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AVALIACAO DE LAMINOCULTIVOS PARA O MONITORAMENTO DA
CONTAMINACAO MICROBIANA EM OLEO DIESEL B*

Autor: Cristiane Santos Barbosa

Orientador: Fatima Menezes Bento

Resumo

O monitoramento da contaminacdo microbiana, durante o armazenamento de
combustiveis de oOleo diesel A e B, pode informar sobre as condicfes de
estocagem e a qualidade final do combustivel, sendo um importante
mecanismo de controle e prevencédo da biodeterioracdo. Baseada na normativa
IP 385/99 e ASTM 6469/00, a contagem de células viaveis de fungos e
bactérias € o método tradicionalmente utilizado. Os laminocultivos sdo laminas
com duas faces contendo diferentes meios de cultivo capazes de estimar a
contamina¢do microbiana, em meio aquoso e oleoso. O objetivo deste trabalho
foi avaliar e validar a utlizacdo de dois tipos de kits microbiol6gicos de
laminocultivos designados para o crescimento de bactérias e de fungos e
leveduras, na deteccdo de microrganismos deteriogénicos em amostras de
fase aquosa (meio mineral) e oleosa (biodiesel (B100) e mistura B10). Foram
realizados ensaios para verificar a sensibilidade quantitativa dos laminocultivos
frente a metodologia tradicional de contagem em placa, com amostras aquosas
e oleosas em microcosmos. Na etapa de estimativa em amostras aquosas, 0S
resultados obtidos com os laminocultivos foram comparaveis ao método padrao
de contagem para os microrganismos: Bacillus pumilus, Candida sivicola e
Paecilomyces variotti. Foi utilizada a mistura B10 para adequag&o da melhor
solucdo diluente e o volume de amostra com a finalidade de padronizar a
metodologia de laminocultivos para estimativa da contaminagcdo microbiana em
combustivel. Foi possivel determinar que a solucéo diluente de Tween 80 na
concentracdo de 0,01 % apresentou resultados satisfatérios na estimativa de
microrganismos da mistura B10 com laminocultivos. O volume de 5 mL de
amostra de mistura B10 foi selecionado como representativo para a diluicdo
que deve ser realizada para a estimativa de microrganismos. No ensaio de
validacdo de teste microbiologico alternativo de laminocultivos, foram obtidos
resultados comparaveis com a metodologia de referéncia (IP 385/99), em
termos de linearidade e precisdo dentro da faixa de 10®° UFC.mL* a 10°
UFC.mL™ do método alternativo, na estimativa de Candida silvicola.

1Disserta(;f”io de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente —Microbiologia Ambiental,
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil. (138 p.) Mar¢o, 2013.
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SLIDE CULTURE AVALIATION FOR THE MICROBIAL CONTAMINATION
MONITORING ON DIESEL B*

Author: Cristiane Santos Barbosa

Advisor: Fatima Menezes Bento

Abstract

The microbial contamination management procedure, during the storage of
fuels and, also A and B diesel oils, can inform about the storage conditions and
guarantee the fuel final quality. Slide cultures are two faced laths containing
different culture media capable of estimate the microbial contamination, in an
agueous and an oily base. The aim of this study was to evaluate and validate
the utilization of two microbial kits of slide cultures design for the growth of
bacteria and, also, of molds and yeasts, on the detection deteriogenic micro-
organisms on samples of water phase (mineral environmental) and oily
(biodiesel (B100) and blend B10). Some tests were held to verify the
guantitative sensibility of the slide culture facing the plate count traditional
methodology, with aqueous and oil solutions on microcosms. On the estimate
stage in aqueous samples, the results obtained with the slide cultures were
compared to the standard counting method on microorganisms: Bacillus
pumilus, Candida silvicola and Paecilomyces variotii. The B10 blend was used
for the adequacy of the best sample diluent solution and volume with the
purpose of standardize the slide cultures methodologically for the microbial
contamination estimative on fuel. It was possible to determinate that the diluent
solution of Tween 80, in the concentration of 0,01% presented satisfactory
results on the microorganisms estimative of the blend B10 with slide cultures.
The 5 mL volume sample of blend B10 was choosing as a representative to the
dilution that was must be made for the microorganisms estimative. On the
alternative microbiological validation test of slide cultures were gathered results
comparable with the reference methodology (IP 385/99), in terms of linearity
and precision within the range of 10° UFC.mL® a 10° UFC.mL? of the
alternative method, in Candida silvicola estimates.

*Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (138 p.) Mar¢o, 2013.
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1. INTRODUCAO

O monitoramento da contaminacdo microbiana € um importante
mecanismo de controle e prevencéo da deterioracdo que pode ocorrer durante
0 armazenamento de combustiveis. Durante a estocagem, especialmente de
Oleo diesel B (com presenca de biodiesel), podemos encontrar condi¢cdes que
podem promover o desenvolvimento indesejado de microrganismos e
comprometer a qualidade final do produto.

A presenca de agua, que entra no sistema de armazenamento pela
condensacéo da umidade do ar, pela entrada eventual pela abertura do tanque
ou carreada pelo préprio combustivel, € a condicdo que acelera o
desenvolvimento microbiano. Esta agua ir4 se concentrar no fundo do tanque
(agua livre) e também poderéa catalisar processos de degradacao natural dos
compostos presentes, tanto no diesel como no biodiesel da mistura B5,
comercializada no territério brasileiro. Algumas espécies de microrganismos,
gque estdo no ambiente, e que encontram esta condi¢ao, crescem e produzem
biomassa. Além desta suscetibilidade da mistura diesel e biodiesel a

biodeterioragdo durante a estocagem, produtos de origem quimica, podem



aparecer devido a reacgOes inerentes e naturais de degradagdo da mistura.
Como consequéncia direta, é observada a formacdo de solidos visiveis no
combustivel podendo levar a uma saturacdo prematura de elementos filtrantes,
de filtros dos motores, bloqueio em injetores e o comprometimento da
qualidade final do produto.

Para assegurar a integridade do combustivel recomenda-se seguir as
Boas Préticas de Armazenamento de Combustiveis que incluem a prevencao
de contaminacdo cruzada, a drenagem obrigatéria da a4gua do tanque e
inspecgdes visuais regulares do combustivel. Em alguns tipos de formato de
tanque, é impossivel a drenagem em certos pontos, além da contaminacao
microbiana se difundir de um tanque para outro com a passagem de um
combustivel sem contaminacao, através de mangueiras, ou filtros, que tenham
sido utilizados para um combustivel contaminado.

A partir da inspecdo de um tanque de armazenamento e constatada a
presenca das duas fases (agua de lastro e combustivel diesel B), deve-se
inspecionar a interface 06leo - agua, a fim de se detectar a presenca de
sedimentos, indicativa do crescimento microbiano nesta regido. Além da
drenagem do tanque de armazenagem, a utilizacdo de biocidas pode ser
utilizada para manutencdo da qualidade de 6leos combustiveis armazenados.

Uma rotina de monitoramento durante a estocagem do combustivel pode
indicar se € o momento para uma acdo preventiva, a necessidade de
remediagao ou validar a efetividade das acdes preventivas.

Além do conhecimento das condicbes de estocagem do
combustivel, a densidade microbiana pode indicar se o0 sistema esta em
nameros aceitaveis ou em condicdo de alerta para a tomada de medidas.

Devido a superficie do Agar presente nos laminocultivos e pelo fato de os



microrganismos permanecerem e se desenvolverem na fase aquosa a
metodologia para estimativa de microrganismos nesta fase é mais simples do
que, quando comparada, a fase oleosa. Na fase oleosa podem estar presentes
células de microrganismos e esporos de fungos, dispersos em microgoticulas
que, necessitam de uma maior atencdo para serem recuperadas e a
contaminagao microbiana estimada.

O método padrdo proposto pelo Instituto do Petréleo- IP 385/99 e a
Norma ASTM D 6974/04, é utilizado para se estimar o crescimento microbiano
tanto na fase aquosa como na fase oleosa. Resumidamente, o método
consiste na filtracdo da amostra de combustivel e/ou agua do lastro dos
tanques e inoculacdo, da membrana utilizada na filtracdo em meio de cultura
apropriado para realizacdo do procedimento de Contagem em Placa de células
viaveis de microrganismos. Trata-se de uma metodologia demorada e
dispendiosa, por necessitar de equipe técnica e equipamentos especificos.

Trata-se de uma metodologia mais pratica e rapida ela pode ser uma
boa alternativa para investigacdo direta de amostras potencialmente
contaminadas, podendo ser utilizada, inclusive por qualquer usuario, mesmo
sem treinamento laboratorial especifico para esta andlise, como filtragem da
amostra em sistema especifico, placas de Petri, preparo de meios de cultura,
entre outros, embora ndo se descarte a utilizacdo de estufa para o crescimento
dos microrganismos.

Na avaliagdo da contaminagdo microbiana em combustiveis com a
utilizacdo de método microbiolégico alternativo, como os laminocultivos, sua
validagdo necessita ser assegurada de interpretacdes errbneas, que podem
subestimar ou superestimar a populagdo microbiana. Neste sentido, é

necesséria a padronizacdo do uso de kits microbiolégicos de laminocultivos



como uma metodologia para avaliagdo da contaminagdo microbiana e de
fungos filamentosos em armazenamento e controle da qualidade de
combustiveis. Neste trabalho, compara-se um kit microbiolégico de
laminocultivos (produzido no Brasil) com um procedimento que realiza uma
estimativa de contagem direta (UFC.mL™) classico e conhecido, o Método de
Contagem em Placa, em amostras de combustiveis contaminados na mistura

de diesel/biodiesel (B10) e biodiesel (B100).



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar e validar em testes de laboratorio a utilizacdo de laminocultivos
visando estimar o grau de contaminac¢do microbiol6gica em 6leo diesel B, sob
condicbes de estocagem simulada, avaliando-se a fase aquosa e a fase

oleosa.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar comparativamente o crescimento em fase aquosa dos
microrganismos deteriogénicos de Oleo diesel Paecilomyces variotti, Candida
silvicola e Bacillus pumilus (10* a 10° células/mL), em meio de cultura pelo

método de espalhamento em placa (UFC’s) e com os laminocultivos;

2.2.2 Avaliar comparativamente o crescimento em fase oleosa, de um
inoculo preparado conforme norma ASTM E1259-10, em frascos com diesel
puro (BO) e biodiesel (B100) durante 60 dias com os laminocultivos em

amostras com e sem diluicao;



2.2.3 Comparar o efeito dispersante de 5 compostos surfactantes (Goma
xantana, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 e SDS) e a Solucéo salina pura na
estimativa de microrganismos presentes na fase oleosa de mistura (B10) e

biodiesel puro (B100);

2.2.4 Estimar o volume de amostra representativa de combustivel diesel
(BO), biodiesel (B100), mistura diesel e biodiesel (B10), e agua presente

durante a estocagem para analise microbiologica por laminocultivos;

2.2.5 Validar a estimativa dos microrganismos Paecilomyces variotti,
Candida silvicola, Pseudomonas sp. e Bacillus pumilus pelo uso de
laminocultivos com o método padréo de filtragéo sugerido pela norma IP 385/99
em amostras simuladas de estocagem de fase oleosa (combustiveis diesel BO,

B100 e a mistura B10) e fase aquosa;

2.2.6 Analisar a efetividade do monitoramento por laminocultivos, em
estocagem simulada de mistura B10, tratada com dois antimicrobianos (MBO50

e MBO-100) em duas concentragdes (500 ppm e 1000 ppm);

2.2.7 Monitorar com laminocultivos a densidade microbiana (bactérias e
fungos) da fase oleosa e aquosa durante 60 dias do armazenamento simulado
da mistura B10 em tanques de 20 L tratadas ou ndo com o biocida MBO-50 na

concentragéo de 1000 ppm.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Diesel, biodiesel e suas misturas: Condi¢cdes durante o

armazenamento

[N

Dentre os combustiveis derivados de petréleo, o Gleo diesel
considerado um importante combustivel na matriz energética brasileira. E
composto predominantemente por hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos,
mas sua composicao varia muito, devido as diferentes origens do petréleo
utilizado como matéria-prima e diferentes processos de refino (Braun et al.,
2004; Liang et al., 2005; Aleme et al., 2010). Sob condi¢bes normais de
armazenamento o combustivel diesel pode permanecer viavel por 12 meses
ou mais, em um ambiente de 20 °C, e de 6 a 12 meses, em temperatura
ambiente superior a 30 °C. Quanto maior for o tempo de estocagem do
combustivel diesel e ocorre a formacédo de sedimentos e goma, provocada
pela reacdo dos componentes do combustivel com o oxigénio do ar (BP,

2005).

