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Avaliacdo da capacidade deteriogénica de Pseudallescheria boydii e
Meyerozyma guilliermondii durante estocagem simulada em diesel, biodiesel e
mistura B10
Autor: Gabriela Boelter
Orientadora: Prof®. Dr. Fatima Menezes Bento

Co-orientadora: Dr’. Patricia DOrr de Quadros

RESUMO

Conforme a previsdo do governo brasileiro, até 2019, o 6leo diesel (B0O) recebera o
aumento de 10% de biodiesel, compondo a mistura B10. O biodiesel, devido a sua
natureza renovavel e sustentavel, impulsiona estudos prevendo a estabilidade durante
0 armazenamento. Neste sentido, o biodiesel utilizado no Brasil € composto por metil
ésteres de cadeias longas de acidos graxos derivados da transesterificacdo de 6leos
vegetais ou gorduras animais. Além da possibilidade de degradacdo quimica, a
natureza das moléculas também o tornam mais suscetivel a biodegradacdo. O
objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade deteriogénica (crescimento, degradacéo
e deteccdo de genes) relacionado com a degradacdo de combustiveis pelo fungo
filamentoso Pseudallescheria boydii e pela levedura Meyerozyma guilliermondii em
diesel puro (BO); biodiesel puro (B100) e na mistura B10, em meio mineral durante
estocagem simulada. Foram incubados por 45 dias a 30°C frascos contendo
proporcdes (1:6, 2:3 e 2:1) de combustivel (BO, B10 e B100) em relacdo ao meio
minimo mineral BH com inéculo de 10 esporos mL* de Pseudallescheria boydii. Para
a avaliacdo de Meyerozyma guilliermondii, 102 células mL* foram acrescentadas a 5
mL de B10 ou B100 e 30 mL de meio minimo mineral BH, incubados em agitacéo (120
rpm) a 28°C por 10 dias. Para o acompanhamento da formacdo de biomassa foi
realizado o método gravimétrico. A curva de crescimento da levedura foi estimada
pela contagem de UFC mL?. A fase aquosa foi analisada pelas metodologias de
producao de lipase, medidas de pH e de tensao superficial, IE24e GC-MS com SPME.
A deteccdo de genes funcionais foi realizada por PCR. A degradacao de ésteres e
hidrocarbonetos foi avaliada por IV e RMN. Em relacdo ao fungo filamentoso, as
medidas de biomassa produzida ao longo dos 45 dias indicaram maior producdo de
biomassa no combustivel B10. Quanto a levedura, ndo se obteve diferenca
significativa na curva de crescimento entre B10 e B100. Em ambos os fungos néo
houve producéo significativa de biossurfactante, mas foi detectada producéo de lipase
e 0s genes P450 e de lipase foram amplificados. A emulsificacdo da fase oleosa foi
observada apenas no experimento com a levedura. Os compostos identificados na
fase aquosa por cromatografia com os dois fungos foram: alcoois, ésteres, acidos,
sulfurados, cetonas e fendis. Ambos microrganismos cresceram as expensas de
diesel e biodiesel e meio minimo mineral. Pseudallescheria boydii degradou os
hidrocarbonetos e ésteres do combustivel e biocombustivel, respectivamente.
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Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (136 p.) fevereiro, 2017.
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Evaluation of deteriogenic potential of Pseudallescheria boydii and
Meyerozyma guilliermondii during simulated storage of fuels (diesel, biodiesel
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ABSTRACT

According to the Brazilian government's forecast, until 2019, diesel oil (BO) will receive
a 10% increase in biodiesel, composing the B10 blend. Biodiesel due to its renewable
and sustainable nature boosts studies predicting stability during storage. In this sense,
the biodiesel used in Brazil is composed of methyl esters of long chains of fatty acids
derived from transesterification of vegetable oils or animal fats. In addition to the
possibility of chemical degradation, the nature of the molecules also make it more
susceptible to biodegradation. The aim of this work was to evaluate the deteriogenic
potential (growth, degradation and detection of genes) related to the degradation of
fuels such as pure diesel (BO), pure biodiesel (B100) and the B10 blend of
Pseudallescheria boydii and Meyerozyma guilliermondii in mineral medium during
storage. Different ratios (1: 6, 2: 3 and 2: 1) of fuel (BO, B10 and B100) with respect to
the minimal mineral medium BH were incubated for 45 days at 30°C with inoculum of
10% spores mL™L. For the evaluation of Meyerozyma guilliermondii, 102 cells mLwere
added to 5 mL of B10 or B100 and 30 mL of minimal BH mineral medium, incubated
with shaking (120 rpm) at 28°C for 10 days. We estimates the yeast growth curve by
the count of CFU mL*. We analyzed the agueous phase by any methodologies as
lipase production, pH and surface tension measurements, IE24 and GC-MS with
SPME. The detection of functional genes for hydrocarbon degradation was performed
by PCR. The degradation of esters and hydrocarbons was evaluated by IR and NMR.
In relation to the filamentous fungus, the biomass measurements produced during the
45 days indicated higher biomass production in the B10 fuel. As for yeast, there was
no significant difference in the growth curve between B10 and B100. In both fungi,
there was no significant production of biosurfactant, but production of lipase and the
P450 and lipase gene was detected. Oily emulsification was observed only in the yeast
experiment. We identified degradation products by the chromatography in the aqueous
phase. The compounds identified were alcohols, esters, acids, sulfur, ketones and
phenols. Both microorganisms grew at the expense of diesel, biodiesel and minimal
mineral medium. Meyerozyma guilliermondii e Pseudallescheria boydii degradated
hydrocarbons and esters of fuel and biofuels, respectivelly.
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1. INTRODUGCAO

Combustiveis derivados do petréleo, como o diesel e a gasolina, tém
sido a principal fonte energética mundial, porém, a procura por alternativas mais
sustentveis e ndo impactantes ao ambiente tem incentivado pesquisas no uso de
biodiesel. De acordo com a ANP, atualmente existem dois tipos de 6leo diesel
comercializados no Brasil, 0 0leo diesel maritimo e o rodoviario. O 6leo diesel é
classificado como tipo A (sem adicdo de biodiesel) ou tipo B (com adicdo de
biodiesel). Atualmente, essa propor¢cdo é de 7% de biodiesel adicionado ao diesel
(B7) e a perspectiva é que esse percentual continue aumentando no pais (ANP,
2016). O biodiesel puro utilizado no Brasil € composto por metil ésteres de cadeias
longas de acidos graxos derivados da transesterificacdo de 6leos vegetais (de soja,
algodao, macauba, entres outros) ou gorduras animais (bovina, suina, de frango)
para ser utilizado nos motores de ignicdo e compressao.

Os primeiros estudos envolvendo a biodeterioracdo de combustiveis no
Brasil foram realizados por Gutheil (1966) com o isolamento de Cladosporium
resinae de tanques de querosene. Segundo Passman (2013), a diversidade
microbiana dos sistemas de combustiveis inclui bactérias, fungos e arqueas. Para
que a deterioracdo dos combustiveis por microrganismos ocorra, SAo necessarias
algumas condicdes. A presenca de uma comunidade microbiana com a capacidade
de utilizar (tornar disponivel e degradar) esse combustivel como fonte de carbono
€ essencial, sendo que estas competéncias sdo traduzidas pela producédo de
enzimas hidroliticas e oxidativas e substancias biossurfactantes. Biossurfactantes
sdo um grupo de metabdlitos geralmente secundarios com propriedades de reduzir
a tensao superficial e interfacial e séo sintetizados por uma ampla variedade de
microrganismos.

Ha diversos grupos de enzimas produzidas por microrganismos
deteriogénicos que atuam na degradacédo tanto de compostos do diesel quanto do
biodiesel. As oxigenases estao envolvidas no processo de ativagao e incorporagao
de oxigénio ao substrato. A biodegradacdo do biodiesel também pode ocorrer com
0 envolvimento das enzimas que atuam primeiramente no catabolismo dos ésteres
realizando a hidrolise do metil ou etil éster. Esta reacdo € catalisada por uma

esterase (ou lipase) que resulta em um &cido graxo e um alcool. ApGs esta reagéo,



0s acidos graxos sdo incorporados as ceélulas microbianas por processos de [3-
oxidacao (Pepper et al., 2011).

A biodegradacdo de combustiveis por microrganismos durante a
estocagem esta associada ao comprometimento da qualidade final do produto, dos
equipamentos e pecas do sistema de combustivel, e ao entupimento de filtros
(prensa e motor) devido principalmente a biomassa (lodo biolégico) que se forma
na interface 6leo-agua. Durante o transporte e 0 armazenamento pode ocorrer o
acumulo de agua na parte inferior dos caminhdes e tanques, respectivamente. A
infiltracdo da agua pode ocorrer por problemas de vedacdo, ou mesmo pela
condensacdo da umidade nas paredes internas dos caminhdes e tanques. O
contato direto entre a agua livre (que pode ainda encontrar-se dissolvida no
combustivel) favorece o crescimento microbiano e o desenvolvimento de biofilmes
na interface Oleo-dgua ou aderido as paredes do tanque (Bento et al., 2010;
Passman, 2013; ASTM 2014).

A natureza microbiana do lodo biolégico tem mostrando a importancia
da participagéo dos fungos filamentosos deteriogénicos (Ulfig et al., 2006; Bucker
et al., 2011). Desta forma, investigacdes devem ser conduzidas sobre a cinética de
crescimento, genes relacionados a degradacao e deterioracdo dos combustiveis e
biocombustiveis, especialmente durante armazenamento simulado. Fungos e
leveduras apresentam melhor desempenho em degradar 6leos sob condi¢cfes que
nao favorecem o crescimento de bactérias. Fungos filamentosos sdo vantajosos
guanto a este aspecto pela presenca de hifas e que aumenta a area de superficie
permitindo a penetragcdo de hidrocarbonetos e agregados carregados de
hidrocarbonetos andéxicos. Leveduras acumulam &cidos graxos em vacuolos e
fungos filamentosos agregam intracelularmente alcanos ndo-assimilados em casos
de excesso de carbono. Poros e canais presentes na superficie celular auxiliam na
penetracdo de hidrocarbonetos que se movimentam em direcdo a membrana
plasmatica. O uso de ferramentas que avaliam o impacto do crescimento
microbiano sobre o combustivel, como a degradacao de ésteres e hidrocarbonetos
e a producdo de metabdlitos pelos microrganismos, pode auxiliar na adogéo de

medidas para mitigar os problemas derivados da contaminac¢do microbiana.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade deteriogénica (crescimento, degradacédo e deteccéo
de genes relacionados com a degradacdo dos combustiveis) dos fungos
Pseudallescheria boydii e Meyerozyma guilliermondii em meio mineral e diesel puro

(BO); biodiesel puro (B100) e a mistura B10 durante estocagem simulada.

2.2 Objetivos Especificos

221 Avaliar o crescimento de Pseudallescheria boydii e Meyerozyma
guilliermondii em meio mineral e diesel puro (B0); biodiesel puro (B100)
e a mistura B10 com diferentes propor¢cdes de fase oleosa durante a
degradacdo das fracbes de hidrocarbonetos e de ésteres, pelos
microrganismos durante a estocagem simulada (microcosmaos).

2.2.2 Avaliar a degradacéao das fragOes de hidrocarbonetos de diesel e
ésteres de biodiesel utilizados no crescimento de Pseudallescheria
boydii e Meyerozyma guilliermondii.

2.2.3 Avaliar a producéo de biossurfactantes durante o crescimento de
Pseudallescheria boydii e Meyerozyma guilliermondii.

224 Detectar a presenca de genes funcionais (Citocromo P450 e
lipase) em Pseudallescheria boydii e Meyerozyma guilliermondii
relacionados a degradacdo de hidrocarbonetos e ésteres por PCR
convencional.

2.2.5 Analisar os metabdlitos presentes na fase aquosa do crescimento

dos fungos por cromatografia e por extracdo em fase solida.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cenério dos biocombustiveis no Brasil

Relatos de aumento de poluicdo na atmosfera e possivel esgotamento de
fontes ndo renovéaveis tem incentivado estudos e utilizagdo de combustiveis de fontes
sustentaveis. Portanto, a comunidade cientifica investe na producdo dos
biocombustiveis derivados de plantas oleaginosas, gordura animal, 6leo residual,
microrganismos e microalgas (Bergmann et al., 2013; Laviola, 2014; D’Agosto et al.,
2015; de Souza et al, 2016). O diesel e biodiesel fazem parte da matriz energética do
Brasil sendo usados no segmento ferroviario, rodoviario e maritimo.

A producdo de biodiesel proveniente de plantas oleaginosas é expressiva
devido as condicfes favoraveis de solo, clima, 4gua e biodiversidade no Brasil. O 6leo
de soja é a principal matéria-prima (77,7% do total), seguido por gordura animal
(18,8%), Oleo de algodao (2%) e outros materiais graxos (1,5%). Em comparacédo a
2014, em 2015, a producéo total de biodiesel no Brasil foi 15,1% maior (ANP, 2016).
Avaliando a producédo nas diferentes regides brasileiras, a Regido Centro-Oeste € a
maior produtora de biodiesel, com volume de cerca de 1,7 milhdo de m?, equivalente
a 44,4% da producgéao nacional.

A Regido Sul, tem a segunda maior producdo, com 1,5 milhdo de m?, 38,4%
do total nacional (Figura 1). Por estados, o Rio Grande do Sul é o maior produtor de
biodiesel, com um volume de 1,1 milhdo de m?3, equivalente a 28,3% do total nacional,
apos uma alta de 14,7% da sua producédo. As principais matérias primas utilizadas no
estado séo soja e sebo bovino.
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Figura 1. Producgédo de biodiesel distribuida por regides brasileiras. Fonte: ANP, 2016.

Em 2005, um marco no desenvolvimento do biodiesel foi a criagdo do
Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB) que viabilizou a producgéo
e uso do biodiesel no pais, a diversificacdo das matérias-primas e a introducdo da
agricultura familiar no processo. Como 0 programa nao cumpriu suas metas, foi
estabelecida pelo Governo a Lei n® 11.097/2005 em que a adi¢do de 2% de biodiesel
ao diesel seria obrigatéria, formando a mistura B2. O acréscimo do biodiesel foi
crescente nos anos seguintes. A partir de novembro de 2014, conforme a Lei n°
13.033/2014, o percentual de biodiesel estabelecido foi de 7% e segundo previsdes
do governo brasileiro, o 6leo diesel recebera o aumento de 10% de biodiesel,
constituindo o B10 em 2019. O biodiesel puro, denomina-se B100 e diesel puro, BO.
A mistura ou blenda entre diesel e biodiesel é designada “Bx”, dependendo do
percentual de adicdo de biodiesel ao diesel. Em 2015, foi publicada a Resolucao
CNPE n°3/2015 em que se autorizou a comercializagéo e 0 uso voluntério de misturas



com biodiesel, em quantidade superior ao percentual de sua adicdo obrigatoria ao
Oleo diesel.

Existem mudancas aplicadas ao diesel com o intuito de diminuir os
impactos negativos ao ambiente. Em relacdo aos teores de enxofre, atualmente no
Brasil existem dois tipos de 6leo diesel sendo comercializados: o diesel com até 500
ppm de enxofre (S500) e com ultra baixo teor de enxofre (ULSD) com até 10 ppm
(S10) (Resolucdo ANP 50 /2013). O diesel S50 (50 ppm de enxofre) foi substituido por
S10 (10 ppm de enxofre) pela Resolucdo ANP n° 65/2011. O 6leo diesel A S-1800 e
B S-1800 deixaram de ser comercializados em uso rodoviario em 1° de janeiro de
2014.

3.2 Diesel

O 6leo diesel € um derivado da destilacéo fracionada do petréleo. E uma
mistura de hidrocarbonetos constituida entre 8 a 32 atomos de carbono, em que 40%
séo de n-alcanos, 39% de iso e cicloalcanos, 25% de hidrocarbonetos aromaticos e
ainda de policiclicos aromaticos (HPA) e fracGes de isopropendides aciclicos (Bento
etal., 2016). Com sua combustéo, ocorre a emissao de 6xidos de enxofre e nitrogénio,
metais tOxicos, compostos organicos volateis, didéxido de carbono e outros compostos
como formaldeido e acroleina que podem causar sérios problemas a sautde humana
e ao ambiente (Betha et al, 2013; Claxton, 2015).

O primeiro conceito de motor a diesel foi dado por Rudolph Diesel na
década de 1890, provando que o combustivel pode ser inflamado com pressao em
vez de uma faisca. Desde que Rudolph Diesel inventou seu primeiro motor a diesel,
tem sido utilizado em todo o mundo em agricultura, automaoveis, equipamentos de
construcéo, eletricidade, geradores, navios, trens e muitas outras aplicacées (Betha
et al., 2013). No Brasil, atualmente sdo comercializados o diesel maritimo e rodoviario,
classificados como diesel A (sem adicéo de biodiesel) e B (com adi¢cdo de biodiesel)
(ANP, 2016).

3.3 Biodiesel
Pelos ideais de sustentabilidade divulgados mundialmente, ha diversos
incentivos na area de biocombustiveis que sdo provenientes de materiais renovaveis,

ajudando a minimizar a queima de combustiveis fésseis e a liberacdo de poluentes.



Dentre os biocombustiveis esta o biodiesel, obtido pela reacédo de transesterificacdo
que ocorre entre um triacilglicerideo e um alcool como etanol e metanol, formando um
etil ou metil-éster como produto e glicerina como co-produto (Figura 2). Outra rota
pode ser utilizada, a de cragueamento e hidrocraqueamento de materiais graxos
(Dupont et al., 2009). Desta forma, o produto resultante € fisica e quimicamente similar
ao diesel, podendo ser utilizado puro ou em blendas. Catalisadores podem ser usados
no processo, como acidos ou bases. Em termos de composicao, o biodiesel de soja
abrange C16:0 (Palmitico), C18:0 (Estearico), C18:1 (Oléico), C18:2 (Linoleico) e
C18:3 (Linolénico), predominando ésteres de acidos graxos insaturados, como o acido
linoléico com um teor de, aproximadamente, >50% (Ferrari et al., 2005; Pullen &
Saeed, 2014).

O
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CH,O-C-R CH,-OH
©] O
l Catalisador [

CH-O-C-R + 3ROH o 3R'-O-C-R + CH-OH

‘ o

[
CH,-O-C-R CH,-OH
Triacilglicerol Alcool Ester alquilico Glicerol
(6leo vegetal) (biodiesel)

Figura 2. Reacéo de transesterificacdo. Fonte: Knothe et al., 2006

Os primeiros relatos de uso de biodiesel datam da década de 1980 (Salvi
& Panwar, 2012). No Brasil, o primeiro relato data de meados da década de 70, sendo
proposto o Prodiesel, 6leo composto por 6leos vegetais modificados pela reacdo de
transesterificacdo e com poder calorifico semelhante ao do 6leo diesel mineral
(Parente, 1993). Este Oleo diesel vegetal anos depois viria a ser denominado
“biodiesel”. A retomada dos biocombustiveis, migrando para o biodiesel, foi na década
de 1990. No final de 2002, com o lancamento do ProBiodiesel, foi viabilizada a
substituicdo gradual e parcial do 6leo diesel pelo biodiesel. Em 2005, foi publicada a
Lei N°11.097 que estabelecia condi¢cbes legais para a introducdo do biodiesel na
matriz energética brasileira. Em 2006, foi criada a Rede Brasileira de Tecnologia de
Biodiesel (RBTB) com o objetivo de identificar e eliminar gargalos tecnolégicos



durante a evolug¢do do PNPB (MME, 2016).

O Brasil é o segundo maior produtor e consumidor de biodiesel e sua
origem se da principalmente por soja, assim como nos EUA (ANP, 2016). Na Europa,
maior produtora de biodiesel, as fontes séo de colza e canola, especialmente na Italia,
Suécia, Austria, Franca e Alemanha (EBB, 2016).

3.4 Degradacéao abidtica

A estabilidade de combustivel, biocombustivel e blendas esta relacionada,
principalmente com a composi¢do quimica e as condi¢cbes durante a estocagem, além
da presenca dos microrganismos. Dentre os fatores abioticos estdo: a temperatura, a
umidade, o oxigénio do ar e a foto-oxidacédo que afetam desde a fabricacdo até o uso
em motores.

Ha trés niveis de temperatura encontrados durante o armazenamento de
combustiveis, dependendo do caso. Baixos valores de temperatura (-5°C até 50°C)
em tanques de estocagem; meédios valores (50°C até 70°C) em sistemas de
alimentacao e altos valores (acima de 90°C) em casos de proximidade do motor e
bicos injetores (Hoshino, 2007; Atadashi, 2010). O biodiesel € mais afetado por estas
variacdes, quando comparado ao diesel, e em baixas temperaturas ocorre a formacéo
de cristais em biodieseis com altas taxas de saturacdes, indicando a perda de fluidez.
Existem estudos com aditivos anticongelantes que interferem no crescimento de
cristal de forma controlada (Reis et al., 2013; Imdadul et al., 2015).

O contato com a 4gua através da umidade do ar ou com a dgua acumulada
em tanques faz com que o biodiesel e diesel sofram hidrélise (quebra das ligactes
éster), liberacdo de radicais livres e aumento da acidez, sendo mais evidente em
biodiesel que possui caracteristicas mais higroscopicas (Knothe, 2006). Com isso,
pode acontecer corrosdo dos tanques, degradacdo de materiais poliméricos, falhas
em sistema de injecéo e formacao de sedimentos e ferrugem (He, 2006).

A oxidacéo do biodiesel € um processo relacionado as insaturacdes dos
acidos graxos, resultando em formacéo de hidroperoxidos relativamente instaveis que
se decompdem em radicais livres e levam ao aumento da acidez. A oxidagc&o ocorre
em maior grau no biodiesel com maior nimero de duplas liga¢cbes (Jain & Sharma,
2010). Como consequéncia, temos 0 aumento da viscosidade e origem de gomas e

sedimento (borra abiotica) que causam entupimento de filtros e sistemas de injecao,



escurecimento e desenvolvimento de odor (Knothe, 2010; Yaakob et al., 2014).

O uso de antioxidantes vem sendo empregado para diminuir estes
problemas e elevar o tempo de armazenamento (Ribeiro et al., 2007; McCormick &
Westbrook, 2009; Sorate & Bhale, 2015). Os antioxidantes sintéticos mais utilizados
sdao o TBHQ (terc-butil-hidroquinona), BHT (butil-hidroxitolueno) e tocofenol
(Domingos et al., 2007). Ainda, h4d estudos com antioxidantes naturais como o

cardanol (castanha de caju) e eugenol (cravo da india) (Rodrigues Filho et al., 2009).

3.5 Degradacao bidtica

Quando a participagdo microbiana provoca impactos e consequéncias
negativas, o processo é denominado biodeterioracdo. Este conceito se aplica ao
cenario de armazenamento e transporte incorreto de combustivel, pois a atividade
microbiana pode comprometer a integridade e qualidade final do produto (Bento, 2001,
Soriano et al., 2015). No caso de impactos positivos, a participacdo microbiana na
degradacdo dos compostos poluentes recebe a designacdo de biorremediacdo, que
ocorre por exemplo, durante a biodegradacdo dos compostos encontrados em
derramamentos de 6leo ou petréleo cru no oceano ou em solo (De Mello et al., 2007,
Zanaroli et al, 2010; Pi et al., 2016).

Os primeiros registros de biodeterioragcdo de combustiveis foram com
guerosene de aviacdo (Bakanaukas, 1958; Gutheil, 1986). Dentre as principais
consequéncias da biodeterioracdo de combustiveis estdo: producdo de biomassa e
sélidos visiveis (entupimentos e saturacdo prematura de filtros). Estas podem
comprometer a qualidade final do combustivel, causar altera¢cdes das propriedades
guimicas, formar compostos sollveis e insoluveis, reduzir a vida util do motor e causar
corrosao dos tanques e vazamento para o ambiente (Allsopp et al., 2016).

A composicdo do combustivel pode determinar o grau de suscetibilidade a
contaminacgao microbiana e, consequentemente, a degradacéao. Ao exemplo do diesel,
podemos destacar o percentual de aromaticos e tamanho da cadeia carbénica,
destacando que cadeias entre Ci0-Cis sdo mais facilmente degradadas pelos
microrganismos (Batts & Fathoni, 1991; Gaylarde, 1999; Pepperet al., 2011). O
biodiesel, composto por ésteres de acidos graxos, se torna ainda mais suscetivel que
o diesel a degradacdo microbiana. Maiores detalhes serdo apresentados no tépico
3.5.4.
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Um outro aspecto determinante a ser considerado durante o
armazenamento € a presenca de agua (Bento et al., 2010; Passman, 2013; ASTM
2014; Beker et al., 2016). Os esporos de fungos e bactérias que antes poderiam estar
dormentes veiculados no préprio combustivel, desenvolvem-se quando entram em
contato com a agua. A 4gua pode entrar no sistema principalmente pela condensacéo
nas paredes do tanque, através do metabolismo microbiano, durante os processos de
limpeza do sistema de armazenagem e vazamentos pelo sistema de vedacdo do
tanque. Na Figura 3 sdo demonstradas as diferentes formas em que a agua pode ser
encontrada em um tanque de armazenamento aéreo: na forma dispersa, emulsionada

ou livre no fundo do tanque (dgua de lastro).

