar a
turvacdo do combustivel. A turvagdo observada neste caso poderia justificar uma
nao conformidade do produto de acordo com a norma ASTM D 4176+04,
inviabilizando sua comercializacao.

A turvacao provocada pela presenga do antimicrobiano E, classificada como de
categoria 2 (Escala Haze), apresenta-se dentro dos limites permitidos para a
comercializacao do produto. Apds 35 dias de avaliacdo, a mistura B10 no frasco
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com o antimicrobiano D apresentou acentuada alteragdo de cor em comparacao
com o controle (mistura B10 sem biocida) e aos demais frascos, porém, 0 mesmo

Figura 2.2. Aspecto da turbidez da mistura B10 ap6s a adicdo dos biocidas
designados D, E, F e G. 1a. aspecto do produto (Biocida) puro; 1b. Mistura B10
apds 1hora de contato com o biocida; 1c. Mistura B10 apds 35 dias de contato
com o biocida. Neste experimento foi utilizada a maior concentragéo testada do
biocida conforme tabela 2.3.

Figura 2.3. Aspecto da solubilidade dos biocidas em mistura B10, uma hora apés
a aplicagao dos biocidas. D, E, F e G. As setas mostram a formacao de goticulas
depositadas no fundo, mesmo apds homogeneizacéo (seta).
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nao foi observado nos frascos experimentais. Uma possivel explicacado para isto é
que tenha ocorrido uma foto-sensibilizacao do produto ao ser exposto a luz por
um periodo superior aos frascos utilizados no experimento. Estes frascos foram
expostos a luz em cada tempo amostral, enquanto os demais permaneceram em
caixas fechadas até o momento de sua avaliagdo. Outra explicagdo poderia ser
presenga de agua nos frascos amostrais, uma vez que a formulagao D apresenta
alta solubilidade em agua, as caracteristicas de particdo do produto promovem a
redugdo da concentracdo do produto no O6leo eliminando assim o efeito de
turvacdo e também os granulos observados. A formulacao E, que néao
apresentou turvacdo no tempo zero, ao final de 35 dias mostrou uma turbidez
considerada de categoria 6 (Escala Haze), o que deixaria o produto fora das
especificacdes para sua comercializagdo de acordo com a norma ASTM D 4176-
04. Este tipo de avaliacao, apesar de simples, ndao é comumente executada em
estudos para selecdo de antimicrobianos para uso em combustiveis, porém neste
momento torna-se um ponto chave para escolha do produto mais adequado para
tratamento do combustivel, com relacdo as misturas de diesel/biodiesel.

Devido a baixa estabilidade quimica desta mistura e a sua grande
susceptibilidade a degradacéao biol6gica a cor e a turbidez sao importante critérios
de avaliacdo. Principalmente porque para estas misturas, turbidez e alteragdes na
cor sdo consideradas indicios da presenca de agua e degradacdo quimica,
respectivamente (Cavalcanti, 2009; Passman, 2013).

2.3.3.2 Analises da fase aquosa: Na fase aquosa de cada frasco
experimental foram avaliados o pH e o tempo de morte (Tabela 2.7).

O pH néo apresentou variacdo na fase aquosa, mantendo-se em 7 até
o final dos 35 dias de experimento para todos os tratamentos. Conforme Bento
(2001) e Cazarolli et al., (2013) a composicao do meio mineral BH utilizado como
fase aquosa, apresenta efeito tampao devido as altas concentragées de fosfato
(2 g/L) na sua composicao que impedem variagdes bruscas no pH.

2.3.3.3 Tempo de morte: Os resultados de acompanhamento do
tempo de acao e da efetividade dos biocidas testados foi monitorado pelo teste de
viabilidade celular (teste de morte) e sdo apresentados na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7: Avaliagdo do tempo de morte para os microrganismos
em sistema bifasico agua/éleo tratado com antimicrobiano.

Biocida Tratamento Concentracio Tempo de morte dos microrganismos

contaminado todas 21dias

P recebido todas 24horas
contaminado * *
: recebido * *

contaminado todas 21 dias

F recebido todas 14dias
G contaminado * *
recebido * *
contaminado * *
recebido * *

I: contaminado 10°, r: recebido (10°)
* Crescimento nao controlado pelo biocida

Uma acgao biocida, indicada pela auséncia de crescimento microbiano em
placa, somente foi observada para as formulagbes de antimicrobianos D e F.
Para a condicdo de baixa contaminagdo (10° UFC.mL '), a formulacdo D foi
efetiva apés 24 horas de contato, enquanto que, para a mesma condicdo a
formulacao F foi efetiva somente apds 14 dias. Na condicdo de contaminacao
alta (10° UFC.mL "), as formulagées D e F, foram efetivas apés 21 dias. As
formulacoes E, G e P nao apresentaram acao biocida sobre o consércio
estudado em nenhuma das concentracbes testadas, porém foi constatada uma
reducéo na diversidade do consércio para as formulagdes E e P. Aos 14 dias foi
possivel recuperar em placa apenas um tipo de bactéria resistente, um bacilo
gram positivo esporulado.

2.3.4 Efetividade do biocida no sistema dleo agua
Formacao de biomassa: A efetividade do biocida no controle do
crescimento microbiano foi monitorada durante 35 dias pela produgdo de
biomassa na interface 6leo/ agua através do peso seco (mg/L). A cada tempo
amostral a biomassa formada foi filtrada, seca em estufa e pesada. Os valores do
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peso seco da biomassa formada ao final dos 35 dias podem ser observados nos
gréaficos abaixo (Figuras 2.4 e 2.5).

O peso médio da biomassa apés 35 dias no tratamento controle (sem biocida)
foi de 445,8 mg/L nos tratamentos com baixa contaminacdo (10° UFC.mL") e
800mg/L nos tratamentos com alta contaminagdo (10° UFC.mL™"); Para fins de
comparacao, calculou-se o valor médio do peso seco da biomassa formada nos
tratamentos com diferentes concentracées das formulagdes, obtendo-se para a
formulacéo P, 275,0£17,7 e 381,3+ 61,9; formulacdo D, 331,9 £ 9,1 e 283,3+ 14,9;
formulacéo E, 586,8 +135,0 538,9 £110,4 formulacédo F, 220,1 +45,8 217,1 £66,1 e
para a formulagdo G, 374,3 = 109,1 e 316,0+ 127,1; respectivamente para baixa e
alta contaminacao (figura 2.4).

9001 800,0 HRecebido ¥Inoculado

800 566,5
700 - 538,9
600 -
500 - 4458
400 -
300 -
200 -

100 -

2201 2171

Peso seco (mg/L)

0 1
CONTROLE E G D P F

Antimicrobiano

Figura 2.4. Valores do peso seco (mg/L) da biomassa formada na interface
Oleo/agua apds 35 dias de estocagem simulada com alta e baixa contaminagéo
CT. Controle; P. formulacao P; D. formulacdo D; E. formulacao E; F.
formulacao F; G. formulacao G. Valores representam a média de 3 réplicas

A figura 2.5 mostra a porcentagem de biomassa formada apés 35 dias nos
tratamentos com cada biocida testado em relacao ao controle (sem biocida). Na
condicdo de alta contaminacdo houve uma reducdo significativa da biomassa
entre os tratamentos que receberam biocida e o tratamento controle sem biocida

(p=0,5). Na condigcédo de baixa contaminacao apenas o tratamento com biocida E
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nao apresentou uma reducao da biomassa em relagao ao tratamento controle.

160% - H Recebido MInoculado

140% 132%
Lo
120% -

100%
100%

80% - 67% 62%

Formagao de Biomassa (%)

40% | I 27%

20% -

0% - . ‘
CONTROLE E G D P F

Antimicrobiano

Figura 2.5. Valores do peso seco em porcentagem de biomassa formada, apos
35 dias nos tratamentos com biocidas testados em relacdo ao tratamento
controle, sem biocida. CT. Controle; P. formulacao P; D. formulacao D; E.
formulacao E; F. formulacao F; G. formulacao G. Valores representam a média
de 3 réplicas

Na situacdo de baixa contaminacdo o biocida F foi o mais efetivo,
promovendo uma reducdo de 51% na biomassa formada, seguido pelos biocidas
P, D e G, com reducbes de 38%, 26% e 16%, respectivamente. Na condi¢cao de
alta contaminacdo o biocida F promoveu uma redugcdo de 73%, na biomassa
formada, seguido pelos biocidas D, G, P e E com redugdes na ordem de 65%,
61%, 52% e 33%, respectivamente.

A acédo de um biocida sobre a populagdo microbiana € um importante
fator a se considerar quando se busca um tratamento efetivo para a protecéo do
combustivel. Um biocida pode apresentar acao biostatica, inibindo o crescimento
microbiano ou biocida promovendo a morte de células e esporos. Uma acao
biocida rapida € importante principalmente no caso de sistemas altamente
contaminados, pois elimina os microrganismos do sistema, possibilitando que o
mesmo seja limpo e retome seu equilibrio em um curto espaco de tempo (Doris &
Pitcher, 1988). A efetividade de uma formulacao biocida, porém é dependente de
uma diversidade de fatores.

Todos os antimicrobianos testados nesta etapa (com excecdo da
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formulagdo P, um aditivo multifuncional) foram formulados com diferentes
misturas de isotiazolonas, este ingrediente ativo é conhecido por apresentar um
amplo espectro de acao contra bactérias, fungos e algas, apresentando efeito
bacteriostatico imediato e ag&o biocida num periodo médio de 4 — 12 horas
(Williams, 2007). Diferentes estudos (Bento & Gaylarde, 2001; Browne, 2011;
Raikos et al., 2011) apontam que as misturas de isotiazolonas podem controlar o
desenvolvimento microbiano, reduzindo a populagéo a niveis ndo detectaveis em
periodos inferiores as 48h, um resultado semelhante foi observado neste estudo
somente para a formulacao D na condicéo de baixa contaminacédo. A maioria dos
estudos citados acima, no entanto e outros ainda, realiza os experimentos
utilizando microrganismos isolados. Um fator que interfere na resposta dos
antimicrobianos é a prépria comunidade microbiana. E de dominio publico que
microrganismos crescendo em cultura axénica sao mais facilmente controlados
quando comparados aos consoércios microbianos como o utilizado neste
experimento. Além disto, os consorcios microbianos se desenvolvendo na
interface 6leo agua podem produzir um biofilme que impede ou retarda a difusdo
do biocida para a fase aquosa alterando a eficacia do produto (Cloete et al., 1998;
Kenee & Browne, 2011). Estes consércios podem ainda representar um desafio
maior, uma vez que as inumeras interacées entre os microrganismos podem lhes
conferir maior resisténcia (Morchat et al., 1988; Stewart & Costerton, 2001;
Chesneau, 2003; Browne, 2011).

Outro fator que desempenha um importante papel para a velocidade de
acao e duragdo do efeito de um biocida é o seu coeficiente de particdo. O
coeficiente de particdo descreve a afinidade de um produto pela fase aquosa ou
pela fase organica. Um coeficiente de particdo alto favorece a protegédo da fase
combustivel enquanto um coeficiente de particao baixo favorece a fase aquosa
(Doris & Pitcher, 1988, Passman, 2013). Embora o coeficiente de particdo nao
seja o fator mais importante na selecdo de um biocida, sdo justamente as
diferencas no coeficiente de particdo que melhor podem explicar o desempenho
tao diferente entre as formulagbes avaliadas neste experimento. De acordo com
informagdes do fabricante, a formulacao D apresenta o menor coeficiente de
particdo entre as formulacdes avaliadas, permitindo que o biocida esteja presente
em maior quantidade na fase aquosa. A formulacao B tem alto coeficiente de

Zuwmwer, A. 2014

100



Selegdo de ontimicrobionoy

7

particdo e por isto € praticamente insoluvel em agua, desta forma, as
concentracdes deste biocida que chegam a fase aquosa sao insuficientes para
controlar o desenvolvimento microbiano. As outras duas formulacées (F e G)
apresentavam coeficientes de particdo intermediarios, o que poderia justificar a
acao mais lenta do biocida F nos tratamentos com baixa contaminagéao.

Atualmente existe uma grande preocupacao por parte dos 6rgaos
fiscalizadores, distribuidoras e postos de combustiveis com o impacto ambiental
que pode ser gerado pelo descarte da fase aquosa dos tanques que armazenam
combustiveis tratados com agentes antimicrobianos. Neste sentido, um produto
que se mantivesse restrito a fase oleosa poderia garantir a protecao do
combustivel, sendo queimado juntamente com o mesmo durante sua combustao
no motor. Assim, tanto os riscos quanto os custos relacionados ao descarte de
uma fase aquosa contaminada com tracos do biocida poderiam ser reduzidos. O
maior desenvolvimento microbiano ocorre na interface 6leo/ agua e a fase mais
contaminada é geralmente a fase aquosa. Além disto, o combustivel, ao longo de
seu ciclo de vida, pode sofrer diversas transferéncias, passando por diferentes
sistemas de armazenamento como o tanque das distribuidoras, do caminhao de
transporte, do retalhista e por fim do tanque do veiculo. Por isto, antimicrobianos
com alto coeficiente de particdo que podem se distribuir e manter sua efetividade
em ambas as fases sdo os mais recomendados para tratamento de combustiveis
armazenados (Rossmore, 1988; Doris & Pitcher, 1988; Passman, 2003; Passman,
2013).

Um outro fator que deve ser considerado s&o as interacdes entre as
formulagbes testadas e o combustivel. Como explicado anteriormente a
composicdo das misturas diesel/biodiesel podem variar imensamente,
principalmente em fungdo da aplicacdo de diferentes aditivos. As misturas de
isotiazolonas como MIT/CMIT, por exemplo, sdo incompativeis com a presenca
de aminas, agentes oxidantes, agentes redutores e mercaptanas (Jacobson &
Williams, 2000; Browne, 2011). A principal desvantagem destes ativos é a sua
desativacao por formas reduzidas de enxofre (Williams, 2007). Em nosso estudo
nao foi avaliada a presenca de bactérias redutoras de sulfato, produtoras de acido
sulfidrico. Neste sentido, sugere-se que em estudos futuros seja conduzido a
avaliacdo do consércio microbiano na presenca destas bactérias redutoras de
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sulfato (BRS) com os antimicrobianos selecionados.

Os resultados da formulacdo P (baseada no ativo MBO) podem ser
atribuidos a baixa concentragdo de antimicrobiano na formulagéo (50%) ou ainda
a interacdes entre os demais componentes da formulagdo com o antimicrobiano.
Muitas vezes, incompatibilidades entre o antimicrobiano e a composicao quimica
do fluido a ser tratado podem reduzir a eficacia do produto ou ainda provocar a
sua desativagdo (Geva, 1992). O ativo MBO, por exemplo pode atuar como um
sequestrante de sulfetos (Siegert & Ziegann, 2013), portanto, se este ou outros
compostos afins estiverem presentes no meio o ativo sera consumido de forma
mais rapida, reduzindo sua eficacia como antimicrobiano. Para compreender a
acao lenta deste produto devemos ainda considerar que, como foi explicado
acima, trata-se de um biocida classificado como liberador de formol. Estes
produtos em geral apresentam acao mais lenta e por um maior periodo de tempo,
pois sua acao esta relacionada ao tempo de prateleira de um produto (Eguchi,
2007). Assim, podemos dizer que as formulacoes P e G apresentaram uma agao
biostatica caracteristica de um preservante.

O biocida F foi o mais eficiente na reducéo de biomassa, apesar de
apresentar agao biocida apenas aos 14 dias. As isotiazolonas apresentam efeitos
bioestaticos imediatos e este mesmo produto foi testado na primeira etapa,
apresentando acao biocida apds 24h na concentracdo de 750 ppm e mantendo
sua protecédo ao longo dos 28 dias da duragdo do experimento. Nesta condi¢do
este produto mostrou efetividade em concentragbes mais baixas (300+500ppm),
porém seu efeito biocida foi percebido apds um maior intervalo de tempo.

A adicao da formulacao E nos tratamentos com baixa contaminacao
parece ter incrementado o crescimento microbiano nestes sistemas (Figura 2.5).
Alguns aditivos, incluindo biocidas, se adicionados em concentragdes sub-letais,
podem ser utilizados como fonte de nutrientes pela populagdo microbiana,
acelerando o seu desenvolvimento (Hill & Hill,1991). Este resultado ilustra os
riscos de se adotar medidas corretivas inapropriadas para o sistema que se
deseja tratar.

Neste experimento, a eficacia e a efetividade de diversas formulagoes
de antimicrobianos foram avaliadas pela observacdo do tempo de morte e
também pela formagdo de biomassa. Ambas as avaliagbes provaram ser
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importantes ferramentas na avaliagdo de um biocida para utilizagdo em
combustiveis.

Os resultados obtidos pela analise do peso seco mostram que em
termos praticos, o fato de a formulagdo biocida ndo ter a efetividade de um
produto “cida”, ndo o desclassifica como um antimicrobiano eficaz. Deve-se
considerar que um sistema de armazenamento o combustivel nunca estara na
condicao de estéril, ou seja, livre de qualquer contaminagdo microbiana. Durante
0 armazenamento qualquer combustivel pode conter populagées microbianas em
niveis baixos, considerados normais para o ambiente. Na condicao hipotética de
tanque com um nivel de contaminacao microbiana grau médio, o sistema somente
evoluira para uma condicdo de alerta, se nao haver nenhuma rotina na
manutencdo, ou seja, sem drenagem da agua que se forma naturalmente. Os
procedimentos de limpeza e drenagens regulares sdo medidas fisicas que
impedem o acumulo da agua formada no fundo e constituem uma medida
estratégica no controle da infecgdo microbiana (Passman, 2005; Siegert, 2009;
Klinkspon, 2009; ANBT 15512).

A escolha de um biocida para utilizagdo em um determinado sistema de
combustiveis € uma tarefa bastante complexa dado o nimero de variaveis que
podem interferir com a sua acao. Além das caracteristicas citadas acima, ainda
podemos acrescentar a solubilidade do biocida em ambas as fases e o tipo de
combustivel envolvido. A acdo de um biocida para uso em combustiveis é
dependente de inUmeros fatores tais como sua eficacia contra diferentes grupos
microbianos (fungos, bactérias e leveduras), tempo de contato, concentracao de
uso, a intensidade da contaminacao, solubilidade, quantidade de agua presente
no tanque, incompatibilidades com outros componentes do meio, as
caracteristicas da populacéo microbiana presente no interior do tanque, toxicidade
e degradabilidade (Browne 2011; Raikos et al. 2011). Como regra geral, a
quantidade de biocida aplicada deve ser mantida no minimo possivel para reduzir
o custo e minimizar o impacto ambiental (Laopaiboon et al., 2006). Uma
determinada dose de um antimicrobiano € necesséaria para manter o controle
sobre a comunidade microbiana em um sistema especifico. Contudo, na pratica, a
concentracao de ativos da maioria dos biocidas cai logo apés sua adicao devido a

inumeros fatores. Muitos biocidas reagem com os constituintes do meio tratado,
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como proteinas e polissacarideos da matriz do biofilme, superficies metalicas ou
com as células, resultando na deplecao do biocida disponivel. Como resultado, a
concentragdo do biocida disponivel no sistema a ser tratado € menor que a
necessaria na maioria do tempo e, portanto as comunidades microbianas séo
expostas a concentracdes sub inibitérias de biocida (Brozel et al., 1995; Cloete et
al., 1998). A susceptibilidade de bactérias a biocidas é reduzida apés um periodo
de aclimatacado especialmente quando existe uma acumulagédo de biofilme na
superficie. Para reduzir estes efeitos outros modos de aplicagdo do biocida, tais
como dose de choque ou alternancia de biocidas deve ser considerada
(Laopaiboon et al., 2006).

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os sistemas de armazenamento de combustivel podem apresentar
grande complexidade tanto por sua estrutura quanto pela complexidade do
produto estocado. As recentes alteragbes na composicdo quimica dos
combustiveis armazenados tem exigido a adicdo de uma série de outros quimicos
capazes de melhorar e garantir a sua integridade em situacdes de estocagem por
longos periodos.

Assim como os demais aditivos, os biocidas devem ser aplicados logo
no inicio do ciclo de armazenamento de forma a garantir a preservacao do
combustivel e do sistema como um todo por mais tempo. O produto mais
adequado para cada sistema vai depender do tipo de combustivel a ser estocado
e da acao esperada do produto. Por isto, para cada situagdo havera um produto
que melhor corresponda ao resultado esperado. Se o objetivo & proteger o
sistema de forma preventiva, dentre os produtos aqui avaliados, o aditivo
multifuncional com atividade antimicrobiana (formulacdo P) poderia ser uma
indicagdo uma vez que apresentou um bom desempenho em sistemas com baixa
contaminagao e poderia ser introduzido no sistema juntamente com os demais
aditivos, evitando alteracdes de ordem operacionais na distribuicdo do produto.

Nas condi¢des experimentais aqui estudadas, a concentracéo de 0,1%
(1000 ppm) seria suficiente para preservacao do sistema por um periodo minimo
de 30 dias. Contudo, se o objetivo for a recuperagdo de um sistema ja
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contaminado, além das medidas de controle fisico como drenagem e limpeza dos
tanques o ideal seria a aplicacdo de um produto como aquele representado pela
formulagio F ou D. Outros possiveis candidatos seriam o0s produtos
representados pelas formulagbes H e | que apresentaram resultados satisfatorios
nos testes de susceptibilidade em caldo, mas nao foram avaliados em sistema
bifasicos neste estudo. Entretanto, deve-se considerar que a maioria das
formulagdes biocidas indicadas para preservagao de combustiveis foi inicialmente
produzida para aplicagdo em fluidos de corte, cuja Unica semelhangca com os
sistemas de combustivel é a natureza bifasica 6leo/agua. E necessario que se
desenvolvam formulagbes mais especificas para esta nova geracdo de

combustiveis.
2.5 CONCLUSOES

Foram testadas 18 formulacbes e quase todas apresentam acgao
biocida sobre diferentes grupos de microrganismos crescendo em cultura pura ou
mista em testes de susceptibilidade em caldo. A partir destes testes foram
selecionadas 8 formulagcdes com caracteristicas diferentes para os testes de
efetividade em sistemas bifasicos.

Os testes realizados em sistemas bifasicos (6leo/agua) com diferentes
tipos de combustiveis mostram que a efetividade da formulacdo pode variar de
acordo com o tipo do combustivel utilizado. Algumas misturas de isotiazolonas
pouco solluveis em agua e um aditivo multifuncional com baixa concentragéo de
antimicrobiano falharam na preservacao do combustivel.

Para a preservacdo do biodiesel puro, em alguns casos sao
necessarias concentracdées mais altas de antimicrobianos em comparagcdo as
concentragdes utilizadas para a preservacao das misturas de diesel com 5% de
biodiesel.

Algumas formulacdes apresentam incompatibilidades com as misturas
diesel/biodiesel, provocando a formacao de emulsdes e solidos e a turvacao do
combustivel.

Nos sistemas éleo/agua contaminados com uma cultura microbiana

mista a maioria das formulagbes apresenta efeito bioestatico. As misturas de
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isotiazolonas sao efetivas em concentracbes mais baixas e tem melhor
desempenho mesmo em sistemas com alta contaminacao. Formulagdes contendo
oxazolidinas e morfolinas também apresentam bons resultados, porém as
oxazolidinas sdo menos efetivas em sistemas com alta contaminagdo microbiana.

O aditivo multifuncional com propriedades antimicrobianas (formulacao
P) é efetivo na preservacdo das misturas B10 na concentracdao de 0,1% em
condicbes de baixa contaminagcdo. Para uma proxima etapa de testes,
selecionamos esta formulacao principalmente pelo fato de constituir um conceito
novo, uma proposta de preservacao integrada que permite a protecao do
combustivel em etapas iniciais de seu ciclo de vida, reduzindo o risco de
agravamento da contaminacdo durante o tempo de seu armazenamento. A
adocao de um produto deste tipo poderia ainda reduzir os custos operacionais,
uma vez que nao exige nenhuma modificacdo no processo de distribuicdo, reduz
riscos pela manipulacdo do produto téxico e evita desperdicios e prejuizos

decorrentes do uso inadequado do produto.
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MONITORAMENTO DA EFETIVIDADE DE PRODUTOS ANTIMICROBIANOS
DURANTE ARMAZENAMENTO SIMULADO DE DIESEL (B0), BIODIESEL
(B100) E MISTURAS (B7 E B10) EM ESCALA LABORATORIAL

RESUMO

O combustivel pode ser preservado pela aplicacdo de produtos
quimicos (biocidas) que inibem ou controlam o crescimento microbiano durante
a estocagem. Ap6s estudo envolvendo 18 moléculas  antimicrobianas
microbianas, dois produtos foram selecionados e avaliados em condigdes
simuladas de armazenamento quanto ao tipo de acdo (microbicida ou
microbiostatica), tempo de acdo, duracdo de preservacao e efeito sobre o
crescimento microbiano. O objetivo do estudo foi a avaliagdo da efetividade de
um biocida contendo MBO como ingrediente ativo (em pacote multifuncional) e
outro na forma pura contendo a mistura de isotiazolonas MIT / CMIT. As
concentracdes de 400 e 1000 ppm dos produtos foram testados em biodiesel
(B100 — 60%s0ja, 40% sebo), diesel convencional (BO- 50 ppm de enxofre) e
misturas B7 e B10. A eficacia de ambos biocidas foi determinada pela
avaliacao das alteragcbes em um conjunto de parametros por um periodo de 60
dias de exposicao a um inéculo microbiano nao caracterizado em microcosmos
contendo uma fase combustivel (B0, B100, B7 ou B10) e uma fase aquosa
(@gua de drenagem ou meio mineral) com trés niveis de contaminacao
microbiana: baixo , médio e alto. A fase combustivel tal como recebido e sem
adicao de biocida com a fase aquosa, estéril, foi usada como controle. A fase
combustivel foi avaliada através da escala HAZE e andlise de infravermelho
(FTIR). Os parametros analisados na fase aquosa foram: viabilidade
microbiana, presenca de emulsdo/biofiime e peso seco da biomassa formada
na interface 6leo/agua. Os resultados mostraram que o aditivo com o
antimicrobiano MBO exerceu acdo biocida apenas na condicdo de baixa
contaminacdo. O biocida contendo a mistura MIT/CMIT como ativo n
aconcentracdo de 400 ppm erradicou a populagédo nas condicées de baixa,
media e alta contaminag¢ao microbiana.

Palavras chave: biocida, mistura diesel/biodiesel, controle microbiano,
MIT/CMIT, MBO.




3.1 INTRODUCAO

O uso de fontes alternativas de energia tem sido estimulada em todo o
mundo devido as preocupag¢des com altos niveis de emissdes de gases do efeito
estufa, poluicdo do ar e da dependéncia dos combustiveis fosseis. O biodiesel,
vem sendo utilizado por varios paises como promessa de um biocombustivel
renovavel, sustentavel e menos poluente. No Brasil, o biodiesel foi introduzido
pela primeira vez no mercado em 2004. Desde 2010, os veiculos a diesel no pais
tém usado a mistura B5, com predominancia de biodiesel de soja. O biodiesel é
um bom substituto para o petrodiesel por causa de sua melhor biodegradabilidade
e menor emissdo de CO? No entanto, o biodiesel, especialmente o tipo
predominante no mercado nacional (soja), €& extremamente instavel,
particularmente quando exposto a umidade e oxigénio do ar (Cavalcanti, 2009;
Bento et al., 2010; Bento & Cavalcanti, 2012). A reagcdo com o oxigénio conduz a
formacao de oligomeros soluveis e insoluveis, sob a forma de depésitos e borras,
que provocam entupimentos e consequentes perdas econdémicas. Devido a
natureza higroscopica do biodiesel, a agua se acumula no combustivel que é
armazenado por longos periodos. Altos niveis de &gua dissolvida levam a
formacao de micro-gotas, o que culmina na producdo de uma segunda fase de
agua livre no fundo do tanque, condicdo essencial para a proliferacdo de
microorganismos.

Historicamente, a contaminagdo microbiana durante o armazenamento
tem sido percebida como um problema crénico no diesel (Hill & Hill, 1993; Bento &
Gaylarde, 2001; Bento et al., 2010; Passman, 2003; Dodos et al., 2012). Com a
introducdo do biodiesel no diesel, um aumento na susceptibilidade para o
crescimento microbiano foi observado (Mariano et al., 2009; Siegert, 2009;
Klinkspon, 2009; Bucker et al., 2011). Como consequéncias temos: entupimento
do filtro, presenca de bio-sedimentos e corroséo influenciada por microrganismos
(CIM) (Passman, 2000). Outras consequéncias, tais como a redugdo na
estabilidade quimica ou aumento da corrosividade do combustivel, geralmente
ocorrem concomitantemente (Hill & Hill, 2008).