O processo de envelhecimento do Oleo diesel, durante o

armazenamento, pode ser acelerado por alguns fatores como: exposicao a



altas temperaturas, exposicdo a poeira e sujeira que podem conter elementos
que possam desestabilizar o combustivel, a composi¢cdo do combustivel e a
presenca de agua, que podem catalisar reacdes, principalmente de oxidagéo e
que permite o crescimento de fungos e bactérias que também podem produzir
acidos orgéanicos, comprometendo a qualidade final do combustivel (BP, 2005;

Berrios et al., 2012).

A partir da criacdo do Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel e a aprovacdo da Lei 11.097, em 2005, foi regulamentada a
introducé@o do biodiesel na matriz energética do Brasil, sendo mandatéria sua
mistura de 2 % ao diesel comercializado a partir de 2008. O o6leo diesel
comercializado sem a adicdo de biodiesel € designado de 6leo diesel A e a
mistura do biodiesel com o 6Oleo diesel veicular € denominada de 6leo diesel B.
Assim como o combustivel de origem féssil, o Oleo diesel B requer
determinados cuidados, para que a qualidade do produto se mantenha da

produgéo ao consumidor final (ANP, 2010).

O biodiesel pode ser misturado em qualquer propor¢ao com o diesel
mineral, ou ser utilizado em sua forma pura (Chauan et al., 2009). Previamente
a mistura com o Oleo diesel, quando recebido, o biodiesel deve obedecer as
especificacdes estabelecidas pela Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural
e Biocombustiveis (ANP, 2010). Porém, devido a algumas de suas
caracteristicas e ao contrario dos combustiveis fosseis que sao relativamente

inertes e mantém as suas caracteristicas essenciais pouco alteradas, o

M-

biodiesel degrada-se com o tempo devido ao contato com contaminantes e
mais facilmente deteriorado no ambiente, tornando-o mais suscetivel a

instabilidade durante seu armazenamento (Borsato et al., 2012; Yang et al,



2013). A estrutura quimica, composta de ésteres alquilicos de acidos graxos
com ligagbes simples ou duplas, podem ser oxidadas quimicamente,
fotodegradadas ou ser alvo da preferéncia de alguns microrganismos na

biodegradacéo (Fazal et al., 2012; Aquino et al., 2012; Yang et al., 2012).

O biodiesel puro ou em mistura com o diesel pode ser armazenado
assim como o oleo diesel mineral sem a necessidade de uma infraestrutura
prépria (Chauan et al.,, 2009). Conforme o National Renewable Energy
Laboratory/US Department of Energy (2009), a maioria dos tanques
destinados a armazenar o combustivel diesel ira armazenar o biodiesel (B100).
Alguns materiais, para tanques de armazenamento aceitaveis incluem o aco,
aluminio, polietileno fluorado, Teflon® e na maioria dos casos fibra de vidro.
Tal como acontece com o diesel de petréleo, o biodiesel tem de ser
transportado de uma maneira que ndo conduz o produto a contaminacao e
alguns procedimentos sdo recomendados para caminhdes e vagoes, utilizados
pelos distribuidores e transportadoras, para os derivados de petréleo diesel no
Manual de Orientacfes e Procedimentos para o Manuseio e Armazenagem de

Oleo Diesel B da Agéncia Nacional do Petroleo (2010).

Segundo a ANP (2010) a aquisicado e uso da norma ABNT NBR
15.512, faz-se imprescindivel para estabelecer os requisitos e procedimentos
para 0 armazenamento, transporte, abastecimento e controle de qualidade de
biodiesel e/ou mistura Oleo diesel/biodiesel. Sendo a adocédo e efetiva
aplicacao desta norma indispensavel para garantir a qualidade do combustivel,
minimizando a contaminacdo por impurezas, degradacdo microbiolégica e

oxidativa.
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Os tanques de armazenamento subterrdneo sdo comumente
utilizados para a estocagem de combustiveis de petréleo e as infiltracdes de
combustivel dos tanques corroidos ou com defeito e do seu sistema de
tubulagéo sao fendmenos que ndo podem ser detectados sem o equipamento
apropriado (Coutinho & Gomes, 2006; Brito et al., 2010). Um tanque pode
estar perdendo seu conteddo para o solo por anos sem nenhum indicativo de
vazamento a ndo ser que poc¢os de 4gua e corregos nas proximidades sejam

contaminados (Nadim, 2000; Cunha et al., 2008 ).

Sendo assim, a fim de se evitar a contaminacéo do solo ou de fonte
de agua préximas, bem como garantir a qualidade do produto comercializado,
as recomendacfGes de Boas Praticas de Armazenamento de Combustiveis
podem ser seguidas como a principal medida de precaucdo da contaminacao
durante o armazenamento do combustivel. Para ANP (2010) o 6leo diesel B
deve ser preferivelmente armazenado pelo prazo de até um més, os tanques
utilizados na armazenagem devem apresentar-se limpos, secos e protegidos
da luz e temperaturas extremas para evitar a oxidacdo do combustivel ou a
incorporacdo de contaminantes. A presenca de ar nos tanques de
armazenagem, que pode favorecer a oxidacdo do combustivel pode ser
evitada mantendo-se os tanques no limite maximo permitido, reduzindo-se a

quantidade de ar em contato com o combustivel.

Para garantir a manutencdo da qualidade do combustivel
comercializado, na continua renovacdo do conteudo dos tanques de
estocagem € necessario limitar a presenca de combustivel envelhecido bem

como a realizar drenagem do produto remanescente no fundo do tanque, para
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retirada de &gua, material microbiolégico e outros impurezas regularmente

(ANP, 2010; Ministério de Minas e Energia da Colémbia, 2011).

3.2 Fatores envolvidos no processo de degradacao

abidtica e bidtica de combustiveis

3.21 Natureza do combustivel e instabilidade durante o

armazenamento

Durante o armazenamento de um combustivel a sua estabilidade é
relatada como a habilidade para resistir as mudancas fisicas e quimicas que
podem ocorrer provocadas pela sua propria reacdo com o ambiente em que se
encontra. Com relacdo ao biodiesel, espera-se um aumento dos problemas
que podem ocorrer jA observados durante o armazenamento do diesel
derivado do petréleo (Bouaid et al., 2007; Jain & Sharma, 2010).

A estabilidade do biodiesel pode ser afetada por diversos fatores,
como luz, temperatura, hidrélise a oxidacdo, que podem provocar alteracdes
na composicdo deste combustivel e comprometer a qualidade final do mesmao.
Pelo fato deste biocombustivel ser produzidos a partir de 6leos vegetais e
outras fontes naturais ele acaba por ser mais suscetivel ao processo de
oxidacdo e degradacéo (Jain & Sharma, 2010; Schultz, 2010).

A oxidacao pode ocasionar a formacao de acidos graxos de cadeias
curtas corrosivos, depdésitos que podem causar aumento no desgaste das
bombas de combustivel do motor (Yang et al., 2013) e mudancas no pH
(Geller et al., 2010).

A estabilidade oxidativa € um parametro que descreve a tendéncia a

deterioracdo do biodiesel e € importante ser destacada no contexto de
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possiveis problemas nas pecas do motor (Karavalakis et al., 2010). Em
grandes tanques de armazenamento de petroleo, os processos de degradacao
do Oleo ocorrem mais intensamente devido ao fluxo de oxigénio superior para

0s tanques e a presenca de agua no fundo dos tanques (Yemashova, 2007).

A presenca de numerosas ligacdes duplas nas moléculas de acidos
graxos livres levam a uma desestabilizacdo na molécula permitindo a entrada
de oxigénio para o processo de oxidacdo, além do mais o biodiesel é
composto de 50 % de metil-ésteres insaturados o que o torna mais suscetivel

a contaminacao (Cavalcanti, 2009; Schultz, 2010).

3.2.2 Agua

A medida que o combustivel se resfria, um pouco de agua livre
pode se estabelecer no fundo do tanque, outra parte permanece livie em
suspensdo e o restante dissolvido no combustivel. As trés fases aquosas
permanecem em equilibrio dinAmico e dependem da alteracdo da temperatura
do combustivel, umidade relativa do ar em contato com o combustivel e o grau
de turbuléncia devido a movimentos mecanicos. Sempre que a agua livre esta
presente ha potencial para o crescimento inaceitdvel de microrganismos
(McFarlane, 2011).

O acumulo de agua no fundo do tanque de armazenamento e em
tubulacbes é o primeiro pré-requisito para o0 desenvolvimento de
microrganismos em combustiveis e subsequente sua contaminacdo biolégica
Esta atividade bioldégica também aumenta o conteddo de sdlidos suspensos,

leva a formacdo de biofilmes e geram uma variedade de problemas

operacionais (Yemashova et al., 2007). De maneira geral, para que seja
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possivel manter uma rotina de boa pratica durante a estocagem de
combustiveis, o principal fator a ser controlado é a agua. Mesmo sendo
impossivel remover 100% da agua que pode se acumular no tanque, é
observado que a reducdo do conteudo de agua impede a biodeterioracdo do
combustivel armazenado (Siegert, 2009).

Ndo ha crescimento microbiano sem a presenca de agua e as
flutuacdes de temperatura também podem promover a condensacao de agua
no tanque de estocagem de combustivel (Hill & Hill, 2009). O biodiesel possui
uma maior afinidade do que o diesel de petréleo em relacdo ao contetdo de
umidade, e a capacidade de retencdo de agua do biodiesel sdo maiores do
que a do diesel. O conteudo de agua presente em combustiveis pode ser
classificado como: livre, emulsionada e agua soluvel. Um alto conteddo de
agua, presente durante o armazenamento e em equipamentos de transporte,
em combustiveis diesel e biodiesel pode ocasionar problemas de crescimento
de microrganismos devido ao acumulo de agua (Fregolente et al., 2012).

O conteudo de agua é um fator ambiental importante, que quando
limitado, pode inibir a atividade microbiana. Os microrganismos sdo capazes
de sobreviver em locais com minima quantidade de agua. Observou-se que
niveis de agua baixos como 1 % podem suportar crescimento microbiano
substancial, onde enddsporos bacterianos podem manter crescimento na
presenca de 50-80 ppm de agua no sistema de combustiveis (Raikos et al.,
2012).

A contaminacdo por agua pela condensacdo € considerada como
uma das principais razdes para o desenvolvimento da corrosao em tanques de
armazenamento e em oleodutos. A agua solubiliza ions corrosivos e permite o

crescimento microbiano na solugdo e na interface Oleo/agua, onde o0s
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microrganismos podem hidrolisar os ésteres metilicos, presentes no biodiesel
e produzir mais &cidos graxos corrosivos (Aktas et al, 2010; Haseeb et al,

2010; Wang et al., 2011).

3.2.3 Nutrientes

Muitos microrganismos sao capazes de metabolizar hidrocarbonetos
presentes em combustiveis convencionais. Os nutrientes necessarios sao
fornecidos principalmente pelos hidrocarbonetos do combustivel e em segundo
lugar pelos aditivos que o combustivel contém, como compostos fosforados e
nitrogenados. Tém sido observado que o diesel e o combustivel de aviacéo
(médio destilados) sdo mais propensos ao crescimento microbiano (Gaylarde
et al., 1999; Dziegielewski et al., 2009; Godos et al., 2012) uma vez que as
cadeias de hidrocarbonetos entre C10-C18 sdo prontamente utilizadas como
fonte de carbono pelos microrganismos (Dodos et al., 2012).

Os ésteres de acidos graxos presentes no biodiesel e outros compostos
de carbono, como os hidrocarbonetos presentes no diesel mineral, néo
suportam sozinhos o crescimento microbiano. Uma pequena quantidade de
compostos contendo nitrogénio e fésforo sdo limitantes do crescimento (Hill &
Hill, 2009).