A: Dispersa como microgoticula dispersa no combustivel - GOTICULA
B: Emulséo na interface dleo-agua - EMULSIONADA
C: Agua do lastro- LIVRE

Figura 3. Representacdo das formas em que a agua pode ser encontrada nos tanques
de combustivel. Fonte: Bento et al., 2016.

O combustivel é o principal veiculo carreador de microrganismos. Logo
apos o processo de producdo, o combustivel naturalmente entra em contato com
bactérias e fungos presentes no ar, na poeira, nas paredes dos tanques e na agua
durante seu transporte e armazenamento. O nivel de contamina¢do microbiana pode
aumentar ao longo da cadeia de distribuicéo (Jakeria et al., 2014).

Bactérias aerdbias, leveduras e fungos filamentosos, uma vez em
condicdes favoraveis, podem desenvolver-se, formando uma biomassa presente na
interface 6leo-agua. Os diferentes aspectos do fungo filamentoso Pseudallescheria



11

boydii apés o crescimento em meio de cultura (rico em nutrientes) e com a mistura
B10 sem agitacdo em frascos de vidro a 30°C podem ser observados na Figura 4. As

imagens mostram a biomassa produzida, nas condi¢des ideiais como a de um caldo

de cultura (Figura 4C) e com a mistura B10 e uma fase aquosa (Figura 4A e B).

Figura 4. Aspecto de biomassa de fungo filamentoso. (A) Contato com B10 e meio
mineral por 60 dias (B) Contato com B10 e meio mineral por 90 dias (C) Contato com
caldo malte por 30 dias. Fonte: Gabriela Boelter, 2016

Os fatores limitantes para o desenvolvimento microbiano durante a
estocagem sao a temperatura, oxigénio e pH. Alguns estudos mostram que 0s
microrganismos encontrados nessas situacdes sao tolerantes a grandes variagdes de
temperatura e pH (Chung, 2000). Temperaturas entre 20 °C e 30 °C s&o ideais para
seu desenvolvimento, porém, ha relatos de seu crescimento em 4°C ou 60°C
(Passman, 2013; Allsopp et al., 2016). Quanto ao pH encontrado na agua dos tanques
é de 3 a9, sendo que a maioria das bactérias cresce em pH neutro e fungos em pH
mais acido, podendo sobreviver alternativamente a outras variagées (Passman, 2003;
Bento et al., 2005). O acesso ao oxigénio pode favorecer o crescimento de
microrganismos aerdbios, assim como a indisponibilidade favorece o crescimento dos
aerobios facultativos ou anaerébios, como as bactérias redutoras de sulfato (BRS)
(Rajasekar et al., 2007; Cai et al., 2015).

A fonte de carbono e demais nutrientes para crescimento celular estédo
disponiveis nos hidrocarbonetos do diesel, nos ésteres e glicerdis do biodiesel e nas
diversas fontes de carbono dos combustiveis, assim como produtos de degradacéo
abidtica e/ou bibdtica. Também podem ser utilizados os compostos volateis do
combustivel (VOCS) e nutrientes inorganicos como fésforo, potassio, magnésio, calcio
e nitrogénio provenientes de aditivos, contaminantes, residuos ou agua (Passman,
2003; Das & Chandran, 2010).

A corrosédo dos tanques pode ocorrer pela presenca de agua acumulada e
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€ acelerada devido aos metabdlitos &cidos produzidos pelos microrganismos e a
presenca dos biofilmes, provocando perfuracdo dos tanques e vazamento do
combustivel para o ambiente (Bento et al., 2004, 2005; Cavalcanti, 2009; Lee et al.,
2010).

Para evitar os riscos de contaminacdo microbiana, algumas préticas
preventivas podem ser realizadas. Dentre elas esta a drenagem diaria da agua de
lastro, conforme estabelecido na Norma ABNT NBR 15.512 e utilizacdo de produtos
biocidas (Passman, 2003). Outras orientacdes foram disponibilizadas pela ANP no
Guia de Manuseio e Armazenamento de 6leo diesel B (2010) como a aquisi¢cao e uso
da garantia de continua renovacdo do conteldo dos tanques de estocagem para
limitar a presenca de combustivel envelhecido. O monitoramento da contaminacao
pode ser outra forma de mitigar o problema (Hill & Hill, 2009; Klinkspon, 2009; Bento
et al., 2010; 2016).

3.5.1 Enzimas Oxigenases

Na etapa de degradacdo dos combustiveis fésseis, como o diesel, em
situacdes aerdbias, destacamos o0 processo de oxidacdo em que ocorre a
incorporacao de oxigénio ao combustivel, em que torna o hidrocarboneto mais soltvel
em agua e gera sitios reativos na molécula para que ocorram mais reacdes. As
enzimas responsaveis sao as oxigenases, que sao divididas em mono e dioxigenases.
As monoxigenases incorporam um atomo de oxigénio ao substrato e o outro atomo é
reduzido a agua, resultando em um &lcool primario. As dioxigenases, por sua vez,
catalisam a incorporacao de dois atomos de oxigénio ao substrato, formando um
hidroperdxido, delineando as rotas metabdlicas basicas para a degradacdo de
alcanos. Como resultado das duas vias temos a producédo de um &cido graxo primario.
A via mais comum para catabolizar os acidos graxos é a de p-oxidacao que cliva dois
fragmentos de carbono consecutivos. Estes fragmentos sao removidos pela coenzima
A como acetil-CoA, a qual entra no ciclo do acido tricarboxilico para mineralizar a CO:2
e H20 (Das & Chandran, 2010; Pepperet al., 2011). A composi¢cdos dos principais
grupos destas enzimas encontra-se na Tabela 1.

Existem diversos genes relacionados as oxigenases que foram detectados
em eucariotos e procariotos. Dentre estes genes, esta o de citocromo P450. O
Citocromo P450 (CYP, P450 ou CYP450) é uma superfamilia ampla e diversificada
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de proteinas responséveis por oxidar um grande namero de substancias para torna-
las mais polares e hidrossollveis. A reacdo mais comum catalisada pelo citocromo

P450 é a de monoxigenase (Figura 5).

Tabela 1. Enzimas relacionadas a degradacéo de alcanos. Fonte: Adaptado de Jan B.

van Beilen, 2007.

Classe de Composicéo e Substratos _ _ .
enzima cofatores especificos Microrganismos Referéncias
Alk-B alcano Hidroxilase de Alcanos C5- Acinetobacter, Van Beilen et
hidroxilase membrana, FAD, C16, Alcanivorax, al. (2003)
NADH alquilbenzenos, Burkholderia,
cicloalcanos Mycobacterium,
Pseudomonas,
Rhodococcus
P450 Oxigenase Alcanos C10- Candida lida et al.
eucariotos microssomal, Cl6 maltosa, (2000)
(CYP52, P450 heme Candida
Classe ll) redutase, FAD, tropicalis,
FMN, NADPH Yarrowia
lipolitica
Sistemade  P450 oxigenase, Alcanos, C5- Acinetobacter, Van Beilen et
oxigenase P450 heme Clse, Alcanivorax, al. (2006)
P450 ferrodoxina, cicloalcanos, Rhodococcus
bacteriano FAD, NADH alquilbenzenos
(CYP153,
Classe I)

RH + NAD(P)H + H* + O, —> ROH + NAD(P)* + H.0

Figura 5. Reacgéo dependente de citocromo P450. Fonte: Adaptado de Cresnar, 2011.

A familia CYP52 de genes esta envolvida na hidroxilagdo terminal de

alcanos e ja foi identificada em algumas espécies de Candida (Seghezzi et al., 1991;
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Van Bogaert et al., 2009). Os alcoois resultantes que sdo convertidos em acidos
graxos entram na via de B-oxidacao (Eirich et al., 2004). A proteina integral de
membrana, CPR (Citocromo P450 redutase) € essencial para as reacfes mediadas
por CYP e é responsavel pela doacédo de dois elétrons para a ativacdo do oxigénio
molecular no sistema classe I, a qual esta relacionada ao metabolismo primério
microbiano e a hidroxilase de n-alcanos e acidos graxos (Durairaj et al., 2016).
Muitos microrganismos podem utilizar os n-alcanos como fonte de energia
e carbono, pois possuem similaridade em sua estrutura com acidos graxos e parafinas
de plantas e sdo os hidrocarbonetos mais facilmente biodegradados (Pepper et al.,
2011). Entretanto, mostrando que existem espécies que sdo capazes de degradar
compostos mais recalcitrantes, um estudo reportou uma monoxigenase relacionada
ao P450 no fungo Phanerochaete chrysosporium capaz de degradar hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (Syed et al., 2010). Em pesquisa de Gunasekaran et al. (2014),
um gene de P450 na bactéria Achromobacter xylosoxidans (isolada de solo
contaminado com gasolina) foi identificado e sua expressédo génica acompanhada ao

degradar etil tert-butil éter e metil tert-butil éter.

3.5.2 Enzimas Lipase e Esterase

As enzimas envolvidas com a degradacéo de biodiesel sédo do grupo das
hidrolases, que incluem as lipases e esterases. As lipases catalisam a hidrdlise de
ligacbes éster de triacilglicerideos de substratos insollveis em agua, enquanto as
esterases agem em substratos sollveis em agua, como ésteres de acidos graxos de
cadeias curtas e triglicerideos com cadeias de até C6 (Meyer, 2011).

A principal rota para a biodegradacéo do biodiesel inicia na hidrolise do etil
ou metil éster por lipases produzindo acido graxo e alcool. Os acidos graxos séo
oxidados via p-oxidacdo. Entdo, os acidos graxos sdo oxidados e degradados em
acido aceético e acido graxo com dois carbonos a menos. Ocorre a conversao em éster
coenzima A. O éster-CoA € oxidado na posi¢éo 3 e dois atomos de carbono do final
da molécula sdo clivados para produzir a acetil-CoA (Chapelle, 2001). As lipases

fazem parte do grupo das carboxilesterases (Figura 6).
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R

éster carboxilico  + H20 = &lcool + carboxilato

Figura 6. Reacao catalisada por carboxilesterase. Fonte: BRENDA-Enzymes, 2016

Pesquisas referentes a producdo de enzimas tais como amilase, protease
e celulase por microrganismos apresentaram cerca de 34 espécies de fungos isoladas
de ambiente contaminado com residuos de fabricas de 6leo comestivel. Os isolados
também foram testados quanto a producao das diferentes enzimas extracelulares,
dentre elas, a lipase. Alguns géneros que demonstraram producao de lipase foram:
Aspergillus, Cladosporium, Paecilomyces e Penicillium (Gopinath et al., 2005). Em
estudo de Nguyen e colaboradores (2010) foram identificados genes codificantes para
lipase em Fusarium graminearum e sua atividade lipolitica de degradar Oleos foi
comprovada pela utilizacdo de meios com Rodamina B. A expressdo dos genes foi
avaliada por RT-PCR. A expressao de lipase produzida por Aspergillus niger
responsavel por degradacao de polimeros foi determinada em pesquisa de Nakajima-
Kambe e colaboradores (2012). Ainda, estudos anteriores e alguns pioneiros, podem
ser referéncia para a compreensao do uso e producao de lipases por fungos (Rapp &
Backhaus, 1992; Martinelle et al., 1995; Sugihara et al., 1995; Toida et al., 2000;
Cardenas et al., 2001; Bell et al., 2002).

3.5.3 Biossurfactantes e bioemulsificantes

Os compostos com caracteristicas surfactantes ou emulsificantes
contribuem para a degradagdo de O6leos e combustiveis, pois os tornam mais
disponiveis para captagdo e metabolismo dos microrganismos. Microrganismos,
plantas e alguns animais produzem estas substancias.

Os biossurfactantes, em sua grande parte, sdo produtos de baixo peso

molecular compostos por acgucares, aminoacidos, acidos graxos e grupos funcionais
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como acido carboxilico. Essas moléculas séo anfifilicas e/ou anfipaticas e permitem
dissolver solventes polares e apolares (Perfumo et al., 2009; Satpute et al., 2010). Os
biossurfactantes sdo capazes de diminuir a tensdo superficial e interfacial entre
diferentes fases. Pelo fato de possuirem uma porc¢éo polar e outra apolar, conseguem
reduzir a energia livre do sistema pela transferéncia de moléculas de alta energia do
interior de uma solugéo para a interface. Podemos atribuir o conceito de baixa
concentracdo micelar (CMC) aos surfactantes com maior eficiéncia. CMC é definida
como a concentracd0 minima necessaria para iniciar a formacao micelar (Mulligan,
2005; Bento et al., 2008).

Os bioemulsificantes também sdo moléculas anfifilicas, mas possuem alto
peso molecular e sdo formados por heteropolissacarideos, lipopolissacarideos,
lipoproteinas e proteinas (Perfumo et al., 2009; Sekhon-Randhawa, 2014). Tém o
potencial de emulsificar dois liquidos imisciveis e estabilizar a emulsdo mesmo em
baixas concentracdes, porém, € menos efetivo na reducdo da tensdo superficial
(Monteiro et al., 2010). O uso de bioemulsificantes pode ser aplicado em casos de
remediacdo de derrames de 6leo na agua e no solo; limpeza de navios e maquinarias
contaminados com 6leo; remoc¢ao de metais pesados (Monteiro et al., 2010; Zheng et
al., 2012; Panjiar et al., 2014); formacdo de emulsdes estaveis em alimentos e
cosméticos (Campos et al., 2014); e atividades terapéuticas (antimicrobiana,
antifangica, etc.) (Ahmed & Hassan, 2013).

Foram propostas duas maneiras de producdo de biossurfactantes e
bioemulsificantes e de captacdo pelas células microbianas: producdo extracelular e
captacdo pelo contato com microgoticulas presentes na fase aquosa; producdo
associada a parede celular e captacdo pelo contato das células com o composto
organico por modificacdes celulares como a hidrofobicidade celular ou fimbrias (Bento
et al., 2008). Sajna (2015) publicou um estudo com espécies de Pseudozyma capazes
de produzirem biossurfactantes e degradarem diesel e querosene. Ayed (2015)
mostrou essa capacidade com Bacillus amyloliquefaciense, sendo que o surfactante
produzido mostrou potencial em ser uma alternativa aos sintéticos sendo estavel a
varias temperaturas e pH. Algumas das principais formas de producdo de
biossurfactantes séo as associadas a crescimento celular e crescimento celular em

condic¢Bes limitantes (Fontes et al., 2008).
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3.54 Suscetibilidade do biodiesel a biodegradacao

Em relagcdo a biodegradacdo, comparando-se ao diesel, o biodiesel é
considerado mais suscetivel por ser composto por ésteres de acidos graxos. Estas
moléculas sdo facilmente reconhecidas pelos microrganismos, pois podem ser
encontradas no ambiente em plantas e animais. Um outro processo que pode ocorrer
€ 0 co-metabolismo, onde microrganismos com competéncia enzimatica quebram
estas moléculas primeiramente. Assim, outros microrganismos que nao sao capazes
de utilizar as fragdes do combustivel ou biocombustivel disponiveis podem degradar
fragmentos ja degradados ou metabolizar outros compostos disponiveis (Bento et al.,
2016).

A presenca de agua € um fator limitante para o desenvolvimento dos
microrganismos. O biodiesel apresenta grande higroscopicidade, contribuindo para a
proliferacdo microbiana. Neste sentido, a natureza intrinseca do biodiesel tem
mostrado que pode absorver de 10 a 15 vezes mais agua que o diesel (1500 a 1980
mg.kg?). A maxima saturagdo de agua em B100 é de 1840 mg.kg-1, em B20 é de
270 mg.kg—1 e para B5 é de 150 mg.kg-1. (Fregolente et al., 2012). Srivastava &
Prasad (2000) observaram que o biodiesel que contém alto teor de mono e
diglicerideos pode absorver mais agua do que aqueles compostos apenas por metil
ésteres.

Diversos experimentos desenvolvidos observaram o impacto das diferentes
misturas de diesel e biodiesel na formacdo de biomassa. Bicker et al. (2011)
avaliaram o potencial de espécies flingicas em degradar preferencialmente o biodiesel
puro e as misturas com maiores teores de biodiesel. Zimmer et al. (2013) utilizaram
borra microbiologica proveniente de biodiesel e diesel puros, B4 e B5 para testar a
acao de diferentes biocidas.

A matéria-prima da qual é feita o biodiesel também pode ser determinanate
para uma maior ou menor degradacédo microbiana. Oleo de colza contém 89% de
acidos graxos, sendo que 24,4% s&o poli-insaturados. Oleo de soja é composto por
80% de acidos graxos no total e 56,6% sé&o poli-insaturados. No 6leo de coco, 74%
de acidos graxos sédo de C4 a C14 insaturados. Neste sentido, o comprimento da
cadeia carbOnica, o numero e a posicdo de ligacdes duplas contribuem para a
bioresisténcia dos acidos graxos da matéria-prima que compde o biodiesel (Knothe,
2005). Soriano et al. (2015) compararam a biodeterioracéo de B0, B100 de soja, B100
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de sebo e respectivas misturas B5 por um consorcio microbiano de agua de lastro
(composto por espécies de Bacillus, Candida e Pichia). O estudo mostrou maior
atividade microbiana nos combustiveis derivados de sebo por sua natureza de maior

saturacao.

3.6 Estudos dos fungos deteriogénicos Pseudallescheria boydii e

Meyerozyma guilliermondii

Os fungos deteriogénicos selecionados para este estudo estéo registrados
em ampla literatura. Ambos podem ser encontrados em casos clinicos, assim como
em amostras ambientais. Pseudallescheria boydii € um agente patogénico que pode
causar hialohifomicose (crescimento de hifa septada no tecido atingido) e é
comumente encontrado afetando o sistema nervoso central, pulmdes e ossos (Rainer
et al. 2005; 2006). Podemos nos referir a este como Scedosporium apiospermum
(anamorfo) (NCBI - National Center for Biotechnology Information). E encontrado
principalmente em locais com atividade humana, como areas urbanas e industriais e
solo agricola (Rainer et al., 2005). Em 2014 foi isolado de solo de cultivo agricola,
identificado e caracterizado morfologicamente (Babu et al., 2014). Janda-Ulfig et al.
(2008) avaliaram diferentes isolados de lama de esgoto e de pacientes infectados
guanto ao crescimento em agar contendo tributirina, 6leo de colza, biodiesel e diesel.
A capacidade de degradar hidrocarbonetos alifaticos direcionada a biorremediacao de
solo contaminado foi explorada por Covino et al. (2015).

Os primeiros registros de biodegradacao de 6éleo causada por P. boydii sdo
datados de 1968, 1980 e 1998. Markovetz et al. (1968) avaliaram a assimilacédo de
alcanos pelo fungo e Bilai et al. (1980) avaliaram o crescimento de fungos em
hidrocarbonetos. April e colaboradores (1998) isolaram cepas de solo contaminado
com Oleo e esgoto e foi analisada a habilidade de degradacdo de hidrocarbonetos.
Algumas cepas se mostraram eficientes em degradar os alifaticos lineares e n-alcanos
volateis. Outro relato foi de contaminagdo microbiana em combustiveis estocados,
sendo isolados diferentes fungos e bactérias (Gaylarde et al., 1999). Outros estudos
de 1998 e 1999 referem-se a Scedosporium apiospermum e degradacéo de diferentes
compostos de origem oleosa (ClauBenet al, 1998; 1999). Em 2006 foi publicado que
P. boydii foi encontrado em abundancia em solo contaminado com petroleo (Ulfig et
al., 2006). Outros estudos podem ser encontrados citando P. boydii e suas aplicacoes
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(Ko et al., 2010; Cazarolli et al., 2012, 2014; Krakova et al., 2016).

Meyerozyma guilliermondii (anamorfo Candida guilliermondii) € um fungo
leveduriforme causador de algumas patogenicidades como a candidiase. E
frequentemente isolado de solo, plantas, insetos, e faz parte da microbiota saprofitica
dos humanos na pele e nas mucosas.

Uma das primeiras referéncias sobre o crescimento em diesel foi em 1977.
Hiss e colaboradores exploraram a influéncia do pH no crescimento em meio aquoso
contendo diesel. Em 1984, Borzani & Hiss relacionaram o consumo e concentracao
de nitrogénio e concentracdo celular em cultivo da levedura em diesel.
Posteriormente, foi feito estudo da degradacdo de diesel em solos arenosos por
microrganismos envolvendo esta espécie de levedura, resultando na degradacédo de
n-alcanos e isoalcanos (Grundmann & Rehm, 1991). Em 1999, M. guilliermondii foi
isolada de tanques de armazenamento de combustiveis como gasolina, querosene de
aviacdo e diesel (Gaylarde et al.).

A capacidade de C. guilliermondii crescer em diferentes proporcdes de
diesel em relacdo a uma fase aquosa (0,5%, 2%, 5%, 10% e 25%) foi proposta por
Rodriguez-Rodriguez e colaboradores (2010). Uma cepa desta espécie mostrou maior
crescimento em 25% e outra em 2%. De Francga e colaboradores (2009) compararam
0s percentuais de degradacao de B10, B20 e B30 em pH 4,0, 5,0 e 7,0. O melhor
resultado foiem B10 e pH 7,0. Em 2014, foi investigada a eficiéncia da bioaumentacéo
em solos contaminados com diesel. A degradacdo do 6leo foi eficiente com a
inoculacdo de uma comunidade microbiana contendo C. guilliermondii (Liu et al.). Um
estudo identificou M. guilliermondii como uma das cepas isoladas de petréleo com
potencial de degradacédo e apresentou 45,8% de degradacdo do petrdleo em sua
condicao 6tima (Ma et al., 2015). Em outra pesquisa, a levedura foi isolada de residuos
de refino do petréleo (Goulart et al., 2014). Ainda, ha pesquisas explorando
caracteristicas desta espécie de levedura como producéo de surfactantes, lipases e
xilitol e degradacao de fenol (Coimbra et al. 2009; Sitohy et al, 2011; Sarubbo et al.,
2016; Oliveira et al, 2014; Sarrouh et al., 2009; Karimi & Hassanshahian, 2016).
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RESUMO

Os combustiveis derivados de petréleo sdo a principal fonte energética mundial.
Alternativas sustentaveis para diminuir o impacto ambiental vém sendo conduzidas na
area de biocombustiveis. A natureza do biocombustivel pode torna-lo mais suscetivel
a contaminacao microbiana, devido a presenca de ésteres de acidos graxos, que sao
facilmente reconhecidos e degradados por alguns microrganismos. No Brasil, a
mistura obrigatoria atual do 6leo diesel € B7 (ou seja, 7% de biodiesel adicionados a
93% de diesel). O objetivo do estudo foi avaliar o comportamento (crescimento,
degradacéo e deteccéo de genes relacionados com a degradacéao de diesel puro (BO);
biodiesel puro (B100) e a mistura B10 do fungo filamentoso Pseudallescheria boydii
em meio mineral durante estocagem simulada. Foram esterilizados 30 mL de meio
minimo mineral BH em frascos de 150 mL. Foram adicionadas diferentes proporc¢des
(1:6, 2:3 e 2:1) de combustivel (BO, B10 e B100) em relacdo a fase aquosa. A
concentragdo do inéculo foi de 10* esporos mL1. Os frascos foram incubados a 30°C
por 45 dias. Analises de pH, lipase, condutividade, tensdo superficial, indice de
emulsificacdo e crescimento fangico foram realizadas aos 0, 10, 20, 30 e 45 dias. A
deteccado da presenca de genes de Citocromo P450 e lipase foi realizada por PCR. A
avaliacdo da degradacdo dos combustiveis foi realizada por espectroscopia de
infravermelho (IV), RMN H! e C'3. Metabdlitos na fase aquosa foram detectados por
GC-MS. Os menores valores de pH foram de 4,96 (B10, proporcéo 2:1, tempo 30 dias)
e de 5,97 (B100, proporcéo 1:6, tempo 30 dias) comparados ao pH inicial de 7,2.
Controles ndo mostraram diferencas significativas. Placas contendo agar tributirina
apresentaram resultados positivos para lipase apos 20 dias de incubacéo. As medidas
de condutividade diminuiram aos 20 dias em todos combustiveis, voltando a aumentar
apos este periodo. Em tensao superficial, apenas em B10 o tratamento com indculo
(48,59 mN.m1) mostrou diferenca significativa com o controle (44,05 mN m1). N&o se
observou emulsdo em nenhuma das condicbes do experimento. ApGs 45 dias de
experimento, observamos maior crescimento em B10 com 1.203 mg de biomassa. O
crescimento entre as trés propor¢cdes ndo mostrou diferencas significativas. Foi
detectada a presenca de genes relacionados ao Citocromo P450 e a lipase. Os
resultados de IV da fase oleosa foram obtidos pela andlise da regido 1800-800 cm
do espectro. Os espectros de B10 (menor proporcao de éleo/agua) do tempo final que
indicam a degradacéo da regiao da carbonila foram mais evidentes que de B100. Com
RMN C*3 verificamos o produto de degradacédo como acido carboxilico. Pelo RMN H?!
em BO, houve uma minima degradacdo dos compostos metila e etileno e os
compostos aromaticos ndo foram degradados. Os principais compostos identificados
por GC-MS na fase aquosa foram alcoois, ésteres, acidos, sulfurados, cetonas e
fendis. Os resultados evidenciaram que Pseudallescheria boydii cresceu ao longo do
tempo as expensas dos combustiveis, com degradacao dos ésteres do biodiesel e
dos hidrocarbonetos do diesel, e metabdlitos como acido nonandico, &acido
dodecandico e acido pentadecandico foram identificados.
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4.1 INTRODUCAO

As pesquisas com biocombustiveis vém aumentando devido a
preocupacdo com 0s impactos negativos que os combustiveis fosseis causam.
Apoés a introducdo de propor¢cBes do biodiesel ao diesel, este combustivel foi
separado em duas classes: A (sem adicdo de biodiesel) ou tipo B (com adi¢do de
biodiesel). Atualmente, essa proporcao no Brasil é de 7% de biodiesel adicionado
ao diesel (B7) (ANP, 2016). O biodiesel puro utilizado no Brasil € composto por
metil ésteres de cadeias longas de acidos graxos derivado da transesterificacdo de
Oleos vegetais (de soja, algoddao, macauba, entres outros) ou gorduras animais
(gado, suina, de frango) para ser utilizado nos motores de ignicdo e compressao.