Esses processos deteriogénicos sdo observados pelos produtores,
comerciantes e distribuidores de combustiveis e exigem atencdo redobrada
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através da analise, acompanhamento continuo e adocdo de medidas de
mitigacao, particularmente o uso de aditivos, tais como antioxidantes (Cavalcanti,
2009). Segundo Cavalcanti (2009) a condi¢do quente e Umida que prevalece em
grande parte do Brasil , bem como a exposicdo a climas frios e temperados
predominantes no sul do Pais, podem produzir mudancas significativas nas
caracteristicas originais do produto. Neste sentido, acdes preventivas e de
controle sdo recomendadas na Norma ABNT NBR-15512. Segundo Cavalcanti
(2009), um Dbiodiesel produzido originalmente em conformidade com a
especificacao brasileira pode tornar-se inadequado para adi¢cdo ao diesel e para
utilizacdo como misturas. O combustivel pode ser preservado pela aplicacdo de
produtos quimicos (biocidas) que inibem ou controlam o crescimento microbiano
(Robbins & Levy, 2004; Bento & Cavalcanti, 2012; Passman, 2013). No entanto, é
preciso que o produto antimicrobiano atenda as seguintes exigéncias: matar
microrganismos na fase combustivel e na fase aquosa, possuir um amplo
espectro de atividade (contra fungos, bactérias aerdbias e anaerdbias), manter o
seu efeito inibidor na presenca de outras substancias no ambiente em condi¢des
de funcionamento semelhantes, ndo ser corrosivo para o sistema, ter baixo custo,
ser seguro para manipulacdo e de baixo impacto ambiental (Passman, 2003;
Siegert, 2009; Klinkspon, 2009; Hill & Hill, 2008; Bento et al., 2010). A exigéncia
de utilizagdo de combustiveis com menor teor de enxofre também resultou em
demandas para produtos antimicrobianos sem enxofre, aspectos quanto a
biodegradabilidade e a auséncia de metais pesados.

Algumas companhias garantem que se o produto antimicrobiano é
usado adequadamente, vai ser transformado em produtos de combustdo do
motor, juntamente com o combustivel (Siegert, 2009).

O uso de produtos antimicrobianos em combustiveis e biocombustiveis
tem sido recomendado nos Estados Unidos e na Europa (Doris & Pitcher, 1988;
Passman, 2003; Siegert, 2009; Hill & Hill, 2009; Bento et al., 2010). Dois produtos
antimicrobianos utilizados atualmente em combustivel e aprovados para uso sob
especificacdes militares (MIL SPEC - EUA) sao baseados em misturas de
isotiazolonas (MIT/CMIT ) e oxazolidinas (MBO) (Passman, 2013). Ambos foram
submetidos para aprovacado sob os procedimentos pelo BPD (Biocidal Products

Directive- Europa). No entanto, isotiazolonas ndo sdo permitidas nos termos da
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regulamentagao nacional alema, que restringem o uso de aditivos clorados no
combustivel (HilL & Hill, 2009).

O objetivo deste estudo foi a avaliagdo de um produto na forma de um
aditivo multifuncional para o combustivel, tendo como ingrediente ativo (MBO) e
um produto biocida convencional (MIT / CMIT) no controle do desenvolvimento
microbiano em biodiesel (B100 - 60% da soja e 40% de sebo bovino), petrodiesel
convencional S50 (BO - baixo teor de enxofre de 50 ppm) e as misturas
diesel/biodiesel B7 e B10.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Microcosmos: Frascos de vidro com capacidade de 250 mL
(microcosmos) foram utilizados para simular a estocagem dos combustiveis. A
fase aquosa (20 mL) consistiu-se de meio mineral Bushnel-Hass ( g. L'': KCI , 0,7
, KHoPO4 , 2,0 ; NasHPO4 , 3,0; NH4sNO3; , 1,0 , mais 1 mL solucdo de
micronutrientes g.L™": MgSQOy , 4,0; FeSO, , 2,0; MnCl, , 0,2 ; CaCl, 0,2 - pH 7,2),
ou agua de drenagem (pH 5,0- anexo |V), que foi coletada a partir tanques de
armazenamento de combustivel (diesel S500). Esta fase aquosa foi dispensada
em frascos de 250 mL com 60 mL de combustivel perfazendo um microcosmo
com volume total de 80 mL. Os microcosmos foram incubados no escuro a
temperatura ambiente (30 °© C + 3°C) durante 60 dias, preparados em triplicata,
com amostras destrutivas.

3.2.2 Combustiveis: todos os combustiveis foram fornecidos pela
empresa Ipiranga Produtos de Petrdleo, S.A (Brasil). Os combustiveis utilizados
foram: diesel (BO , 50 ppm de enxofre), biodiesel (B100) a partir de soja e sebo
(60:40) e as misturas diesel / biodiesel B7 e B10, que foram preparados no
laboratério. Todos os combustiveis utilizados foram dispensadas nos frascos
como recebidos, sem esterilizacdo. O combustivel foi armazenado no mesmo
ambiente, sob as mesmas condi¢des que 0s microcosmos ao longo do estudo.

3.2.3 Antimicrobianos (Tabela 3.1): O produto antimicrobiano MIT /
CMIT €& um agente antimicrobiano bem conhecido e estudado, amplamente
utilizado para tratamento do sistemas de combustivel que é eficaz entre 100 a
400 ppm de produto. Este produto foi utilizado neste estudo como um padrao
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comparativo e , por isto, as doses utilizadas foram as mesmas que as
do produto selecionado para o teste - MBO nas concentragdes de 400 e 1000

ppm.
Tabela 3.1. Produtos antimicrobianos avaliados.

Biocida MBO MIT/CMIT

5-Chloro-2-methyl-4-
isothiazolin-3-one + 2-
Methylisothiazol-3(2H)-one

3,3-methylenebis

Ingrediente ativo (5-methyloxazolidine)

Abrev. MBO MIT/CMIT
% ingrediente ativo (i.a.) 50 1,5
Grupo de Substancia N-formal Isotiazolinonas
Concentracoes de uso
400 -1000 100 — 400
(ppm)
Concentracdes de uso 200 — 500 15-6
(ppm) ingrediente ativo ’
Concentracoes avaliadas
400 -1000
(ppm)
Concentracdes avaliadas 200 — 500 6- 15
(ppm) ingrediente ativo
Rapidamente Essencialmente biodegradavel.
Biodegradabilidade biodegradavel Nao passabiodegrada
(OECD301A, 301D) facilmente (OECD301A, 301D)

Sem enxofre, sem

halogénios, sem metais 1,4 ppm de enxoire a cada

Conteudo de enxofre pesados (no MBO) 400ppm de produto
O produto é uma mistura
Observacées de dlfereqtes aditivos, P_roduto apenas com
incluindo um propriedades antimicrobianas

antimicrobiano

O ingrediente ativo MBO recentemente foi aprovado para uso em
combustiveis e sistemas de combustivel e poucos estudos mostrando a sua
efetividade em dleo diesel (Geva et al., 1992; Siegert, 1995; Passman et al., 2007;
Siegert, 2009). Neste trabalho, o MBO foi adicionado a um pacote multifuncional
de outros aditivos para diesel e misturas diesel / biodiesel nas concentracdes de
400 e 1000 ppm na fase combustivel. Estas concentracbes foram determinadas

apds a execucgao da avaliacdo da concentracdo minima inibitéria com os micro-
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organismos isolados (trabalho anterior), com um consércio microbiano nao
caracterizado e por orientacao do fabricante.

3.2.4 Indéculo: Um inéculo ndo caracterizado foi preparado conforme
sugerido na Norma ASTM E1259 -10. Resumidamente, um erlenmayer contendo
100 mL de caldo Bushnell Haas (Bushnell & Hass, 1941), suplementado com 2%
da mistura B10 estéril foi inoculado com 5 mL da mistura de borras microbianas
obtidas a partir de diferentes combustiveis (diesel e misturas B5) e incubados a
28 ° C, 100 rpm durante 7 dias.

3.2.4.1 Niveis de contaminacao microbiana: a fase aquosa
correspondente para os tratamentos foram preparadas com meio mineral e 3
niveis de contaminacdo (baixa, média e alta) e a agua de drenagem com dois
(baixa e média contaminagdo microbiana).

Baixa - combustivel como recebido - 103CFU/L

Média - combustivel como recebido com inéculo na concentragao de
10°CFU/mL de fungos e 10° CFU/mL de bactérias e leveduras;

Alta- combustivel como recebido com indculo na concentracdo de
10°CFU/mL de fungos e 108 CFU/mL de bactérias e leveduras;

A fim de se obter a concentragdo mais alta, 1 x 10° UFC / mL de
fungos e 5 x 10® UFC / mL de bactérias e leveduras (a maior concentracéo
microbiana), o inéculo preparado como descrito acima foi ajustado para uma
turbidez padrdo McFarland 0,5 (600 nm), utilizando meio mineral Bushnell- Hass.
O meio foi diluido a 1:1000 para produzir o nivel de contaminagcdo médio (1 X 10°
UFC/mL de fungos e 5 x 10° CFU/mL de bactérias e leveduras) (Klepser et al.,
1998; NCCL, 2002; NCCL, 2003). A contaminacdo microbiana do combustivel
"como recebido " foi determinada de acordo com a norma |IP385. As amostras
foram tomadas aos 0, 7 , 14, 21 , 42 e 60 dias. O combustivel "tal como recebido"
foi utilizado como controle, sem in6culo ou biocida.

3.2.5 Analises: Em cada tempo amostral o combustivel, a agua e a
interface foram analisados separadamente.

3.2.5.1 Fase combustivel: A turbidez do combustivel foi medida
utilizando a Escala HAZE (ASTM D 4176-04). As alteracbes quimicas na fase
combustivel foram analisados por FTIR. Os espectros FTIR foram obtidos usando

o espectrofotdmetro Perkin Elmer Spectrum 400, equipado com sulfato Triglicina
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deuterado (DTGS) e um detector de reflectancia total atenuada horizontal (HATR)
com seleneto de zinco cristal (ZnSe). Os espectros foram recolhidos em duplicata
650-4000 cm™ & temperatura ambiente. A resolucéo 6ptica do espectro IR foi de 4
cm’ e 16 varreduras foram acumulados para cada espectro. Espectros de
“backgrowd’ foram obtidos para cada amostra imediatamente antes de coletar a
amostra espectro. Dados de infravermelho (IV) foram subsequentemente
analisados por andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA) e Anadlise de
Componentes Principais (PCA) na regido espectral de 1800-650 cm’ utilizando o
software Matlab 7,11 (The Mathworks) e software PLS_Toolbox 6.0 (Research
Eigenvector) .

3.2.5.2 Fase aquosa: Testes de tempo de morte foram realizados
através do monitoramento de células viaveis em placas de 96 pogos, contendo
caldo de cultura especifico para bactérias, fungos ou contagem total.
Resumidamente, uma aliquota de 10 ul de agua foi removida de cada
microcosmos e adicionada aos pocos com 240 pyL de caldo de cultura para
neutralizar o ingrediente ativo. Foram utilizados como meio de cultivo caldo plate
count para contagem total, caldo malte para fungos e leveduras e caldo nutriente
para bactérias. As placas foram incubadas a 28°C durante 2 dias para bactérias e
10 dias para fungos. A auséncia de turvagdao nos pocos foi medida como sem
crescimento microbiano (-). Pogcos com meio de cultura e sem adi¢cdo de inoculo
constituiram o controle do teste. A turbidez da fase aquosa também foi
classificada através da escala HAZE (ASTM D 4176-04) e observagdes de sua
aparéncia (limpido ou turvo) foram feitas de acordo com Passman & Dobranic
(2005).

3.2.5.3 Interface: A interface Oleo/agua foi inspecionada para a
presenca de uma camada de espuma, pelicula, membrana ou ambos , tal como
sugerido por Passman & Dobranick (2005). As caracteristicas da interface foram
relatadas como presenca (S ou N) e consisténcia (floculante, membranoso). No
final dos experimentos, apés 60 dias de incubacdo, todo o conteudo de cada
microcosmos (80 mL) foi filtrado separadamente através de discos de papel filtro
previamente pesados. Para remover o combustivel aderido a biomassa, os discos
de papel filtro foram lavados com 4 mL de hexano. Ap6s foram colocados em
estufa a 30°C durante 48 horas e transferidos para um dessecador durante 24
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horas para remover a 4gua e o peso seco foi registada. O volume de
biomassa(mg/L) foi calculado como:

peso final (mg) - peso inicial(mg) x 1000

80 (volume total do frasco)

O peso final foi obtido pela média do peso das triplicatas para cada
tratamento.
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Grupos quimicos testados, tempo de acao e duracao de

preservacao

Os biocidas nao sao utilizados para controlar o crescimento microbiano em
combustiveis no Brasil. Porém pacotes de aditivos, contendo agentes tensoativos,
inibidores de corrosdo, melhoradores do indice de cetano, etc sdo muito
utilizados pois tem a funcao de melhorar a qualidade do éleo diesel.

A escolha de um produto antimicrobiano deve atender varias
exigéncias tais como apresentar amplo espectro de atividade (contra fungos,
bactérias aerdbias e anaerdbias) e ser eficaz contra microrganismos tanto na fase
planctbénica quanto séssil (biofilmes). Somente moléculas de baixo peso
molecular, neutras ou biocidas cati6nicos podem se difundir livremente a partir de
uma solucédo aquosa através do gel formado na interface e no interior da matriz de
gel (Gaylarde et al.,, 1999; Bento e Gaylarde, 2001). Os biocidas utilizados na
protecdo do combustivel podem ser classificados em duas categorias: biocidas
soluveis em agua e biocidas soluveis em 6éleo. Os biocidas sollveis em 6leo, com
um coeficiente de particdo (Kp) entre 0,5 e 80, sdo os biocidas mais
recomendadas porque permitem uma melhor distribuicdo do ingrediente ativo,
entre a fase aquosa e o combustivel (Williams et al., 1991; Chesneau et al.,
1994). Atualmente, misturas de isotiazolonas (MIT / CMIT) e oxazilidinas (MBO)
sao biocidas soluveis no combustivel aprovados para uso sob especificacoes
militares (MIL SPEC) nos EUA (Passman, 2013) . Apesar disso, em estudos
anteriores tém mostrado que muitos parametros podem afetar a atividade biocida,
como o tempo de contato, concentracdo, razao agua/ 6leo, indculo, tipo de
combustivel e composicdo quimica da fase aquosa (Rossmore et al., 1988;
Williams et al.,, 1991; Alexander, 1993; Chesneau et al., 1994; Gaylarde et al.,
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1999; Bento et al.,1999; Hill & Hill, 2000; Passman et al., 2001; Passman &
Dobrianic, 2005; Passman et al., 2007; Browne, 2011; Keene & Browne, 2011;
Raikos et al., 2012). Neste caso, o desempenho de cada produto antimicrobiano
depende essencialmente do tipo de fase aquosa, mas o tipo de combustivel e
nivel de contaminagdo microbiana também mostrou algumas diferencas. Os
resultados estdo apresentados nas Tabelas 3.2 e 3.3.

3.3.1.1 Meio Mineral (Tabela 3.2): Trés niveis de contaminacao
microbiana foram avaliados nesta fase aquosa. O meio mineral sintético contém
nutrientes tais como fosforo , nitrogénio, microelementos, e possui um pH de 7,2
(Anexo lll). Esta é a fase aquosa mais utilizada para testes de avaliacdo de
antimicrobianos para uso em combustiveis, ja que tem as condi¢6es ideais para
dar suporte ao desenvolvimento microbiano. Nesta fase aquosa, o antimicrobiano
contendo a mistura de isotiazolonas MIT / CMIT como ingrediente ativo, foi
rapidamente eficaz para controlar o desenvolvimento microbiano em
concentragdes de 400 e 1000 ppm em todos os niveis de contaminacdo e em
todos os tipos de combustivel, tal como foi previamente observado em estudos
anteriores (Bento & Gaylarde, 1996; Bento & Gaylarde, 2001; Passman &
Dobrianic, 2005; Passman et al., 2007; Gaylarde et al., 1999; Williams et al.,
1991; Browne, 2011; Keene & Browne, 2011; Raikos et al., 2012).

Tabela 3.2. Tempo (dias) para o controle do desenvolvimento microbiano na fase
aquosa (meio mineral) com MBO e MIT/CMIT nas concentracdes de 400 e 1000

ppm

Concentracao (ppm) 400 1000
Fase Nivel de contaminacao
combustivel microbiana MBO MIT/CMIT MBO MIT/CMIT

Baixa 21 7 14 7

BO Media * 7 21 7

Alta * 7 21 7

Baixa 21-42 7 21 7

B7 Media * 7 * 7

Alta * 14 * 7

Baixa 21 7 42 7

B10 Media * 7 * 7

Alta * 7 * 7

Baixa 21 7 7 7

B100 Media * 7 21 7

Alta * 7 * 7

* indica que nao foi verificada agéo biocida para o produto avaliado
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Para esta mesma fase aquosa o aditivo contendo oxazolidina (MBO) na
concentracdo de 400 ppm mostrou um efeito microbicida para a condicdo de
baixa contaminagéo apds 21 dias (Tabela 3.2), em todos os tipos de combustivel,
com excecdo da mistura B7, onde foi observado apenas um efeito inibitério.
Nenhum efeito inibitério foi observado para os niveis de contaminagdo microbiana
média e alta em qualquer tipo de combustivel nesta concentragcao (400 ppm). Na
concentragdo de 1000 ppm, este mesmo produto apresentou um efeito
microbicida em B0 para todos os niveis de contaminagdo microbiana. Em B100 o
efeito microbicida foi observado para baixa e média contaminacao e em B7 e B10
somente para baixa contaminacao. Estes resultados discordam daquele relatados
por Passman et al., (2007) e Siegert (2009) para o diesel, onde o produto MBO
controlou o crescimento microbiano em um nivel de contaminagdo microbiana de
10°CFU/mL com bactérias em cultura pura ou mista, enquanto apenas 400 ppm
foi efetivo contra fungos. A possivel explicacdo para estas diferencas é a
composicao do produto MBO, que ndo € meramente um biocida mas um pacote
multifuncional, contendo outros aditivos que melhoram o desempenho do
combustivel e biocombustivel. Geva et al. (1992) observaram que a presenca de
um biocida tendo como principio ativo NMEND (4- (2-nitrobutyl) morpholyne e
4,4’- (2ethyl-2-nitrotrimethylene) — dimorpholine) e um aditivo de combustivel no
mesmo produto, resultou na desativagdo do biocida. Os autores constataram que
elementos como fésforo e enxofre presentes na composigéo do aditivo migraram
para fase aquosa, servindo de nutrientes para a populacao microbiana. Este fato
também levou os autores a sugerir que uma interacao entre os componentes do
aditivo e o biocida na mistura provocou a inativagdo do biocida. Do mesmo modo,
no presente estudo a interagdo entre os aditivos e MBO provavelmente afetou a
atividade do biocida, porém o mesmo nao pareceu ser inativado, mas apenas
apresentou acao mais lenta e por menor tempo.

Sao muitas as explicagbes possiveis para acdo observada do ativo
biocida MBO, mas todas elas carecem de uma investigacdo mais especifica nao
contemplada neste estudo. Uma possivel explicagcdo € que a interacao entre os
componentes da férmula reduziu tanto a velocidade de transferéncia do
ingrediente ativo quanto a sua disponibilidade na fase aquosa ja que o produto
MBO mostrou acdo antimicrobiana a 1000 ppm para todos os tipos de
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combustivel depois 21 dias. E possivel que o biocida tenha sido desativado mais
rapidamente pela interacdo com outras moléculas presentes no meio. De um
modo geral um biocida atua ligando-se a sitios especificos na célula microbiana
provocando sua lise ou impedindo seu desenvolvimento (Williams, 2007). Se
moléculas similares estiverem presentes no meio, ocorrera uma competicao entre
as moléculas alvo dispersas no meio e aquelas presentes nas células
microbianas, fazendo com que o ativo antimicrobiano seja desativado mais
rapidamente, sem no entanto cumprir sua funcgéo.

3.3.1.2 Agua de drenagem (Tabela 3.3). Dois niveis de contaminagao
microbiana foram avaliados nesta fase aquosa. A agua de drenagem foi usada
para simular condi¢des reais de um tanque de armazenamento, tal como sugerido
na norma ASTM 1259-10 . Esta fase aquosa contém os elementos minerais, tais
como fésforo, nitrogénio, potassio, enxofre e alguns metais como ferro, cobre,
zinco e manganés e o pH registrado foi de 5,0, em condicdes reais, mas estas
caracteristicas podem variar amplamente. Geralmente, apenas um efeito inibitorio
transitério pode ser observado para os produtos MBO e MIT/CMIT nesta fase
aquosa. O efeito inibitério de MBO durou durante 14 e 28 dias a 400 e 1000 ppm,
respectivamente e para o MIT/CMIT durou 21 e 35 dias a 400 e 1000 ppm,

respectivamente (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Tempo (dias) para o controle do desenvolvimento microbiano na fase
aquosa (agua de drenagem) com MBO e MIT/CMIT nas concentracdes de 400 e
1000 ppm.

Concentracao (ppm) 400 1000
Fase Nivel de contaminacao
combustivel microbiana ¢ MBO MIT/CMIT MBO MIT/CMIT
BO baixa 7-21 7 7 7
media 7-21 21-42 7-21 7
baixa * 21-42 14-42 7-42
B7 media * 21-42 * 7-42
B10 baixa * 21-42 14-42 21-42
media * 21-42 14-42 7-42
baixa 7-21 7-42 7 7-42
B100 media 7-21 7-42 * 7-42

* indica que nao foi verificada agéo biocida para o produto avaliado
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Nesta fase aquosa testada, ambos produtos anti-microbianos nao
exerceram atividade biocida nem biosetatica, o que provavelmente deve-se a
possiveis interagdes quimicas (fase aquosa com pH 5,0) (Rossmore et al., 1988;
Jacobson & Williams, 2000). No entanto, uma vez que a desativacdo completa
nao ocorreu, a mais provavel explicacdo € que a faixa acida de pH registrado
pode ter provocado alteragdo no coeficiente de particdo dos biocidas, levando a
reducao tanto da velocidade de transferéncia do ingrediente ativo quanto a sua
disponibilidade na fase aquosa (Jacobson & Williams, 2000). De acordo com Hill
et al. (2000) , o pH é um fator critico que pode afetar a efetividade do biocida.
MIT/CMIT foi eficaz em BO com 400ppm para o nivel de contaminagdo microbiana
baixa e 1000 ppm para os dois outros niveis de contaminagdo. A 400 ppm um
efeito inibidor foi observado apenas entre 7 a 42 dias para B100 e entre 21 e 42
dias para B7 e B10. Para BO e B100 , 400 ppm do produto contendo MBO
mostrou acdo inibitéria até 21 dias para ambos os niveis de contaminacao
microbiana, baixa e média. Em 1000 ppm, um efeito microbicida foi observado,
mas apenas para a condi¢cdo de baixa contaminagcdo microbiana. Para misturas
de B7 e B10, ndo foram observados efeitos inibitérios em 400 ppm. Em 1000 ppm
foi observada inibicdo entre 14 a 42 dias. Nao houve qualquer efeito para as
misturas B7 e B10 tratadas com 400 ppm do produto contendo MBO. O efeito
microbicida foi observado apenas para o diesel puro (BO) com baixa
contaminacao microbiana, para ambos produtos antimicrobianos , exceto para
MBO em 400ppm. Provavelmente, uma interacdo entre o produto biocida e o
biodiesel puro (B100) e misturas (B7 e B10) poderia explicar a baixa efetividade
demonstrada pelo produto contendo MBO nestes tipos de combustivel em ambas
as fases aquosas avaliadas.

A biomassa foi medida como peso seco ap6s 7 e 60 dias de incubagéao.
Toda a biomassa formada nos microcosmos foi medida em cada tempo amostral
(dados ndao mostrados) e o critério utilizado para determinar o potencial
preservante foi a capacidade dos produtos antimicrobianos para reduzir a
biomassa apds 60 dias. Para a 4gua de drenagem, este procedimento nao foi
realizado. As Figuras 1 e 2 resumem os resultados para B0, B100 , e mistura B7
e B10 tratados com 0, 400 e 1000 ppm de produto biocida contendo MBO ou MIT
/ CMIT em meio mineral. O produto contendo MBO reduziu o crescimento quando
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a populacdo microbiana inicial foi baixa (Tabela 3.4), porém, com densidades
microbianas superiores ndo foi detectada nenhuma acdo antimicrobiana a 400
ppm ou 1000 ppm, exceto em B100 (Tabela 3.5). Nao foram encontradas
diferencas significativas (teste t p < 0,05) na redugdo da biomassa (%) para
combustiveis tratados com 400 ou 1000 ppm, exceto para o diesel puro ( BO ) e
mistura B7, sugerindo que 400 ppm seria adequado um tratamento preventivo em

B100 e misturas B10, quando o meio mineral é a fase aquosa (Tabela 3.4).

3.3.2 Efeito dos antimicrobianos no desenvolvimento microbiano

O produto contendo MIT/CMIT controlou a biomassa a 400 e 1000 ppm
em todos os trés niveis de contaminacao microbiana. No entanto, a porcentagem
de reducao de biomassa para os combustiveis tratados com 1000 ppm do produto
contendo MIT/CMIT foi menor do que tratado com apenas 400 ppm (Tabelas 3.4 e
3.5). Raikos et al. (2012), trabalhando com um biocida baseado MIT/CMIT,
também observaram que quando foram usadas concentracées mais elevadas de
biocida a sua eficicia foi reduzida. Os autores relacionaram este fato com as
mudancgas observadas nas caracteristicas de separagcédo do produto, que resultou
em uma menor disponibilidade de ingrediente ativo na fase aquosa. De acordo
com EI- Zanfaly et al. (1986), as concentracées mais elevadas de biocidas podem
requerer algum ajuste do pH, a fim de assegurar o perfil de atividade. Além disto,
as misturas MIT/CMIT podem ser inativadas pela presencga de sulfetos no meio
(Siegert & Ziegann, 2013)

A biomassa formada em B100 (controle) apds 60 dias foi, em média, 3,5
vezes maior do que aquela formada nas misturas B7 e B10 e no diesel puro (B0)
(Figuras 3.1 e 3.2). Apesar disso, nos frascos tratados com produtos
antimicrobianos o0 aumento da biomassa foi maior a medida que aumentou a
porcentagem de biodiesel nas misturas. Isto sugere que a elevada biomassa
formada no controle B100 esta mais relacionada com a maior susceptibilidade do
biodiesel a degradacdo microbiana do que as diferencas no desempenho dos
agentes antimicrobianos. O biodiesel tem se mostrado uma melhor fonte de
carbono para dar suporte ao desenvolviimento microbiano que o 6leo diesel puro
(Pasqualino et al., 2006; Owsianiac et al., 2009; Bucker et al., 2011; Sorensen et
al ., 2011).
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Tabela 3.4. Porcentagem de redugdo da biomassa formada entre o tratamento
controle e tratamento com baixa contaminagao.

Tipo de MBO MIT/CMIT
combustivel 400 ppm 1000 ppm 400 ppm 1000 ppm
0 26% 49% 71% 53%
7 24% * 7% 40%
10 27% 28% 46% 40%
100 66% 70% 72% 67%

- Nao foi observada reducdo na biomassa formada em relacdo ao tratamento

controle

Tabela 3.5. Porcentagem de reducdo da biomassa formada entre o tratamento

controle e tratamento com alta contaminagao.

Tipo de MBO MIT/CMIT
combustivel 400 ppm 1000 ppm 400 ppm 1000 ppm
0 * * 36% 59%
7 * * 43% 25%
10 * * 58% 51%
100 42% 64% 78% 68%

- Nao foi observada reducdo na biomassa formada em relagdo ao tratamento
controle

Foi observada uma reducdo significativa (t- teste de p <0,05) no
desenvolvimento da biomassa apdés 60 dias para a condicdo de baixa
contaminag¢ao microbiana em todos os tipos de combustiveis tratados com ambos
0s produtos antimicrobianos em comparag¢ao ao controle ndo tratado (tabela 3.4).
Porém, na condi¢cdo de alta contaminagcdo microbiana, apenas aqueles frascos
com combustivel tratado com o antimicrobiano MIT/CMIT apresentaram reducao
na biomassa apés 60 dias, (tabela 3.5). Figuras 3.3 e 3.4 mostram a efetividade
de MBO e MIT/CMIT em 400 e 1000 ppm para a condicdo de

contaminag¢ao microbiana.

baixa
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Figura 3.1. Valores de biomassa formada apés 7 e 60 dias em B0, B7, B10
e B100 com diferentes niveis de contaminacdo microbiana (como recebido,
média e alta), com 400 e 1000 ppm do antimicrobiano AMMBO50%
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alta), com 400 e 1000 ppm do antimicrobiano MIT/CMIT.
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Figura 3.3. Porcentagem de redugdo da biomassa formada nos frascos
experimentais com meio mineral como fase aquosa ap6s 60 dias entre o controle
(sem biocida) e o combustivel tratado com 1000 ppm do antimicrobiano MBO e
MIT/CMIT.