As misturas de diesel/biodiesel contém todos os nutrientes habituais
do o6leo mineral e possivelmente alguns outros, tais como anti-oxidantes
adicionais e pode ser esperado a fornecer suporte ao crescimento microbiano

pelo menos similar ao crescimento em 6leo diesel mineral (Hill & Hill, 2009).
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3.2.4 Degradacao microbiana

Durante seu processamento, a esterilidade do combustivel é
assegurada pela alta temperatura envolvida no processo. Porém quando
transferido para um tanque de armazenamento na refinaria ocorre a primeira
oportunidade para o desenvolvimento de problemas microbianos (McFarlane,
2011). A acdo microbiana para a biodeterioracdo de combustiveis €
diretamente influenciada por parametros bioticos e abioticos e entre eles, uma
atencdo especial deve ser dada a temperatura, pH, fonte de nitrogénio e
fésforo, assim como a presenca de micronutrientes (Gomes et al., 2009),
disponibilidade de oxigénio, agua, pressao osmoética e salinidade (Passman,
2003).

De maneira geral, microrganismos aerébicos (fungos e bactérias) se
desenvolvem na interface Oleo-agua e bactérias anaerdbicas (bactérias
redutoras de sulfato/BRS) crescem em areas livres de oxigénio (fundo do
tanque). Os nutrientes sdo dissolvidos do combustivel para a fase aquosa.
Pode haver a formacdo de emulsdes 6leo-agua, a maioria das emulsdes é
instadvel e normalmente a agua se acumula no fundo do tanque, porém sob
algumas circunstancias, os microrganismos podem excretar biossurfactantes

levando a formacao de emulsdes 6leo-agua estaveis (Lee et al., 2010).

A susceptibilidade dos hidrocarbonetos a degradacdo microbiana
depende da natureza e quantidade de hidrocarbonetos presentes e pode ser
classificada na seguinte ordem: alcanos com ligagdes simples > alcanos
ramificados > aromaticos pequenos > alcanos ciclicos (Das & Chandran,

2011).
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O Oleo diesel é considerado um importante combustivel na matriz
energética brasileira. E composto predominantemente de hidrocarbonetos
alifticos e aromaticos, mas sua composicao varia muito, devido as diferentes
origens do petroleo utilizado como matéria-prima e diferentes processos de

refino (Braun, et al., 2004).

A mineralizacdo de misturas de hidrocarbonetos complexas, assim
como as que constituem o combustivel diesel, usualmente requerem a
coexisténcia e eficaz cooperacdo de diversos microrganismos especializados

com especificidade para substratos complementares (Zanarolli et al., 2010).

A biodegradacao de diesel, conforme relatado por Zhang et al., 1998,
que consiste em uma grande quantidade de alcanos (cadeias de
hidrocarbonetos de C10-C20) sem oxigénio aderido, demanda a adaptacéo de
microrganismos para produzir enzimas que reconhegam estas moléculas.
Além do mais, a presenca de hidrocarbonetos alifaticos ciclicos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) e alquilbenzenos, assim como
seus derivados tolueno, xileno e PCBs dao ao combustivel diesel uma

estrutura quimica mais complexa (Mariano et al., 2008).

O biodiesel como um agente oleofilico tem o potencial de solubilizar
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS), presentes na fracdo diesel,
além de ter a capacidade de agir como um agente de estimulo para a
biodegradacdao (Wu et al., 2010), dependendo da concentragdo utilizada

Schleicher, 2009).

O biodiesel é mais facilmente metabolizado que o diesel por ser um

produto natural consistindo puramente de acidos graxos que sdo cadeias de
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hidrocarbonetos com dois atomos de oxigénio aderidos ao final de uma ponta
da cadeia, que sdao muito ativos biologicamente, sendo reconhecidos e
atacados prontamente por enzimas como a acetil-CoA desidrogenase

(Mariano et al., 2008).

3.3 Consequéncias do crescimento microbiano durante o
armazenamento de combustiveis

A atividade e proliferacdo microbiana ocorre, principalmente, na
interface combustivel agua, onde a disponibilidade de agua e nutrientes é
adequada para o seu desenvolvimento. Como resultado, pode ser formada
uma fase intermediaria membranosa chamada de biofilme. Os microrganismos
também podem colonizar o fundo do tanque, as paredes do tanque e o espaco

superior do tanque e tubulacdes (Dodos et al., 2012).

Como pode ser observado na Tabela 1, tipicos problemas
operacionais sdo semelhantes aos problemas ocasionados pelo crescimento
microbiano em combustivel diesel para combustiveis diesel, a saber, a
formacao de biofilmes (biomassa microbiana) na tubulagdo e entupimento de
filtros, erros de afericdo do combustivel e emulsificacdo da agua com o
combustivel levando a corrosdo do tanque (Energy Institute, 2008, Hill & Hill,

2009).
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Tabela 1. Consequéncias da contaminacdo microbiana durante a estocagem e
microrganismos envolvidos no processo (Fonte: Adaptado de Gaylarde et al., 1999).

Problemas detectados Principais tipos de microrganismos
Bloqueio de mangueiras, valvulas e filtros Fungos e bactérias produtoras de polimeros
Aumento do conteldo da agua Todos
Formacao de sedimento Todos
Producéo de biossurfactante Fungos e bactérias aerébias
Corrosao de tanques e tubulacdes Fungos e bactérias anaerébias
Producéo de sélidos suspensos Todos
Degradacao dos hidrocarbonetos Fungos e bactérias aerdbias
Bloqueio de injetores Fungos e bactérias aerdbias
Aumento do contetdo de enxofre Bactérias redutoras de sulfato (BRS)
Comprometimento do sistema de inje¢éo Todos

7

A corrosdo microbiana é a principal causadora de falhas nas
tubulagbes (pipelines), sendo o maior componente afetado que interfere nos
custos de operacdo e manutencdo dos oleodutos da industria de petrdleo. Ao
menos 40 % da corroséo de oleodutos internos na industria de gas € atribuida

a corrosdo microbiana (Rajasekar, 2007).

A atividade microbiana pode aumentar a corrosividade do
combustivel e da agua associada a este. Os principais mecanismos para este
efeito sdo identificados pela reducdo no pH. Os biossurfactantes, que séo
moléculas com caracteristicas detergentes produzidas por microrganismos,
auxiliam na dispersao das goticulas de agua no combustivel. As propriedades
corrosivas das goticulas de agua irdo contribuir para a corrosividade do
combustivel. Além disso, a bioconversdo de moléculas de combustivel néo-
polares em espécies carregadas ira afetar a corrosividade do combustivel
(Passman, 2005). O acumulo de agua no fundo do tanque de armazenamento

permite o crescimento de microrganismos e pode levar a corrosao
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microbiologicamente induzida (MIC, em inglés) nas estruturas do tanque

(Rajasekar & Ting, 2010).

A presenca de biofilmes, mucopolissacarideos e micélios podem
levar a problemas operacionais como o bloqueio de filtros, além disso,
biossurfactantes produzidos como subprodutos metabdlicos podem deixar o

combustivel turvo e desarmar filtros coalescentes (McFarlane, 2011).

O biodiesel puro tem sido associado com alguns problemas
mecanicos e bloqueio de tubos, valvulas e filtros devido a sua alta viscosidade
e baixa volatilidade (Gaylarde et al., 1999; Meher et al., 2006; Chao et al.,
2010). A viscosidade dos Oleos vegetais € maior do que a do diesel de

petrleo comum devido a estrutura quimica e alto peso molecular de suas

moléculas (Demirbas, 2007; Chao et al., 2010).

Os microrganismos podem produzir efeitos negativos na
propriedade dos combustiveis durante o processo de degradacdo, situacao
gue quando estabelecida pode ser mais preocupante no caso do querosene de
aviacdo, cuja biodeterioracdo, especialmente por fungos filamentosos, ja foi
referida como a principal causa de colisbes durante voos (Rauch et al., 2006;

Rodriguez-Rodriguez, 2010).

Na interface oléo-agua, os fungos podem formar uma pelicula
membranosa densa que pode ser muito forte estruturalmente (Passman,
2003). Células vegetativas de fungos filamentosos sdo limitadas por uma
parede bem definida, constituida por varias camadas compostas de quitina.
Elas tem um crescimento ramificado ou micélio, formado de filamentos

individuais chamados de hifas as quais formam um “tapete” microbiano na
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interface 6leo-agua presente no armazenamento de combustiveis (McFarlane,

2011).

A atividade microbiana descontrolada pode, gradualmente,
prejudicar a qualidade do combustivel comercializado (Bento & Gaylarde,
2001), causando turbidez no combustivel, formacdo de lodo no fundo do
tanque e de sedimentos, algumas vezes acompanhados de um odor
desagradavel. A contaminacdo sera propagada a diferentes locais, durante
toda a cadeia de transporte, distribuicdo e fornecimento de combustivel, sendo
o sintoma de contaminacdo microbiana, mais comumente identificado, a

obstrucao de filtros (Dodos et al., 2012).

3.4 Monitoramentos microbiol6égicos em combustiveis

Os problemas relacionados a contaminacdo microbiana durante o
armazenamento, muitas vezes sdo dificeis de diagnosticar e requerem um
microbiologista experiente, ou um especialista em biodeteriora¢do. Se todos os
envolvidos em manipulagdo/armazenamento de combustiveis e sistemas de
combustiveis tiverem um conhecimento geral sobre a microbiologia de
combustiveis, eles poderdo auxiliar na reducdo dos custos de qualidade

causados pela biodeterioracdo (Passman, 2003).

Os tanques de armazenamento que apresentam contaminacao
microbiana s&o identificados pela presenca de uma fase aquosa e uma fase
oleosa (combustivel) cujo monitoramento deve ser feito de forma especifica e
separadamente. O interesse em se utilizar a contagem de microrganismos

como bioindicador da contaminacdo, € que as mudangas nos numeros da
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contagem destes microrganismos s&o indicativas de um processo de
biodegradacdo ativo, mas ndo representa necessariamente uma medida

precisa da biodegradacao real (Maila & Cloete, 2005).

As medidas da distribuicdo de microrganismos em um tanque de
combustivel diesel demonstram que, na agua presente no fundo do tanque séao
encontrados 8,2 x10’ células.mL™. No nivel de entrada e saida de combustivel
(acima da agua) a concentracdo microbiana foi maior atingindo 1,9 x10®
células.mL™. No meio do tanque, somente 117 células.mL™ foram estimadas e
no topo do tanque nao foram detectadas células microbianas viaveis. Petréleo
bruto ou produtos do petrdleo podem ser classificados por pequena e grande
presenca de microrganismos presentes na agua do fundo (Yemashova, 2007).

Segundo Hill & Hill (2009), para o monitoramento da contaminacao
microbiana em combustiveis, é possivel estabelecer padrées para os niveis de
contaminacgdo, aceitaveis ou ndo, durante uma rotina em um posto revendedor
de combustivel. Estes niveis podem ser observados na Figura 1, que segue
logo abaixo, além das recomendacdes sobre o procedimento de amostragem
da fase oleosa e da fase aquosa, quando presente.

Na Figura la observa-se o limite aceitavel de contaminacao
presente em amostra de combustivel igual ou abaixo de 10* UFC.mL™ ou 10*
UFC.L™. Neste nivel é recomendado continuar a rotina de monitoramento e se
for encontrada fase aquosa, uma drenagem desta agua deve ser realizada.

Na Figura 1b, nota-se o limite de alerta, durante uma rotina de
monitoramento da contaminacdo presente em amostra de combustivel entre de
10' UFC.mL™? (ou 10* UFC.LY) e 102 UFC.mL™? (ou 10° UFC.LY). Quando o

nivel de contaminacdo de combustivel esta em alerta, recomenda-se que a
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frequéncia da drenagem seja aumentada e, se houver a formagao de lodo, que

esse seja removido da interface 6leo-agua e refazer o teste dentro de um més.



ROTI NA D E M O N ITO RAM E NTO (Fonte: Adaptado Hill e Hill, 2009)

- Tomar amostra de agua do
fundo do tanque.
- Drenar a cada 1-6 meses
(dependendo do histérico do
tanque ou do risco percebido)

-

J

KITS MARCA X

- Se a fase aquosa esta
presente, a fase oleo deve
ser amostrada logo acima
da interface dleo-agua
(evitar incluir agua, emulsao
ou material particulado)

- Fase aquosa deve ser
analisada separadamente.

Nivel de Contaminacédo do combustivel:

ACEITAVEL
<10.000UFC/L

- Continuar a rotina de monitoramento;

-Se for encontrada fase aquosa: drenar;

- Se a fase aquosa estiver contaminada (= 10.000
UFCI/L), aumentar a frequéncia de monitoramento.