A composicao do biodiesel o torna mais suscetivel a biodeterioracdo. A
diversidade microbiana encontrada em tanques de estocagem de combustiveis e
biocombustiveis envolve bactérias, fungos e arqueas (Passman, 2003). A producéo
de enzimas e substancias surfactantes por estes microrganismos é essencial para
gue a biodeterioracdo ocorra e os carbonos dos combustiveis sejam degradados e
assim, metabolizados. Entre estas enzimas estdo as oxigenases (envolvidas no
processo de ativacdo e incorporacdo de oxigénio ao substrato) e esterases ou
lipases (atuam primeiramente no catabolismo dos ésteres realizando a hidrélise do
metil ou etil éster) (Pepper et al., 2011). J& os biossurfactantes diminuem a tensao
superficial e tornam o substrato disponivel para o microrganismo (Perfumo et
al.,2009).

A biodegradacdo de combustiveis interfere na sua qualidade final,
prejudica equipamentos e pecas e acarreta em entupimento de filtros devido a
formacao de biomassa na interface 6leo-agua. A agua pode acumular-se no fundo
de tanques e caminhdes de transporte por infiltragcdo. Esta pode ocorrer por
problemas de vedacgédo ou pela condensacédo da umidade nas paredes internas
(Bento et al., 2010; Passman, 2013; ASTM 2014).

A natureza microbiana do lodo biolégico tem mostrado a importancia da
participagdo dos fungos filamentosos deteriogénicos (Ulfig et al., 2006; Buicker et
al.,, 2011). Fungos filamentosos sao vantajosos quanto a este aspecto pela

presenca de hifas que aumentam a area de superficie, permitindo a penetracao de
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hidrocarbonetos e agregados carregados de hidrocarbonetos andxicos
internamente. O uso de ferramentas que avaliam o impacto do crescimento
microbiano sobre o combustivel, como a degradacédo de ésteres e hidrocarbonetos
e a producdo de metabdlitos pelos microrganismos, pode auxiliar na adocédo de
medidas para mitigar os problemas derivados da contaminag&o microbiana. Neste
sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade deteriogénica (crescimento,
degradacéo e deteccdo de genes) relacionada com a degradacao do diesel puro
(BO), biodiesel puro (B100) e a mistura B10 de Pseudallescheria boydii em meio

mineral durante estocagem simulada.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Combustiveis

O dleo diesel A (BO) com baixo teor de enxofre (10 ppm) utilizado para este
estudo foi fornecido pela Petrobras e o biodiesel (B100) 100% soja foi fornecido pela
Ipiranga Produtos de Petréleo S/A (Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil) (Anexos 9.1 e
9.2). A mistura diesel e biodiesel B10 foi preparada no LAB-BIO/UFRGS (Laboratorio
de Biodeterioracdo de Combustiveis e Biocombustiveis) utilizando-se proveta
graduada previamente desinfetada com &lcool 70% adicionando-se 10% de biodiesel
em 90% de diesel. Esta proporcéo de biodiesel/diesel foi avaliada por ser a mistura
mais proxima a da matriz energética brasileira atual (B7). Foram conduzidos

tratamentos com diesel puro (B0), biodiesel puro (B100) e mistura B10.

4.2.2 Esterilizacao

Para a esterilizacdo dos combustiveis utilizou-se frasco Kitassato
previamente esterilizado em autoclave (121°C e 1 atm por 15 minutos). O diesel e
biodiesel foram filtrados em membrana de celulose com porosidade de 0,22um
(Milipore) por sistema a vacuo e armazenados em geladeira (4°C) em frascos de vidro

ambar esterilizados.

4.2.3 Meio Minimo Mineral

Como fase aquosa foi utilizado o meio minimo mineral BH (Bushnell &
Haas, 1941) em que a Unica fonte de energia e carbono para os microrganismos € o
hidrocarboneto presente no diesel e biodiesel. E composto por agua destilada e
enriquecido com sais minerais com pH inicial de 7,2. O protocolo com 0s componentes

encontra-se no Anexo 9.3.

4.2.4 Microrganismo

O fungo filamentoso utilizado, Pseudallescheria boydii, pertence ao Filo
Ascomycota e a Familia Microascaceae. Foi isolado de solo de landfarming, técnica
de biorremiacéo de solo impactado com residuos petroquimicos (Schultz, 2010). A
identificacdo molecular foi realizada pela amplificacdo da regido ITS-5.8S-ITS2

utilizando oligonucleotideos iniciadoress ITS-1 e ITS-4, seguida por sequenciamento
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automético em Sistema AmershamMegaBACE 1000 com protocolos padrdo do

Brazilian Genome Network.

4.2.5 Inoculo

Para o preparo do in6culo, o fungo foi semeado em tubos contendo agar
malte (Anexo 9.4) e mantido em estufa a 30 °C. Apéds 7 dias, foi adicionado 1 mL de
Tween 80 (0,01%) e 2 mL de solucéo salina (0,85%) ao tubo e agitou-se brevemente.
Em seguida foi feita raspagem com alca de platina para soltarem-se 0s esporos.
Verteu-se o contetdo em frasco estéril com capacidade de 150 mL contendo meio
minimo mineral BH e deixou-se sob agitacdo a 120 rpm, a 30 °C por 24 horas, com 0
intuito de esgotarem-se as reservas nutritivas do microrganismo. A concentracao de
10* esporos mL* foi estimada por contagem de esporos em camara de Neubauer. Foi
inoculada uma aliguota, com esta concentracdo final, de volume proporcional ao

volume do conteudo dos frascos do experimento.

4.2.6 Condicdes de estocagem simulada com diesel, biodiesel e mistura
B10 em diferentes proporc¢des de fase oleosa e aquosa

Para os microcosmos, usados para simular a estocagem e transporte de
combustiveis, foram utilizados frascos de vidro com capacidade de 150 mL. Foram
determinadas 3 proporcdes diferentes de fase oleosa em relacdo a 30 mL de fase
aguosa: 1:6 (5 mL de 6leo); 2:3 (20 mL de 6leo) e 2:1 (60 mL de 6leo) a fim de avaliar
se as diferentes alturas de coluna de éleo influenciam na dispersdo de oxigénio e no
crescimento do fungo (Figura 7). A fase aquosa foi composta por meio mineral
Bushnell & Haas como descrito no item 4.1.3.

Para a montagem dos microcosmos, os frascos utilizados para o
experimento foram autoclavados (121°C, 1 atm por 15 minutos) juntamente com o
meio mineral Bushnell & Haas. Em camara de fluxo vertical, foi adicionado o indculo
contendo 10* esporos mL™! aos frascos e em seguida, os combustiveis B0, B10 e B100
separadamente nas trés diferentes propor¢des, nas condigdes de tratamento. Para as
condicdes de controle, o microcosmo foi constituido de fase aquosa e oleosa
referentes aos tratamentos, sem indculo do microrganismo. Com o intuito de verificar
se o fungo era capaz de crescer apenas com 0S minerais minimos sem o aporte dos

combustiveis e se causaria alguma mudanca nesses componentes, foram montados
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frascos apenas com o meio BH e inéculo.

O experimento foi realizado em quintuplicada para os frascos de tratamento
e em triplicata para os frascos de controle com repeticées destrutivas. Os frascos
foram incubados em estufa a 30°C sem agitacéo pelo periodo de 45 dias com analises
nos dias 0, 10, 20, 30 e 45.

Proporgao 1:6 I T X :

=
‘

Proporgéao 2:3
'7 >\

BO B10 B100

Proporgao 2:1

I
~ —

BO B10 B100

Figura 7. Aspecto do microcosmo contendo combustiveis BO, B10 e B100 nas
proporcdes 1:6, 2:3 e 2:1 de fase aquosa e oleosa e meio minimo mineral BH. Fonte:
Gabriela Boelter, 2015.

4.2.7 Coletas de fase oleosa, fase aquosa e biomassa

Nos tempos 0, 20 e 45 dias foi coletado em tubos de plastico 1 mL de fase
oleosa proximo da interface 6leo-agua, com o intuito de detectar o maximo percentual
de degradacéo pelo fungo. Para cromatografia gasosa, cerca de 2 mL de fase aquosa
das amostras com menores valores de pH foram filtrados com membrana de PVDF
(Fluoreto de polivinilideno) de 0,22 um e armazenados em frascos de vidro com
capacidade de 15 mL e tampas de silicone. A cada tempo amostral, todo o contetdo
restante do microcosmo foi separado em funil de separacgéo de vidro com capacidade
de 500 mL. Aproximadamente 25 mL de fase aquosa foram coletados em tubos de
centrifuga para posteriores analises. A fase oleosa sobressalente foi descartada. A
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biomassa formada era, ent&o, transferida para membrana de papel filtro presente em
frasco Kitassato.

4.2.8 Quantificacdo de biomassa

Para acompanhar a formacdo de biomassa e realizar a curva de
crescimento, utilizou-se o método gravimétrico (peso seco). Primeiramente,
membranas de papel filtro (Unifil, gramatura 80, porosidade 14 pum) foram numeradas
referente a cada frasco do experimento e submetidas a secagem em estufa a 60 °C
por 24 horas para remogdo de umidade. Assim, foram pesadas em balanca de
precisdo e mantidas em dessecador.

Em cada tempo amostral, a biomassa foi colocada na membrana em frasco
Kitassato. Foram adicionados 3 mL de hexano e ligado o sistema a vacuo para
remover o excesso de 6leo presente na massa fungica por filtracdo. Com o auxilio de
uma espétula, a biomassa foi pressionada contra a membrana para ser retirado algum
resquicio de oleo, fase aquosa ou hexano. Em seguida, as membranas contendo a
biomassa foram incubadas em estufa a 30 °C por 4 dias. Apés este periodo, eram
retiradas para pesagem. O calculo para determinar o peso seco é definido por subtrair
o peso final do peso inicial da membrana. A unidade utilizada é mg.

4.2.9 Analises de fase aguosa

4.2.9.1 Deteccéo da producao de lipase

Para esta analise foram utilizadas placas de Petri com &gar contendo
tributirina (Anexo 9.5). Em alguns pontos das placas de Petri com o meio especifico
foram criados orificios para a inoculacdo de uma aliquota de 10 pL de fase aquosa
retirada dos frascos experimentais. As placas foram incubadas a 30 °C por 5 dias
(Carrasco et al., 2012). O resultado positivo foi observado pela formacao de um halo

translicido ao redor do crescimento do fungo.

4.2.9.2 Medidas de pH
Para a deteccdo da producao de metabolitos acidos pelos microrganismos,
realizou-se medidas de pH da fase aquosa, centrifugada a 1000 rpm por 15 minutos

e em temperatura ambiente, em todos 0s tempos amostrais, com o0 auxilio de um
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pHmetro Digimed.

4.2.9.3 Microextracdo em fase solida e Cromatografia gasosa

A amostragem por microextracao por fase solida-headspace (HS-SPME)
foi realizada em frascos de vidro com capacidade de 15 mL e o volume de amostra de
fase aquosa foi de 2 mL. Foi utilizada uma fibra de PDMS (Polidimetilsiloxano) e
aquecimento a 60 °C por 5 minutos antes da exposicao da fibra. O tempo de exposi¢cao
da fibra foi de 15 minutos. As analises foram realizadas em triplicata por cromatografia
a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS, Shimadzu, modelo QP-2010
SE) equipado com coluna VA-1 (60 m x 1 ym x 0,5 mm). A variagao da temperatura
esta disposta na Tabela 2. Os compostos presentes na amostra foram tentativamente
identificados por comparacdo dos seus espectros de massas com aqueles da
biblioteca NIST.

Esta andlise visa caracterizar a natureza dos metabdlitos dos
contaminantes envolvidos no processo de degradacdo, como metabdlitos acidos que
podem causar a diminuicdo do pH do meio mineral ou ainda de compostos
provenientes da migracdo da fase 6leo. Foram analisadas apenas amostras em que

se observou menor valor de pH afim de otimizar as andlises pelo equipamento.

Tabela 2. Rampa de temperatura de GC-MS

Variacdo (°C/min) Temperatura final (°C) Tempo (min)
- 70,00 2,00
10,00 200,00 5,00
10,00 270,00 8,00

4.2.9.4 Medida de condutividade

A condutividade foi medida por condutivimetro (Digimed — DM31) por
eletrodo inserido nas amostras centrifugadas e em temperatura ambiente a fim de
detectar o consumo dos sais minerais presentes no meio minimo mineral da fase
aquosa. Desta forma, foram tomadas medidas no inicio do experimento e em 10, 20,
30 e 45 dias.

4.2.9.5 Tenséao superficial

Com o intuito de detectar a producdo de substancias surfactantes pelo
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fungo, em todos os tempos amostrais foi feita a medicédo de tensdo superficial pelo
método da Placa de Wilhelmy. Apds as amostras em temperatura ambiente serem
centrifugadas (6000 rpm por 15 minutos), separou-se 10 mL para a analise. Foi
utilizado um medidor de tenséo superficial digital (Gibertini, Mildo, Italia). Os valores
de calibracdo utilizados sdo 72,0 mN m™ para 4gua destilada e 24,0 mN m para
etanol.

4.2.9.6 Iindice de emulsificac&o (IE24)

Com o intuito de detectar a producéo de substancias emulsificantes, foi
realizada a medida do indice de emulsificacdo, que é determinado pela adi¢do de 2
mL da fase aquosa centrifugada a 2 mL de fase oleosa em tubos de ensaio com fundo
chato (Bento et al, 2008). Foram acrescentados 200 pL de solugédo 0,05% de rosa de
bengala com o objetivo de ressaltar a possivel emulsificagdo formada. Desta forma, a
mistura foi agitada em vortex por 2 minutos e os frascos mantidos em repouso por 24
horas. ApoOs esse periodo, o indice de emulsificacdo (%) é obtido pela medida da
coluna emulsificada dividida pela altura total (4 mL) e multiplicada por 100 (Cooper &
Goldenberger, 1987).

4.2.10 Anélises da fase oleosa

4.2.10.1 Espectroscopia de infravermelho

As analises nos tempos 0, 20 e 45 dias para avaliar a degradacdo das
cadeias carbbnicas dos combustiveis foram realizadas por espectroscopia de
infravermelho (FTIR/ATR) em espectrofotometro Cary 630 Agilent Technologies FTIR
acoplado em acessorio de reflectancia total atenuada horizontal (HATR).

A faixa de 1800 a 800 cm do espectro foi selecionada para a realizacédo
da analise por agrupamento hierarquico (HCA) empregando o PLS-Toolbox. Todos os
espectros de ATR-FTIR foram suavizados, normalizados e aplicada a primeira

derivada (algoritmo Savistky-Golay, 15 pontos, polinbmio de segunda ordem).

4.2.10.2 Ressonancia Magnética Nuclear
Aproximadamente 15 mg para analise de hidrogénio e 70 mg para carbono

da amostra de biodiesel foi solubilizada em 550 pyL de Cloroférmio-D 99,8%
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(Cambridge Isotope Laboratories, EUA). Os espectros foram adquiridos em um
equipamento da Bruker, 400 MHz. As condi¢des de andlise foram pulso 90° e tempo

de relaxacdo de 3s. As amostras selecionadas apresentatam maior peso seco.

4.2.11 Deteccao de genes de degradacao

4.2.11.1 Extracdo de DNA

Apoés o crescimento do fungo por 7 dias em caldo malte (Anexo 9.6), foi
utilizado papel filtro para secar a biomassa antes de iniciar o processo de extracao de
DNA. Para a extracdo de DNA foi aplicado o protocolo de CTAB (Ferreira &
Grattapaglia, 1996). Apds a extracdo, foi realizada a purificacdo do DNA com
MagMAX™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Thermo Fischer Scientific).

4.2.11.2 Deteccédo de genes de Citocromo P450 e lipase

Os genes para citocromo P450 e lipase foram escolhidos neste estudo, pois
estdo envolvidos na degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e de ésteres. Para a
deteccdo dos isolados que apresentavam o gene de citocromo P450 foram
desenhados oligonucleotideos iniciadores P450S Forward: 5-
GGYTNAARTTYAARGARTGGGC-3’ e P450S Reverse: 5'-
TTYTCDATRTGNCCRTARAARTG- 3’ que amplificam um fragmento de DNA de 292
pares de base (pb) a partir do DNA gendbmico. Para a deteccdo da carboxilesterase
foram desenhados o0s oligonucleotideos iniciadores CS Forward: 5'-
CCNAYRYTNSAYMGNTTYGC-3’ e CS Reverse: 5-
GTCCANGCCKYCCANKNNGGC-3' que amplificam um fragmento de 590 pb. Os
oligonucleotideos foram desenhados a partir de fragmento do genoma de
Scedosporium apiospermum (GenBank: KEZ39888.1 e KEZ39536.1) e Colletotrichum
fioriniae PJ7 (NCBI XM_007594966.1 e XM_007599506.1) que codifica para 0os genes
referentes a Cytochrome P450 e Carboxylesterase. O genoma de S. apiospermum foi
utilizado para detectar a sequéncia de aminoacidos correspondente a enzima em
estudo. Apos ser traduzida para nucleotideo, sua sequéncia foi alinhada com a regiao
do genoma de C. fioriniae codificada para os genes alvo. Como controle positivo para
ambos os genes foi utilizada uma cepa de Scedosporium aurantiacum pertencente a
colecéo LAB-BIO/UFRGS.
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Para a deteccdo do gene Citocromo P450, a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada em um volume final de 25 pL contendo: 100 ng de
DNA, 1x de tampao Taq DNA polimerase (Ludwig), 3,0 mM de MgCl2 (Ludwig), 200
UM de dNTPs, 0,4 uM de cada oligonucleotideo (forward e reverse), 1U de Taq DNA
Polimerase (Ludwig) e agua Milli-Q para completar a reacdo. As condicbes de
amplificagéo foram 3 min a 94°C, 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 51°C, 45 s a 72°C;
seguidos por 4 min a 72°C. O produto de PCR esperado foi analisado por eletroforese
em gel de agarose com marcador molecular de 100pb (Invitrogen) e visualizado sob
luz ultravioleta (UV). O controle negativo teve adicdo de agua na reacdo de
amplificagcéo, substituindo o DNA.

Para deteccao do gene de carboxilesterase foram utilizados 1 uL de DNA,
1x de tampé&o Taq DNA polimerase (Ludwig), 3,5 mM de MgCl2 (Ludwig), 200 uM de
dNTPs, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (forward e reverse), 1U de Taq DNA
Polimerase (Ludwig) e agua Milli-Q para completar a reagcdo. As condi¢Bes de
amplificacdo foram 3 min a 94°C, 40 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C, 45 s a 72°C;
seguidos por 4 min a 72°C. O produto de PCR esperado foi analisado por eletroforese
em gel de agarose com marcador molecular de 100pb (Invitrogen) e visualizado sob
luz ultravioleta (UV).

4.2.12 Andlises estatisticas

Para as analises estatisticas de formacéo de biomassa, pH, condutividade
e tenséo superficial, foi utilizado o programa Excel XLSTAT 2015.1. Foram realizados
andlise de variancia e teste de Duncan a nivel de 5% de significancia em todos os
tempos amostrais em quintuplicata. A analise por componentes principais (PCA) foi

realizada para determinar a relacao entre pH, biomassa e tensao superficial.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Crescimento do fungo filamentoso em diesel, biodiesel e mistura B10

Avaliando o crescimento de Pseudallescheria boydii ao longo de 45 dias,
observou-se a formacdo de biomassa nos tratamentos envolvendo o0s trés
combustiveis (BO, B10 e B100). Isolando apenas os tempos amostrais (0, 10, 20, 30
e 45 dias) para a analise, verificou-se que o crescimento fungico foi crescente ao longo
do tempo.

Comparando apenas o0s combustiveis, houve diferenca significativa
(p<0,05) entre as médias dos valores de biomassa de BO, B10 e B100 (19,95 mg,
108,47 mg e 66,13 mg, respectivamente) ao longo da curva de crescimento de 45
dias, ressaltando o maior peso seco do fungo em contato com B10 (Tabela 3).
Analisando a média da biomassa das trés proporcdes de fase oleosa/aquosa
isoladamente, notou-se que a biomassa formada diferiu significativamente (p<0,05)
ao longo da curva de crescimento entre a propor¢cdo 1.6 e demais proporcdes. Os
resultados foram 166,6 para a proporgao 1:6, 45,6 para a proporcédo 2:3 e 35,2 para a
proporgéo 2:1.

Analisando apenas a influéncia das proporc¢oes de fase aquosa/oleosa no
crescimento do fungo com BO, houve maior crescimento na proporgéo 1:6 (166,61
mg), seguido de 2:3 (45,57 mg) e 2:1 (35,23 mg) no tempo final. Desta forma, pode
ser observado na figura 8 o aspecto dos microcosmos ap6s 10 e 45 dias com a
formacao da biomassa, devido ao conjunto de hifas. Nos microcosmos contendo BO,
foram verificados maiores valores de biomassa aos 10 dias em todas as propor¢coes
1:6 (11,20 mgq); 2:3 (24,40 mg) e 2:1 (36,50 mg), observando diferenca significativa
entre as trés proporgoes.

Com B10, foi determinado maior peso seco entre as propor¢cdes aos 30
dias nas proporcdes 2:3 (213,33 mg) e 2:1 (130,67 mg) e aos 45 dias na proporcao
1:6 (335,67 mg). Assim, foram constatadas diferengcas significativas entre as
proporcdes 2:3 e 2:1 no tempo 30 e entre a propor¢cao 1:6 para as 2:1 e 2:3 no tempo
45.

Com B100, a maior formacgao de biomassa entre as propor¢des foi aos 30
dias em 1:6 (108,8 mg) e 2:3 (69,75) e aos 45 dias na propor¢ao 2:3 (84,00 mg). O

resultado ndo demonstrou diferenca significativa entre as trés proporgoes.
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Tabela 3. Valores da biomassa (mg) do fungo Pseudallescheria boydii em propor¢cdes de fase oleosa e aquosa de 1.6, 2:3 e
2:1 em diesel BO, blenda B10 e biodiesel B100 e meio minimo BH por 45 dias.

Combustivel BO

Combustivel B10

Combustivel B100

Tempo

0

10

20

30

45

1:6

11,2 +
1,6
15,6 +
1,3
13,6 +
2,2

90
1.8

2:3

244+
2,7

215+
0,6

220+
4,0

13,0+
1,0

2:1

0,0+x0,0 0,000 0,0%x0,0

36,5+
2,6

325+
0,6

26,0+
4,3

20,2 +
3,3

Tempo

0

1:6
0,0+0,0

43,5+ 0,7

138,3 +
11,0
42,8 + 3,6

335,7 +
16,9

2:3

0,0+
0,0
39,4 +
2,3
48,5 *
2,9
213,3 *
17,9

38,2 +
2,6

2:1

0,0x0,0

35,7+
1,0

92,0+
6,1

130,7
6,4

45,0 +
16,2

Tempo

0

10

20

30

45

1:6 2:3 2:1
0,0x0,0 00%+0,0 0,0%x0,0

65,0 + 55,2 + 59,8 +

2,6 3,1 2,3
556+ 50,4+ 49,4+
8,6 3,4 2,9
108,8+ 692+ 69,7+
23,1 11,0 20,6

87,0+ 84,0 + 44,2 +
25,2 22,2 6,2
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Figura 8. Aspecto dos microcosmos com combustivel e meio BH nas propor¢des 1:6,
2:3 e 2:1 com in6culo aos 10 e 45 dias de incubacéo.