A analise visual do combustivel tratado com antimicrobianos é
importante para a escolha do produto adequado. O tratamento n&o deve induzir a
turvacdo do combustivel, mudancas de cor, ou a formacéo de particulas sélidas.
A andlise visual também pode fornecer dados importantes sobre a aparéncia,
quantidade e distribuicdo da biomassa microbiana nos microcosmos estudados,
permitindo uma melhor compreensdo do problema como um todo. Tabelas 3.6,
3.7 , 3.8 e 3.9 resumem as observagdes feitas por microcosmos B0 , B7 , B10 e
B100. Aos 60 dias, quando os produtos antimicrobianos controlaram o
desenvolvimento microbiano, o combustivel perdeu um pouco de sua cor e o valor
de HAZE diminuiu (redugcédo da turbidez). A aparéncia da interface éleo/agua
variou de acordo com o nivel de contaminagdo microbiana a partir de uma
camada membranosa continua bem definida até uma zona floculada e
descontinua.
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Tabela 3.6. Aspecto do microcosmo com B0 tratados com 0, 400 e 1000 ppm dos
antimicrobianos MBO e MIT/CMIT.

B0 Antimicrobiano MBO MIT/CMIT
Nivel de Concentracao 1000ppm 400ppm 1000ppm 400ppm
contaminacao Tempo (dias) 7 60 7 60 7 60 7 60
Haze (combust.) 3 1 2 1 2 1 3 1
Baixo Interface N N N N N N N N
Fase aquosa limpo limpo limpo turvo limpo  limpo limpo limpo
Haze (combust.) 3 1 2 1 2 2 3 1
Médio Interface N N Floculado fina N N N N
Fase aquosa limpo turvo turvo turvo limpo  limpo limpo limpo
Haze (combust.) 2 1 2 2 2 3 2 1
alto Interface N N  floculado fina N N N N
Fase aquosa limpo turvo turvo turvo limpo  turvo limpo turvo
Haze (combust.) 1 1
Controle — Interface N  espuma
nao tratado , ,
Fase aquosa limpo limpo

N interface ndo observada

Tabela 3.7. Aspecto do microcosmo com B7 tratados com 0, 400 e 1000 ppm dos
antimicrobianos MBO e MIT/CMIT.

B7 Antimicrobiano MBO MIT/CMIT
Nivel de Concentragao 1000ppm 400ppm 1000ppm 400ppm
contaminacao Tempo (dias) 7 60 7 60 7 60 7 60
Haze (combust.) 4 2 4 2 2 3 2 1
Baixo Interface N espuma N espuma N N N espuma
Fase aquosa limpo turvo limpo turvo limpo limpo limpo turvo
Haze (combust.) 6 2 3 2 2 2 1 1
Médio Interface N fina N fina N espuma N espuma
Fase aquosa turvo turvo turvo turvo  limpo turvo limpo turvo
Haze (combust.) 4 2 6 3 3 2 2 1
alto Interface N fina N fina N espuma N espuma
Fase aquosa turvo turvo turvo turvo  limpo turvo limpo turvo
Haze (combust.) 2 1
Controle - Interface N espuma

nao tratado
Fase aquosa turvo turvo

N interface ndo observada
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Tabela 3.8. Aspecto do microcosmo com B10 tratados com 0, 400 e 1000 ppm
dos antimicrobianos MBO e MIT/CMIT.

B10 Antimicrobiano MBO MIT/CMIT
Nivel de Concentracédo 1000ppm 400ppm 1000ppm 400ppm
contaminacao Tempo (dias) 7 60 7 60 7 60 7 60
Haze (combust.) 3 2 3 1 2 1 2 1
Baixo Interface N N N espuma N N N N
Fase aquosa limpo turvo limpo turvo limpo limpo limpo limpo
Haze (combust.) 6 3 2 2 3 1 3 4
Médio Interface N espuma N fino N espuma N espuma
Fase aquosa turvo turvo turvo turvo limpo limpo limpo limpo
Haze (combust.) 4 2 3 3 2 1 2 1
alto Interface espuma fina espuma fina N espuma N espuma
Fase aquosa turvo turvo turvo turvo limpo limpo limpo turvo
Haze (combust.) 4 1
Controle Interface N filme

nao tratado
Fase aquosa turvo turvo

N interface ndo observada

Tabela 3.9. Aspecto do microcosmo com B100 tratados com 0, 400 e 1000 ppm
dos antimicrobianos MBO e MIT/CMIT.

B100 Antimicrobiano MBO MIT/CMIT
Nivel de Concentracao 1000ppm 400ppm 1000ppm 400ppm
contaminacao Tempo (dias) 7 60 7 60 7 60 7 60
Haze (combust.) 3 3 5 2 2 3 3 1
Baixo Interface N N N N N N N N
Fase aquosa limpo turvo limpo turvo limpo limpo limpo limpo
Haze (combust.) 4 2 2 1 1 1 3 1
Médio Interface N N fino fino N N N N
Fase aquosa turvo turvo turvo turvo limpo limpo limpo limpo
Haze (combust.) 3 2 5 2 1 1 2 1
alto Interface N N fime fino N fino N N
Fase aquosa limpo turvo turvo turvo limpo turvo limpo limpo
Haze (combust.) 3 1
Controle - Interface N fino

nao tratado
Fase aquosa turvo turvo

N interface ndo observada
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3.3.3 - HATR espectros FTIR

Os espectros HATR -FTIR da fase combustivel analisados usando
técnicas de analise multivariada (PCA e HCA), evidenciaram a degradagao sofrida
pelo biodiesel quando o desenvolvimento microbiano n&o foi controlado. A Figura
3.4 mostra os espectros da mistura B10 MBO para a concentracdo de 400 ppm
em meio mineral e alta contaminagdo microbiana (1028 UFC / mL), onde o
crescimento microbiano nao foi controlado. O sinal do grupo carbonila do
biodiesel (1745 cm™) diminui com o tempo e um novo sinal, o produto de
degradacdo do biodiesel aparece e aumenta. O dendrograma para estes
espectros B10 (Figura 3.5) mostra que o biodiesel € consumido ao longo do
tempo, uma vez que a banda de carbonila do biodiesel diminui a partir de zero a 7
, 14, 28 e 60 dias. Apds 60 dias, cerca de 30 % do biodiesel foi degradado (figura
3.6). Para o mesmo tratamento, quando o desenvolvimento microbiano foi
controlado pelo antimicrobiano MIT/CMIT, nenhuma degradagéao do biodiesel foi
observada apoés 7 dias. Estes dados confirmam a necessidade de utilizar produtos
que promovem uma rapida e eficaz de controle do crescimento microbiano nos
combustiveis armazenados, especialmente de biodiesel e suas misturas, a fim de

evitar perdas econémicas.

C=0
Carbonyl of
Biodiesel

¥

C=0 -
Carbonyl of
Degradation

Product -

Log(1/R)

I ]
1650 1600 1550

wavenumber (cm)

Figura 3.4 Espectros HATR-FTIR para mistura B10 (400 ppm do antimicrobiano
MBO e meio mineral

Zimmwer, A. 2014

133



Monitoromento em Llaborotorio

:;',:hﬁ

T4 O

24
T3 ol EZ

i3
e

e

p—

T @
0 5

| |
50 100 150 200
Variance Weighted Distance Between Cluster Centers

Figura 3.5. Dendrograma do espectro B10(T0: zero dias -vermelho, T1: 7 dias-
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Figura 3.6. Porcentagem de degradagédo da mistura B10 tratada com 400 ppm do
antimicrobiano MBO em meio mineral apoés 60 dias.
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Neste estudo, o desempenho dos antimicrobianos contendo os
ingredientes ativos MBO ou MIT/CMIT foi avaliado em um teste laboratorial com
base na Norma ASTM E 1259. A eficacia de ambos os produtos antimicrobianos
para diesel (B0), biodiesel (B100) e misturas B7 e B10 foi avaliada contra um
in6culo ndo caracterizado em trés diferentes niveis de contaminagcéo microbiana e
em duas fases aquosas diferentes. As conclusdes baseiam-se principalmente em
quatro aspectos: tipo de acao (microbicida ou microbiostatica), tempo de acéo,
duracao de preservagao e efeito sobre o crescimento microbiano, avaliado como
biomassa. O biocida MIT/CMIT foi considerado mais efetivo que o MBO. A
efetividade de ambos os produtos antimicrobianos foi afetada de modo adverso
quando a fase aquosa foi 4gua de drenagem, enfatizando que o sistema deve ser
drenado antes do tratamento com qualquer agente antimicrobiano. Ambos o0s
produtos antimicrobianos foram capazes de proteger todos os tipos de
combustivel avaliados, mas algum tipo de interacdo entre as misturas B7 e B10 e
o antimicrobiano MBO, principalmente na agua drenagem pode ter ocorrido, 0 que
requer uma investigacdo mais aprofundada. Estudos anteriores mostram que
MBO quando utilizado puro tem um desempenho comparavel ao MIT/CMIT (Bento
& Gaylarde, 2001; Passman, 2013; Doris & Pitcher, 1988; Hill &Hill, 2009). O
produto MBO utilizado no nosso estudo continha muitos outros aditivos para
combustivel, destinados a mais ampla acdo de controle para diesel e biodiesel.
Isso pareceu reduzir a atividade antimicrobiana do MBO. No entanto, nas
condi¢cOes experimentais avaliadas, em meio mineral e na concentracao de 400
ppm, esta pode ser considerada uma boa estratégia para o tratamento preventivo
de diesel e biodiesel.

E importante destacar que os problemas no combustivel, ndo se
limitam a contaminag¢do microbiana, mas incluem também a oxidacao e perda de
capacidade de lubrificagdo que pode causar danos nos motores, o que reforca a
necessidade de um produto multifuncional. A crescente demanda por
combustiveis e a introducdo do biodiesel vai levar a crescentes problemas de
biodeterioragdo. Niveis relativamente altos de biodiesel no diesel féssil ja sao
obrigatérios no Brasil (B5) e Europa (B7) e percentagens ainda mais elevadas
estdo em discussdao (B20). Este cenério precisa ser investigado e levado em
consideracao durante a construcdo de solugcbes para sistemas de combustiveis
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no futuro.

Embora ndo constando do escopo do presente trabalho, as
exigéncias ambientais sdo outro aspecto que recebe cada vez mais importancia e
devem ser consideradas quando se escolhe um preservante para utilizacado em
combustiveis. Neste sentido, segundo Siegert & Ziegann (2013), o antimicrobiano
MBO € mais aceitavel do ponto de vista ecoldégico do que o as misturas
MIT/CMIT, uma vez que se degrada rapidamente no ambiente e ndo contém
enxofre (Tabela 3.1). No que diz respeito a saude, nao ha relatos de problemas a
saude do trabalhador envolvendo o uso de MBO, ao contrario do que ocorre com
0s produtos contendo as misturas MIT/CMIT.

3.4 CONCLUSOES

Neste estudo, o desempenho dos antimicrobianos contendo os
ingredientes ativos MBO ou MIT/CMIT foi avaliado em um teste laboratorial com
base na norma ASTM E-1259. A eficacia de ambos os produtos antimicrobianos
para diesel (B0), biodiesel (B100) e misturas B7 e B10 foi avaliada contra um
in6culo ndo caracterizado em trés diferentes niveis de contaminacado microbiana e
em duas fases aquosas diferentes. As conclusdes baseiam-se principalmente em
quatro aspectos: tipo de acao (microbicida ou microbiostatica), tempo de acéo,
duracéo de preservacao e efeito sobre o crescimento microbiano, avaliado como
biomassa.

O produto contendo o ativo antimicrobiano MIT/CMIT em sua
formulacéo foi eficaz no controle da contaminagao microbiana na concentracéao de
400 ppm, em todos os tipos de combustiveis avaliados e para os trés niveis de
contaminacao propostos apds sete dias, mantendo sua acdo até o final do
experimento.

O produto contendo o ativo antimicrobiano MBO na sua formulacao
apresentou melhor desempenho na concentragdo de 1000 ppm. Para este
produto no entanto, ndo foi constatado efeito biocida para as misturas B7 e B10,
principalmente na fase aquosa constituida de agua drenagem. Isto sugere que
alguma interagdo entre estas misturas e o antimicrobiano MBO pode ter ocorrido,
porém este fato ainda requer uma investigagdo mais aprofundada. Para os niveis

de contaminagdo mais altos, este mesmo produto mostrou-se pouco eficiente no
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controle de desenvolvimento microbiano mesmo na maior concentragao avaliada
(1000 ppm). Apesar disto, nas condicdes experimentais avaliadas, em meio
mineral e baixa contaminacdo a concentragdo de 1000 ppm, pode ser
considerada uma boa estratégia para o tratamento preventivo de diesel e
biodiesel.

Para ambos os produtos antimicrobianos testados foi constatado uma
redugéo na efetividade quando a fase aquosa foi agua de drenagem, enfatizando
que o sistema deve ser drenado ao maximo possivel antes do tratamento com
qualquer agente antimicrobiano. Este fato enfatiza que mesmo quando estratégias
mitigatérias sdo necessarias as boas praticas de manutencdo que incluem

inspec¢des e drenagem periddica dos tanques ndo devem ser negligenciadas.
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MONITORAMENTO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE UM ADITIVO
MULTIFUNCIONAL NA MISTURA DIESEL/BIODIESEL (B10) EM CONDICOES
DE ARMAZENAMENTO SIMULADO- ESCALA DE CAMPO

RESUMO

A contaminacdo microbiana no Oleo diesel armazenado tem-se
agravado ao longo dos tempos devido as mudangas em sua Composi¢ao quimica.
A recomendagédo para evitar problemas com micro-organismos é a eliminagéo
total de 4gua, através de rotinas rigidas de drenagem dos tanques. A utilizacao de
antimicrobianos também tem sido indicada, porém no Brasil ainda ndo temos
produtos liberados e licenciados para uso. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
efetividade de um aditivo multifuncional designado (AMMBO50%) com
propriedades antimicrobianas no controle da contaminagdo microbiana em
condicdo de armazenamento simulado. O experimento foi conduzido em escala
piloto em tanques de aco carbono (capacidade de 20 L) com a mistura B10
tratada e ndo tratada com 0,1% de um aditivo multifuncional contendo um
antimicrobiano na formulagdo e dois diferentes niveis de contaminagao
microbiana, mantidos em condicdo de armazenamento simulado durante 90 dias.
Foram monitoradas a efetividade do aditivo no controle da contaminacao
microbiana e as altera¢gées nos parametros estabilidade oxidativa, teor de agua,
densidade e viscosidade. Os resultados mostraram que o produto avaliado
(AMMBO50%), foi eficiente no controle do desenvolvimento microbiano na
concentracdo de 0,1%, apresentando uma acao biocida apdés 7 dias para os
tanques com baixa contaminacdo microbiana e uma acao bioestatica para os
tanques com alta contaminacdo. Nos tanques tratados com o aditivo, n&o foi
observada a formacdo de biofilme na interface O&leo/dgua ou alteragdes
significativas nos parametros de qualidade como estabilidade oxidativa, teor de
agua, viscosidade e densidade.

Palavras chave: biocida, mistura diesel/biodiesel, controle microbiano, aditivo
multifuncional, oxazolidina.




4.1 INTRODUCAO

A contaminacao microbiana de combustiveis tem sido relatada desde o
inicio do século e é considerada como um dos principais problemas relacionados
a manutencdo da qualidade dos combustiveis armazenados. O impacto desta
contaminacao para o sistema depende principalmente do tipo de combustivel
estocado e do tempo de estocagem do produto. Atualmente, a crescente
preocupagao mundial com o meio ambiente e a sustentabilidade levou a busca
por combustiveis renovaveis e menos agressivos do ponto de vista ambiental.
Como parte desta iniciativa, a formulagdo do 0leo diesel, tem sido alterada ao
longo do tempo, principalmente pela redugao dos teores de enxofre e pela adigcao
de biodiesel. A adicdo de biodiesel tem sido reportada como uma das mudancgas
que ocasionaram uma maior susceptibilidade das misturas diesel/biodiesel a
degradacdo quimica e biologica (Liu & Suflita 1994; Passman,2013). Como
recomendagdo de Boas Praticas em diferentes paises, tem-se reforcado a
necessidade de procedimentos de manutencdo e rotinas rigidas como a
drenagem periodica e limpeza dos tanques de armazenamento. O uso de
antimicrobianos pode estar associado a estes procedimentos quando se deseja
estabelecer e manter o controle do desenvolvimento microbiano. A utilizacdo
destes compostos porém, deve seguir a regulamentacdo dos 6érgaos
governamentais de cada pais. No Brasil, a autorizagdo e registro para uso destes
compostos € dada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) e a Agencia
Nacional de Petréleo deve autorizar seu uso em combustiveis. Um antimicrobiano
utiizado em combustiveis, registrado pela Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (EPA) e recentemente aprovado para uso sob Especificacdo Militar
(MIL SPEC) pelo US military € baseado em oxazolidina (MBO) (Passman, 2013).
O ingrediente ativo 3,3-methylenebis (5-methyloxazolidine) (MBO), apesar de ser
classificado como um liberador de formol, tem uma liberagdo baixa e continua de
formaldeido, garantindo uma preservacdo efetiva e de longa duracdo com
reduzida toxicidade ao ambiente (Eguchi, 2007; Groot et al., 2010; 2012). O
ingrediente ativo MBO apresenta um coeficiente de particdo tanto na fase oleosa
como aquosa (Siegert, 2009). Um pacote multifuncional com 50% deste
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ingrediente ativo 3,3-methylenebis (5-methyloxazolidine) (MBO — 50%) em sua
formulagdo vem sendo estudado pelo grupo em diferentes avaliagbes em
laboratério, onde foram definidas as dosagens adequadas para seu uso e testada
sua eficiéncia em sistemas bifasicos (Zimmer et al., 2011; 2013). O objetivo deste
trabalho foi avaliar a efetividade de um aditivo multifuncional (AMMBO50%) no
controle da contaminacdo microbiana da mistura B10 (10% biodiesel e 90% 6leo
diesel com 50 ppm de enxofre (LSD) em condigdes de armazenamento simulado
durante 90 dias .

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Delineamento experimental Os experimentos foram conduzidos
em 8 tanques especialmente construidos em ago carbono, jateados com granalha
de ferro com capacidade para 20L (Figura 4.1). A estes tanques foram
adicionados 19,6L da mistura B10 e 400mL (2%) de agua de drenagem de
tanques de armazenamento de diesel S500 (pH 4.,5), fornecidas pela Ipiranga
Produtos de Petréleo S.A. Um conjunto de quatro tanques recebeu combustivel
tratado com aditivo na concentracdo de 0,1%, e 0s outros quatro tanques
receberam combustivel ndo tratado, sendo considerados os controles do
experimento. A agua de drenagem (400mL) foi adicionada em todos os tanques
24 horas ap6s o tratamento com o aditivo. Quatro tanques receberam a agua de
drenagem nao estéril (tratamento com baixa contaminacdo), outros quatro
tanques receberam a agua de drenagem com indéculo na concentracdo de 10°
UFC. mL " de fungos e 10” UFC. mL ' de bactérias e leveduras (tratamento com
alta contaminacéo). No interior de cada tanque, ao centro foi posicionado um
termdmetro. Os tanques foram mantidos em uma &area coberta, protegidos da
incidéncia direta de luz solar e de chuva. As amostras foram tomadas aos 1, 2,
7,14, 21, 28, 60 e 90 dias.

4.2.2 Analises: A cada tempo amostral foram anotadas as
temperaturas interna e externa de cada tanque, a umidade relativa do ar, o pHe o
tempo de morte dos microrganismos na fase aquosa foram avaliados em cada
tempo amostral. O desenvolvimento microbiano na interface (biomassa) foi

quantificado através do peso seco ao final dos 90 dias.
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Na fase oleosa avaliaram-se alguns parametros quimicos no tempo
zero (0) dias e apo6s 90 dias do experimento, seguindo protocolos recomendados
pela ANP: Teor de agua (ASTM D6304); Estabilidade oxidativa (EN 15751),
Viscosidade (alterar ASTM D664) e densidade. A degradacdo do biodiesel foi
investigada utilizando-se andlise de infravermelho.

As amostragens foram realizadas com auxilio de pipetas de vidro
estéreis. Em cada tempo amostral, de cada tanque foram retiradas aliquotas da
fase oleosa (100mL) e acondicionados em tubos de polietileno com capacidade
para 50 mL. Da fase aquosa, foram retirados 10 mL e acondicionados em tubos
de polietleno com capacidade para 15 mL. Todas as amostras foram
armazenadas em gelo a 4°C e transportadas para o laboratério para
processamento.

4.2.3 Combustivel: A mistura B10, composta por 90% de diesel
S50, com baixo teor de enxofre e 10% de biodiesel (B100) metilico, 75% soja e
25% de sebo (v/v) conforme recebido (ndo estéreis), fornecidos pela Ipiranga
Produtos de Petréleo foi realizada na area especificada para o experimento nas
dependéncias da Base da Ipiranga em Canoas, RS. Imediatamente apds a
preparacao, a mistura foi acondicionada nos tanques experimentais.

4.2.4 Biocida — Aditivo Multifuncional MBO 50% (AMMBO50%):
O produto selecionado para utilizacdo nos experimentos foi um aditivo quimico
com multiplas fungdes para estabilizagdo quimica de diesel e biodiesel. Este
aditivo apresenta em sua formulagdo 50% do ingrediente ativo 3,3-methylenebis
(5-methyloxazolidine) (MBQO), um antimicrobiano de amplo espectro, indicado para
controle quimico da contaminagdo microbiana em combustiveis. Todas as
concentracdes testadas do produto foram preparadas na fase oleosa. A escolha
do produto utilizado neste estudo, bem como sua concentracao foi feita com base
em experimentos anteriores realizados em laboratério por este grupo (Zimmer et
al., 2011; 2013), mas principalmente pelo fato do mesmo representar uma
estratégia de tratamento global para o combustivel o que |he confere uma
importante vantagem pratica, pois favorece o pré-tratamento do combustivel,

eliminando a manipulacao do

produto nos pontos de venda.
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B C

Figura 4.1 Delineamento experimental. A, Tanques experimentais; B,
Posicionamento do termdmetro no interior dos tanques; C, Representacao
esquematica da montagem dos tanques experimentais.

4.2.5 Inéculo microbiano: Um in6culo nao caracterizado foi preparado
conforme sugerido na Norma ASTM E1259-10 (ASTM, 2010). Resumidamente,
um erlenmeyer contendo 100 mL de caldo Bushnell-Haas (Bushnell & Hass, 1941)
suplementado com 2% da mistura diesel e biodiesel - B10 (previamente
esterilizada por filtragdo) foi inoculado com 5 mL de uma mistura de borra
microbiana obtida a partir de diferentes combustiveis (diesel e misturas B5) e
incubados a 28 ° C, 100 rpm durante 7 dias. O inéculo preparado foi ajustado para
uma turbidez padrdao McFarland 0,5 (600 nm) utilizando meio mineral Bushnell
Hass, a fim de se obter, aproximadamente, 10° UFC. mL ' de fungos e 10% UFC.
mL ' de bactérias e leveduras. Em seguida, uma diluicdo de 1:10 foi realizada
com agua de drenagem para obter uma concentragao final nos microcosmos de
10° UFC. mL ' de fungos e 107 UFC. mL ' de bactérias e leveduras (Zimmer et
al., 2013).

4.2.6 Niveis de contaminacao: A efetividade do aditivo como

antimicrobiano foi investigada em dois niveis de contaminagéo: baixa, combustivel
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conforme recebido (estimada em 10° UFC.L ' conforme Norma IP 385); e alta,
com adicdo de inéculo microbiano na concentragdo de 10° UFC. mL ' de fungos
e 10’ UFC. mL " de bactérias e leveduras (Siegert, 2009; Hill & Hill, 2009).

4.2.7 Temperatura interna dos tanques: A verificacao da temperatura
interna dos tanques foi realizada com termémetros que foram mantidos imersos
na fase 6leo no centro de cada tanque. Para a temperatura externa e umidade
relativa do ar foi utilizado um termo-higrémetro.

4.2.8. Estimativa direta dos microrganismos: Foram realizadas
diluicbes seriadas, em solugdo salina (0,85%), e inoculadas em triplicata em
placas de petri contendo Agar Padrao para Contagem (PCA). As placas foram
entdo, incubadas a 30°C, por até 15 dias. Apds este tempo, fez-se a contagem
das unidades formadoras de colénias (UFC), calculou-se a média das trés
réplicas e o valor final foi expresso em logaritmo das UFC.

4.2.9. Biomassa: A biomassa formada na interface éleo-agua de cada
um dos tanques foi removida pela drenagem juntamente com o combustivel ao
final dos 90 dias. Apdés a separacdo da fase Oleo, a biomassa foi filtrada e
colocada em filtros de papel previamente secos em estufa e pesados. Apds a
filtragem, foi adicionado 50 mL de hexano & biomassa, para a remogado do
excesso de Oleo. Apos este procedimento, os filtros foram colocados em estufa a
30°C, durante 7 dias, para secagem completa e transferidos para um dessecador,
de onde foram retirados apo6s 48h para pesagem (Zimmer et al., 2013). O célculo
para obtengdo do crescimento através do acompanhamento do peso seco em
funcéo do tempo de imersao nos sistemas fase aquosa/dleo diesel foi:

Variacao de biomassa (mg) = Peso final-peso inicial

4.2.10 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados empregando-se o teste de
Tukey (comparacao de médias) com um nivel de confianca de 95%, utilizando-se
0 programa Statistica 7.1

4.3 Resultados
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4.3.1 Estimativa do Desenvolvimento microbiano — UFC

O desenvolvimento microbiano na fase aquosa foi acompanhado pela

contagem em placa de células viaveis (Unidades formadoras de colénia - UFC).

Os resultados obtidos podem ser observados nas figuras 4.2 e 4.3.

Na condicdo de alta contaminacdo (10’ UFC.L") (figura 4.2), ndo foram

constatadas diferengas no desenvolvimento microbiano entre os tanques tratados

com AMMBO50% e os nio tratados. J& na condi¢do de baixa contaminacéo (10°
UFC.L ) (Figura 4.3), a adicdo de 0,1% de AMMBO50%, promoveu uma reducdo
da populacdo microbiana que chegou a niveis ndo detectaveis (<102 UFC.L ™

apoés 7 dias.
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Figura 4.2 Monitoramento do crescimento microbiano na fase aquosa de mistura
B10 em condi¢do de armazenamento simulado, com e sem aditivo na condicéao de
alta contaminagdo (10”7 UFC.L™"). Cada ponto no gréfico representa a média de

duas réplicas.
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Figura 4.3 Monitoramento do crescimento microbiano na fase aquosa de mistura
B10 em condigdo de armazenamento simulado, com e sem aditivo na condi¢ao de
baixa contaminacdo (10° UFC.L™"). Cada ponto no grafico representa a média de
duas réplicas.

4.3.2 Formacao de biomassa

A estimativa do desenvolvimento microbiano através da biomassa formada
na interface 6leo/agua ao final do experimento mostrou que os valores de peso
seco da biomassa formada nos tanques tratados com o AMMBO50% foram em
média 35% menores do que os observados nos tanques com combustivel ndo
tratado (Figura 4.4.).
Nos tanques com baixa contaminagdo (10° UFC.L™), os valores do peso seco
foram em média, 33% menores nos tanques tratados com 0,1% do AMMBO50%
em comparagdo com os tanques nao tratados. Nos tanques com alta
contaminagdo (10” UFC.mL™") a reducdo média da biomassa foi de 37% nos
tanques que receberam combustivel tratado com o aditivo AMMBO50%. Através
do teste de Tukey foi constatada uma diferenga significativa (p>0,05) entre a
média do peso seco da biomassa formada nos tanques que receberam
combustivel tratado com 0,1% AMMBO, comparados aqueles que receberam
combustivel ndo tratado, indicando que a adicdo do AMMBO50%, apresentou um
efeito positivo na redugdo da biomassa formada independente do grau de

contaminacao.
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Figura 4.4. Valores de peso seco médio da biomassa (g/L) formada nos tanques
com a mistura B10 apés 90 dias de armazenamento simulado.

Os resultados obtidos com a contagem direta em placa e a estimativa do
peso seco da biomassa para a condicdo de baixa contaminagao corroboram com
estudos anteriores realizados em laboratério (Zimmer et al., 2011; 2013). O
AMMBO 50% adicionado ao combustivel na concentracao de 0,1% pode controlar
o desenvolvimento microbiano em misturas B10 quando o sistema estd com
baixos niveis de contaminagao.

Porém, para a condicao de alta contaminacao, os resultados obtidos pelas
duas técnicas sado antagbnicos. Os resultados obtidos pela contagem padrdao em
placa sugerem que a adicdo de 0,1% AMMBO50% né&o apresentou qualquer
efeito sobre a populacdo microbiana (Figura 4.2, contagens de células viaveis).
Enquanto os resultados obtidos pela avaliacdo do peso seco da biomassa apés
90 dias, indicam que houve uma reducdo de 33% na biomassa formada na
interface dos tanques tratados com AMMBO50% em comparag¢do aos tanques
que nao tratados. Isto sugere que 0 AMMBO50% apresentou um efeito bioestatico
na condicdo de alta contaminagdo, uma vez que nos tanques tratados com o
aditivo o desenvolvimento da biomassa n&o foi observado.