- Tomar amostra de agua do
fundo do tanque.
- Drenar a cada 1-6 meses

KITS MARCA X

- Se a fase aquosa esta
presente, a fase 6leo deve
ser amostrada logo acima
da interface dleo-agua
(evitar incluir agua, emulsdo
ou material particulado)

- Fase aquosa deve ser
analisada separadamente.

- Tomar amostra de agua do
fundo do tanque.
- Drenar a cada 1-6 meses
(dependendo do historico do
tanque ou do risco percebido)

KITS MARCA X

- Se a fase aquosa esta
presente, a fase dleo deve
ser amostrada logo acima
da interface 6leo-agua
(evitar incluir agua, emulsao
ou material particulado)

- Fase aquosa deve ser
analisada separadamente.

Nivel de Contaminacdo do combustivel:

ALERTA
10.000 - 100.000 UFC/L

- Melhorar a frequéncia de drenagem e se
possivel, remover o lodo formado na interface;

- Refazer o teste em um més;

- Se a fase aquosa testada estiver contaminada (z
100.000 UFCI/L), suspeitar que o combustivel esta
chegando contaminado.

PRESENCA

23

Figura 1. Recomendacdes para uma rotina de monitoramento da contaminacao
microbiana em amostras de agua e combustiveis (Fonte: Adaptado Hill &Hill,

2009).
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Para uma tomada de acédo, a fim de se evitar a perda de qualidade
do combustivel, na Figura 1c, observa-se que, se for encontrada uma
contaminag&o microbiana maior que 10> UFC.mL™ (ou 10° UFC.L™Y), deve ser
realizado outro teste microbioldgico e um procedimento para investigar a
qualidade do combustivel. Se houver a presenca de lodo pode ser considerada
a desativacdo do tanque de armazenamento para drenagem da agua presente

e sua limpeza.

Tém havido inerentes problemas na padronizacdo de procedimentos
de amostragem, coleta de amostras e testes de combustiveis e interpretacédo
de resultados. Um teste de laboratorio quantitativo baseado no procedimento
de filtracdo em membrana 1P385/95 € mundialmente aceito como um método

de referéncia (Hill, Hill & Collins, 1997).

3.4.1 Métodos para o monitoramento microbiolégico de
combustiveis

Para avaliar a contaminacdo microbiana em combustiveis sdo
comumente utilizados, as contagens de células viaveis de fungos e bactérias
totais, recuperados diretamente de amostras de combustiveis. Porém,
usualmente sdo observadas contagens menores do que as encontradas em
agua contaminada, comumente presente no fundo dos tanques (Rodriguez-
Rodriguez et al., 2009). A localizagdo da agua no fundo dos tanques constitui o

principal local para o crescimento e desenvolvimento de microrganismos e a
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interface 6leo/agua, o local onde a maior atividade microbiana e biodegradacao

do combustivel se desenvolvem (Rodriguez-Rodriguez et al., 2009).

A normativa IP 385 de 1999, intitulada “Determinagdo do contetdo
microbiano aerébico de combustiveis e componentes de combustivel destilados
abaixo de 390 °C — Meétodo de filtragéo e cultura” descreve o procedimento de
filtracdo de amostra de combustivel e inoculacdo de membrana em meio de
cultura apropriada para a determinacdo da estimativa de contaminacao
microbiana. Este procedimento requer o conhecimento de técnicas
microbiolégicas especificas que sdo necessdrias para a execucao desta
metodologia. Esta técnica padrdo descreve dois procedimentos para a
estimativa da contaminacdo em combustiveis. O Procedimento A é adequado
para a enumeracao de unidades microbianas viaveis de até 25 000 por litro e 0
Procedimento B € adequado para a enumeracdo de unidades microbianas
viaveis acima de 25 000 por litro (Passman, 2003; Hill, 2003; Klofutar e Golob,

2007).

Ambos procedimentos utilizam dois meios de cultivo seletivos que
permitem a contagem de bactérias e de fungos separadamente. O principio do
método consiste que apds a separacdo de qualquer fase aquosa, volumes de
combustivel conhecidos sao filtrados assepticamente através de filtros de
membrana. Os microrganismos viaveis coletados nos filtros sdo inoculados
pela colocacdo diretamente em meios de cultivo ou pela eluicdo dos
microrganismos da membrana, diluindo-se o seu conteutdo em solugdo
adequada e entdo a inoculacdo em meio de cultivo. Apos incubacdo o numero

de colbnias sdo contadas e destes dados o numero de bactérias e fungos
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vidveis presentes sdo calculados de acordo com o volume da amostra de

combustivel original (Passman, 2003).

A normativa ASTM D6469 de 1999 “Guia padrdo para a
contaminagdo microbiana em combustiveis e sistemas de combustiveis” é
fundamentada em diferentes documentos designados ao controle e
especificacdo de combustiveis e fornece informacdes sobre as condi¢cdes que
levam ao desenvolvimento da contaminacdo microbiana durante o
armazenamento de combustiveis além de caracteristicas gerais de um sistema
contaminado e as estratégias para o controle da contaminagdo microbiana
(Passman, 2003; Gammon, 2009; Ministério de Minas e Energia da Colémbia,

2011).

O método padrdo do Instituto do Petroleo-IP 385/99 e a similar
norma ASTM D 6974/04, para andlise do crescimento microbiano em fase
aquosa e na fase oleosa consistem na filtracdo da amostra de combustivel e
posterior inoculagdo da membrana utilizada na filtragcdo em placas de meios de
cultura o que caracteriza uma metodologia demorada e dispendiosa, por

necessitar de equipe técnica e equipamentos especificos.

A metodologia padrao IP 385/95 é inadequada para utilizagdo in
situ, mas é frequentemente considerada como um método de referéncia

preciso (Hill, 1998).

3.4.2 Método alternativo de laminocultivos

O método de laminocultivos foi desenvolvido por Guttmann e Naylor.

(1967) a partir de uma extensédo légica de um procedimento proposto por
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Mackey e Sandys em 1965, para analise da contaminacdo de microrganismos
em amostras de urina. Segundo os autores Mackey e Sandys (1965),
considerando-se que o modo mais adequado para avaliar a concentragcéo de
bactérias em uma amostra de urina é a contagem de células viaveis, a
metodologia proposta seria facilitadora de uma inoculagéo rapida e pratica logo
que a amostra era colhida. Assim seria possivel evitar o tempo perdido entre a
coleta e o encaminhamento da amostra de urina até um laboratério, além de
uma possivel etapa de refrigeracdo da amostra, caso esta sofresse um atraso

no despacho.

A concepcado do produto como um meio de transporte do inoculo
colhido de amostras de urina, foi do enchimento de uma colher com meio de
cultura sélido dentro de frascos de vidro, fechados com uma tampa de rosca.
Apos a amostra ser coletada a “colher” com o meio de cultura era retirada de
dentro do frasco de vidro e imersa no frasco onde estava a amostra retornando
prontamente ao frasco original. Esta metodologia era adequada para uma
rotina laboratorial e foi correlacionada com a metodologia padrdao de Pour-plate

de contagem de células viaveis (Mackey & Sandys, 1965).

Baseados na ideia de Mackey e Sandys em 1965, de um meio de
cultura sélido para o transporte de culturas de microrganismos, 0s autores
Naylor e Guttmann (1967) desenvolveram os dipslides (laminocultivos, em
portugués) como uma alternativa mais econfmica, preparados a partir de
materiais facilmente disponiveis e dois diferentes meios de cultura poderiam
ser utilizados simultanealmente. Os laminocultivos consistiam em laminas de
vidro de microscoépio, revestidas em cada lado com um meio de cultura

diferente. Essas laminas poderiam ser imersas em amostras de urina e
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colocadas dentro de cilindros de aluminio para incubacdo e contagem de
colénias. O numero de coldnias no meio de cultivo € a medida da concentracdo

das bactérias na urina fresca.

A partir desse método proposto foi possivel realizar a estimativa de
contaminacgao na urina de um grande namero de amostras que eram coletadas
e em menor tempo correlacionando a contagem dos laminocultivos com o
método tradicional de contagem em placa, com o que estava presente no fluido

de analise (Guttmann & Naylor, 1967).

A comparacao de diferentes laminocultivos para a avaliacdo do grau
de contaminacdo em amostras de combustiveis, provenientes de tanques de
estocagem foi demonstrada por Bailey e May, em 1979. Ao demonstrar
resultados positivos em laboratério, os kits primeiramente foram adequados
para indicar alteracbes nas populagbes microbianas nos tanques de
combustiveis de navios. Nesse artigo os autores avaliaram 13 tipos diferentes
de Kkits microbiolégicos de laminocultivos em comparacdo com o0 método
padrdao de contagem em placa, pois esses conseguiam demonstrar 0os perigos
da contaminacdo no processamento de alimentos, na area médica e industrial
por ter a capacidade de expor os primeiros sinais de contaminagédo (Bailey &

May, 1979).

Segundo Hill e Hill (2000), a contaminacdo microbiana precisa ser
avaliada em todas as fases de distribuicdo e uso de combustiveis e o0s
laboratérios de analises ndo estdo disponiveis no mundo inteiro,
consequentemente, a industria precisa de testes in situ para o monitoramento
microbiolégico. Alguns testes podem ser apropriados para o uso na analise de

amostras da fase aquosa e ndo adequados para 0 uso em combustiveis, ou
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vice-versa. O método de uso dos laminocultivos pode ser limitado, pois pode
subestimar a contaminagdo microbiana especialmente em amostra oleosa,
onde a absor¢cdo do combustivel a superficie do Agar pode ser errbnea e a

sensitividade numérica inadequada.

Porém, em testes realizados por Bailey e May (1979) com
laminocultivos de diferentes tipos e fabricantes, que apresentaram resultados
comparaveis ao Método de Contagem em Placa/Pour Plate, nota-se que estes
kits ndo foram projetados para imersdao em combustiveis. Foi destacado que a
contagem de organismos pode ndo ser precisa, mas estudos posteriores
precisam ser feitos para correlacionar os numeros reais por mililitro de

combustivel com o que é evidente no kit de teste microbiologico.

Um kit microbiolégico designado especificamente para a deteccao
de contaminacdo microbiana em combustiveis € o MicrobMonitor desenvolvido
a partir da necessidade de um teste sensivel, simples e quantitativo para o
monitoramento da contaminacdo de combustiveis, porém este método nao é
reconhecido como um padrao pelas diretrizes do Instituto do Petroleo (Hill, Hill
& Collins, 1997). O teste consiste na inoculacdo de uma aliquota de
combustivel em um frasco contendo um agente gelificante tixotrépico’ e um
meio de cultura tipico como o TSA (Agar de triptona de soja). Era esperado
que a amostra pudesse ser dispersa no gel por vigorosa agitacdo e que apos

solidifica-se para incubacdo e contagem de células viaveis convencional. O

! Tixotropia: a capacidade de um gel e liquefazer & medida que Ihe aplicamos uma determinada
guantidade de calor ou uma forgca mecanica, como cisalhamento ou vibragBes. Apds a
cessacédo do calor ou da forga aplicada, esse mesmo gel, entdo liquefeito, possui a capacidade
de voltar ao seu corpo original.
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indicador redox Cloreto de tetrazdlio foi incluido para facilitar a leitura e

contagem das col6nias (Hill, Hill & Collins, 1997).

Os laminocultivos consistem em uma superficie de plastico, cobertas
com meios de cultura especificos dos dois lados e as vantagens de se utilizar o
laminocultivo para avaliagdo de contaminacao, é de que este ndo necessita de
treinamento ou equipamento especifico, reduz a possibilidade de contaminacéo
por ser facilmente manuseavel, é uma alternativa mais simples e facil de utilizar

gue a contagem em placa, etc. (Chalut & Rose, 2004).

Os laminocultivos comercializados atualmente no Brasil séo
utilizados para contagem microbiana aerébica, de bactérias, leveduras ou
fungos em amostras liquidas, viscosas ou sélidas (estas duas ultimas pdem ser
utilizadas desde que diluidas em diluente apropriado na diluicdo de 1:10) mas
para a avaliagdo da contaminacdo microbiana em combustiveis, sua validagdo
necessita ser assegurada de possiveis mas interpretacdes desta contaminacao

(Nutrilab, 2008).