4.3.2 Fase aquosa

4.3.2.1 Monitoramento do pH
Ao analisar a producdo de metabolitos acidos ou basicos pelo fungo em
estudo ao longo dos 45 dias, e isolando a variavel combustivel, observou-se que na
presenca dos combustiveis BO, B10 e B100, o meio mineral Bushnell-Haas
apresentou uma reducdo em seu pH inicial de 7,2 para 6,91, 6,59 e 6,60,
respectivamente, sem diferengas significativas em relacdo ao pH inicial e entre os
combustiveis. Comparando-se apenas as proporcdes de fase oleosa/aquosa nos 45
dias, a propor¢cao com o pH mais baixo foi 2:1 com valor de 6,47, seguida por 1.6 com
valor de 6,57 e 2:3 com valor de 6,59, ndo diferindo estatisticamente entre as
amostras.
Observando a fase aquosa em contato com B0, as menores medidas de pH
foram observadas aos 45 dias nas proporcdes 2:1 (6,57), 2:3 (6,71) e 1.6 (6,74)
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(Figura 9). Com o combustivel B10 aos 30 dias, a fase aquosa na proporcao 2:1
diminuiu o pH para 4,96, e na proporcéo 2:3 para 6,08. Aos 20 dias a proporc¢ao 1:6
diminuiu para 5,91. O combustivel B100 apresentou menor pH no tempo 30 com

valores de 6,25; 5,97 e 6,24 para as proporcoes 2:3, 1.6 e 2:1, respectivamente.
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Figura 9. Medidas de pH ao longo de 45 dias do meio BH com in6culo e combustiveis
BO, B10 e B100 em proporcdes de fase oleosa e aquosa de 1:6, 2:3 e 2:1.

Os tratamentos controles ndo mostraram reducao significativa do pH

guando comparados ao pH inicial (7,2), tanto nos microcosmos contendo combustivel
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e meio BH, quanto nos microcosmos contendo apenas meio BH e inéculo (Figura 10).
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Figura 10. Medidas de pH ao longo de 45 dias dos controles do meio BH e
combustiveis BO, B10 e B100 em proporc¢des de fase oleosa e aquosa de 1:6, 2:3 e
2:1.

4.3.2.2 Microextracdo em fase solida e Cromatografia gasosa
Com a técnica de cromatografia gasosa e amostragem por
microextracdo em fase sélida foi possivel detectar quais compostos estdo presentes

na fase aquosa, provenientes da migracdo dos componentes da fase 0Oleo e de
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metabdlitos produzidos pelo fungo (Tabelas 4 e 5). Serdo apresentados os resultados

dos tratamentos de B10 e B100 a partir dos tempos 20 e 30 dias, pois foram as

amostras com menores valores de pH. Os principais compostos identificados na fase

aquosa foram alcoois, ésteres, acidos, sulfurados, cetonas e fendis. Estes sdo

produtos da degradacao do biodiesel e diesel ou metabdlitos produzidos.

Tabela 4. Compostos presentes na fase aquosa em contato com B10 aos 20 e 30 dias
nas proporgoes 1:6, 2:3 e 2:1 e seus respectivos controles.

Amostra Compostos

T20 1:6 Fenol, 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(1-metilpropil); 2,4-
dimetil;Geraniol; Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil); Benzaldeido

T30 2:3 3,5-dimetil benzaldeido; 2,2'-Azobis(2-metipropionitrile);
Geraniol; 2-metill-3-fenil-oxirano; Acido nonandico; Acido
dodecandico; Acido pentadecandico; Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)

T30 2:1 1,2,3,7-Tetrametilindol; 3,4-dimetil benzaldeido; Acido acético, 2-
(3-indoliltio); Acido propanoico; 2-metil-3-fenil-oxirano; Benzeno,
1-metil-2-(2-propenil); Tetralina; Acido propandico, Fenol, 2,4-bis(1,1-
dimetiletil)

Controle

T20 1:6 2-metil-3-fenil-oxirano; Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil);Benzaldeido,
2,4-dimetil

T30 2:3 Acido pentandico, 2,2,4—trime}iI—S—carboxisopropiI, isobutl ester;
2-Hidroxietil propil sulfeto; Acido propanoico, 2-metil-, 1-(1,1-
dimetiletil)-2-methl-1,3-propanedil ester; Acido dodecanbico;
Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)

T30 2:1 1,3,5-Trioxano; Dietil eter, 2,2'-bis(etilio); Hidroquinona, 2,5-di-

tert-butil; 1,3,5-Trimetilbenzeno; 3,7-Dimetil-3-octanol; Eter
caprilico; Dinonil sebacato; Sulfeto de benzila; 3-metil-1-butanol;
Acido propandico, 2-metil-, 2,2-dimetil-1-(2-hidroxi-1-metiletil)
propil ester; Acido propandico 2-metil-, 3-hidroxi-2,4,4-
trimetilpentil ester; Benzeno, 1-metil-2-(2-propenil); Tetralina; 2-
metil-3-fenil-oxirano; Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil); Acido propanoico

Negrito: compostos presentes na condicdo de tratamento. T20: 20 dias. T 30: 30 dias.
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Tabela 5. Compostos presentes na fase aquosa em contato com B100 aos 30 dias
nas proporcoes 1:6, 2:3 e 2:1 e seus respectivos controles

Amostra

Compostos

T30 1:6

T30 2:3

T30 2:1

Controles
T30 1:6

T30 2:3

T30 2:1

2-metil-3-fenil-oxirano; Benzaldeido, 2,4-dimetil; 3—me:[il—1—
butanol; Dinonil sebacato; Fenol, 2,4-bis (1,1-dimetiletil); Acido
propandico; 1-Decanol, 2-etil; Eter caprilico

1-Hexano, 3,5,5-trimetill-; Ciclohexanol, 2-(1,1-dimetiletil);
Acido ftalico, diisobutil ester; 7a-Isopropenil-4,5-
dimetiloctahidroindeno-4-il metanol; 1-Hexanotiol; Fenol, 2,4-
bis(1,1-dimetiletil); Acido acético, 1,7,7-trimetil-biciclo[2.2.1]hept-
2-il ester; 2-Octil salicilato; Acido decandico; Acido propandico;
Eter caprilico; 3-metil-1-butanol; Tiofeno

p-tert-Butil-.alfa.-metil hidrocinamaldeido; Etil ciclohexil
cetona; 1-Decanol, 2-etil; Hexanotiol; Tiofeno; 3-metil-1-
butanol; Acido nonandico; tert-Butyl-p-Benzoquinona; Fenol,
2,4-bis(1,1-dimetiletil); Acido propanéico; Fenol, 2,6-bis(1,1-
dimetiletil)-4-(1-metilpropil); Acido decandico

1,3,5-Trioxano; Tiofeno; Acido propanéico, 2-metil-, anidrido;
Isozonarol; 2-Octil salicilato; Salicilato de homomentila; 3-
metil-1-butanol: Acido decanéico;1-Decanol, 2-etil; Fenol, 2,4-
bis(1,1-dimetiletil); Acido propandico; Eter caprilico

3,7-Dimetil-3-octanol; 4-tert-Butil ciclohexil acetato;
Isozonarol; 2-Etil-1-hexanol; 2-Octanol, 8,8-dimetoxi; Fenol,
2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(1-metilpropil); Hexanotiol; 3,7-
Dimetil-3-octanol; tert-Butil-p-Benzoquinona; Salicilato de
homomentila; Acido nonandico; Acido acético, 1,7,7-trimetil-
biciclo[2.2.1]hept-2-il ester; Acido propandico; Fenol, 2,4-bis(1,1-
dimetiletil); Eter caprilico; 2-Octil salicilato; 3-metil-1-butanol; Acido
decanodico; Tiofeno

1-hexanol, 2-etil; 3,7-Dimetil-3-octanol; 2-Octanol, 8,8-
dimetoxi; Fenol, 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(1-metilpropil); tert-
Butyl-p-Benzoquinona; Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil);  Acido
propandico; Acido decanoico

Negrito: compostos presentes na condi¢do de tratamento. T 30: 30 dias.

As

amostras selecionadas para as analises cromatograficas

apresentaram menores valores de pH com o intuito de detectar metabalitos acidos na

fase aquosa. A maioria dos compostos presentes podem ser produtos de degradacgéo

do combustivel, como acido nonandico, pentandico, propandico e etil ciclohexil
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cetona. Alguns sdo metabdlitos da rota de biossintese de acidos graxos como acido
decandico (De Azambuja, 2016). Outros compostos sdo provenientes da composicao
original do diesel ou biodiesel como 3,5-dimetil benzaldeido, 2-metil-3-fenil-oxirano, 1-
Hexano, 3,5,5-trimetil e ciclohexanol, 2-(1,1-dimetiletil) ou da prépria matéria-prima do
biodiesel como geraniol e salicilato de homomentila. Alguns aditivos, como
antioxidantes ou surfactantes, também foram detectados, hidroquinona, isozonarol,
benzoquinona e 1-ecanol, 2-etil.

Os compostos presentes nas amostras controle e que ndo apareceram
nos tratamentos, podem ter sido consumidos. Em contrapartida, outros se mostraram
presentes em ambas as condic¢des, indicando que sédo produtos de degradacao
abidtica que ndo foram consumidos e se preservaram até o final do experimento. O
acido propandico e o fenol, 2,4-bis (1,1-dimetiletil) sdo compostos representativos

deste grupo.

4.3.2.3 Condutividade

Os resultados de condutividade estdo relacionados ao consumo de sais
presentes no meio mineral Bushnell-Haas utilizado como aporte de nutriente para o
fungo filamentoso. As medidas do tempo amostral referentes aos 20 dias de
experimento comparadas com as medidas dos 30 e 45 dias mostraram um
comportamento atipico do microrganismo. No tempo final ndo houve diferenga entre
os valores do tempo inicial de 3,86 mS cm™ em todos os tratamentos (p>0,05) (Tabela
6).

Os tratamentos envolvendo BO e B100 nao diferenciaram
significativamente dos seus respectivos controles. O tratamento com B10 mostrou
diferenca (P<0,05) comparado aos controles ao longo dos 45 dias, indicando que
houve consumo dos sais da fase aquosa em todas as propor¢des Oleo-agua.
Comparando-se as meédias de todos os tempos amostrais, 0s tratamentos com B10
diferiram dos tratamentos BO e B100 com valores de condutividade de 2,90 mS cm,

3,35 mS cme 3,17 mS cm?, respectivamente.
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Tabela 6. Valores das medidas de condutividade (mS cm™) dos tempos 0, 10, 20, 30
e 45 dias de incubacdo com combustiveis BO, B10 e B100 nas propor¢des de fase
oleosa e aquosa de 1:6, 2:1 e 2:3. Valores iniciais do meio minimo mineral: 3,86 mS
cm?,

Combustivel BO Controles
Tempo 16 23 21 Tempo 16 23 21 sem.
combustivel
0 386+ 386+ 386 0 386+ 386+ 3,86+ 3.86+ 0,0
0,0* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 360+ 372+ 365% 10 3,78+ 3,79+ 3,77+
007 004 003 004 002 002 381x005
20 256+ 285+ 234+ 20 257+ 256+ 254+ 292 4 0.82
0,18 0,10 0,17 0,33 0,18 0,35 e =
30 430+ 3,19+ 2,83+ 30 328+ 225+ 257+
1,38 0,18 0,27 0,28 0,05 0,65 3,96 + 0,04
45 360+ 366+ 375+ 45 352+ 385+ 384+
036 024 008 017 008 003 396%002
Combustivel B10 Controles
Tempo  1:6 2:3 21  Tempo 16 2:3 2:1 sem
combustivel
386+ 386+ 386 0 386+ 386+ 386+ 3,86+0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 331+ 3,76+ 353+ 10 362+ 367+ 358+ 3,81+0,05
0,20 0,64 0,12 0,1 0,16 0,27
20 235+ 257+ 243+ 20 254+ 248+ 243+ 292+0,82
0,15 0,19 0,30 0,66 0,26 0,17
30 278+ 257+ 273+ 30 388+ 341+ 358+ 3,96+0,04
0,33 0,44 0,40 0,03 0,26 0,23
45 287+ 333+ 345+ 45 389+ 367+ 345+ 3,96+0,02
0,58 0,34 0,28 0,07 0,17 0,35
Combustivel B100 Controles
Tempo 16 2:3 21 Tempo 16 2:3 2:1 Sem
combustivel
0 386+ 386+ 386 0 386+ 386+ 386+ 3,86+0,0
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 337+ 362+ 371+ 10 356+ 363+ 368+ 3,81+0,05
0,09 0,10 0,39 0,44 0,13 0,09
20 223+ 240+ 252+ 20 258+ 295+ 251+ 292+0,82
0,18 0,24 0,07 0,34 0,73 0,30
30 325+ 342+ 343+ 30 289+ 333+ 3,39+ 3,96+0,40
0,21 0,15 0,40 0,22 0,60 0,44
45 326+ 331+ 356+ 45 389+ 3,75+ 3,89+ 3,96+0,02
0,54 0,31 0,11 0,08 0,13 0,05

*Os dados estdo espressados em média + DP. O valor-p foi obtido por ANOVA e teste de Duncan
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4.3.2.4 Tensao superficial

Acompanhando as medidas de tensdo superficial da fase aquosa na
presenca de BO, B10 e B100 ao longo dos 45 dias de experimento, foi observada a
queda desses valores em relacdo ao tempo inicial (68,47 mN m™) (Tabela 7). Os
valores diferiram significativamente (p<0,05), sendo constatado que a média das
medidas de tenséo superficial com combustivel B100 reduziu de 68,47 mN m* para
44,95 mN m', com B10 para 48,59 mN m' e com BO para 54,91 mN m' ao longo dos
45 dias. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos com as diferentes
proporcdes nos 45 dias de crescimento fungico.

N&o houve diferenca significativa entre o tratamento B100, controle B10 e
controle B100. Houve semelhanca entre o tratamento BO e o controle sem
combustivel, e este entre o controle BO. O Gnico caso em que o tratamento diferiu
significativamente do controle foi o de fase aquosa em contato com B10, indicando
valores de 48,59 mN m para o tratamento e 44,05 mN m! para o controle quando se
comparam por analise de variancia das médias ao longo dos 45 dias.

Nota-se que no tempo final, a fase aguosa em contato com B100 foi a que
apresentou a maior reducao de tensao superficial observando-se a medicao de 43,70
mN m-1. No caso do B10 a reducéo observada foi de 46,28 m Nm e de BO para 54,30

mN m-1,
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Tabela 7. Valores das medidas de tenséo superficial (mN m1) dos tempos 0, 10, 20, 30 e 45 dias de incubacdo com combustiveis
B0, B10 e B100 nas proporcdes de fase oleosa e aguosa de 1:6, 2:1 e 2:3. Valores iniciais do meio minimo mineral: 68,47 mN m

Combustivel BO Controles
Tempo 1.6 2:3 2:1 Tempo 1.6 2:3 2:1 Sem combust.
0 68,47 +0,00 68,47+0,00 68,47 0,00 0 68,47 + 0,00 68,47 +0,00 68,47+0,00 68,47 +0,00

*

10 53,16 +3,97 53,13+195 52,21 +1,83 10 51,99+153 51,06x7,54 51,7+482 56,64 + 3,85
20 67,29+194 57,70+£3,58 52,21+2,32 20 55,51+1,58 58,05+3,46 56,36+1,32 52,18+ 2,00
30 50,54 +0,69 52,73+1,21 52,67%1,49 30 48,00+ 0,18 48,29+0,37 52,27+0,66 52,18+ 2,00
45 53,32+547 55,76+0,45 54,07 +1,88 45 55,78+ 0,87 54,19+0,16 53,34+1,09 49,36+1,74

Combustivel B10 Controles
Tempo 1.6 2:3 2:1 Tempo 1.6 2:3 2:1 Sem combust.
0 68,47 +0,00 68,47+0,00 68,47 +0,00 0 68,47 +0,00 68,47+0,00 68,47+0,00 68,47+0,00
10 52,04+ 4,25 47,67 +3,70 44,95+1,08 10 46,03+1,14 43,06+2,76 40,93+1,82 56,4 + 3,85
20 55,31+0,74 51,97+1,73 49,96 + 2,64 20 46,12+1,04 4462+1,42 4547+181 52,18+2,00
30 4794 +136 50,27+1,40 47,82+1,38 30 46,53+ 0,80 44,71+2,14 4169+1,34 52,18+2,00
45 42,65+ 1,97 48,38+2,09 49,34 + 3,47 45 4527+1,20 40,94+0,70 4538+1,27 49,36%x1,74




Continuacéao

Combustivel B100 Controles
Tempo 1:6 2:3 2:1 Tempo 1:6 2:3 2:1 Sem combust.

0 68,47 £0 68,47 £0 68,47 £ 0 0 68,470 68,47+ 0 68,47+ 0 68,47 £ 0

10 45,01+£0,87 4457+1,38 43,79+0,97 10 42,84 + 0,23 43,09+0,49 42,64 + 56,4 + 3,85
0,91

20 4551 +0,85 44,68+1,44 4541+2,98 20 43,38 +1,87 41,21+0,93 42,38 + 52,18 £ 2,00
1,25

30 4533+1,15 47,1+0,79 46,89 +0,22 30 48,01 +0,17 49,78 +£2,31 51,97 + 52,00 £ 2,00
0,75

45 42,76 £ 2,46 4487+2,70 43,49+0,83 45 38,7425 47,78 +0,05 41,99 + 49,36 £ 1,74
1,11

*Os dados estéo espressados em média + DP. O valor-p foi obtido por ANOVA e teste de Duncan. Sem combust. = Sem combustivel
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4.3.2.5 indice de emulsificacio

N&o foi observada a formacao de camada emulsionada da fase oleosa nos
tratamentos e controles apos 24 horas, que ndo permitiu calcular o indice de
emulsificacdo. Este resultado sugere que o fungo nédo foi capaz de produzir

bioemulsificante.

4.3.2.6 Producéao de lipase

Foi observado resultado positivo de atividade da enzima lipase nas
placas contendo agar tributirina pela formacao de halo translicido ao redor do fungo
(Gopinath et al., 2005) para os ensaios B10 e B100. Em B0 o fungo ndo mostrou
resultado positivo, pois ndo produziu enzima capaz de degradar éster de acido graxo.
Com B10 foi positivo nos tempos 20, 30 e 45 em todas as proporcdes de Oleo e fase
aquosa. Com B100 foi positivo no tempo 30 e 45 (apenas na proporgao 1:6) (Tabela

8). Desta forma o fungo produziu a enzima nestes tempos amostrais.

Tabela 8. Deteccédo de producao de lipase em agar tributirina

_ . Combustivel Combustivel
Tempo de incubagéo
B10 B100
0 - -
10 - -
20 + -
30 + +
45 + +

(+) presenca de halo translicido; (-) auséncia de halo transltcido

4.3.2.7  Analise por componentes principais

Para melhor visualizacdo da correlacao entre diferentes variaveis, foi
gerado o PCA (analise de componentes principais). Foram dispostas as variaveis pH,
peso seco, tenséo superficial e amostras de B0, B10 e B100 nas proporc¢des 1:6, 2:3
e 2:1 apenas do tempo final, aos 45 dias. Segundo o coeficiente de Spearman, as trés
variaveis, pH, tenséo superficial e peso seco, néo tiveram correlagéo (Figura 11).

Analisando apenas os valores de peso seco, notamos que as amostras
gue apresentaram maior biomassa, sado as de B10 e B100 de proporcéo 1:6 e B100

2:1. As amostras de BO em todas as proporgcdes e a de B10 2:1, sdo as de maior
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medida de tensao superficial. Em relagéo ao pH, a amostra que mostrou maior valor
foi a de B10 2:3. Desta forma, as amostras de maior peso seco possuem menores
medidas de tensao superficial. A variavel pH nao correlacionou com as variaveis peso

seco e tensdo superficial, pois as medidas de pH foram similares entre todas

amostras.

Variables (axes F1 and F2: 93.56 %)
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w

B10 2:3

B100 2:1, B10
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N
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Figura 11. Escores e pesos da analise por componentes principais dos valores de pH,
peso seco, tensédo superficial e amostras de BO, B10 e B100 nas proporgdes 1:6, 2:3
e 2:1 aos 45 dias. Azul: variaveis suplementares. Vermelho: variaveis ativas.

4.3.3 Fase oleosa

4.3.3.1 Andlise de espectroscopia de infravermelho

Os resultados da degradacao de ésteres do biodiesel puro e da porgéo de
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biodiesel presente na mistura B10 foram obtidos por espectroscopia da regidao do
infravermelho médio. A andlise é baseada na observacao da fungéo carbonila (C=0)
dos ésteres metilicos do biodiesel, que apresenta uma banda Unica e absorve em
regiao distinta do espectro do diesel.

Analisando a banda aproximadamente da regido de 1750 cm - referente as
vibracdes de deformacéo axial do grupo carbonila, € possivel ver uma redugédo com o
tempo e um novo sinal indicativo ao produto da degradacéo, que surge na regiao de
1710 cm™, nas amostras de B10 e B100, principalmente na proporcdo de fase
oleosa/aquosa de 1:6. Nos espectros de B10, estes picos sao mais evidentes (Figuras
12 e 13). Nas amostras de BO, os mesmos espectros ndo foram gerados na regiao
analisada. Os espectros das amostras controle ndo apresentaram picos secundarios
nem diferenca entre os tempos amostrais, sugerindo que nao foi degradada a regiao

da carbonila do biodiesel.
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Figura 13. Espectro da regido de infravermelho de B100 aos 20 e 45 dias. Tempo O -
azul; Controle - preto; 1:6 — vermelho; ;

Com os valores de absorbancia méaxima do pico da carbonila e a
percentagem de degradacéo, € possivel acompanhar ao longo do tempo experimental
0 quanto e se o combustivel foi degradado. Tais andlises demonstraram maior
percentagem de degradacao em B10 na menor coluna de 6leo (1:6) nos tempos 20 e
45 (34,9% e 48,6%, respectivamente) (Tabela 9). Os maiores valores de degradacéo

para B100 séo de 3,4% e 4,4% nas mesmas condi¢des (Tabela 10).
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Tabela 9. Valores de absorbancia maxima do pico da carbonila e a percentagem de
degradacdo do combustivel B10.

Amostra Média % de Amostra Média % de
(Abs. Méx) degradacéo (Abs. Méx) degradacéo
TO 0,0212 TO 0,0212
T20-1:6 0,0138 34,9 T45-1:6 0,0109 48,6
T20-1:6 C 0,0210 0,9 T45-1:6 C 0,0216 0,0
T20-2:3 0,0192 9,4 T45-2:3 0,0172 18,9
T20-2:.3C 0,0208 19 T45-2:3C 0,0207 2,4
T20-2:1 0,0200 5,7 T45-2:1 0,0195 8,0
T20-2:1C 0,0204 3,8 T45-2:1C 0,0196 7,5

Tabela 10. Valores de absorbancia maxima do pico da carbonila e a percentagem de
degradacdo do combustivel B100.

Amostra Média (Abs. % de Amostra Média (Abs. % de
Max) degradacgéao Max) degradagéao
TO 0,0951 TO 0,0951
T20-1:6 0,0919 3.4 T45-1:6 0,0909 4.4
T20-1:6 C 0,0927 2,5 T45-1:6 C 0,0936 1,6
T20-2:3 0,0940 11 T45-2:3 0,0944 0,7
T20-2:.3C 0,0946 0,5 T45-2:3C 0,0930 2,2
T20-2:1 0,0935 1,7 T45-2:1 0,0950 0,1
T20-2:1C 0,0954 0,0 T45-2:1C 0,0929 2,3

O dendrograma da analise do combustivel B10, formou dois grupos

principais distintos. Um grupo com as amostras do tempo 20 (propor¢ao 1:6) e do

tempo 45 (proporgdes 1:6 e 2:3). Outro grupo foi formado pelas amostras controle,

amostras do tempo zero, tempo 20 (proporgdes 2:3 e 2:1) e tempo 45 (proporcgédo 2:1)

(Figura 14). As analises feitas com combustivel B100, resultaram na formacao de dois

grupos mais estabelecidos que os grupos de B10. O primeiro grupo com amostras do
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tempo 45 (proporgdes 1:6) e do tempo 20 (proporcéo 1:6). O segundo grupo com

amostras controle, amostras do tempo zero e amostras restantes (Figura 15).

T45-1-6¢
T45-1-6b
T45-2-3b

T45-1-6Cc
T45-1-6Ca
TO

9] 2 4 5] 8 10 12 14 16
Dissimilarity x10°

Figura 14. Dendrograma obtido para os dados de mfravermelho das amostras de B10.
Tempo 45: proporcao 1:6 — rosa; .
Tempo 20: proporcao 1:6 — verde; proporcao 2:3, controles proporgao 1:6 e 2:3 —azul.
Tempo 20 e 45: controles proporcao 1:6, 2:3 e 2:1. Tempo zero — vermelho.
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Figura 15. Dendrograma obtido para os dados de infravermelho das amostras de
B100. Proporcéao 1:6 (tempo 20 e 45) — verde; proporcao 2:1, controles proporgao 1:6,
2:3 e 2:1 — azul; tempo zero, proporgao 2:3 e 2:1 (tempo 20 e 45), controles proporgéo
2:1 e 2:3 (tempo 20) — vermelho.

Pela analise de componentes principais (PCA) das amostras de B10,
podemos observar que amostras do tempo 20 da proporcao 1:6 foram agrupadas e
as das proporcgdes 2:3 e 2:1 deste mesmo tempo amostral foram separadas em outro
grupo. As amostras do tempo de 45 dias da proporgcédo 2:3 agruparam-se entre Si.
Todas amostras controle e amostras do tempo inicial distanciaram-se das amostras
dos tratamentos indicando que estas ndo sofreram degradagéo significativa (Figura
16). O grafico de pesos para a componente principal 1 gerado a partir do PCA dos
dados espectrais, nos indica que nas amostras agrupadas com escores positivos, o
pico da carbonila dos ésteres do biodiesel diminuiu, enquanto que o do produto de
degradacédo aumenta (Figura 17).