A fim de explicar melhor este resultado, foi realizada uma analise visual da
biomassa formada ao final dos 90 dias do ensaio. Esta analise revelou diferengas

marcantes na distribuicdo das células microbianas nos tanques tratados e nao
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tratados com o aditivo. A biomassa formada na interface 6leo/agua nos tanques
que ndo receberam o aditivo se aderiu fortemente ao fundo, formando um filme
denso (biofilme), continuo com coloragdo escura no centro e esbranquicada nas
bordas (Figura 4.5 A e B), enquanto que a biomassa formada nos tanques que
receberam o tratamento com o aditivo era liquida, pouco densa, sem pontos de
aderéncia e de cor amarelada (Figura 4.5 C e D).

Sem biocida Com biocida

CONTAMINADO |

'3 N

Figura 4.5: Aspecto da biomassa formada e aderida no fundo dos tanques apds
90 dias (A: B10 contaminado sem aditivo; B: B10 recebido sem aditivo; C: B10
contaminado com aditivo; D: B10 recebido com aditivo)

Microrganismos crescendo em um biofilme se desenvolvem dentro de
uma matriz polissacaridica e o0 aumento no numero de células somente pode ser
percebido como um aumento na espessura do biofilme, sendo dificil estimar o
desenvolvimento real através da técnica de contagem padrao em placa com o tipo
de amostragem realizada (fase aquosa). Nos tanques onde nao foi detectada a
formacao de um biofiime (tanques com combustivel tratado com 0,1% de
AMMBO50%) as células estao distribuidas de forma plancténica, permitindo, uma
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estimativa mais realista do desenvolvimento microbiano pelo método utilizado
(contagem em placa). Desta forma, apesar dos resultados da contagem direta em
placa do crescimento microbiano apresentar-se muito semelhante em ambos os
tratamentos, € provavel que o numero total de microrganismos nos tanques nao
tratados (CONTROLE) seja muito superior aquele do sistema tratado, uma vez
que as ceélulas crescendo no biofilme ndo sao facilmente detectadas pela técnica
utilizada. O emprego da técnica do peso seco permitiu que esta diferenca fosse
revelada e estimada. Assim, apesar de nao ter sido constatado uma agao biocida
(que causa a morte dos microrganismos), a biomassa formada ao final de 90 dias
indicou que houve uma acdo biostatica (inibicdo do desenvolvimento) na
populagdo microbiana presente na condicdo de alta contaminagdo nos tanques
tratados com AMMBO50% quando comparados com os nao tratados.

Os estudos para avaliagdo de antimicrobianos para utilizagdo em
combustiveis sdo geralmente realizados em laboratério, utilizando meios minerais
minimos, para simular a fase aquosa e o combustivel como fase oleosa. Poucos
estudos foram realizados em escala maior (Passman, 2009) e menos ainda
utilizam periodos de estocagem superior a 30 dias (Andrykovitch et al.,1987;
Zimmer et al., 2013). A avaliacdo dos antimicrobianos em testes de laboratorio é
muito importante, pois permite uma avaliacdo preliminar da efetividade dos
produtos, no entanto ndo sao suficientes para garantir sua eficiéncia nas
condicoes de uso (Schwingel & Eachus, 2009).

A efetividade de um antimicrobiano em sistemas 6éleo/agua esta
condicionada a varios fatores tais como: espectro de acdo; concentragdo de
indicada para uso; coeficiente de particdo do produto; nivel de contaminacao
microbiana, composicdo quimica do meio e composicdo e distribuicdo da
populacdo microbiana (Passman, 2013; Raikos, 2011; Zimmer et al, 2013). A
maioria dos testes avalia somente a efetividade dos antimicrobianos sobre
populagdes plancténicas (Geva, 1992; 2009; Siegert, 2009; Kenne & Browne,
2011; Browne, 2011; Passman, 2009) e utiliza técnicas para quantificar a
populacédo que ndo levam em conta a presenca do biofilme, tais como a contagem
direta em placa e estimativas indiretas por bioluminescéncia do ATP (Passman,
2009; Geva, 2009, Dodos et al., 2011 Dodos & Zannikos 2013). Desta forma, os
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efeitos bioestaticos e a efetividade do antimicrobiano sobre os biofilmes séo
quase sempre desconsiderados. A penetracdo de qualquer antimicrobiano em
biofilme é limitada e em nosso experimento foi observado que na condicdo de
combustivel ndo tratado, a biomassa se apresentou distinta visualmente da
tratada, provavelmente devido as diferengas na composigédo microbiana. Porém, a
inspecgao visual sugere que o produto antimicrobiano avaliado inviabilizou ou, ao
menos, reduziu muito a formacao do biofilme. Este fato pode ser avaliado como
um importante beneficio decorrente da utilizacdo do produto testado.

Neste estudo, foi possivel avaliar o efeito do antimicrobiano sobre a
populagdo microbiana nativa (condicdo de recebido) e na adicionada (alta
contaminacao), pois os resultados obtidos com a recuperacdo da biomassa
produzida na interface 6leo/agua e as observacbes visuais, indicaram que o0s
tanques tratados com 0,1% do produto AMMBO 50%, controlaram o

desenvolvimento microbiano.

4.3.3 Analise dos parametros quimicos

Algumas variaveis ambientais tais como pH, temperatura e umidade
contribuem para que os processos de degradacdao dos combustiveis estocados
ocorram. Por isto e também por causa das caracteristicas do produto avaliado,

alguns parametros quimicos e fisicos foram acompanhados durante este estudo.

4.3.3.1 Temperatura, pH e umidade: O pH da agua de drenagem foi
verificado em cada tempo amostral, durante os 90 dias permanecendo na faixa de
4. A temperatura ambiente variou entre 11°C e 26°C e a interna (no interior dos
tanques) entre 9°C e 20°C, acompanhando as variacbes da temperatura
ambiente. No mesmo periodo a umidade relativa do ar variou entre 54% e 100%.
Em nenhum dos tempos amostrais foi observada condensacdo de agua nas
paredes ou nas tampas dos tanques. Também nao foi observada turbidez no

combustivel.

4.3.3.2 Estabilidade quimica: A estabilidade quimica do combustivel
armazenado foi avaliada no tempo 0 e apds 90 dias (entre junho- setembro de
2011) através do monitoramento das alteracbes nas suas propriedades fisico-
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quimicas. Dentre as avaliacoes de estabilidade oxidativa, o teor de agua, a massa
especifica (densidade) e a viscosidade foram observadas maiores diferencas
entre o combustivel tratado e o combustivel ndo tratado com 0,1% de
AMMBO50%, apenas com a estabilidade oxidativa e teor de agua (Figura 4.6).
Nos tanques contendo combustivel tratado com 0,1% de AMMBO50% (Figura 4.6,
Tanques 5-8) tanto a estabilidade oxidativa quanto o teor de agua néo sofreram
alterac6es mesmo depois de armazenados por 90 dias (Figura 4.6).

Estabilidade oxidativa Teor agua (ppm)

400 4
JHO gttt seeestettiiiititttiittttitttitttiatiiann
300 4
250 4
200 4
150 A
100

50 A llll
0 4
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Estabilidade oxidativa (h)
[ B N PR IS Ry B [ w a I

limite TO 1 2 3 4 5 G 7 g limite 7O 1 2 3 4 |5 G 7 g
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840 4
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Tanques Tanques

Figura 4.6 Parametros quimicos monitorados no tempo (T0) e apds 90 dias.
Tanques 1 a 4 sem aditivo (1 e 2 contaminados); tanques 5 a 8 com aditivo (5 e 6
contaminado). O quadro destaca os tanques que receberam combustivel tratado

com aditivo. A linha pontilhada (...) informa o limite maximo do parametro
analisado de acordo com a ANP.

Porém, nos tanques com combustivel ndo tratado com 0,1% de
AMMBO50%, apds 90 dias de armazenamento em uma temperatura maxima de
20°C, observou-se um aumento no de até 3x no teor de 4gua da mistura B10
(Figura 4.6). Este aumento pode ser explicado em parte pelo proprio

desenvolvimento microbiano ocorrido no interior dos tanques nao tratados, pois
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microrganismos liberam agua como resultado de seu metabolismo (Hill & Thomas,
1975), mesmo assim, variagbes maiores como as observadas nos tanques 1 e 3
por exemplo, sugerem que o combustivel absorveu alguma agua, sem no entanto,
sair das suas especificacées de qualidade.

A agua no combustivel pode estar presente de trés formas, livre,
dissolvida ou emulsionada. A forma como a agua se apresenta durante o periodo
de armazenamento do combustivel depende principalmente da temperatura.
Temperaturas mais baixas promovem o aparecimento de uma fase de agua livre
que se deposita no fundo dos tanques, favorecendo o desenvolvimento
microbiano na interface 6leo/agua. J& uma temperatura mais alta faz com que o
combustivel incorpore agua e fique turvo (agua dissolvida) (Affens et al.,1981;
Passman, 2013).

O biodiesel é bastante higroscopico e por isto as misturas BX
(diesel/biodiesel) tém tendéncia a conter mais agua que o Oleo diesel. A
capacidade das misturas diesel/biodiesel em absorver agua, no entanto é
dependente do teor de biodiesel na mistura (Fregolente et al., 2012). Fregolente
et al. (2012) em um estudo com misturas de biodiesel de soja e diesel S50 (LSD),
observaram que misturas com teor de biodiesel menor que 20% em temperaturas
de 20°C e com umidade relativa do ar de 80% absorvem até 90% menos agua
que as misturas com maior percentual de biodiesel. Stromberg et al., 2013
avaliaram o teor de dgua em misturas com 7% de biodiesel de canola e diesel
com ultra baixo teor de enxofre (10ppm) armazenados durante 14 dias e também
nao perceberam variagdes no teor de agua destas misturas, enquanto que para o
biodiesel puro foi observado um incremento constante no teor de agua.

Um experimento realizado por Zimmer et al. (2012), onde foram
avaliadas diferentes parametros de qualidade para misturas diesel/biodiesel B5 e
B20 com e sem adicdo de antioxidante armazenadas durante 120 dias, também
nao foram observados aumentos nos teores de agua.

Nenhum estudo ainda relacionou a presenca de contaminacao
microbiana com elevagdo nos teores de agua mesmo assim, 0s resultados
obtidos aqui nos levam a considerar que em temperaturas amenas (até 20°C),
com misturas de até 20% de biodiesel no diesel e boas condi¢cdes de

Zimmer, A. 2014

157



Monitoramento - campo-

armazenamento, grandes aumentos nos teores de agua podem indicar a
presenca de contaminagdao microbiana. Ainda assim, cabe ressaltar que todos os
experimentos citados acima foram realizados com pequenos volumes de
combustivel (entre 200mL e 1L) por este motivo, possiveis alteracées nos teores
de agua podem ter sido mascaradas pela dificuldade de se trabalhar com valores
muito baixos. Nosso estudo foi realizado com um volume maior (20L), o que pode
ter permitido avaliar as alteracées no teor de agua de forma mais clara. Outra
explicacdo possivel para o fato seria que outro componente quimico presente na
férmula do aditivo utilizado, como dispersantes, por exemplo, tenha prevenido a
absorcao de agua pelo combustivel.

O parametro Estabilidade Oxidativa informa sobre a capacidade do
combustivel de resistir as mudangas fisicas e quimicas provocadas pelas
interacdes do combustivel com o ambiente (Atabani et al., 2010; Berrios et al.,
2012). As reacgbes quimicas que ocorrem no combustivel, decorrentes da reducéo
de sua estabilidade oxidativa também induzem a alteragées negativas em outros
parametros como a viscosidade e o indice de acidez da mistura, acentuando a
deterioracdo do combustivel (Cavalcanti, 2009). Em geral, a aplicacao de aditivos
pode estender a estabilidade oxidativa das misturas por um periodo entre 8 a 10
semanas, mas isto pode variar em funcdo do teor de biodiesel presente na
mistura (Karavakalis et al., 2011 Mariasiu, 2012). Misturas com percentuais de
biodiesel inferiores a 20%, em geral sofrem menos alteragbes (Mazumdar et al.,
2013). Na especificagéo Brasileira (Regulamento Técnico ANP N°04/2012, anexo
1) apenas o biodiesel puro tem um valor especificado, com um periodo de
inducao de 6h, para as misturas nao ha especificacdo, porém duas normas sao
sugeridas a EN 14112 e EN 15751, a primeira pode ser apenas aplicada para
avaliar a estabilidade do biodiesel puro, a outra (EN 15751) é a norma utilizada
para medir a estabilidade tanto de biodiesel puro quanto de misturas, mas a sua
efetividade para o biodiesel puro ainda esta sendo verificada (EN15751; Pimenta
Jr, 2013). Esta norma especifica um periodo de inducdo de 20 h para B7. A
especificacao européia (EN 14214 2012) sugere um periodo de inducéo de 8h e a
especificacdo Americana (ASTM D6751) 3h para o biodiesel puro.
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Neste estudo, observou-se que os tanques que receberam o
combustivel ndao tratado com 0,1% de AMMBO50% (tanques 1-4), sofreram
significativa reducao (de 9h no tempo zero para valores entre 3h a 5h apds 90
dias) no parametro estabilidade oxidativa, apdés 90 dias de armazenamento
simulado, enquanto os tanques com combustivel que recebeu tratamento com
aditivo permaneceram dentro das especificagdes.

Berrios et al. (2012), estudou uma mistura comercial com 5% de
biodiesel em condigcbes de armazenamento por 180 dias e nao verificou
alteragdes significativas em sua propriedades. Também McKormick & Westbrook
(2010) nao observaram variagdes na estabilidade oxidativa de misturas com 5% e
20% de biodiesel armazenadas por 12 semanas. Os autores concluiram que a
estabilidade das misturas esta relacionada a estabilidade do biodiesel puro que
compbe a mistura. Quando o biodiesel puro apresenta um periodo de inducéo
superior a 3h a estabilidade oxidativa da mistura com 5 % de biodiesel pode se
manter inalterada por até 1 ano e para misturas com 20% de biodiesel este
periodo pode ser de até 4 meses (McKormick & Westbrook (2010). No estudo
conduzido por Zimmer et al., (2010) com diesel e biodiesel puro e as misturas B5
e B20 com e sem antioxidante, armazenadas por 120 dias, a estabilidade
oxidativa do biodiesel puro saiu das especificacdes apos 30 dias, porém as
misturas, mesmo aquelas produzidas com biodiesel sem antioxidante,
apresentaram periodos de inducao médios de 8h ap6s 120 dias.

Nenhum dos estudos citados acima, porém relacionou a participacao
da contaminagdo microbiana ou do teor de agua na alteracdo da estabilidade
oxidativa. No estudo realizado por Zimmer et al. (2010), por exemplo, a presenca
de agua livre ndo foi detectada e a contaminagdo microbiana foi detectada na
faixa de 10° CFU.mL", considerada normal para amostras ambientais. Apenas
Schleicher et al. (2009), que avaliaram a estabilidade oxidativa em B100, B20 e
B5 armazenados, contaminados mas sem adicao de agua relacionaram a reducao
da estabilidade oxidativa a presenga de contaminagdo microbiana. Os autores
perceberam que apesar da baixa contaminagdo observada (max 1,7.10° CFU.mL’
'), amostras contaminadas sofreram redugcdo mais acentuada em sua estabilidade

oxidativa em comparagdo com aquelas ndo contaminadas.
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Microrganismos crescendo em combustivel podem acelerar e
intensificar os processos de degradagédo quimica tanto pela liberagdo de acidos
organicos e outros compostos resultantes de seu metabolismo no meio, quanto
pela degradacao dos aditivos que preservam a qualidade do mesmo (Gaylarde et
al 1999; Rodriguez et al., 2009; Dodos et al 2011, Passman, 2013). Ja a
presenca de agua é considerada um dos fatores mais negativos para a
manutencao da estabilidade oxidativa (Ambrozin et al., 2009).

A reducdo mais acentuada da estabilidade oxidativa observada neste
estudo para o combustivel ndo tratado com o aditivo pode ser explicada
principalmente pela soma de trés fatores, pela presenga da contaminagéo
microbiana, pela maior quantidade de agua dissolvida no combustivel e em menor
propor¢ao, por uma menor quantidade de aditivo na mistura (o produto € uma
combinagcao de aditivos +biocida, o que aumenta a quantidade de aditivos nos
tanques tratados).

Uma analise visual do fundo dos tanques drenados nos permite
observar as caracteristicas dos produtos formados durante o armazenamento e
também os danos sofridos pela estrutura dos tanques de armazenamento apés o
término do experimento. Nos tanques que receberam o combustivel ndo tratado
além do biofilme aderido foi observado um lodo de aparéncia mucilaginosa
(Figura 4.7B).

Os danos causados a estrutura dos tanques foram visualmente
menores nos tanques que continham o combustivel tratado com 0,1% de
AMMBOS50% comparado aos que receberam combustivel ndo tratado. Isto
provavelmente esta relacionado a liberacdo de metabdlitos acidos pelo
metabolismo microbiano e também a presenca do biofilme aderido a superficie do

tanque que favorece a ocorréncia de corrosao (CIM).
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Figura 4.7 Aspecto da superficie dos tanques e a presenga de borra
(biolégica/quimica). A: Tanque no tempo zero antes da adicdo do combustivel; B:
Borra mucilaginosa formada ao final de 90 dias nos tanques nao tratados; C e D:
tanque que recebeu combustivel ndo tratado com AMMBO50% apés 90 dias com
alta contaminagcdo microbiana a seta indica area onde houve a instalacdo de
biofilme; E: Aspecto da superficie do tanque apdés 90 dias apbés a adicdo do
combustivel nao tratado; F: Aspecto da superficie do tanque ap6s 90 dias apds a
adicdao do combustivel tratado.
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4.4 CONSIDERAGCOES FINAIS

O ingrediente ativo MBO é conhecido por ser um antimicrobiano de
amplo espectro bastante eficaz no controle de microrganismos anaerébios (como
as BRS, maiores responsaveis pela corrosao influenciada por microrganismos) e
também por sua capacidade de neutralizar os acidos formados pelo metabolismo
microbiano e a pela formagdo de produtos de degradagao (Siegert, 2009;
Shennan, 1983). Este antimicrobiano foi efetivo na concentracao de 0,02% contra
bactérias e fungos crescendo isoladamente em O&leo diesel (Siegert, 2009).
Porém, Zimmer et al. (2013), observaram que este antimicrobiano na composicao
do AMMBO50%, utilizado nas concentracées de 0,04% e 0,1% apresentou
apenas acdo biostatica sobre a contaminacdo microbiana em mistura B10. E
importante ressaltar que a concentragdo do antimicrobiano neste produto é de
50%, correspondendo de em um calculo grosseiro a uma concentracao de 0,02%
e 0,05% do ativo antimicrobiano no sistema, respectivamente. Além disto, o
mesmo estudo mostrou que o AMMBO50% é menos efetivo no controle da
contaminacdo em misturas diesel/biodiesel do que em diesel ou biodiesel puros
(Zimmer et al., 2013).

O uso de antimicrobianos associados a outros quimicos para a
protecdo de combustivel foi estudado por Geva (1992), que sugeriu que nestes
casos a efetividade do antimicrobiano pode ser afetada pela interacdo com outros
componentes do produto e/ou alteragdes no coeficiente de particdo do
antimicrobiano, que resultariam em uma menor disponibilidade do ingrediente
ativo na fase aquosa (Raikos et al., 2012). A presenca de lodo de origem quimica
ou bioldgica é outro fato que pode contribuir para a reducao da efetividade dos
antimicrobianos (Andrykovitch et al., 1987; Wick et al., 2011; Kiuru, 2011; Zimmer
et al.,, 2013). O produto avaliado neste estudo, apresenta outros compostos
quimicos com a fungéo de garantir um tratamento mais amplo do combustivel tais
como inibidores de corrosdo, antioxidantes, dispersantes, detergentes, etc... Estas
caracteristicas, provavelmente podem ter contribuido para que o combustivel
tratado com 0,1% de AMMBO50% sofresse menos alteragdes ao longo dos 90
dias de avaliagdo, comparado ao combustivel ndo tratado. Nos tanques com
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combustivel tratado, por exemplo, ndo foi observada uma biomassa tdo espessa
quanto a formada na interface 6leo/agua dos tanques nao tratados. A formagéo
de peliculas biol6gicas € um problema grave que esta associado aos problemas
de corrosao e entupimento de tubulagdes e sistemas injetores sendo considerado
0 maior problema em sistemas de armazenamento de combustiveis com alta taxa
de rotatividade do produto (Passman, 2013). Dispersantes e demulsificantes
fazem parte da formulacao do produto (conforme informacéo sobre a composi¢céao
na bula do produto) e podem ter sido responsaveis, principalmente nos tanques
contendo alta contaminacdo pela eliminagdao do biofilme. Outro fator que precisa
ser levado em conta é que a presenca do antimicrobiano na formulagao do aditivo
deve ter alterado a composicdo da populagdo microbiana, eliminando diversas
espécies, incluindo aquelas envolvidas na formacao do biofilme ou, ao menos,
impedindo o seu desenvolvimento.

O pacote multifuncional avaliado nas condi¢des estabelecidas neste estudo
atuou de forma preventiva no controle microbiano, devendo sua dosagem ser
ajustada de acordo com as caracteristicas de cada sistema. No caso de sistemas
com contaminagéo ja instalada recomenda-se uma prévia descontaminagéao e

limpeza dos tanques para que apos se implementem as medidas preventivas.
4.5 CONCLUSOES

Nas condicdes deste estudo, o aditivo multifuncional adicionado na
concentracao de 0,1%, apresentou uma acao biocida ap6s 7 dias para os tanques
com baixa contaminagdo microbiana e uma acéo bioestatica para os tanques que
receberam indculo microbiano (alta contaminacdo). Foi observado que nos
tanques tratados com o produto a formacdo de biomassa foi significativamente
inibida e as caracteristicas que garantem sua estabilidade quimica permaneceram
dentro dos limites da especificacdo exigida pela ANP ainda ap6s 90 dias.

O produto avaliado foi eficiente no controle do desenvolvimento microbiano
e em manter propriedades relacionadas com a estabilidade quimica da mistura
B10 durante o armazenamento simulado de 90 dias.
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AVALIACAO DA VIABILIDADE DE USO DE UM TESTE DE
BIOLUMINESCENCIA DO ATP PARA ESTIMATIVA DA
CONTAMINACAO MICROBIANA DE COMBUSTIVEIS

RESUMO

A contaminagdo microbiana em tanques de armazenamento de
combustiveis pode afetar a qualidade do produto estocado. O emprego de
técnicas de bioluminescéncia do ATP tem sido utilizado para detectar e estimar o
grau de contaminacao em tanques de armazenamento de combustiveis em tempo
real. O objetivo deste estudo foi apresentar a viabilidade de um KIT comercial
para a detecgcdo de ATP por bioluminescéncia em diferentes fases aquosas
durante a simulacdo de armazenamento de combustiveis, em laboratério. Nos
experimentos a concentracdo de ATP presente em diluicbes sucessivas de uma
cultura pura de Pseudomonas sp. ou de um in6culo ndo caracterizado em
diferentes matrizes aquosas foi quantificado utilizando-se bioluminescéncia do
ATP. Os valores obtidos foram comparados com o0 numero de microrganismos
determinados nas amostras pela técnica padrao de contagem em placa. A partir
destes ensaios foi demonstrada uma correlagdo linear alta ( R?= 0,93 e R? =0,96)
entre os valores de RLU e UFC/mL e um coeficiente de variacdao (CV) médio de
10% e 7%, para diluicdes de um in6culo de Pseudomonas sp. em solugao salina e
agua ultra pura respectivamente. Para as diluicdes de um in6culo misto em agua
ultrapura a correlacdo entre RLU e UFC/mL foi menor (R?= 0,76) e o CV foi de
44%. Para as diluigdes de um indculo ndo caracterizado em agua drenada de um
sistema dleo/agua, o coeficiente de variagao foi de 46%. Nao foi possivel obter
leituras de RLU quando foi avaliado agua de drenagem de tanques de
combustiveis. Estes resultados demonstram que o kit utilizado nesta avaliacao
foi mais sensivel para detecgéo de carga microbiana em meio aquoso comparado
com a técnica padrdo de contagem em placa. Porém, na avaliagdo de fase
aquosa oriunda de tanques de armazenagem de diesel e biodiesel nao foi
adequado para a deteccéo da carga microbiana.

Palavras chave: Bioluminescéncia, ATP, mistura diesel/biodiesel, controle
microbiano, Contaminag&o microbiana.




5.1 INTRODUGCAO

O combustivel armazenado sem o0s cuidados necessarios pode
oferecer condicdes propicias para o crescimento de microrganismos (Passman,
2013). Durante o crescimento de bactérias e fungos, sdo produzidos metabdlitos
e biomassa que podem provocar muitos problemas operacionais e comprometer a
qualidade final dos combustiveis estocados. Dependendo das rotinas de
manutencao do tanque, esta atividade microbiana quando nao controlada pode
prejudicar a qualidade final do produto, alterando suas propriedades e causando
entupimentos, corrosdo e formacao de borras e sedimentos. Neste sentido, o
monitoramento constitui-se em uma das principais agcées de prevengao e controle
de contaminacdo microbiana (Passman, 2009; Bento et al., 2010; Passman,
2013). O estabelecimento de rotinas de manutengao periédica dos tanques de
armazenamento deve incluir a inspecao visual do combustivel (Bento et al., 2010).
Quando a contaminacdo microbiana € detectada a implementacdo de medidas
corretivas deve ocorrer o mais breve possivel. Estas medidas podem incluir a
drenagem e limpeza dos tanques e/ou a aplicagao de antimicrobianos.

A deteccdo e a quantificagdo da contaminacdo microbiana em
combustiveis nem sempre sdo uma tarefa simples e inspegdes visuais rapidas
podem facilmente induzir a diagndsticos enganosos. A presenca de agua livre no
fundo dos tanques, precipitados pretos, cheiro de &cido sulfidrico e biomassa
(lodo) na interface 6leo-agua sao considerados indicativos da presenca de
contaminacao microbiana. No entanto, um combustivel que se apresente limpido
e brilhante ainda pode conter altos niveis de contaminag&o microbiana (Geva et
al., 2007; Dodos et al., 2012; Passman, 2013).

Muitos desafios estdo associados a enumeragdo de microrganismos
em Oleo e em sistemas Oleo/agua (Keasler et al., 2011). A metodologia
tradicionalmente utilizada para deteccdo e quantificagdo da contaminacao em
combustiveis armazenados inclui a filtracdo do combustivel em membrana
0,22um e contagem em placa, os resultados podem demorar até 7 dias, reduzindo

as chances de se implementar uma agao corretiva eficaz. Por esta razdo, um dos
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parametros essenciais para o estabelecimento de uma nova tecnologia de
monitoramento de campo € a possibilidade de se obter o resultado em tempo real.

O uso de métodos de deteccao de ATP tem sido proposto em alternativa
ao de métodos microbiolégicos para fazer o monitoramento da carga microbiana
em diferentes setores industriais como alimentacdo, farmacéutica, hospitalar e
também em combustiveis pela rapidez da resposta, habilidade e facilidade de
utilizagdo e por apresentar custos aceitaveis em relagdo a outros metodos. Esta
técnica proporciona um diagnéstico rapido, do tipo passa/nao passa, funcionando
como uma primeira selecao em programas de controle de qualidade (Griffith et al.,
1994, Bagur et al., 2002).

Os resultados sé&o expressos em Unidades Relativas de Luz (RLU), ndo
existindo um valor de RLU fixo para determinar se uma amostra estd contaminada
ou ndo. Devido as particularidades do método e as suas variadas aplicacoes,
sempre que se deseja aplica-lo a um determinado sistema é necessario um
estudo prévio do mesmo para que sejam estabelecidos os limites de deteccéo
para a condi¢do a ser avaliada e os intervalos de valores que caracterizam o grau
de contaminagdo do sistema. Apesar disto, ndo se encontram, num s6 guia,
metodologias para a avaliagdo de desempenho de testes comerciais que,
permitam a sua validacao. Existem guias de orientagdo para a validacao de
métodos internos de ensaio em analise quimica (Relacre, 2000) ou microbiolégica
(Microval, 1997). Os métodos para deteccdo de ATP comercializados, no entanto,

nao se enquadram em nenhuma das categorias anteriores.

Os limites de deteccao do método geralmente sao estabelecidos através de
curvas de correlagdo entre o método de contagem em placa (UFC) e as leituras
de RLU obtidas para uma diluicdo seriada de um inéculo contendo um ou mais
organismos mais freqlientemente encontrados no sistema que se deseja analisar.
Uma boa correlacdo indica que o método foi capaz de detectar a carga
microbiana presente no meio (Geva et al, 2007; Turner et al., 2010). Este método
também tem sido sugerido por muitos pesquisadores para avaliacdo da
contaminacdo microbiana em combustiveis (Passman, 2007, 2009, 2013;
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Passman & Eachus, 2007; English, 2007; Geva et al., 2007; Keasler et al., 2011;
Dodos et al., 2012).