As instrugBes contidas no protocolo para utilizacdo de laminocultivos
sao faceis de serem seguidas e se o teste for realizado adequadamente, deve-
se enfatizar somente trés precaucdes especiais nas instrucdes: (1) evitar tocar
no dispositivo de amostragem (laminocultivo) nada além do que o liquido de
teste; (2) reinserir o laminocultivo no seu tubo imediatamente apds a imerséo; e

(3) evitar a abertura dos tubos ja incubados (Nutrilab, 2008).
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3.4.2.1 Validacdo de método microbioldgico alternativo

O método padrdo para se estimar microrganismos e garantir a
rastreabilidade em uma dada amostra, consiste na utilizacdo de um método de
referéncia (ou oficial), levando-se em consideracdo a natureza dos
microrganismos e ao conceito bem reconhecido de UFC (Unidade Formadora

de Colbnia) (Boubetra et al, 2011; Lombard & Leclercq, 2011).

Segundo Boubetra et al. (2011), o pré-requisito para o uso comercial
e de rotina de qualquer método alternativo é fornecer evidéncia de que este
método é equivalente ao método de referéncia correspondente. A medida em
si, pode ser simplesmente definida como a quantidade destinada a ser medida.
Sendo assim, a medida definida por um método de referéncia, pode ser
diferente quando definida por um método alternativo. Para propdsitos praticos,
porém, e para se realizar a validacdo, € necessaria a aproximacao destas
medidas recuperadas pela metodologia de referéncia e pela metodologia

alternativa.

A analise microbiologica evolui lentamente envolvendo os métodos
tradicionais, com a deteccao de microrganismos requerendo dias e até mesmo
semanas. Diferentemente, os métodos microbiolégicos rapidos (RMM, em
inglés) podem detectar a presenca de um Unico microrganismo em horas de
incubagdo. O capitulo <1223>"Validation of Alternative Microbiological
Methods” da Farmacopéia dos Estados Unidos (USP, sigla em inglés) (2010),
fornece informacgdes sobre a validagdo de métodos microbiologico alternativos,
pois exige que o método alternativo alcance resultados equivalentes ou

melhores do que o método de referéncia (Duguid et al., 2011)
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Especificidade e sensibilidade sdo os parametros mais criticos para
a validacédo de testes qualitativos, mas robustez e precisdo também necessitam
consideracao. Adicionalmente, para testes quantitativos, ensaios de exatidao,
limite de quantificagdo, linearidade e de faixa operacional precisam ser

executados (Taverniers et al., 2004; Duguid et al., 2011).

A exatiddo de um teste quantitativo é observada pela proximidade do
valor encontrado pelo método alternativo e o real demonstrado pela
comparacdo com o padrdo de referéncia, e usualmente expresso pela
porcentagem de recuperacao (Duguid et al., 2011). O método alternativo deve
fornecer uma estimativa de células viaveis ndo menor do que 70 % do

estimado pelo método tradicional (USP, 2010).

A precisdo do método alternativo € o grau de concordancia entre os
resultados individuais do teste quando este é submetido a mudltiplas
amostragens das suspensfes de microrganismos preparadas em laboratério,
através do alcance do método. E expressa pelo desvio padrédo (coeficiente de

variagao) (USP, 2010; Taverniers et al., 2004; Feinberg, 2007; Duguid et al.,

2011).

O limite de deteccdo € a menor quantidade de microrganismos que
pode ser detectado em uma amostra pelo método alternativo quando
comparado a metodologia de referéncia (USP, 2010; Taverniers et al., 2004;

Duguid et al., 2011).

Segundo a USP (2010) e Taverniers et al. (2004), o limite de
quantificacdo € o menor nimero de microrganismos que podem ser contados

com precisdo. O limite de quantificagdo de um meétodo alternativo ndo deve ser
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maior do que a quantificacdo pela metodologia tradicional, 0 método alternativo

s6 deve demonstrar que € no minimo tao sensivel quanto o método tradicional.

A linearidade de um teste microbiolégico quantitativo é a capacidade
de demonstrar resultados que sdo proporcionais a concentracdo de
microrganismos presentes na amostra dentro de um determinado intervalo. E
expressa através do quadrado do coeficiente de relacdo R? a partir da analise
de uma regressao linear (USP, 2010; Duguid et al., 2011). Segundo Taverniers
et al. (2004) a especificidade é a porcentagem de diferentes tipos de
microrganismos que podem ser detectados nos meios especificos para
bactérias e/ou fungos.

Para a substituicdo e adequacdo do método de referéncia para um
método alternativo requer que o ultimo demonstre equivaléncia nas respostas
obtidas (Duguid et al., 2011). Em analises microbiolégicas de rotina, as
metodologias utilizadas devem ser validadas a fim de se garantir resultados
confiaveis que podem ser interpretados satisfatoriamente, dada a ampla
variedade de microrganismos envolvidos em uma analise microbioldgica (Assis

et al., 2011).

3.4.3 Utilizacao de laminocultivos para estimativa da

contaminacado microbiana em fase oleosa

Os laminocultivos podem apresentar erros substanciais no volume
de amostra absorvida na superficie do Agar entdo para o teste de fluidos ndo
aguosos, a amostra pode ser primeiramente processada em filtragdo por
membrana ou emulsificacdo antes do procedimento de contagem de células

viaveis (Hill, 1997).
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Um das aplicagBes de surfactantes quimicos é na emulsificacdo de
amostras viscosas para analise microbiolégica. O processo de emulsificacao
de amostra de combustivel baseada na normativa da Associa¢do Francesa de
Normalizacdo (AFNOR) M 07070/92 — Combustiveis para motores diesel e
instalacdes de aquecimento doméstico — Pesquisa de contaminacdo por
microrganismos por meio de ensaios em meio de cultivo em agar, consiste na
adicdo de 2 mL de combustivel a 18 mL de uma solucdo aquosa de Tween 80
0,1 %, onde posteriormente o laminocultivo € imerso nesta amostra ou uma
contagem de células viaveis totais é realizada por espalhamento em placa.
Esta técnica é fundamentada na habilidade do surfactante Tween 80 em
separar e dispersar agregados microbianos , principalmente esporos de fungos

(Hill, 1997).

A utilizacdo de surfactantes na microbiologia € conhecida,
principalmente, na area da biorremediacdo. Millioli (2009) avaliou a aplicacéo
de surfactantes em solo impactado com 6leo cru para o auxilio no tratamento
de biorremediacdo. Em geral a degradacdo de hidrocarbonetos &
acompanhada por um processo de emulsificacdo do composto, resultando em
uma maior interface oléo-agua (Reisfeld et al., 1972; Bento & Gaylarde, 1996;
Muthukumar et al.,, 2007). Durante o procedimento de biorremediacdo de
compostos derivados de petroleo, os surfactantes podem ser utilizados para
aumentar a solubilizacdo de compostos hidrofébicos presentes como HPAs,
pela reducdo da tensao interfacial das superficies entre os HPAs e a agua,
favorecendo a biodisponibilidades das moléculas para a sua degradacao pelos

microrganismos (Bautista et al. 2009).
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A presenca de grupos hidrofébicos e hidrofilicos na mesma
molécula é uma caracteristica fundamental na propriedade fisica dos
surfactantes, o que permite que estes compostos formem micelas quando em
solucéo. A formacéao destas micelas dos surfactantes em solucdo garantem as

suas propriedades detergentes e de solubilizacao (Cirelli et al., 2008).

Os surfactantes quimicos estdo disponiveis sob variadas
formulacbes e sdo geralmente classificadas baseadas em sua carga como:
aniénicos, nao-ibnicos, catibnicos e anféteros. Exemplos familiares utilizados
em laboratorio de biologia inclui o Dodecil sulfato de sodio (SDS), que é um
alquil sulfato aniénico, e Triton X-100, um alcool etoxilado ndo-ibnico (Tabela
1). Em termos gerais, os surfactantes catidnicos sdo 0s mais toxicos e tem
sido utilizados como antimicrobianos, enquanto agentes tensoativos aniénicos
sdo menos téxicos e mais ativos contra bactérias gram-positivas do que as
gram-negativas. Os nédo-ibnicos geralmente sdo considerados nado téxicos

(Van Hamme, 2006).

Tabela 2. Exemplos de classes de surfactantes quimicos usualmente utilizados em
laboratérios de biologia.

Carga Classe

Anidnicos Alquilsulfatos
(inclui Dodecil sulfato de s6dio, 0 SDS)

N&o-ibnicos Alcoois etoxilados (inclui Triton X-100)
Polisorbatos (inclui Tweens)
Catidnicos Sais de amdnio alquil quaternarios

Surfactantes anfoteros Lectina

(Fonte: Adaptado de Van Hamme, 2006).

Muthukumar et al. (2007), observou em ensaio realizado com dois

surfactantes nado-ibnicos, um deles o Triton X-100, que surfactantes nao-
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ibnicos também possuem propriedade biocida em combustivel diesel,

controlando a contaminacao microbiana com 0,1 % v/v de surfactante.

Os efeitos toxicos dos agentes tensoativos sobre as bactérias sao
em grande parte da ruptura direta da membrana celular ou reacbes do
surfactante com enzimas essenciais para o0 funcionamento da célula.
Surfactantes com estrutura quimica similar podem exercer efeitos amplamente
variaveis sobre as espécies bacterianas (Rouse et al., 1994; Song & Bielefeldt,

2012).

Segundo Van Hamme (2006), os agentes tensoativos podem
exercer efeitos toxicos por causar a ruptura da membrana levando a lise
celular, pelo aumento da permeabilidade da membrana provocando o
vazamento de metabdlitos e pela alteracdo da estrutura fisica da membrana ou
pelo rompimento das conformagBes das proteinas, interferindo com
importantes funcdes da membrana, como geragao de energia e transporte. Os
mecanismos de resposta dos microrganismos a estas a¢des dos surfactantes
pode depender de uma variedade de fatores como a estrutura celular,
capacidade de biodegradacdo ou efluxo, concentracdo do surfactante,

biodisponibilidade e outras condigcbes ambientais.

3.5 Controle da biodeterioragcdo em tanques de armazenagem

A adocdo de medidas eficazes para suprimir 0 crescimento
microbiano nos tanques de estocagem de combustivel incluem método fisicos,

assim como as boas praticas de armazenamento, e métodos quimicos como a
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adicdo de biocidas que impedem o desenvolvimento de microrganismos
(Yemashova, 2007; Raikos et al., 2012).

Onde os problemas em locais de distribuicdo de combustiveis foram
recorrentes, em uma questao de semanas depois do tratamento com biocida,
€ possivel que o tratamento ndo tenha sido totalmente eficaz em virtude da
falha do biocida em penetrar em biofilmes acumulados nas linhas de tubulacéao
de combustiveis (Hill & Hill, 2009). Sendo assim, os procedimentos de limpeza
e drenagens regulares sdo medidas fisicas que impedem o acumulo da agua
formada nos lastros e constituem-se em uma forma estratégica no controle da
infeccdo microbiana (Passman, 2005; Siegert, 2009; Klinkspon, 2009).

Segundo Passman (2003), as estratégias que podem ser realizadas
a fim de se evitar a contaminacédo podem ser:

- Tanques projetados para facilitar a remocéo da agua e de sélidos
presentes no fundo dos tanques;

- Amostragem e analises frequentes do combustivel para avaliacdo
da contaminacao, elemento critico para uma efetiva estratégia de controle da
biodeterioracao;

- A remediacdo comeca com prevencao porque 0S microrganismos
necessitam de agua para o seu desenvolvimento e uma intensiva pratica de
remocado de agua € importante. Apdés a agua ser retirada do tanque uma
amostragem pode ser realizada para testar a possivel presenca de
microrganismos;

- Limpezas regulares do tanque (Boas praticas de armazenamento);

- Utilizacéo de biocidas.
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Os biocidas compreendem um grupo com amplo espectro de
produtos, com componentes e estrutura quimicas diversas. A utilizacdo de
biocidas sintetizados para uso em combustiveis e biocombustiveis tem sido
recomendada nos Estados Unidos e Europa (Bucker et al., 2010). Dois tipos
de biocidas utilizados em combustiveis amplamente conhecidos, séo

baseados quimicamente em isotiazolonas e oxazolidinas (Hill & Hill, 2009).

Uma das caracteristicas desejadas de um antimicrobiano para o uso
em tanques, é o amplo aspectro de atividade pois € preciso avaliar a
efetividade do biocida sobre outros microrganismos deteriogénicos do sistema
(Bucker et al.,, 2010). Os compostos de isotiazolonas sdo microbiocidas,
disponiveis em uma mistura de dois ou mais produtos quimicos de
isotiazolonas, usualmente 5-cloro-2-metil-4-isotiazol-3-ona e 2-metil-4-
isotiazol-3-ona (sigla MIT-CMIT) em uma propor¢cdo de 2,7:1 (Chervenak,

2000; Huber et al., 2010).