No PCA gerado para as amostras de B100, pode-se observar que as
amostras da proporgao 1:6 dos tempos 20 e 45 distanciaram-se de todas as outras
amostras, inclusive controles e tempo inicial (Figura 18). O grafico de pesos da

primeira componente principal, assemelha-se ao de B10, porém indica que a
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separacao deve-se a carbonila do produto de degradacdo mostrando um pico Unico
na banda de 1750 cm™ (Figura 19).
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Figura 16. Escores de PCA das anélises de B10.
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Figura 17. Grafico de pesos para a primeira componente principal obtido pela PCA
dos dados espectrais das amostras de B10.
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Figura 19. Grafico de pesos para a primeira componente principal obtido pela PCA
dos dados espectrais das amostras de B100.

4.3.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear H!

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear é utilizada para
determinar a estrutura e identificar o esqueleto carbono-hidrogénio de uma substancia
organica. Desta forma, pelo RMN de H?, foi possivel determinar quais tipos de prétons
estavam presentes nos trés combustiveis utilizados para o experimento, através do

deslocamento quimico aproximado, indicando a degradacdo de grupos etilénicos,
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metilénicos e aromaticos. Na figura 20, podemos comparar os espectros de B0, B10

e B100 no tempo inicial, observando as semelhancas entre os combustiveis puros e

a mistura B10.
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Figura 20. Espectro de RMN-H ! dos combustiveis no tempo inicial de BO, B10 e B100.
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Com os valores demonstrados nas tabelas a seguir (Tabelas 11 e 12),
observamos que em B10 os grupos terminais de metilas e de etileno nao
apresentaram degradacao no tempo 20 e apenas 3% no tempo 45. As regides dos
grupos OCHs e CH2=CH2 mostraram maior percentual de degradacéao no tempo 20 de
propor¢éo 1:6 que aos 45 dias na proporgdo 2:1. Nas analises de B100, apenas as
regibes OCHs e CH2-C-C=0 apresentaram algum nivel de degrada¢édo. Em BO, houve
uma leve degradacdo dos compostos metila e etileno e os compostos aromaticos nao

foram degradados.

Tabela 11. Valores de integrag&o dos sinais de RMN e a percentagem de degradacéo
do combustivel B10 nos tempos 0, 20 (proporcao 1:6) e 45 dias (proporcao 2:1).

Andlise Tempo 0 Tempo 20 Tempo 45

Média Média % Média %

(Abs. Max.) (Abs. Max.) degradacao (Abs.Max.) degradagéo

Metila 0,2910 0,3017 0 0,2797 3,9
Etileno 0,4873 0,5054 0 0,4698 3,6
Aromaticos 0,0154 0,0189 0 0,0195 0
OCHs 0,0077 0,0050 35,1 0,0072 6,5
CH2=CHz2 0,0075 0,0057 24,0 0,0075 0

Tabela 12. Valores de integracéo dos sinais de RMN e a percentagem de degradacgéo
do combustivel B100 nos tempos 0, 20 (proporcéao 1:6) e 45 (proporcao 1:6) dias.

Andlise Tempo O Tempo 20 Tempo 45

Média (Abs. Média % Média %

Max.) (Abs. Max.) degradacdo (Abs.Max.) degradacao

CH=CH 0,0814 0,0826 0 0,0835 0
OCHs 0,0814 0,0774 4,9 0,0752 7,6
g:g'CHZ' 0,0358 0,0363 0 0,0368 0
CH2-C=0 0,0551 0,0564 0 0,0572 0
CH2-C=C 0,0916 0,0932 0 0,0943 0
CH2-C-C=0 0,0695 0,0602 13,4 0,0596 14,2
-CH2 0,4755 0,4841 0 0,4903 0

CHs 0,0764 0,0775 0 0,0789 0
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4.3.3.3 Escpectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear C*3

Com o objetivo de identificar qual o produto de degradacéo da porcéo
carbonila do biodiesel, foram analisadas apenas amostras de B100. Comparando o
espectro de RMN-C*3 de B100 na proporcédo 1:6 do tempo inicial com o espectro do
tempo final, percebe-se o surgimento de um pico entre 178 e 179 ppm. Este pico é
caracteristico de carbono do grupo funcional de acido -carboxilico. Assim,
possivelmente este é o produto de degradacdo dos ésteres de acidos graxos

presentes no biodiesel (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de RMN-C*2 de B100 nos tempos 0 e 45 dias.
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4.3.4 Deteccao de genes de degradagéo

O gene relacionado ao Citocromo P450 esta envolvido na degradacgéo de
hidrocarbonetos alifaticos, como os alcanos presentes no 6leo diesel. Com o intuito
de detectar tal gene em Pseudallescheria boydii, realizou-se a técnica de PCR. Apés
esta reacao e a visualizacéo do gel de agarose em transluminador, foi detectada a
presenca do gene nas amostras de DNA do fungo apos 7 dias de crescimento em
caldo malte (Figura 22). A deteccdo do gene de carboxilesterase informa sobre a
capacidade do fungo em produzir tal enzima, responsavel pela degradacdo dos
ésteres de acido graxo do biodiesel.

Na reacdo de PCR foi amplificada mais de uma banda de DNA. Dentre
estas bandas, observamos o tamanho esperado de 590 pb referente a regido da
carboxilesterase. Pelo fato de os oligonucleotideos inicadores possuirem bases
degeneradas, algumas delas podem encontrar homologias inespecificas em varias
regibes do genoma do fungo, gerando diversos fragmentos de DNA apds a
amplificagéo (Figura 23).

C+

500 pp ——>

292 pbp —»

Figura 22. Deteccao do gene P450 (292 pb) em P. boydii apds crescimento em caldo
malte. MM: Marcador molecular (100 pb); C+: controle positivo; P. b: P. boydii; C-:
Controle negativo.
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590 nb
500 pb

Figura 23. Deteccdo do gene de carboxilesterase (590 pb) em P. boydii apés
crescimento em caldo malte. MM: Marcador molecular (100 pb); P. b: P. boydii; C+:
controle positivo; C-: Controle negativo.
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4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Crescimento microbiano

Ao longo dos 45 dias de experimento, foram realizadas medidas de peso
seco para quantificacao de biomassa formada na interface 6leo-meio mineral, com os
combustiveis BO, B10 e B100. A producdo de biomassa de Pseudallescheria boydii
acompanhada nos dias 10, 20, 30 e 45 dias, é mostrada na Figura 8. O
acompanhamento da biomassa vem sendo utilizado em varios estudos, na
determinacdo do potencial deteriogénico de microrganismos degradadores em
situacOes de estocagem simulada de diesel e biodiesel (Bento et al., 2004; 2005;
Beker, 2014; Bucker et al., 2011, 2015; Cazarolli et al., 2012).

A condicdo que favoreceu significativamente (p<0,05) o crescimento
fungico foi a mistura B10, independente da proporcéo de fase oleosa/aguosa, sendo
observado valor 1,51 vezes maior em relagdo ao B100 e 4,90 vezes maior ao BO nos
45 dias do experimento. Existem estudos sobre a facilidade de metabolizacéo de
biodiesel puro pelos microrganismos por ser um produto natural constituido por acidos
graxos (Zhang et al., 1998). Alguns estudos compararam a degradacédo com o diesel
puro e com misturas, que € uma mistura de alcanos e compostos aromaticos (Marchal
et al., 2003) e que exige enzimas especificas para a degradacédo, o que pode torna-lo
recalcitrante para alguns microorganismos (Johnsen et al., 2005; Kauppi et al., 2011).

O percentual de biocombustivel pode ter contribuido para a aceleracao da
degradacdo e consequentemente, crescimento do micélio (Horel & Schiewer, 2011).
Alguns autores como Horel et al. (2009), averiguaram que alguns microrganismos se
desenvolvem melhor em contato com misturas ou biodiesel puro. Em outras pesquisas
desenvolvidas, foram encontrados resultados similares por Schleicher et al. (2009),
gue obtiveram maior crescimento microbiano em B20 e B5 e menor crescimento em
B100 em sistemas aerados. Souza et al. (2016) observaram semelhanca em
contagem de Unidades Formadoras de Colonias em B5, B10 e B25, diferindo das
contagens em B100 de bactéria isolada do Lago Guaiba, Brasil.

Quanto a influéncia da coluna de fase oleosa acima da fase aquosa na
disponibilidade de oxigénio para o microrganismo, obtivemos resultado significativo

observando a média da biomassa das trés proporcoes de fase oleosa/aquosa
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isoladamente. A biomassa diferiu significativamente ao longo da curva de crescimento
entre a propor¢cdo com menor coluna de dleo (1:6) e as demais proporgdes. Em
estocagem simulada, as proporcdes estipuladas de 5, 20 e 60 mL de combustivel para
30 mL de meio BH, de modo geral contribuiram para se avaliar o grau de bloqueio e
aeracao de um tanque de armazenamento ou durante o transporte por 45 dias. As
condi¢cdes de aerobiose e anaerobiose em tanques de estocagem de Oleo foram
investigadas por Cai et al. (2015). A microbiota do reservatorio foi capaz de degradar
as fracdes mais labeis de 6leo em 7 dias, biodegradando aerobiamente alcanos,
benzenos e naftalenos. Entretanto, na parte mais profunda do reservatério, ndo houve
biodegradacéo aerdbia, devido a baixa taxa de oxigénio, estimulando o crescimento
de microrganismos anaeroébios.

O uso de meio mineral como aporte de nutrientes minimos para o
desenvolvimento de microrganismos foi descrito em pesquisas por Bento et al. (2001;
2005). Esta estratégia se mostrou eficiente em avaliar o crescimento de fungos
filamentosos como Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Paecilomyces variotii e
Hormoconis resinae em diesel. Cazarolli (2014) em estudo com Pseudallescheria
boydii observou que em 60 dias de incubacéo, o maior valor de biomassa produzido
e recuperado da interface 6leo-agua foi em biodiesel de linhacga (611,6 mg), seguido
por biodiesel de soja e oliva (547,6 mge 532,0 mg), utilizando meio BH como fase
aquosa. Bucker et al. (2011) demonstraram a capacidade de crescimento de
Aspergillus fumigatus, Candida silvicola, Paecilomyces sp.e Rhodotorula sp. em
blendas B5, B10 e B20 e meio minimo mineral Richard & Vogel.

Com relacao a curva de crescimento de Pseudallescheria boydii em BO, até
o tempo 10 foi observada a fase log nas proporcdes 2:3 e 2:1 e até o tempo 20 em
1:6, apresentando declinio/morte celular a partir do tempo 30 em 1:6 e 2:3 e nos
primeiros 10 dias em 2:1. Em B10, na propor¢cdo 1:6 apresentou-se fase log até o
tempo 20 e mostrou-se crescimento até o tempo 45. Em 2:3 e 2:1 foi observado o
mesmo comportamento de crescimento até o tempo 30, seguido por fase de declinio.
Em B100, em todas as proporc¢des, obtivemos fase log até o tempo 10, seguida de
declinio, voltando o crescimento aos 30 dias. Neste combustivel, teve como diferenca
a fase de declinio ap6s o tempo 30 em 1.6 e 2:1 e fase log aos 45 dias em 2:3. Os
resultados mostram caracteristicas distintas entre as condicbes em que 0 mesmo

microrganismo foi avaliado.
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4.4.2 Fase aquosa

P. boydii mostrou capacidade de produzir lipase extracelular pela hidrolise
da tributirina, um triacilglicerol que forma emulsdo opaca no agar. Essa substancia
tenso-ativa é facilmente dispersa na agua por agitacéo e sem adicao de emulsificante
(Gopinath et al, 2013). A producdo desta enzima contribue para a degradacdo da
porcao biodiesel e consequente crescimento celular.

Em 2008, Janda-Ulfig j& havia testado essa caracteristica de P. boydii
isolado de lodo de esgoto e de casos clinicos. O fungo cresceu em todos o0s substratos
testados (4gar contendo tributirina, 6leo de colza, biodiesel e diesel). Gopinath et al.
(2005), isolaram fungos de residuos de usina de Oleo. Apoés filtrar a cultura para
remocao de micélios, esta foi colocada em pocos do agar com tributirina. Diversos
fungos filamentosos como Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e Paecilomyces
variotii mostraram resultado positivo. Neste estudo ainda foram utilizados meios de
cultura com Tween-20 e LBT (Luria-Bertani Tributyrin) para deteccao de atividade
lipolitica. Outros autores utilizaram o0 meio para detectar a acdo lipolitica de
microrganismos por screening ou os isolando de diferentes ambientes (Godoy et al.,
2009; Toscano et al., 2011; Patel et al., 2016).

As medidas de pH da fase aquosa nao indicaram reducao significativa entre
os tratamentos. Em alguns tempos amostrais (20, 30 e 45 dias) foram detectados
valores menores, indicando a possivel producdo de metabdlitos acidos por
Pseudallescheria boydii. A reducéo do pH também pode estar associada a lise celular,
produtos poliméricos e acidos organicos (Parbey, 1970). Autores como Santos et al.
(2007) associaram a capacidade do fungo filamentoso Paecilomyces variotii em
biotransformar o 6leo bruto de dendé e gerar 4cidos graxos livres, aumentando sua
acidez. Bento et al. (2005) observaram o decréscimo de pH 7,0 para 4,8 do meio
mineral Bushnell-Haas ap6s 60 dias de cultivo de Aspergillus fumigatus sem diesel,
além de detectar alcoois, cetonas e acidos propidnicos por microextracdo em fase
sélida. Soriano et al. (2015) compararam a degradacao de consorcio microbiano em
biodiesel de soja, biodiesel de sebo bovino, diesel e mistura B5 durante 42 dias de
armazenamento. Durante este tempo foi observado aumento no nimero de acidez
nos sistemas (maior que o limite de 0,50 mg KOH g-1). Com a reducéo do pH, pode-
se sugerir que 0 aumento na acidez se deve a producdo de &cidos organicos pelos

microrganismos. Considerando os resultados em que nao houve mudanca de pH ou
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em que esses valores aumentaram, podemos supor a producdo de metabdlitos
bésicos ou neutros.

Conforme resultados, o fungo mostrou capacidade de produzir biomassa,
porém nao foram observadas reducdes significativas de pH da fase aquosa. Uma das
razdes pode ser explicada pela concentracdo dos fosfatos KH2PO2 e K2HPO4 que
compdem o meio mineral Bushnell-Haas e que poderiam exercer efeito tamponante.
Para atender a uma necessidade de balanco nutricional (fonte de fésforo) a célula
microbiana, os fostatos sempre devem ser adicionados aos meios de cultura e
minimos. Bento & Gaylarde (2001) testaram tal efeito adicionando concentracdes
crescentes de HCI 0,1M e NaOH 0,1M a ponto de ser necesséario 1 mL de HCI 0,1M
em 50 mL de meio Bushnell-Haas para diminuir o pH de 7,2 para 6,4. Em 2009, Blicker
observou a reducédo do meio minimo mineral de 7,1 para 6,7 com a adicdo de 0,2 mL
de HCl a 1M. Em 2013, Cazarolli et al. acompanharam o consumo de fosfato do meio
mineral em questdo (valor inicial de 1,23 g L) pelos fungos Pseudallescheria boydii,
Scedosporium aurantiacum e Paecilomyces variotii em contato com biodiesel de soja,
oliva e linhaga, mostrando uma possivel concentracdo de fosfato capaz de mascarar
as modificacdes de pH da fase aguosa. Desta forma, apenas a medida de pH, pode
nao informar sobre a natureza dos metabdlitos que dependendo da concentracao dos
acidos produzidos, podem néo ser detectados ou ainda podem ser mascarados pelos
tampdes adicionados.O biodiesel ainda possui em sua composicao fosfatideos que
podem migrar para a fase aquosa, causando alteracdes nas concentracdes de fosfato
do microcosmo (L6ébo et al, 2009).

Os compostos encontrados na fase aquosa pela técnica de cromatografia
gasosa podem ser provenientes da migracdo dos combustiveis pela sua degradacéo,
sendo oriundos da matéria-prima do biodiesel ou do refino do petréleo no diesel. Com
a degradacdo, alguns acidos carboxilicos foram detectados, provavelmente tornando
o pH do meio minimo mineral mais acido. Assim, 0s resultados obtidos por
infravermelho nas amostras do experimento, em que foi observada a diminui¢cao do
pico da carbonila e o aumento de pico de produto de degradacao séo reforcados.
Desta forma, os hidrocarbonetos ou acidos graxos dos combustiveis ficaram
disponiveis na fase aquosa, sendo provavelmente metabolizados pelo fungo mais
facilmente. A amostragem por microextracdo em fase sélida para subsequente analise

por cromatografia gasosa vem sendo utilizada para avaliagdo da composi¢cdo ou
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degradacéo relacionada a 6leos (Gieg et al., 2010; Aktas et al., 2010, 2013). Callaghan
(2013), por exemplo, menciona diferentes técnicas para uso em metaboldémica em
ambientes impactados com hidrocarbonetos.

As medidas de condutividade mostraram diferenca estatistica entre o
tratamento e controle apenas nos microcosmos contendo B10. A reducdo da
condutividade aos 20 dias do experimento deve-se ao consumo dos sais do meio
mineral pelo microrganismo. O esperado seria manter-se a diminuicdo dos valores de
condutividade, reduzindo a quantidade de sais disponiveis no meio aquoso. Apesar
de ter sido observada uma oscilagdo entre os tempos amostrais, no tempo final os
valores foram semelhantes ao tempo inicial. Bento & Gaylarde (2001) observaram a
maior reducdo de condutividade da fase aquosa apods 60 dias de cultivo com
microrganismos deteriogénicos em meio mineral e diesel.

A realizagdo de medidas de tensao superficial teve como intuito detectar
compostos surfactantes provenientes do crescimento celular e o indice de
emulsificacao para verificar a presenca de compostos com acdo emulsificante. Estas
substancias facilitam o crescimento do microrganismo, pois a reducdo da tenséo
superficial torna o substrato mais disponivel pela solubilizacdo dos hidrocarbonetos
(Singh et al., 2007) e pelo aumento da hidrofobicidade celular (Paria, 2008). Com os
resultados semelhantes da reducdo da tensdo superficial tanto nos tratamentos
guanto nos controles com B100, supfe-se que estes dados estdo associados aos
ésteres de &cidos graxos, assemelhando-se a estrutura de alguns surfactantes
(Bognolo, 1999). Assim, podem simular a acéo dos biossurfactantes produzidos pelos
microrganismos.

Ainda, o controle com inéculo e sem combustivel foi capaz de mostrar
alguma acéo surfactante oriunda apenas do fungo. O meio em contato com B10 com
e sem in6culo mostrou diferenca significativa (P<0,05), indicando que o fungo também
influenciou neste caso a alteracdo da tensdo superficial. A maioria dos
biossurfactantes sdo produzidos na presenca de substratos hidrofébicos, mesmo que
a producéo ocorra em contato com fontes de carbono sollveis em agua (Fontes,
2008).

O comportamento dos fungos Paecylomyces sp. e Aspergillus fumigatus
em 60 dias de cultivo no estudo de Bucker et al. (2011) indicaram que néo ocorreu

producdo de surfactantes pela redugcéo da tensao superficial da fase aquosa em
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contato com B100 de 53,8 mN m para 41,0 mN m? e 39,2 mN m e nos controles
para 38,7 mN m?t e 40,2 mN m™. Cazarolli et al. (2014) mostraram resultados
semelhantes com Pseudallescheria boydii e biodiesel. Nos primeiros 7 dias de
experimento a tenséo superficial decresceu e se manteve nos 60 dias seguintes nos
frascos de tratamento e controle, ndo mostrando diferenca entre eles. Estudos
utilizando B5, B10 e B20, relataram a redugéo da tenséo superficial do meio mineral
apenas pelo fato de estar em contato com tais combustiveis e pelas caracteristicas do
biodiesel presente nas blendas (Meyer, 2011; Souza, 2012). Os acidos graxos
aumentam a estabilidade de gotas de 6leo na 4gua ao diminuir a tensdo superficial e
reduz a sua re-agregacao, promovendo a dispersdo da fase oleosa ou estabilidade
das emulsdes (DeMello et al., 2007).

Os tubos contendo fase aquosa com e sem inéculo, fase oleosa e solucéo
de rosa de bengala para o teste de indice de emulsificacdo ndo mostraram camada
emulsificada apds agitacdo e 24 horas de repouso. Este resultado indica que o fungo
submetido ao experimento ndo foi capaz de produzir compostos com esta
propriedade.

Com a analise de componentes principais (PCA) foi possivel visualizar que
o pH néo teve correlagdo com o aumento do peso seco no tempo final de experimento.
Os resultados de pH ndo mostraram tendéncia em aumento ou diminuicdo dos
valores, sendo destacado apenas o maior valor em B10 na proporcao 2:3 e menor em
B100 na proporcdo 1:6. Tratando-se de tensdo superficial, apés 45 dias,
principalmente as amostras de BO ndo apresentaram muita alteragdo. Devido a falta
de necessidade do fungo em produzir biossurfactante nesta condicdo ou de nao
mostrar a caracteristica semelhante a biossurfactantes como acontece com B100.
Quanto ao peso seco, a proporcédo 1:6 propiciou a maior formacao de biomassa, como

discutido anteriormente.

4.4.3 Fase oleosa

As técnicas utilizadas para determinar a degradacao dos ésteres metilicos
do biodiesel ao longo do tempo experimental complementaram-se ou confirmaram os
resultados obtidos. Os espectros da regido de infravermelho demonstraram qual grupo
funcional diminuiu seu pico (funcéo carbonila) e o surgimento de picos secundarios,

sendo produtos desta degradacg&o. Souza (2012) obteve resultados semelhantes em
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estudo com P.aeruginosa em diferentes percentuais de blenda de biodiesel e diesel.
Avaliaram a degradacdo dos combustiveis pela regido da carbonila utilizando a
técnica de infravermelho.

Com os valores de percentual de absorbancia, foi possivel inferir o quanto
destes compostos foram provavelmente consumidos pelo fungo filamentoso nos
tempos amostrais e em relacao as proporgdes de fase oleosa/aquosa analisados. Nas
analises de PCA e HCA, pudemos observar o agrupamento das amostras
semelhantes. Os tratamentos que se distanciaram das amostras controle indicam que
houve grande mudanca na composicdo dos combustiveis em contato com
microrganismo.

As amostras da blenda B10 na proporc¢éo de fase oleosa/aquosa de 1:6 do
tempo 20 dias mostraram maior degradacdo. As amostras de B100 apresentaram
maior degradacgdo na proporcdo 1:6 aos 45 dias. A biodegradacdo dos ésteres de
acidos graxos depende de vérias condigbes para ocorrer, como a composi¢cao do
biodiesel, temperatura, disponibilidade de oxigénio e potencialidade dos
microrganismos em questdo (Horel & Schiewer, 2011; Jakeria et al., 2014).
Observando a auséncia de picos secundarios e a semelhanca dos espectros em todos
tempos amostrais das amostras controle, sem adicdo de indculo, sugere-se que nao
houve degradacédo abibtica muito evidente.

Na mistura de diesel e biodiesel, os dois combustiveis podem ter sido
metabolizados pelo microrganismo em taxas semelhantes por cometabolismo. Com
RMN-H! foi possivel detectar os compostos presentes no diesel. O percentual de
degradacédo de metila e etilénicos ndo mostrou diferenca entre o diesel puro e a
blenda. O percentual de hidrocarbonetos aromaticos foi consideravel em B10. Estes
dados sugerem que a interacdo entre o diesel e 10% de biodiesel na mistura
proporcionou adequado aporte de energia para Pseudallescheria boydii.

Diversos estudos utilizam espectroscopia de infravermelho RMN para
analisar a oxidacao, qualidade ou alteracdo dos biocombustiveis. Chuck et al. (2012)
compararam varias técnicas, como FTIR (Fourier Transform Infrared) e RMN H! e C13
para avaliar a oxidacao de biodiesel a 90°C e 150°C. De Azambuja et al. (2017)
tiveram como base os resultados destas técnicas para comparar a biodegradacéo de
diesel em diferentes teores de enxofre. Furlan et al. (2010) utilizaram IFTR para
investigar a oxidacao de biodiesel de 6leo vegetal usado e Mahamuni et al (2009) para
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monitorar 6leo e biodiesel de soja nas reacfes de transesterificacdo. Alguns trabalhos
demonstram a determinagdo e quantificacdo do teor de biodiesel em misturas de
diesel/biodiesel (Castilho-Almeida et al, 2012; Silva et al., 2015; Alves et al., 2016).
Estes autores inferiram que esta técnica € amplamente aplicavel, pois ndo requer
tratamentos prévios e disponibiliza dados rapidamente.