O teste padréo para avaliacdo da contaminacdo de combustiveis por
bioluminescéncia do ATP esta descrito na Norma ASTM D7687-11 Standart test
method for mesurement of cellular adenosine triphosphate in fuel, fuel/water
mixtures and fuel — associate with sample concentration by filtration,
publicada em 2011. O método descrito utiliza tecnologia QGO-M® kits da
empresa lluminUltra® (produto importado) em que a quantificacdo do ATP ocorre
em amostras de combustivel ou em sistemas de agua /combustivel e necessita de
um passo de extracao prévia do ATP, o que dificulta a realizagdo da avaliacao em
campo por pessoal ndo especializado.

No entanto, atualmente no Brasil encontram-se kits para quantificagéo
de ATP por bioluminescéncia em diferentes formatos. Algumas empresas
desenvolveram kits mais simplificados e compactos para a analise de superficies
e agua que nao incluem o passo prévio de extracao do ATP e permitem que esta
analise seja efetuada em campo por pessoal ndo especializado. Esta tecnologia
vem sendo empregada na industria alimenticia, hospitalar e farmacéutica como
uma primeira selecao para testar a desinfeccao de superficies, alimentos, bebidas
e até mesmo vacinas e também para analise de 4gua. Na tentativa de se avaliar
um kit com pregos acessiveis & industria do petréleo brasileira com possibilidades
de se monitorar a contaminagdo microbiana, foi conduzido este estudo. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do uso de um Kit
comercial de determinacdo de ATP por bioluminescéncia para a detecgédo e
quantificacdo da contaminacdo microbiana em fase aquosa proveniente de

tanques de armazenamento de combustiveis.
5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Teste de bioluminescéncia do ATP
Os valores limitrofes para que uma amostra seja considerada “limpa” sao
especificos para cada sistema e aplicagédo e devem ser estabelecidos através de
ensaios prévios. Considera-se como limite para uma amostra ser considerada
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como nao contaminada (passa) o valor maximo do resultado que corresponde a
uma amostra limpa. O limite para uma amostra ser considerada contaminada (néo
passa), é o valor minimo do resultado que corresponde a uma contaminada. O
limite de deteccao € a menor quantidade do analito (ATP) que o método é capaz

de detectar.

Este estudo foi dividido em trés etapas, a primeira envolveu diluicdes
sucessivas de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em agua ultrapura e
solucado salina a fim de se conhecer os padrdes de leitura para o Kit selecionado e
avaliar a correlacdo com o método padrdao de contagem em placa. Na segunda
etapa utilizou-se diluicdes sucessivas de um indculo misto em agua ultra pura e
agua que entrou em contato com o combustivel por 30 dias, para se estabelecer
os padrdes de leitura do kit para as populagdées mais frequentemente encontradas
no combustivel e para se avaliar as possiveis interferéncias da matriz (fase
aquosa) nas leituras. Uma terceira etapa foi conduzida com diluicbes sucessivas
de um indculo misto dgua de drenagem de tanques de armazenamento estéril a
fim de se avaliar a aplicabilidade do kit em uma situagdo mais préxima da real.

Para se avaliar a aplicabilidade do método em uma fase aquosa
associada a combustiveis (etapas 2 e 3), seguiu-se metodologia sugerida por
Passman (2007); Geva et al., (2007) e a norma ASTM D7687-11 com algumas
alteracbes para adequacdo as orientagcbes do fabricante. Um ensaio de
bioluminescéncia de ATP e a contagem padrao em placa foram realizados para
cada inéculo estudado. Os valores obtidos nas leituras foram utilizados para
determinacado da correlacdo entre os métodos de bioluminescéncia do ATP e
contagem padrdao em placa (UFC X RLU) e para o estabelecimento do coeficiente
de variagao.

5.2.1.1 Kit comercial para avaliacao do teste do ATP: Para a
realizacdo dos ensaios foi utilizado um kit comercial para quantificacdo de ATP
total em amostras liquidas. O kit € composto de um Swab (amostrador),
especifico para analise de amostras aquosas e de um luminémetro. Este kit esta
disponivel comercialmente e foi escolhido por apresentar um formato compacto,
tornando a amostragem facil e rapida e por permitir a obtengéao dos resultados no
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local. O swab esta contido em um estojo estéril, semelhante a uma caneta. Dentro
deste estojo ha um compartimento lacrado que contém todos os reagentes
necessarios para a lise das células (liberacdo do ATP) e para a reagdo enzimatica
de bioluminescéncia. A metodologia consiste em se mergulhar o swab em um
volume conhecido da amostra desejada, devolvendo-o em seguida para o estojo.
O swab é entdo pressionado contra o lacre do compartimento dos reagentes
rompendo-o. Isto promove a lise das células e a reagcao enzimatica que resulta em
bioluminescéncia. Apds um periodo de 10 segundos, com leve agitacao, o estojo
com o swab é inserido no luminébmetro que fornece a leitura da intensidade de luz
produzida na reacdo em Unidades Relativas de Luz (RLU). A intensidade de luz
produzida esta correlacionada com a quantidade de ATP presente na amostra,
isto permite estimar a carga microbiana na amostra avaliada.

5.2.1.2 Ensaio de bioluminescéncia: O ensaio de
bioluminescéncia do ATP- baseado na reacao luciferase- luciferina foi realizado
com o Kit comercial descrito acima de acordo com o protocolo do fabricante
(Figura 5.1). Para o ensaio, o swab estéril foi mergulhado no frasco contendo 30
mL da diluicdo do inéculo estudado. Para cada diluicdo foram utilizados 3 swabs e
para cada swab foram realizadas 5 leituras no intervalo maximo de 1minuto. A
média dos valores de RLU obtidos em cada diluicdo foram anotados e convertidos
em Logio. Neste estudo os valores de RLU obtidos em cada ensaio foram
correlacionados com a estimativa do numero de células (UFC - unidades
formadoras col6nia) e os Valores de RLU foram utilizados para determinar o
coeficiente de variacdo (CV). Este coeficiente € uma medida de variabilidade
relativa dada pela férmula (desvio padrdo / média) que permite a comparagao da
variabilidade relativa de diferentes conjuntos de dados. Quanto menor o valor,
menor é a variacdo encontrada o que garante a confiabilidade dos dados e indica
uma boa reprodutibilidade da método (Pachello et al.,2010).

Na figura 5.1 pode ser observado um resumo das etapas de validacao
do teste do ATP.
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Figura 5.1. Etapas utilizadas no delineamento experimental.

5.2.1.3 Determinacao de UFC/mL: Para contagem de UFC, apés as
leituras de bioluminescéncia de ATP, uma aliquota de 100 pL de cada amostra
testada foi retirada e foram realizadas dilui¢des seriadas. Uma aliquota de 100 pL
de cada diluicdo foi espalhada em placa com meio sélido e incubada (triplicata)
por 48h a 28°C. Apoés as colbnias foram contadas e os valores médios de UFC/mL

obtidos foram anotados e convertidos em Logo.

5.2.2 Validacao do teste do ATP em cultura de Pseudomonas sp.

Em uma primeira etapa a atividade do Kit foi avaliado em diluicoes
sucessivas de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em solucéo salina 0,85% e
em agua ultra pura. Em frascos estéreis com capacidade para 80 mL, contendo
30 mL de agua foram realizadas diluicbes sucessivas de um inéculo de
Pseudomonas sp. Para cada diluicao foram realizadas trés amostragens com
swab especifico. A seguir, aliquotas de 100 uL foram espalhadas em placa com
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meio solido LB (spread-plate) e incubadas a 28°C por até 24h para posterior
contagem de UFC. A leitura do branco (controle) foi realizada na solucao salina
estéril e também na agua ultra pura estéril. O género Pseudomonas sp. é
considerado ubiquo, ou seja pode ser encontrada em varios locais, e é
frequentemente isolada em sistemas de combustiveis contaminados (Bento e
Gaylarde, 2001; Rodriguez-Rodriguez et al, 2009).
5.2.2.1 Pré inéculo: O pré-indculo foi preparado a partir da retirada

com a alga de uma col6nia crescida em meio de cultura sélido de Pseudomonas
sp. (cultura pura). As células foram inoculadas em 30 mL de meio LB e incubado
overnight a 30 ° C sob agitacdao de 100rpm. O microrganismo selecionado foi
isolado a partir de amostras de diesel B5 (95% diesel; 5% biodiesel) e pertence a
colecao de culturas do LABIO (Laboratério de Biodeterioracdo de Combustiveis e
Biocombustiveis) da UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul).

5.2.2.2 Inéculo: O inéculo foi ajustado de acordo com métodos
espectrofotométricos para uma turbidez McFarland 0,5 padrdo (comprimento de
onda de 600 nm) utilizando solucao salina 0, 85% ou agua ultra pura. De modo a
obter, a concentracio celular de aproximadamente, 108 CFU/mL de bactérias. Em
seguida, foram realizadas diluicbes sucessivas na matriz de teste (solugéo salina
85% ou agua ultra pura).

5.2.3 Cultura mista em diferentes fases aquosas (matrizes)

Para esta etapa, para cada matriz aquosa, foram montados 10 frascos
estéreis com capacidade para 80 mL, contendo 30 mL da fase aquosa estudada.
Nestes frascos foram realizadas diluigbes sucessivas de um in6culo nao
caracterizado (ASTM1259-10). Para cada diluicao foram realizadas trés
amostragens com swab especifico. A seguir, aliguotas de 100 pL foram
espalhadas em placa com o auxilio de uma alga de vidro (Drigalsky) em meio
sélido PCA (técnica de espalhamento) e incubadas a 28°C por até 5 dias para
posterior contagem de UFC. Para este teste foi utilizado um in6culo misto, nao
caracterizado que foi avaliado em diferentes fases aquosas: dgua ultra pura estéril
(Kupsy, 2010); agua ultrapura que esteve em contato com a mistura B10 por 30
dias e agua de drenagem de tanques de combustiveis. A leitura do branco
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(controle) foi realizada na fase aquosa (estéril) utilizada.

5.2.3.1 Inéculo nao caracterizado: Um in6culo ndo caracterizado foi
preparado conforme sugerido na Norma ASTM E1259-10. Resumidamente, em
um erlenmeyer contendo 100 mL de caldo Bushnell-Haas (Bushnell & Hass, 1941)
foi adicionado 2% da mistura diesel/biodiesel - B10 (previamente esterilizada por
filtracdo) e foi inoculado com 5 mL de uma mistura de borra microbiana obtida a
partir de diferentes combustiveis (biodiesel e diesel e misturas B5) e incubados a
28°C, 200 rpm durante 7 dias.

Para a realizacao dos experimentos o in6culo foi ajustado de acordo com
métodos espectrofotométricos para uma turbidez McFarland 0,5 padréo
(comprimento de onda de 600 nm) utilizando como diluente a agua ultra pura. De
modo a obter, a concentragdo celular de aproximadamente, 10° UFC/mL e 108
UFC/mL de bactérias. Em seguida, foram realizadas diluicbes sucessivas na
matriz de teste (agua ultra pura, agua ultrapura com mistura B10 e agua de
drenagem de tanques de combustiveis).

5.2.3.2 Agua ultra pura com a mistura B10: Em frascos com
capacidade para 1L foram adicionados 700 mL da mistura B10 ( 90% diesel e
10% biodiesel) e 300 mL de 4gua ultrapura. Estes frascos foram armazenados em
temperatura ambiente (28+2°C) e abrigados da luz por 30 dias. Apds este periodo
a agua foi separada do 6leo, esterilizada em autoclave e o pH foi verificado para
utilizacao no experimento.

5.2.3.3 Agua de drenagem de tanques de armazenamento: A agua
para esta etapa foi obtida através da coleta no lastro de tanques de
armazenamento da mistura B5 em postos de combustivel e armazenada em
frascos estéreis, conduzida ate é Laborat6rio, onde foi filtrada em papel filtro para
retirada de material s6lido mais grosseiro. Esta dgua filtrada foi acondicionada em
frascos para decantacdo do material sélido mais fino por 7 dias. Apds este
periodo o sobrenadante foi retirado e o residuo de 6leo foi separado da agua em
funil de separacédo. Esta agua entdo foi autoclavada e o pH foi verificado para
utilizagdo no experimento. Neste tratamento o branco foi a agua de drenagem
esteéril.
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5.2.4 Analise estatistica
Os coeficientes de correlagcéo linear e os coeficientes de variagdo foram
obtidos com o uso do programa Microsoft Office Excel 2007.

5.3. RESULTADOS

5.3.1 Deteccao do ATP com cultura pura de Pseudomonas sp.

Nesta etapa do experimento, foi avaliado o limite de detecgéo do kit
selecionado para diluicdes de um in6culo de Pseudomonas sp. em solugao salina
0,85% e agua ultra pura. Os testes com cultura pura e matriz simples tiveram
como objetivo conhecer o desempenho do kit selecionado na determinacado do
ATP em amostras aquosas.

Os valores de “background” (leituras do branco) para estas matrizes,
foram de 13 RLU com coeficiente de variacao de 23% para solucao salina 0,85%
e 30 RLU com um coeficiente de variacao de 25% para agua ultra pura. Por este
motivo, para leituras de RLU abaixo de 30 em matrizes compostas por agua ultra
pura ou solucado salina foram considerados como ndo contaminadas. A Figura
5.2 resume os resultados de RLU e UFC/mL obtidos para as diluicbes de uma
cultura pura de Pseudomonas sp. em solugdo salina 0,85% e agua ultra pura.

Este ensaio mostrou que o kit selecionado foi capaz de detectar a
presenca da bactéria Pseudomonas sp. em ambas as matrizes de forma
semelhante. Também o método de bioluminecéncia do ATP demonstrou ser mais
sensivel para deteccdo da bactéria do que a técnica padrdo de contagem em
placa, detectando a presencga da bactéria nas diluicdes -8, -9 e -10, nas matrizes
estudadas que ndo foram detactadas pela técnica de contagem padrao em placa.
Os coeficientes de correlagao linear entre os métodos avaliados para

as diluicdes de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em solucéo salina 0,85% e
agua ultra pura foram R? = 0,93 e R? = 0,96 , respectivamente, o que indica boa
correlacdo para o método em ambas matrizes aquosas. Os coeficientes médios
de variacdo para as leituras de RLU de cada matriz foram de 10% e 7%
respectivamente. As maiores variagcdes neste coeficiente para ambas as matrizes

foram detectadas para leituras de RLU abaixo de 100.
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Figura 5.2. Valores de RLU e UFC/mL (Log+o) obtidos para as diluicoes de uma
cultura pura de Pseudomonas sp.em solucéo salina (A) e em agua ultra pura (B)

As Figuras 5.3 e 5.4 mostram a correlagdo entre as leituras de ATP e
contagens de UFC/mL obtidos para as diluigbes de uma cultura pura de

Pseudomonas sp. em solucao salina e agua ultra pura.
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Figura 5.3: Distribuicdo dos valores de RLU em funcgéo do valores de UFC/mL
obtidos através das leituras de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em solugéao

salina.
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Figura 5.4: Distribuicdo dos valores de RLU em fun¢éo do valores de UFC/mL obtidos
atraves das leituras de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em agua ultra pura .

5.3.2. Diluicoes de um inéculo nao caracterizado em agua ultrapura

Uma vez que no estudo anterior a agua ultrapura mostrou-se uma
matriz adequada, permitindo uma melhor correlacdo entre as duas técnicas
empregadas, nesta segunda etapa foi realizada uma avaliagcdo da deteccdo do
in6culo ndo caracterizado nesta matriz a fim de se estabelecer os padrdes de
leitura para indculos mistos.

Nas figuras abaixo sdo mostrados os valores de RLU (log1o) obtidos
para diluicbes sucessivas de um indculo ndo caracterizado (figuras 5.5) em agua
ultra pura e a correlagdo entre valores obtidos para as mesmas diluicbes pelo
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método padrdo de contagem em placa (UFC/mL) e pelo método de

bioluminescéncia do ATP (figura 5.6).

PN — 8 = UFC/mL
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b
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QO = N W kB 0 0 «
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Figura 5.5. Valores de RLU e UFC (log1o) obtidos para as diluicbes em agua ultra
pura com indculo ndo caracterizado.

Para a deteccédo da contaminacdo em diluicbes de um in6culo nao caracterizado
em agua ultra pura a técnica de bioluminescéncia do ATP também demonstrou
maior sensibilidade que o método de contagem padrdo em placa, sendo capaz de
detectar a contaminacao em diluicdes maiores. Porém, foi observada uma baixa
correlagdo entre os dois métodos nesta etapa (R?= 0,76). O CV médio para as

leituras de RLU nesta condi¢ao foi de 44%.
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Figura 5.6. Distribuicdo dos valores de RLU em fung¢do do valores de UFC/mL
obtidos através das leituras de diluicbes de um inéculo ndo caracterizado.
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5.3.3 Diluicoes de um indéculo nao caracterizado em agua ultra

pura em contato com combustivel por 30 dias.

Ao entrar em contato com a agua, algumas fragcdées do combustivel
podem migrar para esta fase alterando sua composi¢cdo. A presenca de
substancias quimicas organicas dispersas ou dissolvidas na fase aquosa pode
interferir com a reacao de emissao de luz da qual o teste de ATP é dependente
(Passman, 2009; Keasler et al, 2011). Por isto, a fim de verificar se a composi¢ao
da agua que entrou em contato com o combustivel interfere com as leituras, nesta
etapa utilizou-se como matriz uma agua que ficou em contato com a mistura B10
durante 30 dias (ver ltem 5.2.2).

Nesta condigéo foi possivel observar a redugédo das leituras de RLU a
medida que as diluicdes aumentavam (Figura 5.7) e o coeficiente de variacao
médio para as leituras de RLU foi de 46%. Nao foi possivel correlacionar este
resultado com as contagens de UFC, pois a recuperacao de microrganismos em
placa ficou abaixo do limite de deteccdo. Muitas vezes, a enumeracao de
bactérias em meio de cultura quando a matriz contém hidrocarbonetos € mais
lenta (2-4 semanas para um resultado) e pouco consistente, pois o éleo cria areas
anaerébias no meio de cultura sélido. No caso de enumeragdo de bactérias
anaerdbias em meio postgate B, por exemplo, as emulsées podem alterar o meio,
tornando-o preto e, portanto fornecendo resultados falso positivos (Dokens &

Hughes, 2011; Keasler et al., 2011).
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Figura 5.7. Valores de RLU (log'®) obtidos para as leituras de diluicbes em agua
ultra pura que esteve em contato com combustivel com inéculo ndo caracterizado
em contato com combustivel por 30 dias.
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No tratamento onde a matriz aquosa utilizada foi a agua de drenagem
de tanques de armazenamento de combustivel ndo foi possivel realizar os
ensaios, pois a cor intensa desta fase aquosa interferiu com a reagdo de emissao
de luz. De acordo com English, (2009), quando se trata de amostras liquidas a
composi¢cao da matriz é um fator importante e por este motivo em alguns casos
utiliza-se o passo de extracao do ATP. A enumeracao de bactérias pela técnica
de bioluminescéncia do ATP para andlise de combustiveis ou liquidos contendo
hidrocarbonetos € problemética devido as interferéncias de hidrocarbonetos,
sélidos suspensos e pela presenca de outros quimicos que podem interferir com a
reacdo enzimatica. Neste caso € necessario um passo prévio de extracao e
lavagem das células, eliminando-se os efeitos da matriz para que se obtenha
leituras confiaveis (Keasler et al., 2011).

A tabela 5.1 resume os principais resultados para os testes realizados.

Tabela 5.1. Valores dos coeficientes de correlacéo e variacdo obtidos nos ensaios

. Coeficiente
Matriz Inéculo ?:g(::g;e%tg gf de variacao
¢ (CV%)
Solucéo salina 0,9356 10%
Pseudomonas sp
Agua ultra pura ' 0,9662 7%
Agua ultra pura . ) 0,7681 44%
Inéculo ndo
Agua ultra pura que esteve em  caracterizado ] 46%

contato com o combustivel

5.3.4 Correlacao entre ATP/UFC

Em nosso estudo, nos ensaios realizados com cultura pura (diluicbes
de Pseudomonas sp.) foi encontrada uma boa correlacdo entre os valores de
UFC/mL e as leituras de RLU, mesmo em diferentes matrizes aquosas (0,93 e
0,96) (Tabela 5.1). Resultado semelhante foi obtido por Geva et al (2007), que no
intuito de aplicar a técnica para monitoramento de combustiveis armazenados,
testaram dois diferentes kits para determinacdo de luminescéncia do ATP

utilizando diluicbes sucessivas de um inéculo padrdo de Cladosporium resinae
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(cultura pura) em diesel. Em seu estudo os autores encontraram coeficientes de
correlacdo de 0,99 e 0,96 entre os valores de RLU e as contagens de UFC, o que
consideraram uma boa correlagdo. Em outros estudos conduzidos com diluicoes
de culturas puras (Yan et al., 2011; Burgos et al.,, 2002) também foram
encontradas boas correlacdes entre os dois métodos.

No mesmo estudo, mas em situagdo de campo, utilizando um dos kits
avaliados, Geva et al., (2007) encontraram uma correlacdo muito baixa entre os
valores de RLU e os valores de UFC aferidos. Os autores explicaram que em
situacao real (campo) podem ser encontrados diferentes tipos e espécies de
microrganismos compondo a comunidade e 0s mesmos encontram-se em
estagios fisioldégicos bastante distintos. Isto pode provocar muitas variagdes nas
leituras de ATP, tornando as curvas de calibracdo pouco confidveis e gerando
problemas de interpretacéao.

Passman et al., (2007) e Dodos et al.,, (2012), Dodos & Zannikos
(2013), trabalhando com inéculos mistos, também encontraram dificuldades para
correlacionar os dois métodos. Neste caso, os autores alertaram para o fato que o
teste de ATP é muito sensivel para deteccdo de microrganismos, sendo possivel
detectar até mesmo aqueles que nao podem ser recuperados em placa. Em
nosso estudo a correlagdo encontrada entre as leituras de ATP e a contagem de
UFC, para as leituras de um in6culo misto foi muito baixa (0,76).

Alguns trabalhos estabelecem facilmente uma correlagdo entre o
namero de microrganismos recuperados em placa e os valores de RLU. Mas é
preciso se levar em conta que os valores de RLU obtidos nas leituras estdo mais
relacionados a concentracdo de ATP nas células do que ao numero de células
presentes na amostra. A concentracdo de ATP presente numa amostra depende
fortemente das caracteristicas do sistema, da composicdo da populagédo
microbiana e do estado metabdlico das células e nao propriamente do numero de
células presentes numa amostra (Nilsson et al., 2002; Ukutu et al., 2005). De
acordo com Eydal & Petersen (2007) o volume da célula também podem afetar
diretamente a quantidade de ATP, e por isto, células maiores como algumas
leveduras, por exemplo, podem conter mais ATP do que algumas bactérias. Em
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suma, os valores de RLU obtidos refletem a concentracdo de ATP presente no
meio, isto vai variar em funcdo do tipo, tamanho e estado fisiolégico de cada
célula microbiana. A presenca de outras substancias organicas no meio como
proteinas, por exemplo, também pode alterar este resultado (Nilsson et al., 2002;
Ukutu et al., 2005; Passman, 2009).

A maioria dos trabalhos que consegue boas correlagdes (Burgos et al.,
2002; Ukutu et al., 2005; Yan et al., 2011) utiliza in6culos bacterianos, culturas
puras e condicdes de crescimento que otimizam sua recuperacdo em placa,
favorecendo a observacao da correlagao.

Cabe ainda ressaltar que quando se trabalha com indculos mistos, a
quantidade de células cultivaveis pode variar de 1% a mais de 50% do total de
células viaveis, dependendo do sistema e das técnicas empregadas para sua
recuperacao (Desjardins & Beaullieu, 2003; Lahtinen et al., 2006; Oquist et al.,
2008). Por isto, € esperado que o numero de células vidveis seja maior que o
numero de células cultiviveis. Nestes casos, quando se encontra uma correlagao
entre as duas técnicas isto pode significar que o nimero de bactérias cultivaveis
representa a maior parte da populacédo. Ainda neste contexto é preciso ressaltar
que a concentragdo do ATP, ndo é um bom indicador para estimar a presencga de
esporos desde que estes tem apenas tragos de ATP (Laduc et al., 2007).

5.3.5 Coeficientes de Variacao (CV):

O Coeficiente de Variagao (CV) é uma medida que informa sobre a
reprodutibilidade do método, traduzindo a variagdo encontrada entre as leituras de
uma mesma amostra (Pachello, 2011). Geva et al. (2007) recomendam para
ensaios de ATP bioluminescéncia, um CV de até 32% para garantir a
confiabilidade do método. Neste estudo os CV observados entre as leituras de
ATP, para as diluicbes de Pseudomonas sp. (cultura pura) (7% e 10%) estiveram
dentro dos limites sugeridos por Geva et al. (2007) e Pachello (2011), indicando
uma boa reprodutibilidade para o Kit testado nesta condicdo. O mesmo, no
entanto ndo ocorreu para as leituras das diluicbes de um inéculo nao

caracterizado, onde a variabilidade entre as leituras de uma mesma amostra
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foram bastante altas (44% e 46%), o que significa que os resultados obtidos para
esta condicdo sao discutiveis.

A razdo para esta variabilidade pode ser explicada principalmente
pela complexidade da comunidade microbiana que compde o in6culo (bactérias,
fungos e leveduras) e também pela provavel presenga de organismos cultivaveis,
nao cultivaveis e esporos. Segundo estudo desenvolvido por Yan et al. (2011),
onde utilizaram a técnica de bioluminescéncia do ATP para detectar carga
microbiana em molho de soja, os resultados obtidos foram satisfatérios apenas
apds a aplicagdo de uma etapa de pré tratamento. Esta etapa, que consistiu na
extracao prévia do ATP total da matriz, eliminacdo do ATP extracelular por
tratamento enzimatico com apirase e uma fase prévia de cultivo a fim de quebrar
a dorméncia dos esporos, reduziu a variabilidade dos resultados e permitiu a
obtencdo de uma correlacdo entre 0 método padrao de contagem em placa e as
leituras de RLU de R? 0,90.

Outro fator que precisa ser levado em conta € a amostragem. As
amostras foram preparadas em um volume de 30 mL para cada diluigao, mas em
fungdo do desenho do amostrador, o volume efetivamente coletado e testado de
cada amostra foi de 0,145mL. Este volume tdo pequeno, aliado a
heterogeneidade da amostra pode ter contribuido para a grande variagdo
observada entre as leituras. Para combustiveis, Passman (2013) ressalta que a
distribuicao dos microrganismos na amostra pode ser muito heterogénea e sugere
que sejam recolhidas amostras de até 1L de combustivel para que se possam
conseguir estimativas confiaveis a partir dos métodos tradicionais. A norma ASTM
D7687-11(método para medida do ATP) sugere que seja utilizado um volume de 1
a 5mL de amostra de combustivel para se obter esta estimativa.

A técnica de quantificacdo do ATP por bioluminescéncia vem sendo
amplamente utilizada para estimar a carga bioldégica em superficies e utensilios
hospitalares, superficies de preparo de alimentos, alimentos crus ou
industrializados, bebidas e aguas residuais de efluentes industriais e hospitalares
entre outros, fornecendo resultados em menos de 5 min. (Chen e Godwin, 2006;
Fukuda et al, 2005;. Samkutty et al, 2001;. Bell et al, 1996.; Siragusa et al., 1995;
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Stanley, 1982; Vanstaen, 1980; Vilder, 1989; Van Crombrugge et al., 1989;
Murphy et al., 1998; Vilar et al., 2008, Aycicek et al., 2006; Tebbutt et al., 2007;
Caputo et al, 2011; Lehto et al., 2011; Ogden, 1993). Porém, quando a
quantificacdo envolve matrizes ricas em substancias organicas como gorduras,
carboidratos, proteinas, que podem conter ATP ou incluem a presenca de
corantes ou outras substancias quimicas como biocidas, por exemplo, protocolos
que incluem um passo de extracdao prévia podem proporcionar resultados mais
confidveis como demonstrado por Ribeiro et al . (2000) nas analises de leite,
Burgos et al. (2002) em analises de sucos de frutas e Yan et al. (2011) nas

analises de contaminagdo em molho de soja.
5.4 CONCLUSOES

O Kit de determinacdo de bioluminescéncia do ATP avaliado neste
estudo mostrou maior sensibilidade para a deteccao da contaminagdo microbiana
tanto nos ensaios com cultura pura (Pseudomonas sp.), quanto para 0s ensaios
com cultura mista (in6culo ndo caracterizado), sendo capaz de detectar a
contaminacdo microbiana nas diluicbes mais altas, onde a técnica padrao
(contagem em placa) n&ao detectou.

Os coeficientes de variagdo médios obtidos para os valores de RLU
dos ensaios com cultura pura foram de 7% e 10%, indicando uma boa
reprodutibilidade, o que confere confiabilidade ao método utilizado.