Bento & Gaylarde (2001), em avaliacédo de diferentes concentracdo
de isotiazolonas observaram que a levedura Candida silvicola foi um dos
fungos mais sensiveis as concentracdes de 60 ppm e 600 ppm do produto,
porém os fungos Aspergillus fumigatus e Hormoconis resinae foram mais
resistentes, sendo necessaria uma concentracdo maior de biocida por mais

tempo de contato para que o esporo se torne inviavel.

As oxazolidinas sao compostas de 3,3-methylene bis (5-
methyloxazolidine) (sigla, MBO), que pertence a classe de produtos com
potencial de serem liberadores de formaldeido (Groot et al., 2010) e soluveis

em agua (Gaylarde et al., 1999). O formaldeido é um agente alquilante que

age sobre todos os tipos de microrganismos. Seu mecanismo de a¢éo envolve
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a alquilacdo entre a aldoxila do formaldeido e os atomos de hidrogénio labeis
dos radicais amino (-NH), hidroxila (-OH) e carboxila (-COOH) de proteinas e
acidos nucléicos, impedindo que esses elementos celulares executem suas

funcdes (Rutala & Weber, 2008; Barbosa & Sartori, 2012).

Biocidas liberadores de formaldeido como o MBO, sdo misturados a
Oleos soluveis em agua, para inibir o crescimento excessivo de populacfes de
bactérias e fungos, incluindo espécies de Pseudomonas, redutores de sulfato
anaerébicos (Desulfovibrio desulfuricans) e fungos, como espécies de

Fusarium, Cephalosporium e Candida (Groot et al., 2010).

A concentracdo do biocida é um fator importante para a efetividade
da acdo do composto e o controle dos microrganismos, porém a utilizacdo de
grandes concentracdes de biocidas devem ser evitadas para se evitar reacdes
inesperadas e incompatibilidades, além de preocupa¢bes com a seguranca e

riscos ambientais (Hill & Hill, 2009).

A presenca de muitos aditivos no combustivel diesel tem sido
responsavel pelo aumento dos problemas ocasionados pela contaminacao
microbiana. Os testes realizados com biocidas sdo importantes para melhorar
as propriedades fisicas e quimicas do combustivel, devido a seu potencial
como estimuladores do crescimento microbiano. A utilizacdo de um aditivo por
microrganismos nao resulta somente no aumento de problemas causados pela
contaminacdo, mas também leva a neutralizacdo (decomposi¢cdo) do aditivo

(Gaylarde et al, 1999).
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Testes preliminares em microcosmos podem fornecer informagdes
gue razoavelmente podem prever o desempenho dos biocidas a campo. Na
medida do possivel os microcosmos devem ser montados levando-se em
consideracao as condicdes a campo (Passman, 2013). Os ensaios podem ser
realizados utilizando-se um inéculo n&do caracterizado, conforme sugerido pela
Norma ASTM E1259-10 (ASTM 2010d; Passman; 2013), para garantir que a
diversidade taxonomica de microrganismos encontrados nas condi¢cdes reais

(Passman, 2013).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Laminocultivos

Os laminocultivos utilizados foram o Nutrilab E e Nutrilab F da
fabricante Laborclin® (Parané/Brasil). O Nutrilab E destina-se a contagem de
microrganismos da familia das Enterobacteriaceae e contagem total de
microrganismos, contendo em uma face da lamina o meio de cultivo PCA (Agar
para contagem) e na outra face o meio de cultivo VRBA (Agar Bile Vermelho-
Violeta). O Nutrilab F destina-se a contagem de bolores e leveduras e
contagem total de microrganismos, contendo o meio de cultivo Agar O.G.Y.E.
(Agar de extrato de levedura oxitetraciclina glicose) em uma face e o meio de

cultivo PCA (Agar para contagem) na outra face da lamina.

O Agar para contagem (PCA) contém Cloreto de tetrazdlio (TTC),
que é utilizado como aceptor final de elétrons pelos microrganismos durante
seu o crescimento. O TTC é oxidado dentro da célula a Trifenil Formazan
(TPF), o que torna as colbnias vermelhas, e por esta razao foi adicionado ao
meio, facilitando a visualizagcdo do crescimento de microrganismos (Souza et

al, 2005).
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Para observagao da estimativa da concentracdo de microrganismos
em laminocultivos é necessaria a comparacdo do crescimento no meio de
cultivo da lamina com o gabarito disponibilizado na bula do produto, como visto

na Figura 2.

10° 10° 10* 10° 10°
Contagem de colbnias/mL

Figura 2. Gabarito de correspondéncia do numero de UFC.mL™
(Unidades Formadoras de Colénia/Mililitro).

4.2 Meios de cultura para Contagem em Placa
Para contagem total de bactérias utilizou-se o meio Agar para
contagem (PCA) (Anexo 9.1.1) e para bolores e leveduras o Agar Batata

dextrose (BDA) (Anexo 9.1.2).

4.3 Combustiveis

Foram utilizadas amostras de combustiveis fornecidas pela Base de
Distribuicdo da Ipiranga Produtos de Petréleo S/A, Canoas, Rio Grande do Sul.
Foram utilizados o diesel composto com até 50 mg.Kg™ de enxofre (Anexo
9.2.1) e o biodiesel produzido a partir de soja e sebo bovino (75:25) (Anexo

9.2.2). A mistura de B10 foi preparada em laboratério com provetas
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desinfetadas e posteriormente foi esterilizada pela passagem em filtro contendo
membrana filtrante (0,22 pm) (Milipore) em sistema de vidro estéril e um
Kitassato. O combustivel estéril foi entdo armazenado em frasco de vidro
previamente esterilizados em autoclave a 121 °C a 1 atm, e coberto com

aluminio para evitar a fotoxidacéo (Bucker, 2009).

4.4 Ensaio comparativo para estimativa em fase aquosa

44.1 Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados neste ensaio foram: a bactéria Bacillus
pumilus, isolada de borra oleosa de centrifuga de 6leo diesel. A levedura
Candida silvicola e o fungo Paecilomyces variotii, isolados de mistura de diesel

e biodiesel e identificados por Bucker et al. (2011).

4.4.2 Padronizacéo dos inéculos

Os microrganismos foram padronizados a partir do crescimento de
culturas de 24 horas para a bactéria Bacillus pumilus, 48 horas para a levedura
Candida silvicola e de 7 dias do fungo Paecilomyces variotii. No cultivo de
Bacillus pumilus em meio inclinado de Agar nutriente (Anexo 9.1.3) e da
Candida silvicola em meio inclinado Agar malte (Anexo 9.1.4), adicionou-se
uma aliquota de 2 mL de solucdo salina 0,085 g.L™ (Anexo 9.1.5), para
concentracéo e suspenséao das celulas bacterianas e leveduriformes. No cultivo
do fungo Paecilomyces variotii, em meio inclinado agar malte (Anexo 9.1.4) foi
adicionado uma aliquota de Tween 80 na concentracdo de 0,01 % v/v para

evitar a agregacao dos esporos.
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Foi realizada em camara de Neubauer a contagem de
células/esporos.mL™ e preparadas em frascos estéreis de poliestireno com
capacidade de 50 mL, no volume final de 40 mL, as solugbes nas
concentracdes de 10° a 10 UFC.mL™.

4.4.3 Estimativa dos microrganismos por contagem em
placas

O Método de Contagem em Placa também €& um dos testes mais
utilizados para indicar o crescimento de células vidveis. E um método
demorado, visto que é necessario aguardar a multiplicacdo de uma célula
isolada no meio soOlido de modo que esta forme uma colbnia
macroscopicamente visivel, para ser contada. (Vermelho et al.,2006). Apos as
diluicbes seriadas, para isolamento e contagem de microrganismos, as
amostras diluidas seriadamente podem ser inoculadas de duas formas, pelo
espalhamento em superficie, onde uma aliquota da amostra € adicionada a
placas de Agar sélido ou entdo o espalhamento em profundidade (pour plate),
onde uma aliquota da amostra € inserida huma placa de Petri vazia e 0 meio
de cultura com 4agar, ainda liquido € adicionado posteriormente. O
procedimento é inadequado para uso in situ, mas é considerado um método de

referéncia preciso (Hill, 1997; Rauch et al., 2006).

O preparo das placas para contagem foi realizado de acordo com o
método de espalhamento, onde 100 uL da amostra de cada concentragéo de
microrganismos presentes em tubos estéreis com capacidade de 50 mL, eram
espalhados com o auxilio da alga de Drigalski em placas de meios de cultura
Agar malte, para a levedura e o fungo filamentoso e Agar nutriente,

para a bactéria. As maiores concentracdes foram diluidas entre 10> a 10° em
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tubos de 1 mL, com 900 pl de solucdo salina 0,085 g.L™ mais 100 pl da solugéo
com microrganismos e diluidas em série, para poder se realizar a contagem de
colénias por mL em placa e avaliadas juntamente com o0s resultados

apresentados pelos laminocultivos.

444 Estimativa de microrganismos pelos laminocultivos

Os laminocultivos foram mergulhados dentro das solucdes de cada
microrganismo por aproximadamente 10 segundos e entdo foram

acondicionados em sua embalagem.

A imersdo dos laminocultivos foi realizada de acordo com as
instrugbes do fabricante Laborclin® onde, as amostras devem ser inoculadas
prontamente ap0s 0 seu preparo, removendo-se o lacre e mergulhando as
laminas com os meios no fluido em andlise, e voltar a adaptar a tampa com as
laminas no frasco logo apés a imersdo, rosqueando e fechando a tampa.
Incubar na temperatura e tempo adequado para 0 microrganismo a ser isolado
e apds observar o crescimento de colénias em cada meio comparando o
resultado, ou seja, a forma de dispersédo das coldnias sobre a superficie da
lamina com o padrdo do gabarito na bula do laminocultivo, para se obter o

resultado em UFC.mL™.

4.4.5 Condicdes de crescimento e avaliacao

A bactéria B. pumilus, incoculada em placas e nos laminocultivos,
nas concentracdes determinadas, foi incubada por 48 h a 35 °C e a levedura C.
silvicola e o fungo P. variotii por 48 h - 96 h a 28 °C. Os resultados da
contagem dos laminocultivos sdo representados por UFC.mL™ avaliando-se

visualmente seu grau de contaminacdo de acordo com o0 gabarito
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disponibilizado nas instru¢gdes do fabricante para o uso do produto. As placas

foram incubadas em conjunto com os laminocultivos.

4.5 Estimativa de microrganismos na fase oleosa

4.5.1 Ensaio preliminar para estimativa em fase oleosa

Para a estimativa de microrganismos em fase oleosa foi avaliado o
cenario de uma contaminacéo alta na faixa de 10° UFC.mL™. Foram avaliadas
as amostras de combustivel B10 e B100 com e sem diluicdo em solucéo Salina

0,085 g.L™.

O experimento foi montado em frascos de vidro de 100 mL, com
uma fase aquosa/ oleosa na proporcdo de 1:10. Para a fase aquosa foi
utilizado agua de lastro (Anexo 9.2.4) proveniente de tanques de armazenagem
de mistura B5. Na fase oleosa foi utilizada as mistura B10 e o biodiesel puro
(B100), conforme recebidos. Com relagdo ao nivel de contaminacéo
microbiana, foi estimada uma concentracdo de 10° de esporos e células.mL™
de uma borra biolégica coletada de um tanque de armazenagem com B5,

conforme sugerido pela Normal ASTM E1259-10.

As amostras foram colhidas dos frascos de ensaio nos tempos de 0 dias,
14 dias, 21 dias e 30 dias e 0 monitoramento microbiolégico foi realizado com

0s laminocultivos Nutrilab E e Nutrilab F.
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4.5.2 Solugcbes de diluentes e surfactantes para diluicdo e

estimativa em fase oleosa

Para se evitar a subestimacdo da contaminacdo microbiana,
previamente inoculada na amostra de 0leo diesel B10 foi conduzida a etapa de
avaliacdo de solucdes e surfactantes para a diluicho da amostra de
combustivel e sua avaliagdo por laminocultivos e contagem em placa.