Em relacdo as andlises de RMN H?, o combustivel B10 apresentou maior
percentual de degradacédo dos compostos aromaticos, comparado ao diesel puro e de
OCHs comparado ao biodiesel puro. Como proposto anteriormente, o fungo
filamentoso desenvolveu-se melhor em B10. Suas enzimas, como monoxigenase e
carboxilesterase, provavelmente tiveram maior sucesso em degradar o diesel e
biodiesel juntamente na mistura. Desta forma, o microrganismo teve a capacidade de
metabolizar os compostos de ambos os combustiveis.

A ressonancia magnética nuclear de hidrogénio vem sendo aplicada em
outros estudos como na quantificagcdo de metil presente no biodiesel de soja e 6leo
de mamona em misturas com trés tipos diferentes de diesel (Monteiro et al., 2009) e
na quantificacdo do biodiesel em diesel de petréleo (Portela et al., 2016). Ainda, é
utilizada para discriminar a matéria-prima utilizada no biodiesel ou na avaliacdo de
sua qualidade (Flores et al., 2012; Andrade et al., 2012). De Azambuja (2016) utilizou
RMN H! para comparar a biodegradacdo de BO e B10 com diferentes teores de
enxofre. Foi verificada uma tendéncia de degradacdo em todos os tratamentos e em
especial na mistura B10 S500.

Em RMN C!3, o pico aparente indica o surgimento de &cido carboxilico
como produto de degradacao correspondente ao pico no espectro de infravermelho
na regido de 1710 cm, ndo sendo consumido pelo fungo em sua rota metabdlica.
Essa ferramenta também é aplicada para outros fins, como verificar a pureza do
combustivel (Kumar, et al.,, 2016) ou a sintese do biodiesel pela conversdao de

triglicerideos em metil ésteres (Tariq et al., 2011).

4.4.4 Deteccao de genes

Diversas técnicas sao usadas para o estudo de fungos deteriogénicos.
Entre elas esta o sequenciamento de alto rendimento para identificagéo de fungos (De
Azambuja et al., 2017); PCR quantitativo para determinar curva de crescimento com

base em genes especificos para fungos, leveduras e arqueas ou demais genes
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(Lutterbach et al., 2014; Bucker et al., 2015); e PCR convencional com o objetivo de
detectar genes de interesse (Souza, 2012).

Em relacédo a genes de degradacéo de alcanos, destacamos os CYPs que
codificam para as monoxigenases do Citocromo P450. Os estudos desta enzima em
microrganismos datam da década de 1986 (Kappeli) e as pesquisas referentes a sua
fungcdo em fungos ainda sao insuficientes. Os dados sobre lipase envolvidas na
biodegradacao de biocombustiveis ainda sdo muito variados. Muitos estudos abordam
para o uso da lipase na producao de biodiesel ou para o crescimento microbiano em
Oleos e gorduras (de Castro et al., 2004; Nguyenet al. 2010; Singh & Mukhopadhyay,
2012; Gopinath et al., 2013; Poli et al., 2014).

Desta forma, a deteccdo destes genes em Pseudallescheria boydii
acrescenta dados as pesquisas e destaca a importancia de se explorar diferentes
rotas de degradacéo de hidrocarbonetos e acidos graxos. A amplificagcdo do fragmento
selecionado confirma a presenca do gene no fungo deteriogénico em estudo e mostra
uma possivel enzima envolvida na degradacdo dos alcanos e ésteres para serem
metabolizados. Este resultado serve de base para estudos futuros, como a expressao

destes genes durante o crescimento fungico.
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4.5 CONCLUSAO

O crescimento de Pseudallescheria boydii mostrou maior formagéao de
biomassa na presenca da mistura B10 ao longo dos 45 dias de incubacdo em
comparacao com BO e B100. O diesel puro ndo proporcionou condi¢cdes favoraveis
para crescimento dentre os trés combustiveis testados. A degradacdo dos
combustiveis avaliada pela analise de FTIR/ATR mostrou diminuicdo do pico da
carbonila e aumento do pico de produto de degradacdo nas amostras de B10 na
proporcao 1:6 aos 20 dias de experimento e nas amostras de B100 na mesma
proporcdo aos 45 dias. Os resultados de RMN C13 e de FTIR/ATR foram
concordantes com relacdo ao produto intermediario da degradacédo apresentar
funcdo acido caborxilico. Pelos resultados das medidas de tenséo superficial, ndo
foi observada producgédo de biossurfactantes pelo fungo.

A deteccéo do gene de Citocromo P450 e de carboxilesterase possibilita
o entendimento de enzimas relacionadas (monoxigenase e lipase) a degradacéo
de hidrocarbonetos e ésteres por fungos deteriogénicos. Com a amostragem por
microextracdo em fase sélida para analise por cromatografia gasosa, detectamos a
presenca de compostos provenientes da degradacdo dos combustiveis biodiesel
puro e de fracdes do diesel e biodiesel damistura B10, metabdlitos acidos e aditivos.
Estes dados sugerem a migracdo de compostos da fase oleosa para a fase aquosa.
As trés proporcdoes de fase oleosa em relacdo a fase aquosa estabelecidas
permitiram demonstrar que a menor coluna de combustivel sobre o meio minimo

mineral proporcionou maior crescimento fangico no tempo final do experimento.
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RESUMO

No Brasil, tem se observado o uso crescente de biodiesel ao diesel, sendo a mistura
obrigatéria B7 (7% de biodiesel ao diesel) utilizada em todo territério nacional. Uma
vulnerabilidade do biodiesel durante o armazenamento, € a possibilidade de
degradacéo tanto abidtica quanto biodtica. Devido a sua composicao (ésteres de acidos
graxos), 0s microrganismos que naturalmente estdo presentes juntamente com agua,
podem degradar e alterar o produto final. O objetivo deste estudo foi avaliar a
capacidade deteriogénica (crescimento, degradacdo e deteccdo de genes)
relacionados com a degradacdo de biodiesel puro (B100) e mistura B10 de
Meyerozyma guilliermondii em meio mineral durante estocagem simulada. Foram
acrescentados 20% de B10 ou B100 a 30 mL de meio minimo mineral BH estéreis em
frascos de 150 mL. Para a condicdo de tratamento, foram inoculadas 102 células mL-
1 e na condi¢édo de controle ndo foi adicionado inéculo. Os frascos foram incubados a
28°C sob agitacdo a 120 rpm por 10 dias. O crescimento da levedura foi acompanhado
pela formacédo de biomassa (método gravimétrico) e por contagem de UFC mLt. A
fase aquosa foi analisada pelas metodologias de producédo de lipase (agar tributirina),
medidas de pH e de tensdo superficial, indice de emulsificacdo e GC-MS com
amostragem por SPME. A deteccdo de genes funcionais foi realizada por PCR. A
degradacdo de ésteres e hidrocarbonetos foi avaliada por espectroscopia de
infravermelho. A levedura apresentou aumento de trés logaritmos em seu
crescimento, ndo sendo observada diferenca significativa na curva de crescimento
entre B10 e B100. Foi produzida lipase a partir de 6 horas de incubacao. O pH diminuiu
consideravelmente no tempo final do tratamendo de B100 (de 7,2 para 3,48). As
medidas de tensdo superficial ndo indicaram a eficiéncia de producdo de
biossurfactantes pela levedura. Ambos tratamentos com B10 e B100 mostraram
emulsdo entre a fase oleosa e aquosa. O gene de lipase e Citocromo P450 foram
amplificados. Foram identificados compostos como Aalcoois, ésteres, acidos,
sulfurados, cetonas e fenois na fase aquosa por cromatografia. Meyerozyma
guilliermondii apresentou crescimento em B10 e B100 e meio mineral, porém néo foi
observada a degradacao caracteristica das frac6es de hidrocarbonetos e ésteres.
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5.1 INTRODUCAO

s

O uso de biocombustiveis é ambientalmente vantajoso, pois sao
provenientes de fontes renovaveis que ndo sdo poluentes, comparados aos
combustiveis fosseis. O biodiesel é constituido de &cidos graxos derivado da
transesterificacdo de Oleos vegetais ou gorduras animais. No Brasil, desde 2014, a
formulacdo do diesel comercial é a mistura B7 (7% de biodiesel ao diesel) (ANP,
2016).

O biodiesel e diesel podem sofrer biodeterioracao por microrganismos que
utilizam os hidrocarbonetos ou ésteres de acidos graxos como fonte de carbono.
Estes microrganismos podem ser bactérias, fungos e arqueas que produzem
enzimas capazes de degradar estes substratos. Essas enzimas podem ser
oxigenases e lipases (Pepper et al.,, 2011). Os biossurfactantes também estao
envolvidos, reduzindo a tenséo superficial do substrato (Perfumo et al., 2009).

A biodeterioracdo de combustiveis por microrganismos pode afetar a
qualidade final do produto e dos sistemas envolvidos na distribuicdo e
armazenamento. O desenvolvimento de biofilmes e borra bioldgica na interface
Oleo-agua ou aderidos as paredes do tanque esta envolvido com o contado com
agua acumulada no fundo de tanques e caminhdes. Este acumulo pode ocorrer por
problemas de vedacdo, ou mesmo pela condensacdo da umidade nas paredes
internas (Bento et al., 2010; Passman, 2013; ASTM 2014).

A natureza microbiana da borra biol6gica tem mostrado a importancia da
participacdo dos fungos deteriogénicos (Ulfig et al., 2006; Bucker et al., 2011).
Portanto, investigacdes devem ser conduzidas sobre a cinética de crescimento e
sobre genes relacionados a degradacdo e deterioracdo dos combustiveis e
biocombustiveis especialmente durante armazenamento simulado.

Fungos e leveduras apresentam melhor desempenho em degradar 6leos
sobre condigbes que ndo favorecem o crescimento de bactérias. Leveduras
acumulam acidos graxos no interior do material celular. Poros e canais presentes
na superficie celular auxiliam na penetracdo de hidrocarbonetos que se
movimentam em direcdo a membrana plasmatica. O uso de metodologias que
avaliam o impacto do crescimento microbiano sobre o combustivel como a

degradacédo de ésteres e hidrocarbonetos, e a producédo de metabolitos pelos
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microrganismos, pode auxiliar na adogao de medidas para minimizar e solucionar
os problemas derivados da contaminacao microbiana. Neste sentido, o objetivo do
trabalho foi avaliar a capacidade deteriogénica (crescimento, degradacdo e
deteccdo de genes) relacionado com a degradacédo do biodiesel puro (B100) e a
mistura B10 de Meyerozyma guilliermondii em meio mineral durante estocagem

simulada.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Combustiveis

O oleo diesel A (BO) com baixo teor de enxofre (10 ppm) utilizado para este
estudo e o biodiesel (B100) 100% soja foram fornecidos pela Ipiranga Produtos de
Petréleo S/A (Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil) (Anexos 9.7 e 9.8). A mistura diesel
e biodiesel B10 foi preparada no LAB-BIO/UFRGS (Laboratério de Biodeterioracéo de
Combustiveis e Biocombustiveis) utilizando-se proveta graduada previamente
desinfetada com alcool 70% adicionando-se 10% de biodiesel em 90% de diesel. Esta
proporcao de biodiesel/diesel foi avaliada por ser a mistura mais proxima a da matriz
energética brasileira atual (B7). Foram conduzidos tratamentos com diesel puro (B0),
biodiesel puro (B100) e mistura B10.

5.2.2 Esterilizacéo

Para a esterilizacdo dos combustiveis utilizou-se frasco Kitassato
previamente esterilizado em autoclave (121°C e 1 atm por 15 minutos). O diesel e
biodiesel foram filtrados em membrana de celulose com porosidade de 0,22 pm
(Milipore) por sistema a vacuo e armazenados em geladeira (4°C) em frascos de vidro

ambar esterilizados para evitar foto-oxidacao.

5.2.3 Meio Minimo Mineral
Como fase aquosa foi utilizado o meio minimo mineral BH (Bushnell &
Haas, 1941). E composto por agua destilada e enriquecido com sais minerais. Seu pH

inicial € de 7,2. O protocolo com 0s componentes encontra-se no Anexo 9.3.

5.2.4 Microrganismo

A levedura utilizada, Meyerozyma gquilliermondii, pertence ao Filo
Ascomycota e a Familia Debaryomycetaceae. Foi isolada de 6leo diesel (Bento, &
Gaylarde, 2001). A identificacéo foi realizada através da amplificacdo da regiao ITS-
5.8S-ITS2 com o uso dos oligonucleotideos iniciadoress ITS-1 e ITS-4, e a seguir
submetido a sequenciamento automatico no sistema Amersham MegaBACE 1000,
usando os protocolos padronizados na Rede Genoma Brasileira. As sequéncias

geradas pelo sequenciamento foram comparadas com o banco de dados BLAST.
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5.2.5 In6culo

Para o preparo do inéculo, uma alcada de levedura cultivada em &agar
GYMP (Anexo 9.9) foi acrescentada em tubos para centrifuga contendo 30 mL de
caldo GYMP (Anexo 9.10). Os tubos foram mantidos em agitador, a 28°C por 48 horas.
Ap6bs, os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos. O caldo foi descartado
e o pellet foi lavado 3 vezes com solucao salina 0,85%. Foi acrescentado 30 mL de
solucédo salina 0,85% ao tubo contendo pellet que permaneceu em agitador nas
mesmas condicdes, por 24 horas.

Depois deste periodo, os tubos foram centrifugados e a solugéo salina foi
descartada. Foi acrescentado cerca de 5 mL de &gua destilada estéril. Foi feita a
contagem de células da suspensdo em camara de Neubauer até chegar-se a uma

concentracdo de 102 células mL™.

5.2.6 CondigOes de estocagem simulada com biodiesel e mistura B10

Para simular os tanques de estocagem e transporte de combustiveis, foram
utilizados frascos de vidro com capacidade de 150 mL. A fase aquosa foi composta
por meio mineral Bushnell & Haas como descrito no item 5.1.3. Foi utilizada a
proporcdo de 20% de fase oleosa em relacao a fase aquosa (6 mL de combustivel e
30 mL de meio minimo mineral BH) com o intuito de ter uma situagcdo em que se
encontra uma pequena camada de combustivel sobre a agua.

Para a montagem dos microcosmos, os frascos utilizados para o
experimento foram autoclavados (121°C, 1 atm por 15 minutos) juntamente com o
meio mineral Bushnell & Haas. Em camara de fluxo vertical, foi adicionado o in6culo
contendo 102 células mL* aos frascos e em seguida, os combustiveis B10 e B100
separadamente, na condicdo de tratamento. Para a condicdo de controle, o
microcosmo foi constituido de fase aquosa e oleosa sem in6culo (Figura 24).

O experimento foi realizado em triplicata com repeticdes destrutivas. Os
frascos foram incubados em agitador a 28°C pelo periodo de 10 dias com analises
nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 240 horas.
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Figura 24. Microcosmo contendo 20% de B10 e B100 em meio minimo mineral BH.
Fonte: Gabriela Boelter, 2016

5.2.7 Coletas de fase oleosa, fase aquosa e biomassa

A cada tempo amostral, todo o conteddo do microcosmos foi separado em
funil de separacéo de vidro com capacidade de 500 mL. Nos tempos amostrais foi
coletado em tubos de microcentrifuga 1 mL de fase oleosa, com o intuito de detectar
0o maximo percentual de degradacdo pelo fungo. O restante da fase oleosa foi
descartado. Aproximadamente 25 mL de fase aquosa foram coletados em tubos de
centrifuga para posteriores andlises. Para extracdo de DNA e para método
gravimétrico (peso seco), foi separado 1 mL de fase aquosa em tubos de
microcentrifuga para cada analise. Para cromatografia gasosa, foram filtrados com
membrana de PVDF de 0,22 um, cerca de 2 mL e armazenados em frascos de vidro

com capacidade de 15 mL e tampas de silicone.

5.2.8 Analises de fase aquosa

5.2.8.1 Curva de crescimento

Para acompanhar o aumento da populacdo de levedura, foi utilizado o
método de contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC mL-1). A cada
tempo amostral eram coletados 100 pL de fase aquosa apos diluicdo seriada para a

contagem de UFC.

5.2.8.2 Quantificacdo da biomassa
Com o objetivo de observar a biomassa formada em meio minimo mineral

BH e combustivel, foi utilizado o método gravimétrico (peso seco). Foi coletado 1 mL



76

da fase aquosa dos tempos 0, 24, 120 e 240 horas em tubos de microcentrifuga
previamente secos em estufa a 60°C por 24 horas e foi anotado seu peso inicial. Os
tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi mantido em estufa a 30°C por 4 dias para secar 0 excesso de
fase aquosa. Assim, os tubos foram pesados novamente. A quantidade de biomassa
foi obtida pelo calculo da subtracdo do peso final pelo peso inicial dos tubos,

convertendo o resultado para mg mL™.

5.2.8.3 Deteccéo da producao de lipase

Para esta andlise foram utilizadas placas de Petri com agar contendo
tributirina (Anexo 9.5). Foram feitas picadas com agulha de platina com as amostras
em cada tempo amostral. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 horas (Carrasco
et al., 2012). O resultado positivo foi observado pela formacao de halo translicido ao

redor da levedura.

5.8.2.4 Medidas de pH

Para a deteccdo da producdo de metabdlitos acidos ou bésicos pelos
microrganismos, realizou-se medidas de pH em todos os tempos amostrais com
pHmetro Digimed, colocando-se o eletrodo em tubos com capacidade de 15 mL, apés
a fase aquosa ter sido centrifugada a 1000 rpm por 15 minutos e estar em temperatura

ambiente.

5.2.8.5 Microextracdo em fase solida e Cromatografia gasosa

A amostragem por microextracdo por fase soélida-headspace (HS-SPME)
foi realizada em frascos de vidro com capacidade de 15 mL e o volume de amostra de
fase aquosa foi de 2 mL. Foi utilizada uma fibra de PDMS e aquecimento a 60 °C por
5 minutos antes da exposi¢ao da fibra. O tempo de exposi¢cado da fibra foi de 15
minutos. As analises foram realizadas em triplicata por cromatografia a gas acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS, Shimadzu, modelo QP-2010 SE) equipado com
a coluna RTX - 5MS (30.0m x 0.25 um x 0.25 mm). A variacdo da temperatura esta
disposta na Tabela 13. Os compostos presentes na amostra foram tentativamente

identificados por comparagdo dos seus espectros de massas com aqueles da
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biblioteca NIST.

Tabela 13. Rampa de temperatura de GC-MS.

Variacdo (°C/min) Temperatura final (°C) Tempo (min)
- 70,00 2,00
10,00 200,00 5,00
10,00 270,00 8,00

Esta andlise visa caracterizar a natureza dos metabdlitos dos
contaminantes envolvidos no processo de degradacdo, como metabdlitos &cidos que
podem causar a diminuicdo do pH do meio mineral ou ainda de compostos
provenientes da migracao da fase 6leo. Foram analisadas amostras do tempo inicial

e final do experimento.

5.2.8.6 Tensao superficial

Com o intuito de detectar a producdo de substancias surfactantes pelo
fungo, em todos os tempos amostrais foi feita a medicado de tensao superficial pelo
método da Placa de Wilhelmy. Em temperatura ambiente separou-se 10 mL das
amostras centrifugadas (6000 rpm por 15 minutos) dos tempos 0, 72 horas (primeiro
momento em que comecou a se apresentar emulsificacdes) e 240 horas para a
analise. Foi utilizado um medidor de tenséo superficial digital (Gibertini, Mildo, Italia).
Os valores de calibracéo utilizados sdo 72,0 mN m para 4gua destilada e 24,0 mN

m-* para etanol.

5.2.8.7 Indice de emulsificacdo (IE24)

O indice de emulsificacdo € determinado pela adicdo de 2 mL da fase
aquosa centrifugada e néo centrifugada a 2 mL de fase oleosa em tubos de ensaio
com fundo chato (Bento et al, 2008). Foram acrescentados 200 uL de solucéo 0,05%
de rosa de bengala com o objetivo de ressaltar a possivel emulsificagdo formada.
Desta forma, a mistura foi agitada em voOrtex por 2 minutos e os frascos mantidos em
repouso por 24 horas. Apos esse periodo, o indice de emulsificacao (%) é obtido pela
medida da coluna emulsificada, dividida pela altura total (4 mL) e multiplicada por 100
(Cooper & Goldenberger, 1987).
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5.2.8.8  Avaliacdo de hidrofobicidade celular

Com o valor de hidrofobicidade celular, podemos avaliar a degradagéo do
combustivel e a producéo de biossurfactante. Apds 240 horas de incubacéo, foram
separados 10 mL de fase aquosa em tubos de centrifuga os quais foram centrifugados
a 5000 rpm por 15 minutos. Foi descartado o sobrenadante e o pellet foi lavado 2
vezes com tampao salino (16,9 g Lt K2HPOs4, 7,3 g L' KH2PO4) e ressuspendido
no mesmo tampdo de forma a se obter uma OD (densidade Optica) de 0,5 em
comprimento de onda de 600nm (adaptado de Rosenberg et al., 1980).

Foram acrescentados 2 mL da suspenséo celular e 100 pL de cloroférmio
em tubos de vidro. Os tubos foram agitados em vortex por 3 minutos e deixados em
repouso por 1 hora. A OD das amostras foi medida a 600 nm. A hidrofobicidade é

expressada em percentual de aderéncia ao cloroférmio pela equacao:

Hidrofobicidade (%) = 100 x[l _ ( 0D fase aquosa )]

OD inicial da suspensao celular

5.2.8.9 Coloracdo de Gram

ApOs o crescimento de M. guilliermondii em agar GYMP por 48 horas e em
meio BH e B10 e meio BH e B100 por 240 horas, foi feita a coloracdo de Gram para
observar a diferenca de crescimento em meio rico e combustivel. Da col6nia isolada
em agar GYMP foi feito esfregaco em lamina de vidro. A partir do crescimento em
meio BH e combustiveis foi separada um gota com alca de platina na lamina.

Posteriormente, seguiu-se o procedimento da coloracdo de Gram (Martins, 2001).
5.2.9 Andlises da fase oleosa

5.2.9.1 Espectroscopia de infravermelho

As analises nos tempos 0, 48, 96, 168 e 240 horas para avaliar a
degradacdo das cadeias carbonicas dos combustiveis foram realizadas por
espectroscopia de infravermelho (FTIR/ATR) em espectrofotdmetro Cary 630 Agilent
Technologies FTIR acoplado em acessorio de reflectancia total atenuada horizontal
(HATR). Todos os espectros de FTIR/ATR foram suavizados, normalizados e aplicada
a primeira derivada (algoritmo Savistky-Golay, 15 pontos, polindbmio de segunda



79

ordem).

5.2.10 Deteccgéao de genes de degradacéo

5.2.10.1 Extracdo de DNA

Foram separados em microtubo de centrifuga, 1 mL da fase aquosa
contendo in6culo de Meyerozyma guilliermondii em contato com B10 e B100. Foi
centrifugado e descartado o sobrenadante. O pellet foi utilizado para a extracao de
DNA segundo protocolo de CTAB (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

5.2.10.2 Deteccéo de genes de Citocromo P450 e lipase

A identificacdo de um fragmento de DNA que codifica o gene CYP da
familia CYP52 foi realizada a partir do DNA genémico, utilizando os oligonucleotideos
iniciadores P450DegHelixFor (5-GCHGGWMGAGAYACCACHGC-3’) e
P450DegHemeRev (5-TGDCCHARRCARATTCKWGGWCC-3’) (Van Bogaert et al.,
2009). Como controle positivo foi utilizada uma cepa de Candida bombicola fornecida
pelo ICB/UFMG.

A amplificacao foi realizada em reacdes de PCR de 25 uL contendo 100 ng
de DNA, 1x de tamp&o Taq DNA polimerase (Ludwig), 1,5 mM de MgCl2 (Ludwig), 200
uM de dNTPs, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (forward e reverse), 1U de
Taq DNA Polimerase (Ludwig) e 4gua Milli-Q para completar a reacao. As condi¢cdes
de amplificacdo foram 4 min a 94°C, 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 62°C, 2 min
a 72°C; seguidos por 7 min a 72°C. O produto de PCR esperado de 401 pb foi
analisado por eletroforese em gel de agarose com marcador molecular de 100 pb
(Invitrogen) e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

A identificacdo de um fragmento de DNA que codifica o gene de
triacilglicerol lipase (TGL2) foi realizada a partir do DNA gendmico, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores Lip-Mey Forward (5’- AAYGAYGGNYTNGTNWSNGT-
3) e Lip-Mey Reverse (5- TCCARTTDATNARRTCNARRTGRTC -3’). Os
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com base nos genomas de
Meyerozyma guilliermondii (GenBank: EDK41553.2) e Saccharomyces cerevisiae
S288c (NCBI: NM_001180366.1). O genoma de M. guilliermondii foi utilizado para

detectar a sequéncia de aminoacidos correspondente a enzima em estudo. Apos ser
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traduzida para nucleotideo, sua sequéncia foi alinhada com a regido do genoma de S.
cerevisiae codificada para o gene alvo. Como controle positivo foi utilizada uma cepa
de Saccharomyces cerevisiae (Castrillén, 2012).

Para amplificacdo do gene de triacilglicerol lipase foram utilizados 1 pL de
DNA, 1x de tampéo Taq DNA polimerase (Ludwig), 3,0 mM de MgCl2 (Ludwig), 200
UM de dNTPs, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (forward e reverse), 1U de
Taq DNA Polimerase (Ludwig) e &gua Milli-Q para completar a reacdo. As condi¢des
de amplificacdo foram 3 min a 94°C, 40 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 50°C, 45 s a
72°C; seguidos por 4 min a 72°C.