Para as avaliagOes realizadas com diluicbes de uma cultura mista
(indculo nao caracterizado) a reprodutibilidade nao foi boa, os coeficientes foram
de 44% e 46%. Estes valores indicam uma grande variagdo entre as leituras
conferindo pouca confiabilidade aos dados aferidos.

As leituras em agua de drenagem de tanques de combustiveis nao
foram possiveis, principalmente em funcdo da cor da matriz (castanho). Para este
tipo de amostra, com matriz mais complexa e presenca de cultura mista, seria
necessaria a extracao prévia do ATP, para que se possa eliminar os efeitos desta
matriz. A possibilidade de avaliagdo de um volume maior de amostra a fim de

reduzir o erro também é necessaria.
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O kit para determinagédo do ATP por bioluminescéncia testado neste
estudo, na forma como esta projetado, ndo é adequado para estimar o grau de
contaminacdo microbiana da fase aquosa proveniente de tanques de
combustiveis. Em virtude das caracteristicas peculiares desta matriz (agua de
drenagem) € necessario um kit de ATP que permita a extragcéo prévia das células

da matriz.
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CAPITULO VI

Toxicidade de uma fase aquosa de
armazenamento simulado com a mistura B10,

tratada com um antimicrobiano (MBO 50%).




Toxicidade de uma fase aquosa de armazenamento simulado com a mistura
B10, tratada com um antimicrobiano (MBO 50%).

RESUMO

Este trabalho apresenta a avaliagdo da toxicidade em dois niveis
tréficos de uma fase aquosa durante o armazenamento simulado da mistura B10
tratada com um biocida (MBO 50%). Para a realizacao do teste foi simulado o
armazenamento da mistura B10 (fase oleosa) tratada com as seguintes
concentracdes 0% (Controle), 0,05% e 0,1% de biocida e com 5% de fase
aquosa, durante 1, 10, 20 e 30 dias. Apds tempo determinado (24h, 10, 20 ou 30
dias) a agua foi coletada e utilizada nos experimentos como substancia teste sem
qualquer diluicdo para andlise da toxicidade. As espécies Lactuca sativa L.
(alface) e Artemia salina Leach (micro-crustaceo) foram usadas como
organismos-teste nos bioensaios. Foram determinados o efeito da substancia
teste sobre a sobrevivéncia (imobilidade) do micro-crustaceo A. salina e sobre a
germinagédo das sementes e crescimento das raizes de L. sativa. Os resultados
mostram que tanto a agua que esteve em contato com o combustivel ndo tratado,
quanto aquela que esteve em contato com o combustivel tratado apresentaram
toxicidade para os organismos estudados. Porém, a 4gua que esteve em contato
com o combustivel tratado com o biocida mostrou alta toxicidade aguda para
ambos os organismos-teste utilizados.

Palavras-chave: Misturas diesel/biodiesel, agua residual, toxicidade, biocida.




6.1INTRODUCAO

Durante o armazenamento de combustiveis € comum o aparecimento
de uma fase de &gua livre no fundo dos tanques. Esta &gua se forma,
principalmente por condensagédo da umidade do ar nas paredes, vazamentos ou
ainda pode acompanhar o combustivel. A presenca de agua nos tanques favorece
a proliferacdo de microrganismos que degradam o combustivel. Como
conseqliéncia ocorre a perda de qualidade do produto e outros problemas de
ordem operacional tais como entupimento de filtros e corrosdo dos tanques e
tubulacdes. Apos a adicao do biodiesel ao diesel (mistura denominada Diesel B),
estes problemas se intensificaram, principalmente devido a natureza higroscépica
do biodiesel que absorve mais agua e também a baixa complexidade desta
molécula que pode ser mais facilmente degradada por microrganismos (Sorensen
et al., 2011).

Uma das alternativas para controlar o desenvolvimento microbiano nos
tanques de armazenamento de combustiveis € a drenagem periddica dos
mesmos e/ou 0 uso de antimicrobianos. Um antimicrobiano indicado para uso em
combustiveis € o0 3,3-methylenebis(5-methyloxazolidine) também denominado
MBO. Nos EUA e Europa estes compostos vém sendo utilizados principalmente
no controle da contaminagdo de combustiveis de aviacao (Passman, 2013). No
Brasil 0 uso destes antimicrobianos para protecdo de combustiveis ainda néo é
uma prética, principalmente em fungéo da falta de informagdes sobre seu impacto
no ambiente. Atualmente existe uma grande preocupacao dos 6rgaos legisladores
e também das empresas distribuidoras de combustiveis com problemas
ambientais decorrentes de derrames acidentais ou vazamentos de combustivel.
Esta preocupacgéo se justifica porque muitos antimicrobianos recomendados para
uso em combustiveis apresentam solubilidade tanto na fase combustivel quanto
na fase aquosa. As fragcdes do antimicrobiano que permanecem na fase
combustivel podem desaparecer sem maiores danos ambientais, durante a
gueima deste no motor (Siegert, 2009). Para se obter a aprovacao do uso de um
produto biocida além de varios outros testes € necessaria a avaliacdo das
emissdes, pois € preciso comprovar que sua adicdo ao combustivel ndo gera

mais poluentes. Porém, as fragcdes que migram para a fase aquosa também
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necessitam de uma atengéo especial, uma vez que esta fase pode ter um destino
irresponsavel, sendo liberada diretamente em diferentes compartimentos
ambientais.

Na maioria dos postos de combustivel, por exemplo, os residuos
liquidos passam apenas por caixas separadoras com a finalidade de retirar o
material grosseiro e separar dgua e oOleo. O efluente liquido resultante ndo recebe
qualquer tipo de tratamento, sendo despejado diretamente no esgoto pluvial ou
em corpos hidricos proximos (Eras et al. 2011). Mesmo quando ocorre o
monitoramento do efluente, a verificacdo destas amostras se da através das
analises fisico-quimicas indiretas e inespecificas de carbono organico, presenca
de sedimentos, temperatura e pH (Martins, 2007; Vasconcelos, 2009). Estas
analises, no entanto, ndo distinguem entre as substancias que afetam os sistemas
biolégicos e as que sao inertes no ambiente, sendo insuficientes para avaliar o
potencial de risco ambiental dos contaminantes (Ronco et al., 2004). Baseados
na Resolucdo N° 357 de 2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) — que “dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para o0 seu engquadramento, bem como estabelece as condi¢des e
padroées de lancamento de efluentes e da outras providéncias”, os 6érgaos
ambientais estaduais ja estdo exigindo, por meio de Portarias e Resolucdes
estaduais, que as empresas atendam aos limites de toxicidade estabelecidos para
efluentes. Ainda, a recentemente lancada Resolucdo N° 430 de 2011 do
CONAMA, reforca a competéncia dos o6rgaos estaduais para definirem as
atividades e realizarem o controle dos critérios estabelecidos para efluentes com
potencial téxico.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ecotoxicidade aguda
de uma fase aquosa durante o armazenamento simulado da mistura B10 tratada
com um biocida que apresenta um antimicrobiano em sua composi¢ao, utilizando
técnicas de bioensaio com as espécies Lactuca sativa L. (alface) e Artemia salina

Leach (microcrustdceo) como organismos-teste.

6.2 MATERIAIS E METODOS

A ecotoxicidade da fase aquosa durante 0 armazenamento simulado da
mistura B10 tratada com biocida foi estimada usando o teste de mobilidade de A.
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salina e o teste de germinagao de sementes de 5 dias.

Microcosmos: Para simular a estocagem da mistura B10 tratada com
o biocida, foram montados frascos de vidro, com capacidade para 5,0 L contendo
4,95 L da mistura B10 (90% diesel S50 e 10% biodiesel - soja e sebo 25:75) nao
estéril e 50 mL de agua ultrapura. Desta forma simulou-se um armazenamento
com 5% de agua (v/v).

Antimicrobiano: Foi utilizado um aditivo multifuncional com o
antimicrobiano que tem como ingrediente ativo 3,3-methylenebis (5-
methyloxazolidine) conhecido pela sigla MBO, na concentracao de 50%.

Tratamentos: Para cada tempo amostral, um conjunto de 3 frascos
recebeu 4.950 mL combustivel tratado com 0%, 0,05 ou 0,1% do aditivo contendo
o biocida MBO e 50 mL de agua ultrapura. Os tratamentos foram denominados A
(agua ultrapura com combustivel B10 sem biocida - 0%); B (agua ultrapura com
combustivel B10 tratado com 0,05% de biocida) e C (agua ultrapura com
combustivel B10 tratado com 0,1% de biocida). Os tempos amostrais foram 1,10,
20 e 30 dias. Todos os frascos foram mantidos abrigados da luz e em temperatura
ambiente (28+2°C). Todos os tratamentos foram realizados em ftriplicata. Ao final
de cada tempo amostral toda a fase aquosa (50 mL) foi retirada dos frascos com
auxilio de uma pipeta de vidro e utilizada como substancia teste nos ensaios de

toxicidade sem qualquer tipo de diluicao.

6.2.1 Analises de ecotoxicidade
As andlises ecotoxicologicas foram realizadas a partir de bioensaios
agudos utilizando como organismo-teste o micro crustaceo Artemia salina Leach e

a planta Lactuca sativa L. (Alface).

6.2.1.1 Bioensaio de imobilidade da A. salina: O micro-crustaceo de
agua salgada A. salina, destaca-se por compor um bioensaio de toxicidade de
baixo custo, rapidez na obtencdo dos resultados e por ndo exigir técnicas
assépticas. Apesar da sensibilidade do género Artemia ser bastante variavel
quando submetida a diferentes tipos de aguas residuais (Guerra, 2001; Campos
et al.,, 2002; Aggelis et al., 2003; Svensson et al., 2005; Souza et al., 2007;
Santana & Machado, 2008; Pimentel et al., 2009), esse organismo ainda € muito
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utiizado e recomendado em testes de toxicidade. Costa et al.(2008) chamam
atencado para facilidades conquistadas quando se elege Artemia sp. como
organismo-teste, uma vez que os cistos sdo facilmente adquiridos em qualquer
loja de suprimentos para aquarios.

Controle da sensibilidade dos organismos-teste: O controle do nivel
de sensibilidade dos organismos é necessario para assegurar a qualificacdo dos
mesmos dentro dos padrdes internacionais e garantir a validacdo dos testes
realizados conforme a ISO 6341 (1996). Para isso, foram realizados ensaios de
toxicidade aguda com a substancia de referéncia dicromato de potassio (K-Cr.0O7)
da marca Sigma Aldrich®. Foram considerados aptos para utilizacdo nos testes de
toxicidade lotes com neonatos que apresentassem uma CEsg, 24h (concentragéo
efetiva média em 24h), entre 0,6 e 1,7 mg/L de K2Cr20O7 (1ISO, 1996).

Metodologia: A metodologia utilizada para os ensaios de toxicidade
utilizando A. salina foi baseada em Meyer et al.(1982), Nascimento et al. (1999) e
Normas da CETESB-SP (1991).

Eclosao dos cistos de A. salina: Cistos de A. salina de alta ecloséao
da marca MARAMAR PET®, vendidos sob o nome “Ovos de Alta Eclosdo” foram
adquirido em loja de suprimentos para aquario. A eclosdo dos cistos A. salina foi
realizada em um funil de separacao contendo 250 mL de uma solugao de sal
marinho a 3,5%, onde foram adicionados 0,1g de cistos. O funil foi mantido sob
iluminacdo e aeragdo constantes, durante 48 horas. AplGs esse tempo, o0s
nauplios eclodidos foram separados com pipetas Pasteur e transferidos para
placas de petri, contendo 500 pL da solugéo de sal marinho onde foram eclodidos
e 500uL da solucédo a ser testada, na quantidade de 10 exemplares por placa
(Garcia-Rodriguez et al., 2004; Rodriguez et al., 2009).

Delineamento experimental: Um frasco contendo 15 mL da amostra a
ser testada recebeu 0,525g de sal marinho a fim de manter os condicoes de
salinidade ideais para o cultivo de A salina. Ap6s, 5 mL da amostra salinizada foi
transferida para frascos de polipropileno com capacidade para 15mL. Com o
auxilio de uma pipeta Pasteur, 10 nauplius recém eclodidos foram transferidos
para cada frasco. Os frascos foram cobertos com papel aluminio e mantidos sob
iluminagdo, a contagem dos animais mortos e vivos foi realizada apdés 48h sob

estéreomicroscédpio (OPTECH BEL EB 40). Foram determinados como mortos
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aqueles animais que nao apresentavam movimento num intervalo minimo de 10

segundos. A sobrevivéncia em cada réplica foi calculada pela férmula:

Numero de organismos vivos
M (%) = X100
Numero total de organismos no tubo

O percentual final de sobrevivéncia em cada tratamento foi calculado
pela média das trés réplicas. A toxicidade da substancia teste foi classificada
como nao téxica (mortalidade <10%), baixa toxicidade (mortalidade >10% e
<50%), moderada toxicidade (mortalidade >51% e <80%) e alta toxicidade
(mortalidade > 80%). Os critérios que definiram esta classificacdo seguem o
seguinte raciocinio, uma vez que € definida uma sobrevivéncia minima de 90%
para que os testes de toxicidade sejam validos (EPA, 2002; Khan et al., 2007)
uma mortalidade <10% caracteriza uma substancia nao toxica para o0s
organismos. Da mesma forma, como os resultados dos ensaios de toxicidade sé&o
em sua grande maioria apresentados como CLsy (concentracdo letal capaz de
matar/ imobilizar 50% da popula¢éo), considerou-se que uma mortalidade >10% e
<50% caracteriza uma baixa toxicidade para uma substancia ndo diluida. O
controle do teste foi constituido pela mesma solucdo salina utilizada para a
eclosao dos nauplios.

6.2.1.2 Bioensaio de germinacao de Sementes: Os bioensaios de
germinagdo de sementes e crescimento da raiz tém sido utilizados como uma
técnica simples rapida e reprodutivel para avaliar o dano causado por compostos
toxicos presentes no ambiente (Wang & Keturi 1990; Gopalan,1999). Muitas
espécies, incluindo L. sativa tém sido recomendadas para testes de fitotoxicidade
(USEPA, 1982; FDA 1987). Esta espécie é considerada um padrdo para uso em
testes fitotoxicolégicos devido a sua moderada sensibilidade e alta frequéncia
(ATSM 2003; Wang 1992). O National Water Research Institute, no Canada
(Dutka, 1989), recomenda o emprego de sementes de alface em testes de
toxicidade de efluentes, solos ou sedimentos, devido ao crescimento rapido e a
pouca reserva de energia necessaria para sua germinacdo. Nestes testes,
comumente avalia-se a inibicdo do processo germinativo e o alongamento das
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raizes, que ocorre na presenga de pequenas concentragées do composto toxico,
tornando este organismo um indicador mais sensivel aos efeitos bioldgicos.

Os testes de fitotoxicidade foram conduzidos segundo a metodologia
descrita em Sobrero & Ronco (2004). Foram utilizadas sementes de alface (L.
sativa) da marca ISLA. O produto é vendido em supermercados sob o nome de
Alface Itapua 401. As sementes de teste foram selecionadas para um tamanho
uniforme apods triagem visual.

Delineamento experimental: O teste de germinagao de sementes foi
preparado colocando- se 10 sementes em placas de petri de vidro (93x 50 mm)
forradas com papel filtro e contendo 4 pequenos pedacos de algodao que
serviram para manter a umidade dentro de cada placa. Apdés, 10 mL da
substancia teste foi homogeneamente distribuida na placa de modo a encharcar o
papel e os algoddes. Cada placa foi entdo vedada com filme plastico e mantida
em temperatura ambiente (28+£2°C), no escuro por 5 dias. Trés repeticdes foram
preparadas para cada amostra. No quinto dia as sementes germinadas foram
contadas e o comprimento das raizes de cada um dos exemplares foi medido com
régua. Os valores finais para cada um dos parametros avaliados foram obtidos
pela média das trés réplicas dos tratamentos. A porcentagem de germinagéao das
sementes e alongamento radicular de L. sativa em agua ultrapura também foram
medidos e utilizados como controle (Tiquia et al,1996; Tiquia & Tam, 1998;
Bagur-Gonzales et al., 2010). Para efeitos deste teste, a germinacdo foi
considerada bem sucedida se o comprimento da raiz principal foi igual ou maior
que 3 mm (Bowers et al, 1997). Os dados foram utilizados para estabelecer trés
indices de toxicidade, indice de germinagdo de sementes (IS) e indice de
alongamento da raiz (AR), conforme estabelecido por (Bagur —Gonzales et al.,
2010) e o indice de germinacao (IG) (Zucconi et al 1981).

Germ (amostra) ~ Germ (controle)

IS =
Germ (controle)

Onde, Germ (@mostra) € @ média do numero de sementes germinadas nos
tratamentos (%) e Germ (controle) @ Média do nimero de sementes germinadas no
controle (%).
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AloNng (amostra) = Along (controle)

AR =
Along (controle)

Onde, Along @amostra) € @ media do comprimento das raizes nos tratamentos
(cm) e Along (controle) @ Media do comprimento das raizes no controle (cm).

Estes indices podem variar entre -1 (fitotoxicidade maxima) a > 0. Sendo o
potencial de toxicidade aguda classificado como baixa (0 a -0,25); moderada (-
0,25 a -0,5), elevada (-0,5 a -0,75) e muito elevada (-0,75 a -1). Caso haja uma
reducao de 50% na variavel estudada (IS ou AR) em relacédo ao controle (branco)
(ISso ou ARsp), considera-se como uma medida do potencial de "Toxicidade
cronica" devido a influéncia de longo prazo destes poluentes sobre o meio
ambiente. Os valores de AR > 0 indicam estimulacédo do crescimento da semente
(Bagur —Gonzales et al., 2010).

Também foi utilizado o indice de germinacao (IG) que é obtido através da
equacao abaixo. Este indice combina o percentual de germinacdo da semente
(GS) com o percentual de crescimento da raiz (CR) e tem se mostrado o
parametro mais sensivel, capaz de detectar niveis baixos de toxicidade que
afetam o crescimento das raizes, bem como niveis elevados de toxicidade, que

afetam a germinacéo (Tiquia & Tam, 1998).

Numero de sementes (amostra)
GS = X100
Numero de sementes (controle)

Comprimento da raiz (amostra)
CR = X100
Comprimento da raiz (controle)

GS XCR
IG = E—
100

De acordo com este calculo um indice de germinacao (IG) de 20% indica
alta toxicidade, um indice de germinacao entre 70% e 80% indica baixa toxicidade
e Indices = a 80% indicam auséncia de toxicidade (Zucconi et al., 1981; Tiquia &
Tam, 1998).
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6.2.3 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a anélise estatistica empregando o
teste de Tukey a um nivel de significAncia de 95%, utilizando o programa
Statistica 7.1.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Teste de toxicidade frente a A. salina
Os percentuais de mortalidade de A. salina observados para as diferentes
concentracdes de uso do aditivo com acao biocida podem ser observados na
Figura 6.1.

Os resultados dos testes de ecotoxicidade sao geralmente
expressos como, Clsg (concentracdo letal inicial mediana) ou FT (fator de
toxicidade). Atualmente, no Rio Grande do Sul, a resolugcdo129/2006 do
CONSEMA, prevé padroes de toxicidade de efluentes liquidos de fontes
poluidoras estabelecidos como Fator de toxicidade (FT) (CONSEMA, 2006). O FT
representa o menor valor de diluicio da amostra na qual ndo se observa
imobilidade maior que 10% nos organismos expostos (Rodrigues & Pawlowski,
2007). Este indice (FT) € representado por um numero inteiro, que corresponde a
menor diluicdo da amostra que ndo cause efeito toxico aos organismos (ABNT
12713). No caso dos testes realizados neste experimento o objetivo foi avaliar o
efeito das concentracbes de uso do biocida sobre toxicidade da agua que se
forma no fundo dos tanques de armazenamento e que deve ser drenada em
intervalos regulares. Por esta razdo, optou-se por nado diluir as amostras e
apresentar os resultados obtidos nos testes com A. salina em percentual de
mortalidade.

A mortalidade de A. salina no tratamento CONTROLE (4gua ultrapura
salinizada (35g.L™"), sem contato com combustivel ou biocida) foi de 10%, o que
confirma a validade do teste. A mortalidade no tratamento A (agua ultrapura e
mistura B10) foi 20%, apds 24h e 40% apds 30 dias, indicando que o efluente
gerado apresenta baixa toxicidade para A.salina e que esta toxicidade tende a ser
maior conforme o tempo de contato entre a agua e a mistura B10 aumenta. Nos

tratamentos B e C a mortalidade apds 24h foi de 90% e 100% respectivamente.
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Apds 10 dias a mortalidade observada em ambos os tratamentos foi de 100%,
caracterizando a substancia teste como altamente tdxica para A. salina. A
comparacdo das médias por um teste Tukey mostra uma diferenga significativa
(p<0,05) na mortalidade observada para A. salina entre a amostra que ficou em
contato com o combustivel ndo tratado (A) e as amostras que entraram em

contato com o combustivel tratado com o biocida (B e C).

120% -
S
:‘g 100% -
-g? 80% - Controle
< BA-0%
g 60% - EmB-0,05%
§ a0% mC-0,1%
=
©
S 20% -
=

0% -

1dias 10 dias 20 dias 30dias

Tempo de contato ( dias)
Figura 6.1: Mortalidade de A. salina exposta a uma fase aquosa em contato com
combustivel tratado com o aditivo com biocida. Controle: agua ultrapura
salinizada (35g.L") sem contato combustivel ou biocida); A - &gua ultrapura e
combustivel ndo tratado; B - agua ultrapura e combustivel tratado com 0,05% de
aditivo; C - agua ultrapura e combustivel tratado com 0,1% de biocida.

6.3.2 Bioensaio de germinacao Sementes com L. sativa

Para o teste de germinacao de sementes, trés diferentes indices foram
utilizados como parametro para estimar a fitotoxicidade da agua que entrou em
contato com o combustivel tratado com o biocida, o indice de germinacao de
sementes (SG) , o indice de alongamento da raiz (RE) (Bagur —Gonzales et al.,
2010) e o indice de germinacéo (Gl). Os trés indices mostraram boa concordancia
para a estimativa da toxicidade da substancia testada. A precisdo analitica e a
variabilidade da sensibilidade dos organismos foram avaliadas através do
coeficiente de variagéo que é calculado como CV(%) = ((desvio padrdo /média) x
100) (Perina, 2009).
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Os resultados dos testes de germinagcdo das sementes estao
resumidos na tabela 6.1.

Tabela 6.1. Parametros medidos e os indices de toxicidade para bioensaio com
L. sativa L.

Lactuca sativa L.

AMOSTRA Ge’“(‘,f/:')""?“ °°m'(°c"in")‘e"t° (?,/V) G% IS AR  Toxicidade
1 dia 90 3,22 +£0,27 8,68 - -

g 10 dias 90 3,22 +£0,27 8,68 - -

% 20 dias 83 3,37+ 0,36 10,68 - -

© 30dias 90 3,22+ 0,27 8,68 - -

< 1da 80 2,61+0,53 2294 7227 0,186 -0,111 Baixa

$  10dias 40 1,89 £0,42 2222 26,08 -0413 -0,555 Moderada/ alta

:9: 20 dias 40 1,64 £ 0,34 207 2336 -0513 -0,519 alta

g 30 dias 30 1,12+ 0,17 1517 11,59 0,652 -0,666 alta

o 1 dia 0 0 0 0 1 -1 Muito alta

Z: 10 dias 0 0 0 0 1 -1 Muito alta

g 20 dias 0 0 0 0 -1 -1 Muito alta

é 30 dias 0 0 0 0 41 1 Muito alta

c 1 dia 0 0 0 0 41 1 Muito alta

§ 10 dias 0 0 0 0 1 1 Muito alta

S 20dias 0 0 0 0 -1 -1 Muito alta

é 30 dias 0 0 0 0 -1 -1 Muito alta

2 Valores médios; ° desvio padrao

A toxicidade da agua que entrou em contato como combustivel ndo
tratado (A) foi considerada baixa nas primeiras 24h, moderada até 10 dias de
contato e alta entre 20 e 30 dias de contato. Nos tratamentos B e C (0,05 e 0,1%
de biocida), ambos os indices informam uma alta toxicidade da substancia teste
sobre L. sativa.

Os coeficientes de variacdo calculados foram satisfatérios uma vez que os
estudos ecotoxicolégicos sdo considerados com uma boa reprodutibilidade
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quando a variacao dos resultados, expressa pelo coeficiente de variagdo (CV) é
menor que 30 % (Environment Canada, 2007).

6.4 DISCUSSAO

Nas condi¢cOes deste estudo, a fase aquosa que esteve em contato
com a mistura B10 ndo tratada com o aditivo contendo biocida mostrou-se toxica
para os organismos teste utilizados, A. salina e L. sativa, sendo observado que a
toxicidade aumentou ao longo do tempo de contato com a mistura. De fato, dados
da literatura mostram que algumas fracées do diesel, solUveis em agua, podem
ser bastante toxicas para os organismos aquaticos (Peterson & Muller, 2006;
Khan et. al., 2007; DeMello et. al., 2007; Silva et. al., 2007; Hollebone et. al.,
2008, Muller et al, 2011). O petrodiesel € composto por hidrocarbonetos e fracoes
de alguns compostos monoaromaticos como BTEX, alguns policiclicos aroméaticos
HPAs (naftaleno e fenantreno, por exemplo), fendis e compostos heterociclicos
contendo nitrogénio e enxofre além de alguns metais como cobre e niquel que
podem se solubilizar na agua (Saeed & Al-Mutairi, 1999; Silveira et al.2006;
Rodrigues et al 2010). Portanto a agua que entra em contato com este
combustivel pode apresentar um perfil téxico para organismos aquaticos como
demonstrado nos estudos de Rayburn et al. (1996) com embrides de camaréo,
Silva et al. (2007) com o peixe Danio rerio, Muller et al. (2011) com o
microcrustaceo Dapnia magna e Khan et al. (2007) com o microcrustaceo D.
magna e o peixe Oncorhynchus mykiss.

Estudos recentes tém sugerido que a adicdo do biodiesel ao diesel de
petréleo pode reduzir a toxicidade aquatica do combustivel, sendo esta reducao
melhor observada com misturas acima de 20% de biodiesel no diesel (Leme et al.
2011). Khan et al. (2007) utilizaram o microcrustaceo D. magna e o O. mykiss
(truta arco-iris) para investigar a toxicidade aquatica de fragdes solluveis em agua
(FSA) de diferentes misturas de diesel e biodiesel, assim como diesel e biodiesel
puros. Eles demonstraram que a toxicidade da agua para estes organismos foi
reduzida a medida que a proporcao de biodiesel na mistura aumentava. Outros
estudos (DeMello et al. 2007, Silva et al. 2007 e Hollebone et al. 2008) também
relatam a reducao dos efeitos téxicos agudos para FSA de misturas de diesel e
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biodiesel maiores que B5. De acordo com Leme et al. (2011) esta reducéo da
toxicidade em ambiente aquatico ocorre porque ha uma reducdo da solubilidade
dos HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) com o aumento da proporgéo
do biodiesel ao diesel. Segundo Hollebone et al. (2008), a solubilidade do diesel e
do biodiesel puros em agua sdo muito semelhantes. Com o auxilio de analises
cromatograficas, os autores detectaram a presenca de componentes dos dois
combustiveis (diesel e biodiesel) na dgua que esteve em contato com a mistura
(B5 ou B20) em propor¢cbes semelhantes ao volume de cada combustivel na
mistura. Ainda de acordo com Hollebone et al.(2008), a toxicidade do biodiesel
puro é de 5 a 10 vezes menor que a do diesel puro, mas esta reducado esta
associada aos componentes de cada combustivel que se solubilizam em agua.

No caso do biodiesel, apenas alguns acidos graxos se solubilizam em
agua e uma vez que a composicao de acidos graxos dos biodieseis esta
associada ao tipo de 6leo empregado na sua producéo, biodieseis produzidos a
partir de diferentes fontes apresentam diferentes perfis toxicos. Pereira et al.
(2012) e Leite et al. (2011), também observaram a presenca de metanol na matriz
aguosa que esteve em contato com as misturas de diesel e biodiesel,
encontrando uma correlagao positiva entre a quantidade de metanol observada e
a quantidade de biodiesel na mistura. Segundo os autores, o metanol aparece na
matriz aquosa como produto da hidrélise dos ésteres de &cidos graxos que
compdem o biodiesel. Apesar de ser considerado toxico para a biota (Leite et al.,
2011), o presenga do metanol n&o interfere na toxicidade do biodiesel (Pereira et
al., 2012).

Em nossos resultados, a mortalidade observada para A. salina em agua
gue esteve em contato com o combustivel ndo tratado por 30 dias foi menor que
50%, indicando uma baixa toxicidade da substancia teste sobre este organismo.
Para L. sativa, na mesma condicdo, a toxicidade foi considerada alta. As
diferencas observadas na classificacdo da toxicidade para a substancia teste
sobre 0s organismos estudados é considerada normal, uma vez que nem todas
as formas de vida apresentam a mesma susceptibilidade a uma mesma
substancia toxica (Fernandez-Alba et al. 2001).