A normativa M 07-070/92 da organizacdo de acreditacdo e
certificacdo francesa AFNOR (Hill, 1998), prevé as amostras de combustivel
devem ser diluidas em Tween 80 0,1 % v/v antes de serem testadas pelo
método de laminocultivos. O laboratério fabricante dos laminocultivos
Laborclin®, recomenda a diluicdo de amostras viscosas/oleosas em diluente
estéril apropriado. Desta forma, foi realizada a avaliacdo de diferentes
surfactantes quimicos: Tween 20, Tween 80 (Delaware®), SDS e Triton X-100
e, duas solucdes utilizadas em laboratorios de microbiologia (Solu¢do salina
0,085 g.L™* e goma xantana 1 g.L™* da marca Sporiti®) na formac&o de solucdes
(ou emulsbes) o6leo/agua para analise microbiolégica com a utilizacdo de
laminocultivos Nutrilab E (PCA/bactérias) e Nutrilab F (PCA/leveduras e fungos
filamentosos).

Em triplicata, foi preparada a diluicho de uma amostra da mistura
B10 com adicdo de uma concentracdo de microrganismos-teste com indculo de
10* UFC.mL™?, nas solucdes descritas anteriormente na proporcédo de 1:10
(solucéo aquosa/dleo)

Em tubos estéreis de poliestireno com capacidade de 50 mL foram

preparadas diluicdbes de 5 mL de cada fraco com B10 em 40 mL de Solucdo
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Salina 0,085 g.L™, Tween 20 0,01 % v/v, Tween 80 0,01 % v/v, , Triton X-100

0,01 % v/v, SDS 0,1 g.L™! e Goma Xantana 1 g.L™.

ApoOs a agitacdo das solucdes, os laminocultivos foram imersos nas
mesmas, e foram retiradas aliquotas de 100 ul para placas com meios de

cultura Agar nutriente e Agar malte para contagem de UFC.mL™ em placa.

4.6 Determinacao do volume de amostra

A fim de se avaliar a representatividade do volume de amostra para
analise microbiolégica de o6leo combustivel diesel e agua de lastro, foram
realizados ensaios levando-se em consideracdo o volume de amostra
requerido na normativa IP 385/99 (50 mL de combustivel e 1 mL de agua), o
volume requerido e sugerido no kit microbiolégico, desenvolvido pelo
laboratorio Echa Microbiologia Ltd. (Reino Unido), MicrobMonitor (0,1 mL - 0,25
mL) e o volume de amostra requerido para a analise pelo método alternativo
de laminocultivos (5 mL de combustivel e 1 mL de agua).

Foi avaliada a amostra de mistura (B10), esterilizada por filtracdo em
membrana 0,22 pm, onde se inoculou todo o consoércio, 0s microrganismos
citados anteriormente, em uma concentracdo de 10* UFC.mL™. A partir das
triplicatas de cada amostra foram avaliados os volumes de 1 mL, 5 mL, 25 mL,
50 mL e 100 mL por contagem em placa e por laminocultivos.

Dos resultados observados foram obtidas as médias para os graficos
correlacionando a sensibilidade guantitativa, do método de contagem em placa

e do método dos laminocultivos, com o gradiente de volume.
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4.7 Validacéo da fase oleosa

4.7.1 Microrganismos

Nessa etapa de validagdo de um método microbiolégico quantitativo,
alternativo, na estimativa da contaminagdo microbiana em combustiveis, foram
utilizados isolados microbianos representantes de diferentes categorias de
microrganismos (Mattos et. al., 2009): uma bactéria gram-positiva, Bacillus
pumilus, uma bactéria gram-negativa Pseudomonas, uma levedura a Candida
silvicola e um fungo filamentoso o Paecilomyces variotii. Esses microrganismos
foram selecionados por serem encontrados como potenciais degradadores de
hidrocarbonetos em amostras de combustiveis, isolados de ensaios anteriores
(Bento & Gaylarde, 2001; Bucker et al., 2011).

Em um, primeiro momento realizou-se 0 ensaio com a levedura
Candida silvicola. O preparo do in6culo foi realizado pela contagem de

células.mL™ em Camara de Neubauer e pela contagem de células viaveis.

4.7.2 Ensaio em fase oleosa

Observando-se os critérios para validacao de método microbioldgico
quantitativo alternativo do capitulo 1223 da USP, Farmacopéia dos Estados
Unidos (2010), sendo esses a precisdo/reprodutibilidade, exatidao,
especificidade, limite de deteccdo e quantificacdo e linearidade, foram
realizados ensaios para a determinacdo desses parametros em amostras de
mistura B10. Para analise de todos os parametros citados anteriormente e
determinacdo da exatiddo, a avaliacdo foi realizada simultaneamente com o

método de andlise microbiolégica padrdo de combustiveis, a IP 385/99.
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4.7.3 Ensaio de precisao

Foi preparada uma suspensao de microrganismos na concentracao
méaxima de 10’ UFC.mL™ delimitada pelo método de laminocultivos diluida
serialmente até a concentracdo minima 10> UFC.mL™? de sensibilidade do
método, correspondendo a concentracdo minima capaz de ser detectada. Entre
esses limites foram preparadas 6 concentracdes de microrganismos (102
UFC.mL*, 10° UFC.mL?, 10* UFC.mL™, 10° UFC.mL™, 10° UFC.mL™" e 10’
UFC.mL™) contendo 10 réplicas de cada concentracdo. A partir dos resultados
foi possivel calcular o desvio padrdo das estimativas estatisticamente

significantes.

4.7.4 Ensaio de limite de deteccao e de quantificacao.

Para determinacdo do limite de deteccao, realizou-se a inoculacéo
dos microrganismos selecionados e seriadas diluicdes, até 102, de uma
concentracdo de aproximadamente 50 UFC.mL™. O limite de deteccéo sera
observado pelo menor nimero de microrganismos que pode ser detectado pelo
método alternativo. A partir da menor quantidade de microrganismos, na
amostra que, podem ser detectados, mas ndo quantificados necessariamente
em um valor exato de células viaveis quando comparado ao método padréo
(Taverniers, De Loose & Bockstaele, 2004).

O limite de quantificac&o ir4 corresponder a concentracdo de células
viaveis de microrganismos quantificaveis, com um coeficiente de variacdo
(%RSD) ndo maior que 15 % (USP, 2010), obtida tanto pelo método padrdo
como pelo método alternativo de laminocultivos, determinando o seu limite de

quantificacdo com precisao (Thompson et al, 2002).
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O limite de deteccgéo e o limite de quantificagéo séo determinados a

partir da realizagdo do ensaio com 6 réplicas da amostra a ser testada .

4.7.5 Ensaio de linearidade

O objetivo deste ensaio é avaliar a habilidade do método alternativo
em produzir resultados proporcionais a concentracdo de microrganismos
presentes nas amostras, através do intervalo do teste, pela selecdo de 5

concentracbes de cada microrganismo padrdo em 6 réplicas de cada

concentragao.

4.7.6 Ensaio para especificidade

A especificidade foi avaliada e demonstrada pela utilizacdo de
microrganismo de categorias diferentes (bactérias e fungos) em meios de
cultura opostos ao que estes sdo designados. O laminocultivo Nutrilab E,
utilizado para o crescimento de bactérias e para contagem total, foi imerso em
tubos de poliestireno estéreis de 50 mL, com suspensfes de esporos e células,
respectivamente, de Paecilomyces variotii e da Candida sp. O laminocultivo
Nutrilab E, utilizado para contagem de fungos e leveduras e para contagem
total, foi imerso em tubos de poliestireno estéreis de 50 mL contendo solucdes

de bactérias Bacillus pumilus e Pseudomonas.

4.8 Estimativa da contaminagdo microbiana em fase

aguosa e oleosa da mistura B10 com adi¢céo de biocida.

4.8.1 Biocidas
Neste experimento avaliou-se a efetividade de dois produtos

designados pelo seu ingrediente ativo como MBO-50 e MBO-100 na
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concentracdo de 0 mg.Kg™ (ppm), 500 mg.Kg™ (ppm) e 1.000 mg.Kg™ (ppm),
em amostras de 6leo combustivel B10 em microcosmos, com fase aquosa
composta pelo meio mineral Bushnell-Hass (Anexo 9.1.6). As concentragdes
foram indicadas pelo fabricante dos produtos. O produto designado MBO-50
utilizado é um aditivo multifuncional com mistura de Oxazolidina, que contém
50 % v/v de MBO-3,3-methylenebis(5-methyloxazolidine). Biocidas com 50 %
de fracdo antimicrobiana MBO, sao insollveis ou pouco solluveis em agua e

considerados aditivos multifuncionais.

O produto designado MBO-100 € o componente antimicrobiano em
sua formulacéo pura de MBO -3,3-methylenebis (5-methyloxazolidine). Solavel
em fase aquosa e de acordo com a concentracdo deste na fase aquosa é

facilmente degradado.

4.8.2 Montagem dos microcosmos

Foram montados em frascos de vidro (microcosmos), contendo 20
mL de fase aquosa (Bushnnel- Hass) (Anexo 9.1.6) e 60 mL de fase oleosa. Foi
utilizada a mistura B10 com 90% v/v de 6leo diesel S50 (9.2.1) contendo 10 %
v/v de biodiesel de soja (9.2.2).

O in6culo microbiano néo caracterizado constituiu-se da mistura de
lodos biolégicos retirados de tanques de armazenamento de biodiesel (B5),
conforme sugerido na Norma ASTM E1259-10. As andlises foram conduzidas
em tanques com dois diferentes niveis de contaminagdo: baixa, sendo a
condicdo do combustivel conforme recebido (10° UFC.mL ™); e média, em que
houve a adic&o de in6culo microbiano na concentragéo de 10° UFC.mL™.

Os biocidas foram previamente adicionados ao combustivel, e apés

a homogeneizacao, a fase oleosa foi adicionada aos frascos. O experimento foi
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realizado com amostras destrutivas e trés réplicas para cada tratamento. Todos
os frascos foram previamente agitados para homogeneizacdo do conteudo e
acondicionados em caixas fechadas mantidas em temperatura ambiente. Os

tempos amostrais foram 0 dias, 14 dias, 28 dias, 42 dias e 60 dias.

4.8.3 Analises para estimativa da contaminacdo por
laminocultivos e por contagem em placa.

O monitoramento da contaminacdo da fase aquosa foi analisada
pelo método padrédo de contagem em placa em superficie nos meio de cultura
PCA e BDA e com os laminocultivos Nutrilab E e Nutrilab F , sendo realizada a
aplicacao de 1 mL em cada face das laminas contendo os meios de cultivo.

A estimativa da contaminacdo em fase oleosa foi realizada pela
diluicdo de 5 mL do 6leo B10 (volume estabelecido na sessao 4.6) em 40 mL
de solucdo de surfactante Tween 80 0,01 % e também pelo método de

contagem direta em placa em meio PCA e BDA para obtencdo da UFC.mL™.

4.9 Laminocultivos: Monitoramento em tanques piloto de

20 L

O experimento foi conduzido em 8 tanques de aco carbono, com
capacidade para 20 L. A estes tanques foram adicionados 1 % v/v de agua de
lastro (pH 4,5) (Anexo 9.2.4), de tanques de armazenamento de diesel. A
mistura B10, foi confeccionada com o6leo diesel com 50 ppm de enxofre (BO)
(Anexo 9.2.1), e biodiesel (B100- produzido a partir de soja e sebo bovino-
75:25) (Anexo 9.2.3). Os resultados do monitoramento em tanques de 20 L

foram obtidos em duplicatas.
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Avaliou-se a efetividade do biocida presente no aditivo
multifuncional, designado como MBO-50 que contém cerca de 50 % do biocida
MBO (3,3’-methylene bis (5- methyloxazolidine) na concentracao final de 1000
ppm.

O in6culo microbiano ndo caracterizado constituiu-se da mistura de
lodos biolégicos retirados de tanques de armazenamento de biodiesel (B5),
conforme sugerido na Norma ASTM E1259-10. As andlises foram conduzidas
em tanques com dois diferentes niveis de contaminacdo: baixa, sendo a
condicdo do combustivel conforme recebido (10° UFC.mL ™); e média, em que
houve a adicéo de in6culo microbiano na concentracdo de 10° UFC.mL™.