O controle negativo teve adicdo de agua na reacdo de amplificacao,
substituindo o DNA. Para o controle positivo foi utilizada uma cepa de Candida
bombicola e uma cepa de Saccharomyces cerevisiae crescidas em caldo malte. O
produto de PCR esperado de 100 pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose
com marcador molecular de 100 pb (Invitrogen) e visualizado sob luz ultravioleta (UV).

5.2.11 Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas de formacédo de biomassa, pH, condutividade
e tensao superficial, foi utilizado o programa Excel XLSTAT 2015.1. Foram realizados
andlise de variancia e teste de Duncan e Tukey em nivel de 5% de significancia em
todos os tempos amostrais. A analise por componentes principais (PCA) foi realizada

para determinar a relacédo entre pH, peso seco e tensdo superficial.



5.3 RESULTADOS

5.3.1 Crescimento do fungo leveduriforme em biodiesel e mistura B10
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Nos tempos iniciais de crescimento de Meyerozyma guilliermondii em B10

e meio minimo mineral BH, foi possivel observar uma fase de aclimatacdo nas

primeiras 9 horas de incubagdo. Apds este periodo, observou-se uma fase

exponencial até 48 horas, com aumento de trés logs. Depois de 72 horas houve um

aumento para 107 células mL* mantendo-se a fase estacionaria até as 240 horas de

experimento.

Em B100, a fase de aclimatacdo estendeu-se até 12 horas de incubacéo.

Apos, a populacao das leveduras entrou em fase exponencial, com o aumento de 3

logs até atingir 108 células mL* A partir de 96 horas, manteve-se em fase estacionaria

em 107 células mL* (Figura 25).

Log UFC mL-!
.

0 24 48 12 96 120 144 168 192

Tempo (horas)

240

Figura 25. Curva de crescimento (UFC mL) de Meyerozyma guilliermondii em meio

minimo mineral BH contendo B10 e B100.

Para verificarmos a formacdo de biomassa na fase aquosa foi realizado,

também, o método gravimétrico. Em B10, apds 240 dias, o peso seco das leveduras

foi de 3,2 mg mL! e em B100 de 4,9 mg mL%, ndo diferindo significativamente entre

os dois tratamentos (p>0,05) (Tabela 14).
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Tabela 14. Valores de peso seco (mg mL™?)

Tempo de
_ _ B10 B100
incubacao
0 0,50 + 0,15* 0,50+0,14
24 0,83 £ 0,09 1,35+0,12
120 1,50+ 0,17 2,40 + 0,10
240 3,20+ 0,13 491 + 2,03
*Os dados estdo espressados em média + DP. O valor-p foi obtido por ANOVA e teste de

Tukey

A formacdo da biomassa pode ser observada aderida as paredes dos
microcosmos no tempo final do experimento, nas condicfes de tratamento com a
presenca de B10 e B100. A emulsificacdo do combustivel se tornou evidente, assim
como a turbidez do meio minimo mineral, representadas na Figura 26. Na Figura 27 &

possivel observar a coloracdo de Gram da levedura em meio rico e mineral.
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Figura 26. Aspecto dos microcosmos contendo B10 e B100 nas condi¢gdes com
in6culo e controle apés 240 horas.
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Figura 27. Imagens da coloracdo de Gram de Meyerozyma guilliermondii (Aumento
de 100x). (A) agar GYMP ap6s 48 horas; (B) B10 e meio BH apds 240 horas; (C) B100
e meio BH ap6s 240 horas. Fonte: Gabriela Boelter, 2016.
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5.3.2 Fase aquosa

5.3.2.1 Deteccédo da producao de lipase

A producédo de lipase pela levedura foi detectada pela presenca de halo
translicido ao redor da colénia. Nos tratamentos contendo B10 e B100 nos tempos
iniciais, o resultado foi negativo. No entanto, a partir das 6 horas de incubacéo, foi
possivel realizar a deteccado da lipase em placa (Tabela 15). Na condicéo de controle,

o resultado foi negativo para todos os tempos.

Tabela 15. Deteccao da producao de lipase por Meyerozyma guilliermondii
em meio minimo mineral BH contendo B10 e B100.

Tempo de incubagéo

(horas) B10 B100
0 - -
3 - -
6 + +
9 + +
12 + +
24 + +
48 + +
72 + +
96 + +

120 + +
144 + +
168 + +
240 + +

(+) presenca de halo translucido (-) auséncia de halo transldcido

5.3.2.2 Medida de pH

Os valores de pH da fase aquosa foram acompanhados em todos os
tempos amostrais. Com a mistura B10, estes valores se mantiveram
aproximadamente constantes, apresentando média de 6,75. O menor valor observado
foi de 6,10 nas 168 horas e o maior nos tempos 3 e 9 horas (7,13). Na condicao de

controle, sem adig¢&o de inoculo, houve maior diminuigcédo de pH inicial de 7,20 para
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6,65 no tempo 96 horas, mantendo-se proximo ao valor inicial nos demais tempos

(Figura 28). As condicdes de tratamento e controle apresentaram diferencas

significativas (p<0,05) no tempo final de incubacéo.

8
75 |
7 W3 o
6,5 - 1\§\§/"\.\./.
6
5,5
L 5
45
4 —e—B10
3,5 Controle
3
2,5
2
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Horas

Figura 28. Medidas de pH do meio minimo mineral BH com B10 ao longo de 240 horas

do tratamento e controle.

Com B100, o valor de pH manteve-se constante até 168 horas, mostrando

aumento apenas nas 24 horas (7,3). No tempo final (240 horas) o pH diminuiu para

3,48, diferenciando significativamente do controle e do tempo inicial. Ao longo do

tempo, a média das medidas de pH foi de 6,6. Na condicao de controle, o pH ficou em

meédia de 7,0. Comparando os valores dos tempos inicial e final nas condi¢cdes de

tratamento e controle dos combustiveis B10 e B100, apenas a amostra dos 240 dias

de B100 com in6culo apresentou diferenca significativa entre as demais condi¢cfes

(Figura 29).
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Figura 29. Medidas de pH do meio minimo mineral BH com B100 ao longo de 240

horas do tratamento e controle.
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Microextracdo em fase solida e cromatografia gasosa

ApOs a amostragem por SPME e andlise de GC-MS das amostras de fase

aguosa do tempo final, assim como os controles, foram detectados e selecionados os

espectros dos possiveis compostos oriundos da degradagcéo dos combustiveis ou de

metabdlitos produzidos pela levedura (Tabelas 16 e 17). Os principais compostos

identificados na fase aquosa foram alcanos, alcoois, aldeidos, ésteres, &cidos,

sulfurados, cetonas e fendis. Procurou-se destacar os compostos que sao resultado

da degradacdo do diesel e biodiesel e metabolitos produzidos pela levedura. No

entanto, € importante destacar que muitos compostos da degradacao abidtica migram

para a fase aquosa e podem ser visualizados na condi¢cao do controle.

Tabela 16. Compostos presentes na fase aquosa em contato com B10 do tempo 240
horas e seus respectivos controles.

Amostra

Compostos

T240

T 240 Controle

11,14-eicosadienoato de metila; 1-heptanotiol; 1-metil-
piperazina; 1l-octanotiol; 2,5-dimetil-tiofeno; 3-metil-1-
butanol; 4-hexeno-3-ol, 2-metil; 4-metil-ciclohexanol; acido
acético ciclohexano; acido butandico; acido ftalico; acido
sulfuroso; dodecano; eicosano; fenol, 2,5-bis(1,1-
dimetiletil); fenol, 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(1-metilpropil);
heptadecano; hexadecano; metil-ciclohexanol; naftaleno,
1,2,3,4-tetrahidro-5,6-dimetil; naftaleno, 1,2,3,4-tetrahidro-
6-metil; naftaleno, decahidro-2,6-dimetil; pentadecano,
2,6,10,14-tetrametil; sulfeto de benzila, tetradecano;
tiofeno; triacontano; tridecano; undecano, 4,7-dimetil; 1-
etil-4metil-ciclohexano; acido decandico; acido
pentandico;acido propandico;ciclohexanotiol; hexanotiol; metil
elaidato; naftaleno, 1,2,3,4-tetrahidro-5-metil; octanotiol;

acido 8-11-octadecadienoico; metil-ciclohexanol;
naftaleno, 1,2,3,4-tetrahidro; 1-hexanotiol; acido estearico;
acido linoléico; acido palmitico; acido pentanedidico (2,4-
di-t-butilfenil); benzenotiol; fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil); 1-
etil-4-metil-ciclohexano;acido decandico;acido
pentandico;acido propandico; ciclohexanotiol;hexanotiol;metil
elaidato;naftaleno, 1,2,3,4-tetrahidro-5-metil; octanotiol

Negrito: compostos presentes na condi¢cdo de tratamento. T 240: 240 horas.
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Tabela 17. Compostos presentes na fase aquosa em contato com B100 do tempo 240
horas e seus respectivos controles.

Amostra Compostos

T240 (E)-2-decenol; 2-undecenal; 3-metil-1-butanol; &cido
adipico; acido butandico; acido heptadecandico; acido
propanoico; acido salicilico, 2-etilhexil éster; hexanol;
elaidato de metila; metil palmitoleato; 9,15- acido
octadecadiendico; &acido 2-etil-hexanoico; acido dodecandico;
acido eicosadiendico; acido estearico; acido nonandico; acido
octanodidico; acido palmitico; acido pentadecandico; acido
pentandico; acido tetradecandico; benzenotiol; éter caprilico;
fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil);fenol, 2,5-bis(1,1-dimetiletil); metil
5,13- docosadienoato; metil hexadecanoato; sulfeto de benzila

T 240 Controle  acido adipico; acido propandico; aldeido laurico;
ciclohexanometanol; fenol, 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-(1-
metilpropil); hexanol; metil-octadecadienoato; tert-butil-p-
benzoquinona; 9,15- &cido octadecadiendico; acido 2-etil-
hexandico;acido dodecandico; acido eicosadienoico; &cido
estearico; &cido nonandico; acido octanodidico; &cido
palmitico;acido pentadecandico; acido pentandico; acido
tetradecanoico;benzenotiol; éter caprilico; fenol, 2,4-bis(1,1-
dimetiletil);fenal, 2,5-bis(1,1-dimetiletil); metil 5,13-
docosadienoato; metil hexadecanoato; sulfeto de benzila

Negrito: compostos presentes na condigdo de tratamento. T 240: 240 horas.

As amostras do tempo final de experimento proporcionam uma melhor
abrangéncia dos possiveis metabolitos produzidos ou consumidos, comparando com
0s controles respectivos. Entre os compostos identificados na fase aquosa, que
migraram da condi¢&o de B100 estdo: &cido adipico, &cido esteérico, éter caprilico e
elaidato de metila. Alguns sdo metabdlitos da rota de biossintese de acidos graxos
como acido decandico, dodecandico e palmitico (De Azambuja, 2016). Alguns dos
compostos provenientes do diesel (presente na mistura B10) sao 4-hexeno-3-ol, 2-
metil; tridecano e doidecano. Alguns antioxidantes também foram detectados como
tert-butil-p-benzoquinona e fenol, 2,4-bis (1,1-dimetiletil).

Os compostos detectados nas amostras controle e que nao estao
presentes nos tratamentos podem ter sido consumidos ao longo das 240 horas de

incubacdo. Entretanto, outros se mostraram presentes em ambas as condicoes,



87

indicando que podem ter sido produtos de degradacdo abibtica que nao foram

consumidos e se preservaram até o final do experimento.

5.3.2.4 Tenséo superficial

Na Tabela 18 podemos observar os valores de tensao superficial do tempo
0, 72 e 240 horas da fase aquosa em contato com os combustiveis B10 e B100. Na
mistura B10 verificamos que houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as medidas do
tempo inicial e final dos tratamentos, sendo observado valor inicial de 52,30 mN m?e
final de 41,59 mN mL. Entretanto, a comparacédo aos 240 dias de incubacéo entre
tratamento e controle ndo mostrou diferenca (p>0,05).

As amostras contendo B100 como fase oleosa, diferenciaram
significativamente entre o tempo inicial e final, apresentando medidas entre 50,56 mN
m=e 40,82 mN m. A andlise entre tratamento e controle do tempo final ndo mostrou

diferenca significativa, assim como o tratamento entre B10 e B100.

Tabela 18. Valores das medidas de tenséo superficial (MmN m1) da fase aquosa dos
tempos 0, 72 e 240 horas de incuba¢do com combustiveis B10 e B100.

Tempo de B10 Controle B100 Controle
incubagao B10 B100

0 horas 52,30 £ 0,20* 52,21 +0,32 50,56 + 0,50 50,53 + 0,15
72 horas 47,80 + 3,14 39,55+ 0,88 37,17 £ 0,28 36,84 + 0,05
240 horas 41,59 +1,53 39,72+ 1,23 40,82 £ 2,10 37,57 £2,18

* Os dados estéo espressados em média + DP. O valor-p foi obtido por ANOVA e teste de Tukey

5.3.2.5 Avaliacdo da hidrofobicidade celular

O percentual de hidrofobicidade celular € uma técnica utilizada para avaliar
o grau de degradacdo de compostos organicos hidrofébicos, como combustiveis.
Quanto maior este percentual, maior a producdo de biossurfactante pela célula que
pode estar ligado a sua parede e assim, interagir com o contaminante e/ou aderir-se
a superficies hidrofdbicas.

Apo6s 240 horas, foram observados os percentuais celulares em meio
minimo mineral e nos dois diferentes combustiveis (Tabela 19). Em contato com a
mistura B10, o percentual de hidrofobicidade celular foi de 90% e com B100 foi de

91,5%, ndo mostrando diferenga significativa (p>0,05).
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Tabela 19.Percentagem de hidrofobicidade celular em B10 e B100.

Tratamento % Hidrofobicidade
B10 90,0
B100 91,5

5.3.2.6 indice de emulsificacdo

A medicédo do indice de emulsificacdo foi realizada com o objetivo de avaliar
a producdo de emulsificante ligado a parede celular ou liberado extracelularmente
(sobrenadante na auséncia de célula) (Figura 30). Foi observada emulsificacédo entre
a fase oleosa e aquosa somente nos tratamentos envolvendo B10 sem centrifugacao
da fase aquosa (presenca de células) com valor de 59,09% e B100 na presenca de
células com 45,4% (Tabela 20).

'l
b

Com célula Controle
B10 B10 ‘
T72 T72

Com célula Controle

Figura 30. Aspecto da emulséo formada apds 24 horas (IE24) com amostra proveniente
do meio mineral com B10 e B100 apos 72 e 240 horas de incubagdo com e sem M.
guilliermondii.

Tabela 20. Valores do indice de emulsificacio (%) da fase aquosa dos tempos 72 e
240 horas com combustiveis B10 e B100.

B10 B10 B100 B100
Tempo de Y A
: ~ presenca de auséncia de presencade auséncia de
incubacéao . . . .
células células células células
72 horas 59,09 £ 2,42 - - -
240 horas - - 45,40 + 0,20 -

- : auséncia de emulsificacéo.
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5.3.2.7 Andlise de componentes principais

Para correlacionar os resultados de peso seco, tenséo superficial e pH,
foi realizada a PCA e avaliado o coeficiente de Spearman. Com base no grafico,
observa-se que as amostras de tratamento de B10 e B100 do tempo final, com maior
peso seco, demonstraram menores valores de pH e tenséo superficial que amostras
do tempo inicial e amostras controle. A correlacdo das medidas de tensao superficial
e pH mostrou-se positiva, pois em ambas analises, a menor medida foi no tempo inicial
e controles. Apenas o controle do tempo 240 horas ndo apresentou este padrdo

(Figura 31).

Variables (axes F1 and F2: 96.98 %)

1
Peso Seco
0,75 T Tensido
erficial
0,5
100 T240
0,25 1
B10 T240 B10TO
= 00TO
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o 1 1 1 : BlOO—IO—GO-Ht-FOI-G—pH
-0,25
10 T240
-0,5 controle
B100 T240
controle
-0,75

-1 -0,75 -0,5 -0,25 0
F1(63.46 %)

Figura 31. Escores e pesos da analise por componentes principais de pH, peso seco,
tensdo superficial e amostras B10 e B100 em 0 e 240 horas. Azul: variaveis
suplementares. Vermelho: variaveis ativas
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5.3.3 Fase oleosa

5.3.3.1 Espectroscopia de infravermelho

Foram analisados o0s espectros gerados por espectroscopia de
infravermelho das amostras de tratamento, assim como de controles, dos tempos 0,
48, 96, 168 e 240 horas de ambos combustiveis. As bandas da regido 4000 a 800
cm?, referente ao combustivel B10 estdo demonstradas na Figura 32. A Figura 33,
onde foi avaliada a regido espectral de 1500 a 800 cm%, é referente ao combustivel
B100.

Sample spectra

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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0.0 L4 — T = Ramarae SIS s = o -
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
1/cm

Figura 32. Espectro de infravermelho de combustivel B10 das amostras de tratamento,
controle e tempo inicial.



91

Sample spectra
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Figura 33. Espectro de infravermelho de combustivel B100 das amostras de
tratamento, controle e tempo inicial.

Pela PCA das amostras de B10, podemos observar que com duas
componentes principais foi possivel explicar 92,53% da variancia dos dados (Figura
34). Na PC1 as amostras do tempo 48 e 96 horas apresentaram escores positivos e
as amostras do tempo 168 e 240 horas, escores negativos. Avaliando a PC1, a
degradacdo ocorrida preferencialmente foi a abidtica, pois os graficos de pesos
indicaram que houve alteracdo na regido da insaturacdo dos grupos metil esteres
presentes no biodiesel e seu pico correspondente diminuiu de acordo com o tempo.
Por outro lado, PC2 separou as amostras controle com escores negativos das
amostras inoculadas. Com base nesse resultado supde-se que a degradacédo ocorrida
pelo microorganismo foi pequena, pois os gréaficos de pesos da PC2 mostraram que
as amostras controle preservaram o grupo carbonila em relacdo as amostras

inoculadas.
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Figura 34. Escores de PCA das analises de B10 das amostras de tratamento e
controle.

Pela analise de componentes principais (PCA) das amostras de B100,
podemos observar que com duas componentes principais foi possivel explicar 77,48%
da variancia dos dados (Figura 35). Na PC1 as amostras foram separadas de acordo
com o tempo. Os graficos de pesos indicaram que houve uma pequena alteracao na
regido do grupo éster. As amostras dos tempos 0, 48, 96, 168 e 240 horas foram
agrupadas, representando uma tendéncia desta mudanca, a medida do passar das

horas.
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Figura 35. Escores de PCA das anélises de B100 das amostras de tratamento e tempo
inicial.
5.3.4 Deteccao de genes
Foi possivel, com a técnica de PCR, observar a amplificagdo de um
fragmento de DNA referente ao gene relacionado ao Citocromo P450 da levedura
Meyerozyma guilliermondii. Apés a visualizacéo do gel de agarose em transluminador,
foi detectada a presencga do gene durante o crescimento em meio GYMP (Figura 36).
A deteccao do gene de triacilglicerol lipase informa sobre a capacidade do
fungo em produzir tal enzima, responsavel pela degradacdo dos ésteres de acido
graxo do biodiesel. Com a reacdo de PCR, foi amplificada mais de uma banda de
DNA. Dentre estas bandas, observamos o tamanho esperado de 100 pb referente a
regiao da triacilglicerol lipase. Como os oligonucleotideos iniciadores sdo egenerados,
algumas bases anelaream-se a mais de uma sequéncia do genoma da levedura,

gerando varios fragmentos de DNA (Figura 37).
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Figura 36. Detecgdo do gene P450 (401 pb) em M. guilliermondii apos crescimento
em caldo GYMP.MM: Marcador molecular (100 pb); M.g: M. guilliermondii; C+:
controle positivo; C-: Controle negativo.

500 pb

100 pb

Figura 37. Deteccédo do gene triacilglicerol lipase (100 pb) em M. guilliermondii apés
crescimento em caldo GYMP.MM: Marcador molecular (100 pb); M.g: M.
guilliermondii; C+: controle positivo; C-: Controle negativo
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5.4 DISCUSSAO

5.4.1 Crescimento microbiano

Foi monitorado durante o tempo experimental de 10 dias, o crescimento de
Meyerozyma guilliermondii em meio minimo mineral BH contendo B10 ou B100 como
fonte de carbono e energia. Foi observado o crescimento da levedura através do
aumento celular, monitorado pela UFC mL?, onde constatou-se aumento de quatro
logs ao final dos 10 dias.

Em ambas as situagfes, seja com B100 (biodiesel puro) ou com mistura
B10 (biodiesel e diesel), 48 horas foram suficientes para se obter um acréscimo de
trés logs a curva de crescimento. Comparando os dois combustiveis, ndo observamos
diferenca na taxa de crescimento. Portanto, a levedura se mostrou eficiente em
metabolizar os acidos graxos e os hidrocarbonetos.

Estudos anteriores ja reportaram o crescimento de leveduras em
combustiveis tais como diesel e biodiesel puros e misturas. Blcker et al. (2011)
avaliaram o comportamento de Candida silvicola e Rhodotorula sp. em meio mineral
e B20 e B100, sendo que ambas espécies demonstraram maior crescimento em B100.
Miranda et al. (2007) observaram a capacidade de degradacdo de 6leo diesel de
Rhodotorula aurantiaca e Candida ernobii com objetivo de aplicar em biorremediagéo.
Demais pesquisas podem ser encontradas envolvendo fungos deteriogénicos (Bento
& Gaylarde, 2001; Bento et al., 2004; Junior et al., 2009).

5.4.2 Fase aquosa

Foram observados resultados positivos de producdo de lipase pela
observacdo em placas contendo tributirina, sugerindo que a levedura pode utilizar esta
enzima na rota de degradagédo dos &cidos graxos do biodiesel de soja. A partir de 6
horas, foi detectada a producdo da enzima. O resultado negativo dos controles, onde
nao havia in6culo nédo foi caracterizado pela presenca do halo transltcido ao redor da
colénia. A metodologia que utiliza a tributirina para deteccdo de lipase tem sido
avaliada em varios estudos de microrganismos com este potencial (Ertugrul et al.,
2007; Sirisha et al., 2010; Griebeler et al., 2011).
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Com as medidas de pH percebemos pouca variagdo ao longo das 240
horas, com excecdo do tratamento de B100. A constancia dos valores pode ser
explicada pela concentracdo de fosfato presente no meio minimo mineral,
mascarando a possivel producdo de metabdlitos acidos e basicos; ou pelo fato de a
levedura néo ter sido capaz de produzir tais metabolitos. No entanto, destaca-se o
resultado do tempo final de B100, onde houve um decréscimo de pH de 7,2 para 3,48
e podemos supor que houve grande producédo de metabdlitos acidos.

A realizacdo da cromatografia gasosa e amostragem por microextracdo em
fase sdlida permitiu detectar na fase aquosa do experimento diferentes compostos
oriundos da degradacdo do diesel e biodiesel. Entre estes compostos, foram
identificados diversos acidos carboxilicos. Os acidos presentes no meio aquoso
podem estar envolvidos na diminuicdo do pH no tempo final de incubacdo dos
tratamentos contendo B100. Esta metodologia pode ser encontrada em estudos
anteriores dando énfase na utilizagdo para avaliar a composi¢céo ou degradacao de
Oleos (Gieg et al., 2010; Aktas et al., 2010, 2013).

As medidas de tenséo superficial indicam se o microrganismo foi ou ndo
apto a produzir biossurfactante. As medidas finais da fase aquosa apresentaram
valores menores que as iniciais, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos e controles. Podemos atribuir estes resultados a propriedade intrinseca
do biodiesel em reduzir a tensdo superficial da fase agquosa devido aos ésteres de
acidos graxos semelhantes, estrututalmente, aos biossurfactantes (Meyer, 2011;
Bilcker, 2011; Souza, 2012; Bucker, 2015).

Os tratamentos contendo B10 e B100 apresentaram resultados
semelhantes. Ao longo do tempo de incubacéo, este efeito, juntamente com a possivel
acao de biossurfactante proveniente da levedura, implicaram na reducédo dos valores
de tensdo superficial. Assim, os compostos dos combustiveis se tornaram mais
biodisponiveis para a metabolizacdo do microrganismo.

Observando as medidas de hidrofobicidade celular, ambas amostras de
tratamento mostraram alto percentual. A avaliagdo da hidrofobicidade permite, de
forma indireta, avaliar a degradacdo de um contaminante organico hidrofobico e a
capacidade do microrganismo em produzir biossurfactante, a medida que aquela
aumenta. Esta pode ser uma via que facilitou a metabolizag&o do diesel e/ou biodiesel

pela levedura e facilitou seu crescimento.
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Uma pesquisa envolvendo seis espécies de Candida, entre elas
guilliermondii, cultivadas em substratos sollveis e insoltuveis estudou hidrofobicidade
celular, atividade emulsificante, tenséo superficial e interfacial das cepas (Coimbra et
al., 2009). Ao contrario dos nossos dados obtidos no atual experimento, a pesquisa
nao mostrou resultados significantes com Candida guilliermondii. Este fato indica que
na presenca de biodiesel e diesel esta espécie desenvolve um bom desempenho e
que diferentes cepas podem nédo apresentar os mesmos resultados. Obuekwe et al.
(2009), Cerqueira (2011) e Gorna et al. (2011) publicaram informacdes referentes as
medidas de hidrofobicidade celular e biodegradacdo de diferentes compostos
apolares.