Com a adigédo de 0,5 e 0,1% do biocida a mistura B10, os resultados

evidenciaram um aumento significativo na toxicidade aguda da agua que esteve
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em contato com o combustivel tratado. Nestas condicées ndo foi observada,
sobrevivéncia para A salina nem germinacao de L. sativa em todos os tempos
amostrais. Resultado semelhante também foi observado por Rangel (2012), que
realizou experimentos semelhantes ao deste estudo utilizando o mesmo
antimicrobiano.

O aumento na toxicidade observada nos tratamentos com adi¢éao de
0,5 e 0,1% do biocida a mistura B10 pode estar diretamente relacionado a
migracao de compostos quimicos presentes no biocida para a fase aquosa. O
biocida utilizado no estudo é composto por diversas substancias quimicas,
responsaveis pela garantia de diferentes propriedades do combustivel, tais como,
estabilidade oxidativa, inibidores de corrosdo, anti - congelantes entre outros.
Siegert, (2009), trabalhando com um sistema de 6leo agua (10:1), onde foi
adicionado 0,02% de MBO (ingrediente ativo puro) ao combustivel, observou que
apds 8 horas de contato, foi possivel identificar uma concentracdo de 0,15% de
MBO na agua. Conforme este estudo pode-se supor que ao menos o
antimicrobiano presente no biocida é capaz de se difundir rapidamente para a
fase aquosa, o que é desejavel sob o ponto de vista de protecdo do combustivel
do ataque microbiano, mas que pode representar um risco do ponto de vista
ambiental. Geralmente as fichas de seguranca que acompanham os produtos
trazem informacbes sobre a toxicidade de substancias puras, ndo levando em
consideracao as possiveis interagdes desta substancia com outras que poderiam
estar presentes no meio. Os efeitos téxicos combinados de varios produtos
quimicos tém recebido grande atencdo em ecotoxicologia, pois misturas de
produtos quimicos podem ter um impacto negativo maior do que os constituintes
individuais da mistura. Quando o modo de acgédo das diferentes substancias
toxicas sdo semelhantes ou se uma das substancias for considerada como um
diluente para outras deve-se considerar um efeito biocida que leva a um aumento
da toxicidade geral (Backhaus et al., 2002; Fernandez-Alba et al., 2002).

6.5 CONCLUSOES

Nas condicoes deste estudo, a fase aquosa que esteve em contato
com a mistura B10 nao tratada com o biocida é toxica para A. salina e L. sativa e

a toxicidade aumenta com o tempo de contato com a mistura. Para a fase aquosa
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que esteve em contato com a mistura B10 tratada com as concentracdes
indicadas para uso (0,05 e 0,1%) do biocida, a toxicidade aguda frente a A. salina
e L. sativa, é classificada como altamente téxica, mantendo seu efeito toxico
mesmo apds 30 dias. No caso desta fase aquosa atingir o ecossistema aquatico
ou mesmo 0 solo, sem prévio tratamento existe a possibilidade de danos ao
ecossistema. Os ensaios utilizados neste estudo tém baixo custo, sao rapidos e
demonstram boa sensibilidade para utilizagdo como uma avaliagdo rapida da
toxicidade para organismos aquaticos onde ha risco de dano ambiental

proveniente do descarte deste residuo sem tratamento adequado.
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CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS




Conclunsées

7.1 CONCLUSOES

Foram avaliadas 18 formulagbes de antimicrobianos indicadas para
utilizacdo em combustiveis, quanto ao seu espectro de agédo contra diferentes
grupos microbianos e as dosagens necesséarias para erradicacdo ou controle
destes organismos em caldo de cultura.

As formulagbes a base de isotiazolonas apresentaram efeito contra
todos os grupos avaliados isoladamente e na forma de consorcio (bactéria, fungo,
levedura e um consorcio microbiano) em dosagens menores, comparadas
aquelas formulacdes classificadas como liberadores de formol (morfolinas e
oxazolidinas). As oxazolidinas foram menos efetivas contra fungos e, em alguns
casos, apresentaram apenas efeitos bioestaticos, sem erradicar o
desenvolvimento da populacdo microbiana.

Foi observado que das 8 formulagbes de antimicrobianos
consideradas com potencial para as préximas avaliagées em sistemas 6leo/agua,
apresentaram incompatibilidades com a composi¢cdo quimica do combustivel
provocando alteracbes visuais indesejaveis, tais como turbidez e formacao de
sélidos. Algumas formulacdes apresentaram desempenho diferente, dependendo
do tipo de combustivel avaliado. O tempo de preservagcdo e a dosagem
necessdaria para a preservagao variou em fungdo do tipo de combustivel para
algumas formulacdes baseadas em misturas de isotiazolonas e oxazolidinas. Foi
observado que para o biodiesel puro (B100) foi necessaria uma concentracao
maior das formulagdes para controlar a contaminagédo. Nao foi possivel verificar
se este comportamento esta relacionado a composi¢cao quimica do combustivel
ou a diferencas na composicao e resisténcia intrinseca da comunidade
microbiana que se desenvolveu nos diferentes microcosmos.

Foi verificado um comportamento diferencial do aditivo multifuncional
com propriedades antimicrobianas (MBO) com relacdo ao tipo de combustivel
empregado. Este produto mostrou atividade biocida para os combustiveis puros
(BO e B100), mas nao para as misturas (B7 e B10).

Também foi possivel observar que a composicdo quimica da agua de
drenagem influenciou a atividade de ambos os antimicrobianos, alterando seu

tempo de acdo e a duragao da preservacdo do combustivel.
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Foi observado que o aditivo multifuncional na concentracdo de 0,1%
(de ativo com propriedades antimicrobianas) em condicdo de armazenamento
simulado da mistura B10 (90% diesel e 10% biodiesel), por um periodo de 90 dias
pode constituir uma boa estratégia para tratamento preventivo da contaminacao
microbiana em baixa contaminacdo. Para tratamentos de combustiveis com
contaminacao ja instalada ou com grau de contaminagao alto, apesar de ter sido
verificado um efeito bioestatico para o produto avaliado € sugerido um tratamento
de choque com formulagcdes baseadas em misturas de isotiazolonas ou
morfolinas.  Constatou-se ap6s 90 dias que nos tanques que continham
combustivel tratado com o aditivo multifuncional ndo houve formagcdo de
biomassa visivel na interface éleo-adgua e que o combustivel manteve-se em
conformidade com as exigéncias da ANP.

A metodologia de monitoramento e detecgcdo da contaminacao
microbiana em fase aquosa baseada na técnica de bioluminescéncia do ATP
avaliada mostrou maior sensibilidade para a detecgdo da contaminacao
microbiana tanto nos ensaios com cultura pura (Pseudomonas sp.), quanto para
0s ensaios com cultura mista (in6culo ndo caracterizado), sendo capaz de
detectar a contaminacdo microbiana nas diluicbes mais altas, onde a técnica
padrdao nao detectou. O kit para determinacdo do ATP por bioluminescéncia
testado neste estudo, na forma como esta projetado, ndo é adequado para
estimar o grau de contaminagdo microbiana da fase aquosa proveniente de
tanques de combustiveis. Em virtude das caracteristicas peculiares desta matriz
(agua de drenagem) é necessario um kit de ATP que permita a extracao prévia
das células da matriz.

Para as condigcbes estabelecidas neste estudo, a toxicidade aguda da fase
aquosa em condicoes de armazenamento simulado de mistura B10 nao tratada
com o aditivo com produto antimicrobiano mostrou-se toxica para A. salina e L.
sativa e a toxicidade aumentou com o tempo de contato. No entanto, para a fase
aquosa que esteve em contato com a mistura B10 tratada com as concentragbes
indicadas para uso (0,05 e 0,1%) do aditivo (com o biocida), a toxicidade aguda
frente a A. salina e L. sativa, foi classificada como altamente téxica, mantendo seu

efeito toxico mesmo apo6s 30 dias.
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7.2 CONSIDERACOES FINAIS

Os sistemas de armazenamento de combustivel podem apresentar
grande complexidade tanto por sua estrutura fisica quanto pela composicao do
produto estocado. As recentes alteragbes na composicdo quimica dos
combustiveis armazenados tem exigido o uso de uma grande variedade de
aditivos quimicos capazes de melhorar e garantir a sua integridade em situacdes
de armazenamento por longos periodos. Neste sentido, as estratégias para o
controle da contaminacdo microbiana, envolvendo apenas as boas praticas nao
sdo mais suficientes, havendo a necessidade do uso de antimicrobianos. A
utilizacdo de antimicrobianos € um dos métodos mais comumente empregados
para o gerenciamento da contaminagdo microbiana nos mais diferentes setores
da industria. Estes produtos sao capazes de reduzir ou manter a contaminacao
em niveis aceitaveis de forma a ndo comprometer a qualidade do produto final.
Existem muitos principios ativos em diferentes formulagdes disponiveis no
mercado, mas nem todos tém seu uso autorizado para utilizagdo em
combustiveis. No Brasil, esta autorizagdo deve ser concedida pela ANP, porém
até o momento nenhum produto antimicrobiano foi autorizado para uso no Pais.

A primeira etapa do trabalho consistiu em avaliar a susceptibilidade de
microrganismos deteriogénicos de diesel e biodiesel em condigbes 6timas (caldo
de cultura) em laboratério com 18 diferentes formulacbes de antimicrobianos.
Alguns dos produtos avaliados estdo formalmente registrados para utilizagcdo em
combustiveis enquanto outros ainda sao formulacdes experimentais. Este
primeiro estudo teve um carater exploratério e permitiu conhecer o espectro de
acdo para cada formulacdo testada além de estabelecer as faixas de
concentragdo para uso dos produtos. A partir disto, foram selecionadas aquelas
formulagbes que apresentaram as concentragdes mais baixas no controle do
desenvolvimento microbiano em caldo de cultura para avaliacdo em sistemas
Oleo-agua. Nesta avaliacdo destacaram-se as formulagdes baseadas em
isotiazolonas seguidas pelas morfolinas e oxazolidinas. Esta ultima apresentando
efeitos biocida apenas em concentragdes superiores a 0,1%.

Em uma segunda fase foram avaliadas 13 formulagdes em condicoes
de armazenamento simulado em sistemas Oleo/agua. Algumas destas
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formulacbes mostraram-se incompativeis com o sistema, interagindo com o
combustivel e por este motivo foram eliminadas. Outras formulagées
apresentaram efetividade diferencial em fung¢éo do tipo de combustivel utilizado.

Nos sistemas agua/éleo quase todas as formulagbes avaliadas
apresentaram apenas efeito inibitério. As formulacées a base de oxazolidina
foram inibitérias na concentracdo de 0,1% e apenas em condicao de baixa
contaminacao, enquanto as formulagdes contendo isotiazolonas foram inibitorias
em alta e baixa contaminagdo em concentracdes entre 0,03% e 0,05%.

Algumas formulagdes contendo isotiazolonas com diferentes graus de
solubilidade em sistemas Oleo/agua também foram avaliadas nesta etapa
revelando que as formulagées com baixa ou nenhuma solubilidade em agua nao
sao efetivas na preservacao do combustivel.

A partir deste estudo inicial foi selecionado um aditivo multifuncional
com o ativo antimicrobiano oxazolidina na concentracdo de 50% em sua
composicao e uma mistura de isotiazolonas para a préxima etapa.

A segunda etapa do estudo consistiu em avaliar estas duas
formulacbes em condigdes de armazenamento simulado; com quatro tipos de
combustiveis e trés niveis de contaminacao microbiana. A fase aquosa também
variou, consistindo de um meio sintético com nutrientes para dar suporte minimo
ao crescimento microbiano ou agua de drenagem de tanques de armazenamento
(condicao proxima a real). Neste experimento a mistura de isotiazolona foi efetiva
no controle da contaminagdo microbiana em 0,04% em todos os tratamentos
enquanto o aditivo multifuncional foi efetivo em concentracées de 0,1%, apenas
na condicdo de baixa contaminacdo. Este mesmo produto foi menos efetivo na
preservacdo de misturas de diesel/biodiesel do que nos combustiveis puros,
diesel e biodiesel. Na presenca de agua de drenagem de tanques de
armazenamento ambos os produtos avaliados tiveram sua eficacia reduzida
evidenciando que as condi¢des gerais do sistema podem afetar o desempenho
dos antimicrobianos.

A efetividade dos antimicrobianos em sistemas de armazenamento de
combustiveis foi avaliada em condigdes mais préximas da real, em tanques de
aco carbono com capacidade para 20 litros contendo 1% de agua de drenagem
de tanques de armazenamento. O produto selecionado para este estudo foi o

aditivo multifuncional com 50% de oxazolidina em sua formulacdo, utilizado
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concentragdo de 0,1%. Neste estudo foram avaliadas as alteragdes nas
caracteristicas fisico-quimicas do combustivel e o desenvolvimento microbiano ao
longo de 90 dias de armazenamento. Os resultados obtidos mostraram que o
combustivel tratado, apés 90 dias de armazenamento, manteve suas
caracteristicas fisico-quimicas em valores proximos aos iniciais e incorporou
menos agua. A biomassa formada ao final dos 90 dias foi 35% menor comparada
ao combustivel ndo tratado. Também, ndo foi percebida a formagdo de um
biofilme na interface 6leo/agua nos combustiveis tratados com o aditivo, como
ocorreu no combustivel ndo tratado.

O acompanhamento do desenvolvimento microbiano a cada tempo
amostral durante os 90 dias apontou poucas diferengcas na condicdo de alta
contaminacao entre os tanques tratados com 0,1% de aditivo e os tanques néo
tratados, porém a diferenca entre 0 peso seco da biomassa entre estes dois
tratamentos foi de cerca de 35%. Este fato chama a atencéo, pois evidencia outro
problema relacionado ao gerenciamento da contaminagdo em combustiveis, a
dificuldade em se estimar corretamente a populacdo em desenvolvimento no
sistema.

Em uma analise comparativa entre os experimentos realizados no
laboratério e no campo pode-se perceber a grande importancia que a mudanca de
escala proporcionou para a compreensao deste estudo. No quadro abaixo é dado
um resumo sobre as condi¢gées experimentais e os principais resultados obtidos
em ambos os estudos (Quadro 7.1). As diferengas observadas entre as duas
escalas (laboratério e campo) demonstram a importancia da realizagao de testes
em diferentes escalas antes da implementagdo de qualquer estratégia e nos
alertam sobre a possibilidade de sub ou superestimativa de uso na tomada de
decisdes baseadas apenas em estudos de bancada. Nesta comparacao foram
observadas diferencas importantes quanto a formacdo de biomassa e da

degradacao dos ésteres do biodiesel.
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7.2.1 Quadro comparativo entre os experimentos de laboratério e

campo
Laboratoério’ (Cap. IlI) Campo (Cap. IV)
BO, B7, B10, B100 B10
Combustivel Diesel:S500 Diesel: S50 (50ppm de enxofre)

(500ppm de enxofre)
Biodiesel Soja (60%) e sebo (40%)

Biodiesel Soja (75%) e sebo (25%)

Fase aquosa

Meio mineral (BH) ou Agua de
drenagem

Agua de drenagem

Volume de
combustivel

60mL

19,6L

Volume de agua

20 mL (33%)

400mL (2%)

Inéculo
(microorganismos
e concentracao)

Consorcio microbiano nao
caracterizado composto por fungos,
bactérias e leveduras nas
concentracbes de 10° CFU/mL, 10°
CFU/mL e 10° CFU/mL

Consorcio microbiano nao
caracterizado composto por fungos,
bactérias e leveduras na
concentragao de 10°CFU/mL

Microcosmos

Frascos de vidro (180mL)

Tanques de ago carbono jateados
com granalha de ferro (20L)

Concentracao do
biocida

400pmm (0,04%) e
1000ppm (0,1%)

1000ppm (0,1%)

RESULTADOS

Tempo de morte

Nao houve acéo biocida

Nao houve acéo biocida

Acao do Efeito bioestatico verificado apos 14 . -
antimicrobiano dias que perdurou por 28 dias. Bioestatica
Volume de 0.61glL

biomassa formada

Aparéncia da
biomassa ao final
do tempo
experimental

Nao foi possivel avaliar pelo método
utilizado uma vez que a biomassa
confundiu-se com os componentes da
agua de drenagem.

Liquido amarelo ocre sem grumos

Degradacao da

mistura B10 por 30% Nao detectada
FT-IR
Estabilidade ) _ Nos tanques tratados com aditivo o
oxidativa N&o avaliado combustivel manteve-se dentro dos
valores especificados para o diesel
comercializado®. Nos tanques nao
Teor de agua N3o avaliado tratados ocorreu a perda de
aderéncia a norma.
Viscosidade N&o avaliado N&o alterou
Massa especifica N&o avaliado N&o alterou

! Para fins de comparacao entre os experimentos (laboratério x campo) foram utilizados os dados
0 obtidos para a mistura B10 na condi¢do de alta contaminagao e agua de lastro com adigao de
1000ppm do aditivo multifuncional com 50% de antimicrobiano ( MBO) na formulagéo.

? Resolugao ANP N° 50, de 23.12.2013 / Relatério técnico ANP N° 4/2013 (anexo |).
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Com relacdo a efetividade do biocida, ndo foi possivel avaliar a
formacao de biomassa nos microcosmos de vidro (escala laboratorial) devido a
presenca de produtos de corrosdo. A comparacao dos resultados obtidos neste
estudo entre os microcosmos contendo meio mineral e agua de drenagem
sugeriram que na presenca de agua de drenagem o produto testado seria ineficaz
para a protecdo das misturas B10. Na escala de campo, porém, o efeito do
antimicrobiano ficou evidente no controle da formacao de biomassa. Nesta escala
pode-se observar que apesar do efeito bioestatico (que impede o
desenvolvimento, mas ndao mata o0s microrganismos), o desenvolvimento
microbiano foi controlado na presenca de agua de drenagem e com um beneficio
a mais, ndo houve a formacdo de biofiime, o que é um fator relevante, pois
impede a formagédo dos grumos e peliculas que se aderem aos tanques e sdo a
principal causa de problemas de entupimentos e corrosao.

Na comparacao sobre os valores obtidos para a degradacao (FT-IR)
observada para os ésteres do biodiesel, ficamos limitados ao fato de néo ter sido
utilizado a mesma metodologia de avaliacdo. Nos microcosmos avaliados em
laboratério foi observado 30 % de degradacao do biodiesel ao final de 60 dias, ja
na condicdo de campo a degradacao do biodiesel nao foi observada. Com este
resultado € possivel apresentar algumas hip6teses, por exemplo, que a maior
quantidade de agua no experimento de laboratério (30%, limitagdo imposta pelo
tamanho dos microcosmos) pode ter intensificado a degradacdo dos ésteres
(degradacao hidrolitica) ja que o0 mesmo nao ocorreu no experimento de campo
que apresentava apenas 2% de agua (condicao proxima a real).

Outra possibilidade é que diferengas na composicéo e diversidade da
populacdo microbiana nos diferentes experimentos tenham se refletido na
degradacao diferencial dos ésteres. Embora a competéncia (capacidade de
producdo de enzimas) para degradar os ésteres que compde o biodiesel seja
bastante comum a microbiota ambiental, diferencas na composi¢do do inoculo
utilizado e também diferencas na composicdo do combustivel empregado nos
dois experimentos podem explicar a presenga de populagdes de microrganismos
distintas em cada situacao, apresentando por este motivo taxas de degradacéo
diferenciadas.

O ponto de coleta dentro do microcosmo e o volume amostrado (1mL
para os experimentos de laboratério e 50 mL para os de campo) para a analise
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da degradacdo dos ésteres pode ter influenciado os resultados. Na escala
laboratorial a camada de combustivel no frasco amostral apresentava
aproximadamente 3 cm. Desta camada, prdéxima a interface foi coletado com
auxilio de uma micropipeta, o volume de 1 mL da fase combustivel e assim,
conseguimos amostrar a regidao da interface dos microcosmos com mais
facilidade. Além disto, a superficie de contato entre o combustivel e a agua
compreendeu todo a didmetro do frasco experimental. Nos tanques de 20L, a
camada de 6leo continha cerca de 60 cm de altura e o combustivel foi amostrado
em duas alturas com auxilio de pipeta de vidro estéril, a primeira junto a interface
e outra 10 cm abaixo da superficie, totalizando uma amostra composta de 100
mL, o que pode ter diluido a amostra, dificultando a detecgéo da degradacao do
biodiesel.

A eficacia de um programa de controle da contaminag¢do nao depende
apenas da utilizacdo do biocida adequado, mas das dosagens e da freqiéncia de
tratamento adequadas. Para se estabelecer estes valores € necessario conhecer
com o maximo de exatiddao possivel os niveis de contaminagdo presentes no
tanque e a forma como esta contaminacdo esta estabelecida. Microrganismos
crescendo na condicdo plancténica, em geral sdo susceptiveis a antimicrobianos
em concentracdes menores do que microrganismos crescendo em biofilmes, por
exemplo. Atualmente nenhuma das técnicas de monitoramento e quantificacdo da
biomassa sdo satisfatorias para uma determinagéo precisa da contaminacdo. A
técnica que utiliza a bioluminescéncia do ATP, uma das mais amplamente
utilizadas atualmente, apesar de permitir um monitoramento rapido, permite
apenas a quantificacdo da populagdo microbiana planctdnica na fase aquosa ou
oleosa, e ndo leva em conta a presenca do biofilme. Estas estimativas podem
induzir ao erro, provocando falhas no gerenciamento da contaminacao ao indicar
a utilizacdo de produto ou das dosagens inadequadas para o tratamento do
sistema.

A questao da dosagem correta além dos problemas relacionados ao
controle da contaminagao no sistema também pode provocar sérios problemas
ambientais.

Os agentes antimicrobianos sao de uma maneira geral produtos
quimicos de elevada toxicidade. O uso de biocidas de carater quimico persistente
é do ponto de vista ambiental, inaceitdvel com relagdo aos potenciais riscos
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ambientais que poderado surgir nos sistemas de tratamento de aguas residuais ou
nos sistemas naturais de agua (rios, lagos, mares, etc.), considerando o descarte
irresponsavel no ambiente sem o tratamento prévio (desativacdo quimica e ou
diluigéo).

Um biocida ideal deve apresentar propriedades néo persistentes e nao
bio-acumulativas e deve ser rapida e facilmente decomposto em espécies
quimicas com niveis baixos de toxicidade para todas as formas de vida. Eles
devem ser utilizados nas menores dosagens e com a menor frequéncia possiveis
para a boa manutencao do sistema a fim de se evitar uma elevacao dos custos
financeiros e ambientais. Porém, a reducao dos riscos quimicos provenientes da
utilizacdo de antimicrobianos ndo pode ser aceitavel se resultar em menor eficacia
contra os organismos indesejados. Neste sentido, a quinta etapa deste estudo,
avaliou a toxicidade do aditivo multifuncional com propriedades antimicrobianas
através de testes ecotoxicoldgicos, utilizando como organismos teste o crustaceo
Artemia salina e sementes da planta Lactuca sativa (alface). Neste teste avaliou-
se a toxicidade da agua que esteve em contato com o combustivel tratado com
0,1% do produto antimicrobiano apés 1, 10, 20 e 30 dias. Os resultados
mostraram que este efluente, em sua forma bruta apresenta alto potencial tdxico,
porém a agua que esteve em contato com o combustivel ndo tratado também se
revelou toxica. Estes resultados tornam claro que na opgé&o por implementar
estratégias de combate a contaminagcdo microbiana através do uso de agentes
antimicrobianos, além da eficiéncia dos agentes quimicos, a sua
biodegradabilidade e impacto ambiental terdo também que ser considerados
quando das tomadas de decisdo. Mesmo assim, o efluente residual associado a
um sistema de armazenamento de combustiveis precisa ser tratado independente
da utilizagdo ou ndo de antimicrobianos no tratamento de combustiveis e, portanto
este tratamento ndo constitui um custo associado apenas a utilizagdo de
antimicrobianos.

Para o gerenciamento adequado da contaminagdo microbiana de
combustiveis armazenados devem-se escolher ao menos dois produtos
antimicrobianos diferentes, adequados ao sistema especifico que se deseja tratar,
um para ser utilizado como tratamento preventivo e outro mais adequado para
tratamentos de choque. Deve-se ainda promover a adog¢do de praticas de

manutencdo e monitoramento em intervalos regulares que devem incluir a
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previsao dos custos e das estratégias para tratamento dos efluentes gerados a
fim de se evitar danos ambientais.

Dentre o0s produtos estudados, o aditivo multifuncional com
caracteristicas antimicrobianas apresentou resultados que o caracterizam como
efetivo para um tratamento preventivo da contaminacdo microbiana. As
formulagbes baseadas em isotiazolonas ou morfolinas poderiam constituir uma
boa opgédo para tratamentos corretivos, quando ja existe uma contaminacao
instalada.

Apesar do mercado e 6rgaos legisladores ainda resistirem a utilizagéo
de antimicrobianos para controle da contaminagdo microbiana em combustiveis,
cabe ressaltar que a reducdo do risco ambiental pela ndo utilizagdo da controle
quimico esta ligada ao aumento do risco de deterioragdo do produto armazenado,

0 que claramente constitui um risco financeiro para a industria.
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7.3 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestoes para trabalhos futuros propoem-se:

- Avaliar a interagao entre contaminagao microbiana e degradacao

quimica das misturas diesel/ biodiesel

- Avaliar a interferéncia da composicao do combustivel na acdo do

biocida;

- Avaliar o periodo de preservagao de um tanque tratado com biocida

em condi¢des reais de uso;

- Determinar a diversidade microbiana utilizando técnicas modernas
de sequenciamento das comunidades microbianas deteriogénicas
que se estabelecem nas diferentes misturas diesel biodiesel;

- Estudo da resisténcia de microrganismos a biocidas para uso em

combustiveis;

- Estudo sobre o coeficiente de particdo dos biocidas em condicoes

de uso e concomitante avaliagdo microbiana;
- Desenvolvimento de métodos rapidos de monitoramento (a campo
e por pessoal ndo especializado) com deteccado da contaminacao

microbiana em combustiveis armazenados.

- Estudo das emissdes do combustivel tratado com biocida.
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ANEXO |
RESOLUCAO ANP N¢ 50, DE 23.12.2013 - DOU 24.12.2013
REGULAMENTO TECNICO ANP N2 4/2013
Tabela | - Especificacdes do 6leo diesel de uso rodoviario.
. LIMITE METODO
CARACT(E)R'ST'CA UNIDADE TIPOAeB ABNTNBR | oo
S10 | S500
Limpido e isento de
Aspecto (2) - impurezas 14954 D4176
Cor - (3) | Vermelho (4)
. D1500
Cor ASTM, max. (5) - 3,0 14483 D6045
. o EN
Teor de biodiesel (6) Yo vOlume (7) 15568 14078
D2622
D5453
10,0 (8) i i D7039
D7212
9)
Enxofre total, méx. mg/kg D7220
D2622
D4294
- 500 14533 D5453
D7039
D7220
Destilacédo
10% vol.,
recuperados, min. 180,0 Anotar
245,0 a 245,0 a
50% vol., recuperados 2950 310.0
85% vol., ) °C i 360,0 9619 D86
recuperados, max.
90% vol., recuperados - Anotar
95% vol., ) 370,0 i
recuperados, max
714 D12
Massa especifica a kg/m? 815,0 a 815,0 a 8 98
20°C 850,0 (10) 865,0 14065 D4052
Ponto de fulgor, min. °oC 38,0 7974 D56
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14598 D93
D3828
cmgﬁiﬁifidfogc mm?/s 20a4,5 2,0a5,0 10441 D445
Ponto de entupimento
de filtro a friop max. °C (11) 14747 D837
D613
Numero de cetano,
min. ou Numero de i 48 42 (12) i D6890
cetano derivado
(NCD), min.
D7170
Residuo de carbono
Ramsbot-tom no
residuo dos 10% % massa 0,25 14318 D524
finais da destilagao,
max.
Cinzas, max. % massa 0,010 9842 D482
Corrosividade ao
cobre, 3h a 50°C, max i 1 14359 D130
D6304
Teor de Agua (13), )
. mg/kg 200 500 EN ISO
12937
Contaminagéo total EN
(14), méx. mg/kg 24 ) } 12662
Ag“anf ;Xe‘%'m‘)e”ms’ % volume 0,05 : D2709
D51
Hidrocarbonetos 5186
policiclicos aroméaticos % massa 11 - -
(15), max. D6591
(16)
D2274
. X (17)
plsies | mgromt |25 | -
¢ > max. D5304
(17)
ne'SS;’Iiggéo mg KOH/g Anotar - 14248 D974
ISO
121
Lubricidade, max. Hm (18) %6
D6079
- D2624
Condutividade
elétrica, min. (19) pS/m 25 25 (20)
- D4308

Disponivel em: http://nxt.anp.gov.br/nxt/gateway.dll/leg/resolucoes_anp/2013/dezembro/ranp%2050%20-

%202013.xml
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ANEXO Il
RESOLUQI:\O ANP N2 14, DE 11.05.2012 - DOU 18.05.2012
REGULAMENTO TECNICO ANP N2 4/2012
Tabela 1: Especificacao do Biodiesel
CARACTERISTICA | UNIDADE LIMITE METODO
ABNT NBR | ASTM D EN/ISO
Aspecto - LI (1) - - -
Massa especifica a 7148 1298 EN ISO 3675
20° G kg/me | 850800 | 44065 4052 EN ISO 12185
Viscosidade
Cinematica a 40°C mm2/s 3,0a6,0 10441 445 EN ISO 3104
Teor de 4gua, max. mg/kg (2) - 6304 EN ISO 12937
Contaminagéao Total, EN ISO 12662
méx. mg/kg 24 ) ) NBR 15995
Ponto de (g‘)'9°r’ min. °c 100,0 14598 93 EN SO 3679
Teor de éster, min % massa 96,5 15764 - EN 14103
Residuo de carbono, | |
max. (4) Yo Massa 0,050 15586 4530 -
C'”Zasrﬁggatadas’ %massa | 0,020 6294 874 EN 1SO 3987
. EN ISO 20846
Enxofre total, max. mg/kg 10 15867 5453 EN ISO 20884
15554

- . EN 14108

Sddio + Potassio, ma/kg 5 15555 i EN 14109
max. 15553 EN 14538

15556

Célcio + Magnésio, 15553
MAx. mg/kg 5 15556 - EN 14538

Fésforo, max. mg/kg 10 15553 4951 EN 14107
Corrosividade ao
cobre, 3h a 50 °C, - 1 14359 130 EN ISO 2160

max.
Numero Cetano (5) - Anotar - 613 EN ISO 5165
6890 (6)
Ponto de
entupimento de filtro °C (7) 14747 6371 EN 116
a frio, max.
Indlcergzxamdez, mg KOH/g 0,50 141_148 6(?‘4 EN 14104 (8)
15341 (8)

. : . o 6584 (8) EN 14105 (8)
Glicerol livre, max. 7o Massa 0,02 15?71 i EN 14106 (8)
Glicerol total, max. 15344 6584 (8)

(9) Y% massa 0,25 15908 i EN 14105 (8)
Monoacilglicerol 15342 (8)
. ’ % massa 0,80 15344 6584 (8) EN 14105 (8)
max. 15908
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15342 (8)
Diacilglicerol, max. % massa 0,20 15344 6584 (8) EN 14105 8)
15908
15342 (8)
Triacilglicerol, méax. % massa 0,20 15344 6584 (8) EN 14105 (8)
15908
Metanol efouEtanol | o, massa | 0,20 15343 . EN 14110 (8)
Indice de lodo 9/100g Anotar - - EN 14111 (8)
Estabilidade a
oxidacao a 110°C, h 6 EN 14112 EN
: 15751 (8)
min. (10)

Nota:
(1) Limpido e isento de impurezas, com anotacao da temperatura de ensaio.

(2) Sera admitido o limite de 380 mg/kg 60 dias apds a publicacdo da Resolugao.
A partir de 12 de janeiro de 2013 até 31 de dezembro de 2013 sera admitido o
limite maximo de 350 mg/kg e a partir de 12 de janeiro de 2014, o limite maximo

sera de 200 mg/kg.

(3) Quando a analise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130° C, fica

dispensada a analise de teor de metanol ou etanol.
(4) O residuo deve ser avaliado em 100% da amostra.

(5) Estas caracteristicas devem ser analisadas em conjunto com as demais
constantes da tabela de especificagdo a cada trimestre civil. Os resultados devem
ser enviados a ANP pelo Produtor de biodiesel, tomando uma amostra do
biodiesel comercializado no trimestre e, em caso de neste periodo haver mudanca
de tipo de material graxo, o Produtor deverd analisar nimero de amostras

correspondente ao numero de tipos de materiais graxos utilizados.

(6) O método ASTM D6890 podera ser utilizado como método alternativo para

determinacao do numero de cetano.

(7) Limites conforme Tabela Il. Para os estados ndo contemplados na tabela o
ponto de entupimento a frio permanecera 19°C.
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(8) Os métodos referenciados demandam validagcao para os materiais graxos nao
previstos no método e rota de producéo etilica.

(9) Podera ser determinado pelos métodos ABNT NBR 15908, ABNT NBR 15344,
ASTM D6584 ou EN14105, sendo aplicavel o limite de 0,25% em massa. Para
biodiesel oriundo de material graxo predominantemente laurico, deve ser utilizado
método ABNT NBR 15908 ou ABNT NBR 15344, sendo aplicavel o limite de

0,30% em massa.

(10) O limite estabelecido devera ser atendido em toda a cadeia de abastecimento

do combustivel.

Tabela Il - Ponto de Entupimento de Filtro a Frio

230

UNIDADES DA LIMITE MAXIMO, ¢C
FEDERAGAO | JAN | FEV | MAR | ABR | MAI | JUN | JUL | AGO | SET | OUT | NOV | DEZ
SP - MG - MS 14 14 14 12 8 8 8 8 8 12 14 14
GO/DF - MT -

ES - RJ 14 14 14 14 10 10 10 10 10 14 14 14
PR-SC-RS 14 14 14 10 5 5 5 5 5 10 14 14
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ANEXO il
ESTRUTURAS QUIMICAS DOS BIOCIDAS

METILISOTIAZOLINONA 0

Nome IUPAC 2-Methyl-4isothiazolin-3-one

Abreviatura: MIT

Numero Cas 2682-20-4 | N—CH;,
Formula molecular: C4;HsNOS S/

Peso molecular: 115.15

METILCLOROISOTIAZOLINONA

Nome IUPAC 5-Chloro-2-methyl-4-isothiazoline-3-one

Abreviatura: CMI; CMIT; MCI; MCIT ‘
Numero Cas 26172-55-4 S
Formula molecular: C4H;CINOS Cl

Peso molecular: 149.59866

BENZISOTIAZOLINONA

Nome IUPAC: 2-Benzisothiazolin-3-one NH
Abreviatura: BIT /
NUmero Cas: 2634-33-5 S
Formula molecular: C;HsNOS

Peso molecular: 151.19

BUTILBENZISOTIAZOLINONA [:]
Nome IUPAC: 2-Butyl-1,2-benzisothiazolin-3-one
Abreviatura: BBIT

231

NuUmero Cas: 4299-07-4 SJNW

Formula molecular: C11H{3NOS
Peso molecular: 207.29

HO
BRONOPOL

Nome IUPAC: 2-Bromo-2-nitro-1,3-propanediol 0

Abreviatura: BNP N, aH
Numero Cas: 52-51-7 ;’HI

Formula molecular: C3HgsBrNO,4 Df”r
Peso molecular: 199.99 Br
Nome lupac: 2-(thiocyanatomethylthio)benzothiazole
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Abreviatura: TCMTB

Numero Cas: 21564-17-0

Molecular Formula: CgHgN2S3 “\
Peso molecular: 238.35 >"

MORFOLINA
Nome IUPAC: N,N’- metilenebismorpholine

Abreviatura: MBM 0 f’\] [/\D
Numero Cas: 5625-90-1
Formula molecular: CgH5sN-O» I\/H — H\_)

Peso molecular: 186.25

MORFOLINA K\ A ™

Nome IUPAC: 4-(2-nitrobutyl)morpholyne (1) O\/r 10
4,4’-(2ethyl-2-nitrotrimethylene)-dimorpholine (2) ?

Abreviatura: NMEND /CHs

Numero Cas: 2224-44-4/ 1854-23-5 CH,

Formula molecular: CgHigN2O3 / C13-Ho5-N3-O4 l/\N/CHZx[/CHl\

Peso molecular: 188.22 / 475.59 \J O

0,

Nome IUPAC: 3,3-methylenebis(5-methyloxazolidine)
Abreviatura: MBO

NuUmero Cas: 66204-44-2

Formula molecular: CgH5sN>O>

Peso molecular: 186.25142

CH;
S
OXAZOLIDINA o/\ N7\
o
H,C

Nome IUPAC: hexamethylene biguanide -

Abreviatura: PHMB I‘~.IH rqu

Namero Cas: 28757-48-4 . /.LN /l\N PP
Formula molecular: (CgH{7Ns), H H H

Peso molecular: 213.333 n
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aneros
Nome IUPAC: 2-pyridinethiol-1-oxide, sodium salt
Abreviatura: s
Numero Cas: 3811-73-2 | )
Formula molecular: C5H4NNaOS N* ~g- Nat
Fr

Peso molecular: 149.13999

IODOPROPYNYL BUTYLCARBAMATE

Nome IUPAC: 3-iodine-2-propenyl-butylcarbamate)
Abreviatura: IPBC:

Numero Cas: 55406-53-6

Formula molecular: CgH20O5NI

Peso molecular: 281.09
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ANEXO IV

MEIOS DE CULTURA

1.1 Meio mineral (Bushnell e Haas, 1941)

Reagentes gL’
KH.PO, 1
K-HPO, 1
NH,NO; 1
MgSO,7H.,0 0,2
FeCls 0,05
CaCl.2H.O 0,02
pH 7,0
1.2 Meio Agar nutriente
Reagentes gL’
Extrato de Carne 3,0
Peptona Bacteriol6gica 5,0
Agar Bacteriolégico 15,0
pH 7,2
1.3 Caldo nutriente
Reagentes gL’
Extrato de Carne 3,0
Peptona Bacterioldgica 5,0
pH 7,2
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1.4 Meio Agar Malte

Reagentes gL’
Extrato de Malte 30,0
Peptona Bacteriol6gica 5,0
Agar Bacteriolégico 15,0
pH 5,6
1.5 Caldo Malte
Reagentes gL’
Extrato de Malte 30,0
Peptona Bacteriologica 5,0
Ph54
1.6 Meio Padrao para Contagem- PCA
Reagentes gL’
Extrato de Malte 30,0
Peptona Bacteriologica 5,0
Agar Bacteriolégico 15,0
Ph 5,4
1.7 Meio Agar Sabouraud
Reagentes gL’
Glicose 40,0
Peptona Bacteriolégica 10,0
Agar Bacteriolégico 15,0
Ph 5,4
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ANEXO V
j u FRG s FACULDADE DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SOLOS
D0 RIG GRANDE 0 SUL ‘... LABORATORIO DE ANALISES

LAUDO DE ANALISES

NOME: Profa. Fatima Bento

MUN.: Porto Alegre EST.: RS

Data de entrada: 08/12/10 Data de expedicao: 20/01/11
N° DE REG.: R-389/2010

MATERIAL: Agua retirada do lastro do tanque de estocagem

Determinacoes Amostra 01  Metodologia aplicada / Limite de detecgao

N-NH," - mg/L 192 destilagao, MgO / Titulometria/ 0,1 mg/L

N-NO, - mg/L <0,1 destilaggo, Liga de Varda / Titulometria/ 0,1 mg/L
Fésforo total - mg/L <0,01 digest&o tmida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,01 mg/L
Potéassio total - mg/L 59 digestao Umida nitrico-perclorica/ ICP-OES/ 0,07 mg/L
Calcio total - mg/L 67 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,04 mg/L
Magnésio total - mg/L 10 digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,02 mg/L
Enxofre total - mg/L 34 digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 1,0 mg/L
Cobre total - mg/L 0,86 digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,004 mg/L
Zinco total - mg/L 4§3 digestao umida nitrico-perclérica/ {CP-OES/ 0,02 mg/L
Ferro total - mg/L 1454 digest&o umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,04 mg/L
Manganés total - mg/L 126 digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,01 mg/L
Sadio total - mg/L 229 digestéo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,1 mg/L
Boro total - mg/L 0,2 digestao seca/ ICP-OES/ 0,1 mg/L

Obs.,: Resultados expressos na amostra “in natura”.
Obs.,: Média de 2 determinagdes.

v Eng. Agr. Clesio Gianello, Ph.D.
CREA 8a. Reg. 25.642
Responsavel pelo Laboratério de Analises

e

SRR BN TGRRANS AR SRR RSN PRI 5 L, 5 TS
aboratério de Analises de Solo - Av. Bento Gongalves, 7712 - Bairro Agronomia - Porto Alegre, RS - CEP 91540-000
FonelFax: (0xx 51) 33086023 Fones: (Oxx 51) 33087457 - 33087459 - e-mail: |absolos@bol.com.br

Cadastrado junto & FEPAM como Laboratorio de Anélises Ambientais sob o nimero 12/2006-DL
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ANEXO VI

ST B o i S W e
OLEOPLAN S.A.
—\_./—

OLEOPLAN S/A - OLEOS VEGETAIS PLANALTO

CERTIFICADO DE QUALIDADE

PRODUTO: BIODIESEL - B100

LOTE:353

FABRICAGAO:
CERTIFICADO N°:

23/5/2011
353

MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS: OLEO DE SOJA (75%), GORDURA ANIMAL (25%) E METANOL

DATA DE ENSAIO: 24/05/2011

RST 470 — KM 109 — N°. 3482 — CEP: 95330 — 000 — VERANOPOLIS ~ RS

FONE: (54) 3441 3300 — FAX: (54) 3441 3300

E-mail: laboratorio_biodiesel@oleoplanver.com.br, atendimento@oleoplanver.com.br
Site: www.oleoplanver.com.br

Caracteristica Unidad Resultado Especificacdes Métodos
s s Limpido e Isento, | Limpido e Isento de .
Aspecto/Temperatura lida em °C - a6 Ir‘:'npureza s/20 plmpurezas Visual
Massa Especifica a 20 °C Kg/m® 879,1 850-900 ASTM D 1298
Viscosidade Cinematica a 40°C mm?/s 4,299 3,0-6,0 ASTM D 445
Teor de agua mg/kg 326 500 (méx.) ASTMD 6304
Contaminagao Total mg/kg™ 19,8 24 (max.) EN 12662
Ponto de Fulgor .
Vaso fechado Pensk;; - Martens @ 132 10000 (min.) ASTMDES
Teor de éster % 98,4 96,5 (min.) EN 14103
Residuo de Carbono % massa 0,02 0,05.(max.) ASTM D 4530
Cinzas Sulfatadas % 0,007 0,020 (max.) ASTM D 874
Enxofre total ma/kg 2,9 50 (max.) ASTM D 5453
Sédio + Potassio mg/kg 3.3 5(max.) NBR 15553
Calcio + Magnésio mg/kg 2,6 5 (max.) NBR 15553
Fosforo mg/kg 17 10 (max.) NBR 15553
Corrosividade ao cobre, 3h a 50°C - 1 1 (méx.) ASTM D 130
Ponto de entupimento de filtro a frio °Cc 6 19 (max.) ASTMD 6371
Indice de acidez mgKOH/g 0,4 0,50(max.) ASTMD 664
Glicerina Livre % massa 0,013 0,02 (max.) ASTMD 6584
Glicerina total % massa 0,185 0,25 (max.) ASTM D 6584
Monoglicerol % massa 0,469 ANOTAR ASTM D 6584
Diglicerol % massa 0,217 ANOTAR ASTMD 6584\
Triglicerol % massa 0,172 ANOTAR — |1z ABYMD 6584 |
Metanol % massa 0,06 0,20 (max) "] ENJ4AMS |
Estabilidade  oxidaggo a 110°C h 7.9 6 (min). ko (CEN 14112\
A
Veranépslis, 30 de Maio de 2011. A W T \ \\‘
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ANEXO VII

ASTM D4176 - 04(2009) Standard Test Method for Free Water and
Particulate Contamination in Distillate Fuels (Visual Inspection Procedures)

Escala Haze

Figura 1: Carta para avaliagdo da turbidez de combustiveis (Haze chart).

Zimmer, A. 2014



CARTA DE BARRAS PARA AVALIACAO DE
COMBUSTIVEIS DESTILADOS

Copynght D1581

American Joclety far Testing and Maeriols
1816 Facs Stmet ! Philadolphia, PA 19103
MASTM Dasigration: D 4178

FON: 12-44176012

Na figura acima (Figura 1) as imagens
numeradas de 1 a 6 representam diferentes
niveis de turvacao, sendo 1 o mais limpido e
6 o0 mais turvo. Um cartdo com diferentes
espessuras de linhas (Figura 2) é colocado
atrds da amostra e visualizado. Trata-se de
uma ferramenta que permite (através de uma
escala visual) classificar o nivel de turbidez

do combustivel.

Figura 2 Padrdo de barras ASTM 4176.

Significado e uso

Nas especificacdes do combustivel ha a exigéncia de que o combustivel

seja claro e brilhante e livre de particulas visiveis (ver Nota 1). No entanto, ndo ha

nenhum método padrdo para fazer essa determinagcdo e as praticas tém

divergido. Este método fornece procedimentos padrao para o teste.

Nota 1- Limpo e brilhante as vezes é usado no lugar de claro e brilhante. O

significado é idéntico.

Procedimento 1 fornece um método de passa / ndo passa rapido para

contaminacao em combustivel destilado.

Procedimento 2 fornece uma classificacdo numérica bruta de turbidez,

principalmente como uma ferramenta de comunicacao.

Zimmer, A. 2014
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	Todos os organismos vivos possuem trifosfato de adenosina (ATP), que é usado como a moeda universal de energia livre em sistemas biológicos. A enzima luciferase é capaz de hidrolisar ATP em AMP, libertando neste processo a energia armazenada como a l...
	CAPÍTULO II
	SELEÇÃO DE ANTIMICROBIANOS PARA
	USO EM MISTURAS DIESEL-BIODIESEL
	RESUMO
	As médias e desvios padrão dos dados brutos foram obtidos com o uso do programa Microsoft Office Excel 2007.
	5.2 MATERIAIS E MÉTODOS
	5.2.1 Teste de bioluminescência do ATP
	Este estudo foi dividido em três etapas, a primeira envolveu diluições sucessivas de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em água ultrapura e solução salina a fim de se conhecer os padrões de leitura para o Kit selecionado e avaliar a correlação com o ...
	Para se avaliar a aplicabilidade do método em uma fase aquosa associada a combustíveis (etapas 2 e 3), seguiu-se metodologia sugerida por Passman (2007); Geva et al., (2007) e a norma ASTM D7687-11 com algumas alterações para adequação as orientações ...
	5.2.1.1 Kit comercial para avaliação do teste do ATP: Para a realização dos ensaios foi utilizado um kit comercial para quantificação de ATP total em amostras líquidas. O kit é composto de um Swab (amostrador), específico para análise de amostras aquo...
	5.2.1.2 Ensaio de bioluminescência:  O ensaio de bioluminescência do ATP- baseado na reação luciferase- luciferina foi realizado com o Kit comercial descrito acima  de acordo com o protocolo do fabricante (Figura 5.1). Para o ensaio, o swab estéril fo...
	Na figura 5.1 pode ser observado um resumo das etapas de validação do teste do ATP.
	Figura 5.1. Etapas utilizadas no delineamento experimental.
	5.2.1.3 Determinação de UFC/mL: Para contagem de UFC, após as leituras de bioluminescência de ATP, uma alíquota de 100 µL de cada amostra testada foi retirada e foram realizadas diluições seriadas. Uma alíquota de 100 µL de cada diluição foi espalhada...
	5.2.2 Validação do teste do ATP em cultura de Pseudomonas sp.
	Em uma primeira etapa a atividade do Kit foi avaliado em diluições sucessivas de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em solução salina 0,85% e em água ultra pura. Em frascos estéreis com capacidade para 80 mL, contendo 30 mL de água foram realizadas d...
	5.2.2.1 Pré inóculo: O pré-inóculo foi preparado a partir da retirada com a alça de uma colônia crescida em meio de cultura sólido de Pseudomonas sp. (cultura pura). As células foram inoculadas em 30 mL de meio LB e incubado  overnight a 30   C sob a...
	5.2.2.2 Inóculo: O inóculo foi ajustado de acordo com métodos espectrofotométricos para uma turbidez McFarland 0,5 padrão (comprimento de onda de 600 nm) utilizando solução salina 0, 85% ou água ultra pura. De modo a obter, a concentração celular de a...
	5.2.3 Cultura mista em diferentes fases aquosas (matrizes)
	Para esta etapa, para cada matriz aquosa, foram montados 10 frascos estéreis com capacidade para 80 mL, contendo 30 mL da fase aquosa estudada. Nestes frascos foram realizadas diluições sucessivas de um inóculo não caracterizado (ASTM1259-10). Para ca...
	Para a realização dos experimentos o inóculo foi ajustado de acordo com métodos espectrofotométricos para uma turbidez McFarland 0,5 padrão (comprimento de onda de 600 nm) utilizando como diluente a água ultra pura. De modo a obter, a concentração ce...
	5.2.3.2 Água ultra pura com a mistura B10: Em frascos com capacidade para 1L foram adicionados 700 mL da mistura B10 ( 90% diesel e 10% biodiesel) e 300 mL de água ultrapura. Estes frascos foram armazenados em temperatura ambiente (28±2 C) e abrigados...
	5.2.3.3 Água de drenagem de tanques de armazenamento: A água para esta etapa foi obtida através da coleta no lastro de tanques de armazenamento da mistura B5 em postos de combustível e armazenada em frascos estéreis, conduzida ate é Laboratório, onde ...
	5.2.4 Análise estatística
	Os coeficientes de correlação linear e os coeficientes de variação foram obtidos com o uso do programa Microsoft Office Excel 2007.
	5.3. RESULTADOS
	5.3.1 Detecção do ATP com cultura pura de Pseudomonas sp.
	Nesta etapa do experimento, foi avaliado o limite de detecção do kit selecionado para diluições de um inóculo de Pseudomonas sp. em solução salina 0,85% e água ultra pura.   Os testes com cultura pura e matriz simples tiveram como objetivo conhecer o...
	Os valores de “background” (leituras do branco) para estas matrizes, foram de 13 RLU com coeficiente de variação de 23% para solução salina 0,85% e 30 RLU com um coeficiente de variação de 25% para água ultra pura.  Por este motivo, para leituras de ...
	Este ensaio mostrou que o kit selecionado foi capaz de detectar a presença da bactéria Pseudomonas sp. em ambas as matrizes de forma semelhante. Também o método de  bioluminecência do ATP demonstrou ser mais sensível para detecção da bactéria do que a...
	Os coeficientes de correlação linear entre os métodos avaliados para as diluições de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em solução salina 0,85% e água ultra pura foram R2 = 0,93 e R2 = 0,96 , respectivamente, o que indica boa correlação para o método...
	Figura 5.2.  Valores de RLU e UFC/mL  (Log10) obtidos para as diluições de uma cultura pura de Pseudomonas sp.em solução salina (A) e em água ultra pura (B)
	As Figuras 5.3 e 5.4 mostram a correlação entre as leituras de ATP e contagens de UFC/mL obtidos para as diluições de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em solução salina e água ultra pura.
	Figura 5.3:  Distribuição dos valores de RLU em função do valores de UFC/mL obtidos através das leituras de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em solução salina.
	Figura 5.4:  Distribuição dos valores de RLU em função do valores de UFC/mL obtidos através das leituras de uma cultura pura de Pseudomonas sp. em água ultra pura .
	5.3.2. Diluições de um inóculo não caracterizado em água ultrapura
	Uma vez que no estudo anterior a água ultrapura mostrou-se uma matriz adequada, permitindo uma melhor correlação entre as duas técnicas empregadas, nesta segunda etapa foi realizada uma avaliação da detecção do inóculo não caracterizado nesta matriz a...
	Nas figuras abaixo são mostrados os valores de RLU (log10) obtidos  para diluições sucessivas de um inóculo não caracterizado (figuras 5.5) em água ultra pura e a correlação entre valores obtidos para as mesmas diluições pelo método padrão de contagem...
	Figura 5.5. Valores de RLU e UFC (log10) obtidos para as diluições em água ultra pura com inóculo não caracterizado.
	Para a detecção da contaminação em diluições de um inóculo não caracterizado em água ultra pura a técnica de bioluminescência do ATP também demonstrou maior sensibilidade que o método de contagem padrão em placa, sendo capaz de detectar a contaminação...
	Figura 5.6. Distribuição dos valores de RLU em função do valores de UFC/mL obtidos através das leituras de diluições de um inóculo não caracterizado.
	5.3.3 Diluições de um inóculo não caracterizado em água ultra pura em contato com combustível por 30 dias.
	Ao entrar em contato com a água, algumas frações do combustível podem migrar para esta fase alterando sua composição. A presença de substâncias químicas orgânicas dispersas ou dissolvidas na fase aquosa pode interferir com a reação de emissão de luz...
	Figura 5.7. Valores de RLU (log10) obtidos para as leituras de diluições em água ultra pura que esteve em contato com combustível com inóculo não caracterizado em contato com combustível por 30 dias.
	No tratamento onde a matriz aquosa utilizada foi a água de drenagem de tanques de armazenamento de combustível não foi possível realizar os ensaios, pois a cor intensa desta fase aquosa interferiu com a reação de emissão de luz.  De acordo com English...
	A tabela 5.1 resume os principais resultados para os testes realizados.
	Tabela 5.1. Valores dos coeficientes de correlação e variação obtidos nos ensaios
	5.3.4 Correlação entre ATP/UFC
	Em nosso estudo, nos ensaios realizados com cultura pura (diluições de Pseudomonas sp.) foi encontrada uma boa correlação entre os valores de UFC/mL e as leituras de RLU, mesmo em diferentes matrizes aquosas (0,93 e 0,96) (Tabela 5.1).  Resultado sem...
	No mesmo estudo, mas em situação de campo, utilizando um dos kits avaliados, Geva et al., (2007) encontraram uma correlação muito baixa entre os valores de RLU e os valores de UFC aferidos. Os autores explicaram que em situação real (campo) podem ser...
	Passman et al., (2007) e Dodos et al., (2012), Dodos & Zannikos (2013), trabalhando com inóculos mistos, também encontraram dificuldades para correlacionar os dois métodos. Neste caso, os autores alertaram para o fato que o teste de ATP é muito sensív...
	Alguns trabalhos estabelecem facilmente uma correlação entre o número de microrganismos recuperados em placa e os valores de RLU. Mas é preciso se levar em conta que os valores de RLU obtidos nas leituras estão mais relacionados à concentração de ATP ...
	A maioria dos trabalhos que consegue boas correlações (Burgos et al., 2002; Ukutu et al., 2005; Yan et al., 2011) utiliza inóculos bacterianos, culturas puras e condições de crescimento que otimizam sua recuperação em placa,  favorecendo a observação ...
	Cabe ainda ressaltar que quando se trabalha com inóculos mistos, a quantidade de células cultiváveis pode variar de 1% a mais de 50% do total de células viáveis, dependendo do sistema e das técnicas empregadas para sua recuperação (Desjardins & Beaull...
	5.3.5 Coeficientes de Variação (CV):
	O Coeficiente de Variação (CV) é uma medida que informa sobre a reprodutibilidade do método, traduzindo a variação encontrada entre as leituras de uma mesma amostra (Pachello, 2011).  Geva et al. (2007) recomendam para ensaios de ATP bioluminescência...
	A razão para esta variabilidade pode ser explicada principalmente pela complexidade da comunidade microbiana que compõe o inóculo (bactérias, fungos e leveduras) e também pela provável presença de organismos cultiváveis, não cultiváveis e esporos. Se...
	Outro fator que precisa ser levado em conta é a amostragem. As amostras foram preparadas em um volume de 30 mL para cada diluição, mas em função do desenho do amostrador, o volume efetivamente coletado e testado de cada amostra foi de 0,145mL. Este v...
	5.4 CONCLUSÕES
	O Kit de determinação de bioluminescência do ATP avaliado neste estudo mostrou maior sensibilidade para a detecção da contaminação microbiana tanto nos ensaios com cultura pura (Pseudomonas sp.), quanto para os ensaios com cultura mista (inóculo não ...
	Os coeficientes de variação médios obtidos para os valores de RLU dos ensaios com cultura pura foram de 7% e 10%, indicando uma boa reprodutibilidade, o que confere confiabilidade ao método utilizado.
	Para as avaliações realizadas com diluições de uma cultura mista (inóculo não caracterizado) a reprodutibilidade não foi boa, os coeficientes foram de 44% e 46%. Estes valores indicam uma grande variação entre as leituras conferindo pouca confiabilida...
	As leituras em água de drenagem de tanques de combustíveis não foram possíveis, principalmente em função da cor da matriz (castanho).  Para este tipo de amostra, com matriz mais complexa e presença de cultura mista, seria necessária a extração prévia ...
	O kit para determinação do ATP por bioluminescência testado neste estudo, na forma como está projetado, não é adequado para estimar o grau de contaminação microbiana da fase aquosa proveniente de tanques de combustíveis. Em virtude das características...
	5.5 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	A metodologia de monitoramento e detecção da contaminação microbiana em fase aquosa baseada na técnica de bioluminescência do ATP avaliada mostrou maior sensibilidade para a detecção da contaminação microbiana tanto nos ensaios com cultura pura (Pseud...
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