O indice de emulsificagéo (IE24) indicou a propriedade de producdo de
bioemulsificantes pela levedura. No tempo 72 horas do experimento, a fase aquosa
com células que esteve em contato com B10 manteve a emulsificagdo ap6s 24 horas
de repouso. Na fase aquosa com B100, foi medida a emulsdo apenas na presenca de
células no tempo final. Com isso, verificamos que o emulsificante pode estar ligado a
parede celular da levedura.

Foram detectados resultados positivos no estudo de Souza (2012) ao
realizar o protocolo de IEza. Isolados de P. aeruginosa em blendas de biodiesel e diesel
apresentaram diferentes percentuais de emulsdo entre a fase oleosa e aquosa.
Demais pesquisas indicam que os bioemulsificantes, ao emulsificar, promovem a
solubilizacdo dos hidrocarbonetos ou compostos insolaveis em agua, o que facilita o
crescimento dos microrganismos nestes substratos (Desai & Banat, 1997; Banat et
al., 2004; Mulligan, 2005; Singh et al., 2007).

Com a analise dos componentes principais, verificamos menores valores
de pH e tensado superficial no tempo 240 horas de experimento. Possivelmente, os
resultados de pH devem-se a producdo de metabdlitos acidos a partir da levedura ou
por oxidacdo do combustivel. A reducao da tenséo superficial pode ser explicada pela
producdo de biossurfactantes ou pela caracteristica intrinseca do biodiesel em

assemelhar-se com esta substancia.

5.4.3 Fase oleosa
Os resultados da mistura B10, por PCA gerado a partir de espectroscopia

de infravermelho, indicam a provavel degradacdo abiotica nos primeiros dias de
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incubacgéo. Pelo fato da diminuicdo do pico de insaturacdo ao longo do tempo,
provavelmente, nas primeiras horas a fracao biodiesel da mistura foi degradada por
fatores como oxidacao ou hidrélise e ndo por acdo microbiana (Stromber et al., 2013;
Yaakob et al., 2014). Os microrganismos, preferencialmente, atacam as por¢des em
gue se encontram ligacdes simples no biodiesel ou metabolizam os carbonos que ja
encontram-se disponiveis na fase aquosa (Khoury et al., 2011). Comparando os
controles com os tratamentos, infere-se que houve uma pequena degradacdo do
grupo carbonila nas amostras com levedura, apesar de a curva de crescimento
apresentar grande aumento na contagem de UFC.

Com os resultados de PCA de B100, foi possivel visualizar que a regido do
grupo éster apresentou pouca alteracdo. Entretanto, conseguiu-se observar uma
tendéncia, separando-se em grupos para cada tempo de incubacéo das amostras de
tratamento.Os resultados obtidos por espectroscopia de infravermelho ndo mostraram
degradacdo dos combustiveis tdo evidente quanto em estudos anteriores na area
(Zimmer et al., 2013; Bucker, 2015; De Azambuja et al., 2017).

5.4.4 Deteccéao de genes

O entendimento da fisiologia de degradacao pode iniciar pelo conhecimento
da presenca de genes funcionais, tais como aqueles responsaveis por enzimas
especificas. Partindo da informacdo de que o microrganismo possua um gene de
degradacédo, pode-se avaliar a expressao e quantificacdo desse gene em uma curva
de crescimento (Cyplik et al., 2011; Sgrensenet al., 2011; Martin-Sanchez et al., 2016;
2016). Com a deteccao do gene de Citocromo P450 em Meyerozyma guilliermondii,
um fungo reportado como degradador de diesel, enfatiza a rota de monoxigenases
secretadas pelos microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos e facilitar a
metabolizacdo dos carbonos. A deteccdo do gene de triacilglicerol lipase contribui
para o entendimento das rotas usadas para degradacdo dos acidos graxos pelo

microrganismo.
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5.5 CONCLUSAO

A levedura Meyerozyma guilliermondii cresceu com B10 e B100 como
fontes de carbono em meio minimo mineral, sendo que foi observado aumento de 4
logs de UFC mL 1 apés 10 dias de incubacéo. N&o foi observada diferenca significativa
no crescimento da levedura entre B10 e B100. Pela analise de infravermelho,
verificou-se que ndo houve degradacao representativa do biodiesel. Analisando a
porcao biodiesel na blenda B10 e de B100, ocorreu pequena alteracao no grupo ester.

A levedura ndo mostrou-se eficiente produtora de biossurfactantes
extracelulares ao longo das 240 horas de incubacéo, pois ndo produziu compostos
capazes de reduzir a tensdo superficial. Entretanto, mostrou-se eficiente em produzir
bioemulsificantes. Foi detectada a presenca do gene de Citocromo P450 relacionado
a degradacao de alcanos e do gene de lipase relacionado a degradacéo de ésteres
de acido graxo no genoma da levedura. Os principais compostos identificados na fase
aguosa em contato com B10 e B100 com e sem inéculo por cromatografia gasosa e
amostragem por microextracdo em fase solida foram: alcanos, alcoois, aldeidos,
ésteres, acidos, sulfurados, cetonas e fendis. Estes compostos sdo resultado da
degradacdo do diesel e biodiesel e metabdlitos produzidos pela levedura.
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6. DISCUSSAO GERAL

Em relacdo ao crescimento em meio BH e combustivel e biocombustivel, o
fungo filamentoso Pseudallescheria boydii foi acompanhado por 45 dias incubado a
28 °C. O tratamento que apresentou maior taxa de crescimento foi o de B10. A
levedura Meyerozyma guilliermondii foi acompanha por 10 dias e foi incubada a 30
°C. Apresentou mesma taxa de crescimento nos combustiveis B10 e B100. Portando,
ambos microrganismos foram aptos a utilizar 4cidos graxos e hidrocarbonetos como
sua fonte de carbono. A producéo de lipase foi detectada nos dois experimentos. Este
resultado indica a capacidade dos fungos em utilizar a rota metabdlica da lipase para
degradar ésteres de acidos graxos do biodiesel.

Com as medidas de pH n&o foi observada reducdo significativa no
experimento com P. boydii ao longo dos 45 dias. Os tratamentos apresentaram
diferenca significativa em relagdo ao controle. Em M. guilliermondii houve pouca
variagdo. Apenas o tratamento com B100 em 240 horas apresentou reducgdo
significativa do pH. Em ambos experimentos foi utilizado meio BH que apresenta efeito
tamponante pelo fosfato. Este dado justifica a constancia dos resultados. Pela
cromatografia gasosa foram detectados compostos na fase aquosa que indicam a
degradacdo do diesel e do biodiesel e a producdo de metabdlitos acidos pelos
microrganismos.

Com as medidas de tenséo superficial foi possivel averiguar que os fungos
nao produziram biossurfactantes. Os tratamentos ndo diferenciaram dos controles.
Nas analises com biodiesel puro ou na mistura o resultado obtido foi de maior reducéo
da tensédo superficial, tanto em tratamento quanto controle, indicando que os ésteres
do biodiesel se assemelham a composi¢cdo dos biossurfactantes. A emulsdo dos
combustiveis analisada pelo indice de emulsificacédo, foi detectada apenas em M.
guilliermondii. O resultado positivo foi observado em B10 na presenca de células.
Desta forma, o emulsificante pode estar ligado a parede celular da levedura.

Com a analise de espectroscopia por infravermelho das amostras de P.
boydii foi observada a diminui¢éo do pico da fungéo carbonila e surgimento de um pico
secundario nas amostras de B10 e B100. Nas amostras de M. guilliermondii,
constatou-se degradacéao abiética em B10 e pequena degradacéo da funcéo carbonila
em tratamento e controle. Em B100 apresentou pouca alteragcdo do grupo éster. A
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metodologia utilizada poderia ser complementada com técnicas para explorar outros
grupamentos funcionais dos combustiveis.

Foi detectada a presenca dos genes referentes a carboxilesterase e
citocromo P450 (monoxigenase) no genoma de P. boydii e triacilglicerol lipase e
citocromo P450 no genoma de M. guilliermondii. Portanto, sdo sugeridas as rotas
metabdlicas utilizadas pelos fungos para degradacdo de hidrocarbonetos e ésteres

por tais enzimas.
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7. CONCLUSAO GERAL

O fungo filamentoso Pseudallescheria boydii e a levedura Meyerozyma
guilliermondii utilizaram biodiesel e a mistura B10 de diesel e biodiesel como fonte de
carbono para seu crescimento. No entanto, foi observado maior crescimento
(biomassa) para o P. boydii com biodiesel. Em relacdo a biossurfactantes, ambos os
fungos ndo foram eficientes produtores. Entretanto, a levedura mostrou-se eficiente
em produzir bioemulsificantes.

A analise de cromatografia gasosa foi capaz de detectar os metabolitos
produzidos pelos fungos e compostos provenientes da degrada¢cédo dos combustiveis.
Foi observada para P. boydii, degradacdo do biodiesel puro e da mistura B10 pela
técnica de infravermelho e para hidrocarbonetos por RMN. No entanto, para M.
guilliermondii, ndo foi observada degradacdo significativa do biodiesel. Foram
detectados genes funcionais tais como o gene P450 e o da lipase, relacionados a

degradacao de alcanos e ésteres, respectivamente.
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9 ANEXOS

9.1 Certificado de qualidade de diesel fornecido pela Petrobras.

o
m PETROBRAS

LNt’Jmero: 1700-15 G —|

COPIA

CERTIFICADO DE ENSAIO

[Produto: OLEO DIESELA S10

Cddigo: 6DH |

Local de Amostragem:
Data/ hora Amostragem:

TQ 24576G
03/08/15 22:15

Data/ hora Recebimento: 03/08/15 22:45

Laboratério = REFAP/OT/QP
Enderego: Av. Getulio Vargas, 11001
92420-221 Canoas - RS

Telefone:(51)3415-2243 , __ Fax: (51)3415-2246

Os resultados deste Certificado de Ensaio referem-se 3 amostra
acima especificada.

Este certificado sé pode ser reproduzido
‘autorizagdo do responsével pelo seu contetd

integralmente

ifica esultado | Unidade
ASPECTO D 4176 pass (1) PAss | NA
—
COR VIS 000 INAM  (3) INAM NIA
CORASTM D 1500 3,0 max (2) 11,0 NIA
10% RECUPERADOS D86 180,0 min 208,6 grau C
50% RECUPERADOS D86 2450 a 2950 251,6 grau C
95% RECUPERADOS D86 370,0 max 349,0 grau C
PONTO DE ENTUPIMENTO D 6371 0 max 5 grau C
MASSA ESPECIFICA A 20 GC D 4052 8150 a 8500 8419 kg/m3
VISCOSIDADE CINEMATICA A 40 GC D445 20 a 45 2,565 mm2/s
CORROSIVIDADE AO COBRE 3H 50 GC D 130 1 max 1A N/A
ESTABILIDADE A OXIDACAO D 5304 2,5 max 05 mg/100 mL
CINZAS D 482 0,010 max <0,0010 % massa
RCR NOS 10% FINAIS DA DESTILACAO D524 0,25 max 0,07 % massa
" | NUMERO DE CETANO - NCD D 6890 48 min 480 NIA
‘TEOR DE AGUA D 6304 200 max 4 mg/kg
HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS D 6591 11 max, 24 ook i % masia
PONTO DE FULGOR D93 380 min 72,0 i grau C
INDICE DE ACIDEZ TOTAL D974 Anotar <o,§z mg KOH/g
ENXOFRE TOTAL D 5453 10,0 max <10 mglkg
CONDUTIVIDADE ELETRICA - D 2624 25 min 70 pS/m
TEMPERATURA OBSERVADA D 2624 Anotar 20,4 grauC
NUMERO DO LACRE PE LACRE Anotar 0027764 N/A
Notas:
- Todos os limites especificados s&do valores absolutos de acordo com a norma ASTM E 29.
- RESOLUGAO ANP n°50 DE 23 DEZEMBRO DE 2013 - DOU 24.12.13.
- Atende a Resolugdo ANP N° 69, de 23 de dezembro de 2014.
- Resolugdo ANP n°® 13/2015.
(1) PASS(PASSA)=Limpido e isento de impurezas.
(2) Limite requerido ao dleo diesel A isento de corante.
(3) Coloragéo entre o incolor e 0 amarelado, podendo o tipo B apresentar-se ligeiramente alterado para as tonalidades marrom e
alaranjada.
Data de Emissao: 04/08/2015 22:13:17 Pagina: 1 de 1 Original Assinado Por: :
5 > e

com a

Responsavel: )
Q de Petréleo Priscila Perin Guastalli

CRQ: 09302440
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9.2 Certificado de qualidade de biodiesel fornecido pela Bianchini.

Bianchini

CERTIFICADO DE QUALIDADE

N®  082-15 — 18de Agosto de 2015

Identificagio do Produtor

Bianchini S/A Industria Comércio e Agricultura

Rua Anténio Jodo Bianchini, 1800 — Canoas — RS

Data de Entrada da Amostra:

13/08/15

Data de Realizagio dos Ensaios:

13/08/2015 - 17/08/2015

Dados do Produto

Produto: Ester Metilico de Oleo de Soja (Biodiesel)
Identificagiio da Amostra; Lote:] BB-CN-032-15 [Tanaue: 1404 Volume:] 5442379
Composigdo da Matéria Prima: 100% Oleo de Soja Data de Produg3o: 12/08/15
Rota de Produgio: Metilica Lacres da Amostra; 0065865/0065866
Lacres do Tanque: Entrada:77090/77087 Saida: 77092/77029
Relatorio de Ensalo N° [ 036-15

Caracteristica Resultado Especificagao(1) Método de Ensaio
Aspeclo a 29,1 °C LIl LIl VISUAL
Massa Especifica a 20°C 881,2 kg/m® 850,0 —800,0 kgf‘n'l3 NER 14065:2013
Viscosidade Cinematica a 40°C 4.1 mméis 3,0— 6,0 mm%/s NBR 10441:2007
Teor de Agua 161 mgfkg Méx. 200 mg/kg EN ISO 12937:2000
Contaminagéo Total 19,0 mg/kg Max, 24 mg/kg EN 12662:2014
Ponto de Fulgor 133.0 °C Min. 100 °C ASTM D93-15- Procedimento C
Teor de Ester 99.5 % massa Min. 96,5% massa EN 14103:2011
Enxofre Total 1.4 mgikg Méx. 10 mg/kg ASTM D 5453-12
Sédio + Potassio 1,1 mgrkg Max. 5 mg/kg EN 14538:2006
Célcio + Magnésio 0,7 mgikg Max. 5§ mg/kg EN 14538:2006
Fésforo < 0,5 mg/kg Max. 10 mg/kg EN 14107:2003
Panto de Entupimento -2°C (2) NBR 14747:2008
indice de Acidez

0,15 ma de KOH/g

Max. 0,50 mg KOH/g

NBR 14448:2013 — Método B

Glicerol Livre (4)

0,01 % massa

Max, 0,02% massa

ASTM D 6584°" — 13

Glicerol Total (4

0,20 % massa

Max. 0,25% massa

ASTM D 6584"" — 13

Moneacilglicerol (4)

0,63 % massa

Max.0,70% massa

ASTM D 6584%" — 13

Diacilglicerol (4)

0,15 % massa

Max. 0,20% massa

ASTM D 6584 — 13

Triacilgliceral (4)

0,07 % massa

Max. 0,20% massa

ASTM D 6584*" — 13

Metanal 0,09 % massa Max. 0,20% massa EN 14110:2003
Indice de lodo 129 g 1,/100g Anotar EN 14111:2003
Estabilidade Oxidativa 13,2 Horas Min. 8 Horas EN 14112:2003
LIl = Limpido e Isento de Impurezas

(1) Especificagio de acordo com o Regulamento Técnica ANP N°3/2014,
(2} Limite: Jan — Mar: 14°C, Abr: 10°C, Mai - Sel: 5°C, Qut: 10°C, Nov-Dez: 14°C

{3) Todos ensaios foram realizados neste laboratério

(4) Ensaios realizados no Laboratério da BS Bios IndUstria @ Comérclo de

Os resultados acima se raferem semente a amostra ensalada. Este laudo sé pode ser reproduzido na sua In

Laboratério de Controle de Qualidade

Rua Antdnio Joae Bianchini, 1800 — Canoas—

FABIANA
ROGERIO
DE
MEDEIROS

RS

Registro no CRQ-V n® 2340 - Cadastra na ANP n® 51(3).

Blodiesel Sul Brasll S/ - Cadastro ANP N° Q074

11:09:44 -0300
CRQ 05201925 - V Regizo
Signatério Autorizado

PiQ ANG A
Assinado B&SE’ de C'anUag q
digitalmente por
FABIANA ROGERIO i e
DE MEDEIROS 21 460,
Data: 2015.08.18 207

IDG

tegra.
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9.3Meio Minimo Mineral Bushnell & Haas (pH 7,2)

KH2PO4 lglLt
MgSOQOa4 0,2glLt
CaClz 0,02gL?
KeHPO4 1 gLt

FeCls 0,05gL?

NH4NOs 1 g Lt

9.4 Meio de cultura agar malte (pH 5,4)

Extrato de Malte 30gL?
Peptona 5¢gLt
Agar 15gL?

9.5Meio agar tributirina (pH 7,1 £ 0,2)

Peptona de carne 25¢glLt
Peptona de caseina 25¢glLt
Extrato de levedura 3,0gLt
Agar 20,0g L1
Tributirina* 10mL L?

* Adicionar tributirina aos poucos no frasco em agitador magnético

9.6 Caldo malte (pH 5,4)

Extrato de Malte 30gL-1
Peptona 59L-1
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9.7 Certificado de qualidade do 6leo diesel fornecido pela Ipiranga

: IPIRANGA

¢ M/T TURMOIL

: DIESEL $10

: CATTALINI TERMINAL-PARANAGUA-PARANA, BRAZIL
: INTERTEK DO BRASIL INSPEGOES LTDA.

: P105/16

: MAY 0157 TO 03R°, 2016

: PAR 7329/2016

: SHORE'S TANK 406

CERTIFICATE OF QUALITY

Analysis performed at Intertek-Santos laboratory.

x':r::‘:fr Test Description Results sr&l)ﬁ‘c SMP:: Units
D130 Corros:i;r)‘r:.sé%%gér Strip, 1 R 1
D445 Viscosity at 40°C (***) 2.39 2.0 4.5 mm?/s
D86 Dist. 10% Recovered (***) 198.7 - - e
D86 Dist. 50% Recovered (***) 256.8 245 295 °C
D86 Dist. 85% Recovered (***) 318.9 - - °c
D86 Dist. 90% Recovered (***) 347.6 - - °c
D86 Dist. 95% Recovered (***) 352.0 - 370 (0]
D6371 Cold Filter Plug Point (CFPP) -9 - 12 °C ;
- = -
D524 e 0.10 . 025 | mass%
D5453 Sulfur 10 - 10 malkg
D482 Ash (***) <0.001 - 0.010 mass%
D6304 Water Content (***) 41 - 200 mg/kg
EN12662 Total Contamination 1.4 - 24 mg/kg
D2709 Water and Sediments 0.005 3 - vol%
Visual Color (***) ) (") -
D4176 Appearance (***) *) - (=) -
D1500 ASTM Color (***) L1.0 - 3.0 -
D2274 Stability oxidation 0.3 - 2.5 mg/100mi
D664 Acid Number 0.05 3 ; mgKOH/g
D4052 Density at 20°C (Vac) (***) 826.3 815 865 kg/m?®
D4052 Density at 20°C (Air) (***) 825.2 815 865 kg/m?
D2624 Eletrical Condutivity 45 30 - pS/m
D2624 Observed Temperature 23.5 - - °C
D93 Flash Point (***) 67 38 - °C
*) golor!ess to orange g o e et s i |
() lear and without impurities ) ; T S p
(***) Tests performed at Intertek-Paranagua laboratory . i ‘[ i 2/\ ;\\! GA
Santos, May 09", 2016. |
e 03 juN. e

s

Intertek do Brasil Inspegdes Ltda
Dénnyel Victor Silva de Oliveira
CRQ 04488683 42 Region

RECEBIDO

1SO 9001:2008

Certicate Numbex 30517
Certified Quality System

vente




9.8 Certificado de ensaio de biodiesel fornecido pela 3 Tentos.

- LABORATORIO DE CONTROLE DE QUALIDADE DE BIODIESEL
4 ~ CERTIFICADO DE QUALIDADE
il 3 TENTOS AGROINDUSTRIAL S/A

Nimero: CQ.LCB.011/2016

Data:13/05/2016

1. ORIGINACAO DO BIODIESEL

ROTA ALCOOLICA: Metilica MATERIA PRIMA: 100 % Oleo De Soja
2. AMOSTRAGEM
LOTE: TQ51610052016 TANQUE: TQ516

0017601; 0017611;
VOLUME DO LOTE: 2100m?* LACRES DO TANQUE: 0017640
DATA DE PRODUGAO:  01/05/2016 a 07/05/2016 LACRES DAS AM. TESTEMUNHAS:  0017605; 0017616
DATA DA ANALISE: 11/05/2016

3. INFORMACOES ADICIONAIS

Especificagdes de acordo com a Resolugdo ANP N.2 45 de 25/08/2014

- DOU 26.08.2014. Regulamento Técnico ANP n.2 03/2014.

4. RESULTADOS ANALITICOS

NORMA DE
ANALISES RESULTADO | UNIDADE | LIMITE REFERENCIA LABORATORIO/BBD
Aspecto LIl 29,1 g LI (1) VISUAL BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Massa especifica a 20°C 881,1 kg/m? 850 - 900 NBR 14065:2013 BIANCHINI/*BBD 082 - 16
Viscosidade cinemdtica a 40°C 4,126 mm?/s 3,0-6,0 NBR 10441:2014 BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Teor de dgua 196 mg/kg méx: 200 EN 1SO 12937:2000 BIANCHINI/*BBD 082 ~ 16
Contaminacdo total 8,0 mg/kg max: 24 EN 12662/2008 BIANCHINI/*BBD 083 — 16
ASTM D 93/2015
Ponto de fulgor 165 % min: 100,0 Procedimento C BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Teor de Ester 99,3 % massa min: 96,5 EN 14103/2011 BIANCHINI/*BBD 082 ~ 16
Enxofre Total 0,8 mg/kg max: 10 ASTM D 5453/2012 BIANCHINI/*BBD 082 - 16
Sddio + potéssio 1,0 mg/kg max: 5 EN 14538/2006 BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Célcio + magnésio <0,5 mg/kg max: 5 EN 14538/2006 BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Fésforo <0,5 mg/kg max: 10 EN 14107/2003 BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Ponto de Entupimento -4 °c max: 14 NBR 14747:2008 BIANCHINI/*BBD 082 - 16
NBR 14448:2013

| Indice de acidez 0,23 mg KOH/g_| méx: 0,50 Método B BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Glicerol livre 0,006 % massa | max: 0,020 | ASTM D 6584/2013% BIANCHINI/*BBD 082 ~ 16
Glicerol total 0,171 % massa méx: 0,25 | ASTM D 6584/2013¢! BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Monoacilglicerol 0,590 % massa max: 0,70 | ASTM D 6584/2013¢2 BIANCHINI/*BBD 082 — 16
Diacilglicerol 0,079 % massa_| max: 0,20 | ASTM D 6584/2013! | BIANCHINI/*BBD 08216 |
Triacilglicerol 0,030 % massa méx: 0,20 | ASTM D 6584/2013* BIANCHINI/*BBD 082 — 16
{ndice de lodo 129 gl2/100g Anotar EN 14111/2003 BIANCHINI/*BBD 082 - 16
Estabilidade a oxidagdo a 110°C 10,2 h min: 8 EN 14112/2003 BIANCHINI/*BBD 082 - 16

*BBD = Boletim de Andlise emitido pelo Laboratdrio Externo BIANCHINI cadastrado na ANP sob.n2 051;
Limpido Isento de Impurezas “Temperatura durante a observagio. '

o LW \
i | Wi © \ X
(R \ CAN

'MARCIA VERONEZE BISOL
RESPONSAVEL TECNICA

3 Tentos Agroindustrial SA- Fone/Fax (55) 3332-4446 - e-mail: Icq.biodiesel@3tentos.com.br
BR 285 ~Km 461.5 ~Zona Rural - ljul - RS - 98700-000
CNPJ: 94.813.102/0017-37

I.E.: 0650.138.570

AL CRQ V05202059
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9.9Meio de cultura agar GYMP

Extrato de malte 20gLt
Extrato de levedura 5¢glLt
Fosfato de sédio monobasico 2glL?
Glicose 20gL?
Agar 15gL?
9.10 Meio de cultura caldo GYMP
Extrato de malte 20g Lt
Extrato de levedura 5glLt
Fosfato de sédio monobasico 2glL?

Glicose

20gL?
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