As coletas de amostras para verificacdo de contaminacdo através
dos kits de laminocultivos Nutrilab E e F (Laborclin®) foram conduzidas nos
tempos 0 dias, 7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias, 60 dias e 90 dias, porém sem
ser realizada, simultaneamente, a estimativa referente ao método padrao de
contagem em placas de meio de cultura. A coleta das amostras correspondeu
a: 8 amostras de 6leo de superficie, 8 amostras de 6leo de fundo e 8 amostras
de agua de lastro por cada tempo analisado. De acordo com orientacdo do
laboratorio fabricante, as analises dos o6leos foram feitas pela diluicdo na
proporcdo 1:10 em solucdo salina 0,085 g.L™* (solucdo testada anteriormente) e
as amostras de &gua de lastro foram diretamente inoculadas nos
laminocultivos. Em cada amostra diluida mergulhou-se o0s laminocultivos
Nutrilab E e o Nutrilab F por 10 segundos, sendo que ap0s a identificacao,
foram levados para estufa de 35 °C e 28 °C respectivamente. Os resultados
foram avaliados ap6s o periodo de 48 horas, 72 horas e até 96 horas e obtidos

em UFC.mL™?, conforme bula do fabricante.
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4.10 Analise estatistica

Os dados da andlise de crescimento microbiano (UFC.mL™) foram
interpretados a partir da analise de variancia (ANOVA) complementado pelo
teste de Tukey, de comparacdo mdultiplas entre as meédias, com nivel de
significancia de 95 % (p<0,05). Foi utilizado o programa Statistica (StatSoft®),
versao 7.0.

Para a analise estatistica no ensaio de validacdo de amostra
utilizaram-se as referéncias de analises estatisticas estipuladas pela
Farmacopeia dos Estados Unidos, (USP sigla, em inglés) Capitulo 1223 de
2010, para o ensaio de exatiddo do método se realizou a analise de variancia
das amostras (ANOVA). No ensaio de precisdo o coeficiente de variacdo do
meétodo foi calculado e comparado com os valores da USP Capitulo 1223
(Anexo 9.2.5), para a metodologia de referéncia de contagem em placa. Para o
limite de deteccdo foi observado o menor numero de microrganismos
encontrado nas réplicas das amostras e, o limite de quantificacdo, o menor
namero de microrganismos estimados com precisdo pelo método alternativo. A
linearidade foi determinada pelo quadrado do coeficiente de correlagéo (R?),
em uma andlise de regressao linear utilizando-se o programa Microsoft Excel®
(2007).

Os graficos obtidos nos ensaios de estimativa em fase oleosa,
monitoramento em tanques de 20 L e na estimativa da contaminagdo em fase
aguosa e oleosa com adi¢cao de biocidas e o desvio padrao das amostras foram

calculados utilizando a funcdo disponivel no Microsoft Excel® (2007).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios para estimativa em fase aquosa

A andlise da metodologia alternativa de laminocultivos foi realizada
utilizando-se um método de preparacao e estimativa prévia das concentracdes
de cada microrganismo, para comparacao de um método padréo de Contagem
em Placa por Espalhamento em superficie. As contagens de células viaveis,
obtidas pelos laminocultivos, s&o realizadas a partir da comparacdo com o
gabarito, disponivel na embalagem do produto, para estimativa em UFC.mL™.
Observou-se contagens comparaveis com a contagem de UFC.mL™ pela

metodologia padrao de espalhamento em superficie de placa de Petri.

Os resultados para cada microrganismo avaliado nas duas
metodologias (padrdo e laminocultivo) estdo apresentados em tabelas e
figuras. Foram escolhidos 3 representantes de microrganismos (bactéria e
fungo filamentoso e leveduriforme) considerados como deteriogénicos de 6leo
diesel B e serdo apresentados os resultados da estimativa da populagéo
microbiana em fase aquosa.

Observou-se que os resultados obtidos pelo método padrdo de
contagem em placa estao correlacionados com os de laminocultivos, levando-

se em consideracéo a sensibilidade e limite de deteccéo do laminocultivo (102
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UFC.mL™ — 10° UFC.mL™). Desta forma, todas as concentracdes preparadas
acima de 10° UFC.mL™, pelo laminocultivo s&o detectadas como 10° UFC.mL™.

Na estimativa das concentracdes da bactéria Bacillus pumilus
observadas em Agar PCA no laminocultivo, em 48 horas de incubagéo a 35 °C
foi possivel observar a correlacdo com a técnica padrdo de contagem em

placa, segundo a Tabela 3.

Tabela 3. ConcentracBes das solucbes pelo gabarito da bula versus contagem da
concentracdo em placa. Bacillus pumilus

Concentracéo das Concentracéo pelo Gabarito Contagem de UFC.mL™ das
solugdes UFC.mL™ (laminocultivos) placas de Petri (Agar nutriente)

10° 10° 1,9+0,5 x10°

108 10° 2,1+0,4 x10°

10’ 10° 5,4+0,5 x10’

10° 10° 3,5+0,6 x10°

10° 10° 4,1%0,1 x10°

10* 10* 1,1+0,2 x10*

10° 10° 2,2+0,3 x10°

10° 102 3,3+0,2 x10°

A presenca do indicador-redox (sais de tetrazolio) presente no meio
de cultura do laminocultivo (Figura 3), para a estimativa de bactérias, permite
gue as colbnias aparecam de cor vermelha, facilitando a visualizagdo. Por esta
razdo, foi observado o aspecto avermelhado sobre toda a superficie do
laminocultivo, na condicdo considerada de alta contaminagéo com 10’ UFC.mL"
! Com uma concentracéo alta de bactérias, a superficie do meio de cultura

colocado na placa, ficou recoberta por uma massa branca, impossibilitando a
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contagem. Constatou-se na superficie do laminocultivo, que as colbnias
(pontos vermelhos) ficaram evidentes no caso da média contaminacdo. Na
condicdo de baixa contaminagcdo, o que era esperado, apenas algumas
colénias cresceram afastadas, tanto na placa como na superficie do

laminocultivo.

Figura 3. Crescimento da bactéria Bacillus pumilus no meio de
cultivo PCA que contém o indicador redox TTC, do
laminocultivo Nutrilab E. (1- PCA sem crescimento; 2- PCA 10°
UFC.mLY; 3- PCA 10° UFC.mL™).

Da mesma maneira sob incubacdo a 28 °C, em 48 horas observou-
se, primeiramente os resultados obtidos pelo microrganismo Candida silvicola
no laminocultivo em meio PCA e Agar Ogye e a contagem em placa em Agar

malte, como pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracbes das solugbes pelo gabarito da bula versus contagem da
concentracdo em placa. Candida silvicola.

Concentracédo das Concentracdo pelo Gabarito Contagem de UFC.mL™ das
solucgdes UFC.mL™ (laminocultivos) placas de Petri (Agar malte)
10° 10° 1,3x0,5 x 10°

108 108 2.4+0,9 x 108
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10’ 10° 1,2+0,4 x 10’
10° 10° 2,3+0,1 x 10°
10° 10° 2,2+0,4 x 10°
10* 10* 1,2+0,3 x 10*
103 103 1,5+0,2 x 10°
102 10? 3,6+0,2 x 102

Na condicdo méxima de deteccdo do laminocultivo de 10° UFC.mL™
foi observado, que o aspecto visual da placa e do laminocultivo foi similar
(Figura 4). A superficie do meio de cultura colocado na placa, assim como da
superficie do laminocultivo estava recoberto pela levedura (aspecto branco do
crescimento), sendo possivel diferencia-lo da concentracdo de 10° UFC.mL™, ja
gue nessa ainda era possivel visualizar as colbnias separadas, e ndo como

uma camada Unica.

1 l 2 3
Figura 4. Crescimento da levedura Candida silvicola no meio de cultivo

Agar Ogye, do laminocultivo Nutrilab F. (1- Agar Ogye sem
crescimento; 2- Agar Ogye 10° UFC.mL™; 3- Agar Ogye 10° UFC.mL™).
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Na Tabela 5, pode-se observar a correlacdo das concentracdes
estimadas em laminocultivos e por contagem em placa em 72 horas sob

incubacédo a 28 °C para o fungo filamentoso Paecilomyces variotii.

Tabela 5. Concentracdes das solucbes pelo gabarito da bula versus contagem da
concentracdo em placa por mL. Paecilomyces variotii.

Concentracéo das Concentracdo pelo Gabarito Contagem de UFC.mL™ das
solucdes UFC.mL™ (laminocultivos) placas de Petri (Agar malte)
10° 10° 2,1+0,4 x10°
10’ 10° 3,240,4 x10’
10° 10° 2,4+0,5 x10°
10° 10° 1,7+0,9 x10°
10* 10* 6,6+0,6 x10*
10° 10° 1,0+0,3 x10°
10° 10° 1,1+0,3 x10°
10* 10° 3,0£0,2 x10*

O crescimento deste fungo é diferente do observado pela levedura.
O fungo produz uma massa de hifas, com a coloracdo amarela escura e
aspecto aveludado. Na condicdo de baixa contaminagdo, o que era esperado,
apenas algumas colbnias cresceram afastadas, tanto na placa como na
superficie do laminocultivo. Foi possivel visualizar que a contaminacédo pelo
fungo recobriu toda a superficie no meio de cultura especifico para seu
crescimento, em concentragcdes acima de 10° UFC.mL? (Figura 5). Porém,
apesar de seu crescimento apresentar este desenvolvimento conseguiu-se
diferenciar as colénias para uma contagem favoravel nas concentracdes

menores a 10 UFC.mL™.
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Durante a incubacédo do laminocultivo Nutrilab F, notou-se que o
fungo Paecilomyces variotii pode crescer no meio PCA, mas é conveniente
ressaltar que o meio de cultivo destinado para estimativa da concentragao de

UFC.mL™ de fungos é o Agar Ogye.

--"'1

B & &

Figura 5. Crescimento do fungo filamentoso Paecilomyces variotii no
meio de cultivo Agar Ogye, do laminocultivo Nutrilab F. (1- Agar Ogye
sem crescimento; 2- Agar Ogye 10° UFC.mL™; 3- Agar Ogye 10°
UFC.mL™).

Na comparacdo com o método padrao de contagem em placa, os
laminocultivos apresentaram correspondéncia na estimativa de bactérias,
fungos e leveduras. No entanto podem haver diferencas na deteccado de
determinados microrganismos para cada tipo de laminocultivo e também
diferencas no limite de quantificagdo de microrganismos entre os laminocultivos

disponiveis no mercado (Bailey & May, 1979, Vanderzwaag et al., 2009).

Anacleto et al. (2009), conseguiram observar correspondéncia na
analise da contaminacdo microbiana por Escherichia coli, na urina de criancas

internadas em ambulatério, entre o nUmero de microrganismos que cresceram
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no laminocultivo e o nimero de coldnias cultivadas pelo método padrdo de

referéncia.

Pela visualizacdo das placas e laminocultivos, correspondentes a
inoculacdo em mesma concentracdo, observou-se a correlacdo das técnicas
exceto para as concentracdes das solucdes de 10° UFC.mL™ a 10°UFC.mL™ e
em diante, que ndo apresentam diferencas que possam ser visualizadas no
laminocultivo, devido a sua sensibilidade de deteccdo de até 10° UFC.mL™ de

acordo com o laboratério fabricante (Nutrilab, 2008).

A partir deste ensaio preliminar podemos observar algumas
caracteristicas referentes ao laminocultivo como, o crescimento de bactérias
em meio PCA e/ou VRBA, o crescimento de leveduras em meio Agar Ogye e
PCA e o crescimento de fungos em Agar Ogye com possibilidade de
crescimento de algumas colonias em PCA, tempo e temperatura de incubacao
em estufa e confirmar o crescimento de microrganismos conhecidamente
deteriogénicos de Oleo diesel e misturas com biodiesel nos laminocultivos

utilizados neste ensaio.

5.2 Estimativa em fase oleosa

5.2.1 Ensaio preliminar para estimativa em fase oleosa

Nesta etapa de experimento o objetivo foi verificar a diferenca que
pode ser encontrada na estimativa da contaminacdo, caso a amostra de

combustivel contaminada n&o seja diluida.

Nas estimativas de contaminacdo microbiana realizadas e
avaliadas durante 30 dias de experimento, notou-se uma falta de

correspondéncia na comparacdo do crescimento obtido pelos kits
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microbiolégicos de laminocultivos. Esta diferenca foi observada mais
evidentemente quando as amostras ndo eram diluidas, sendo imersas
diretamente na solucéo do frasco do experimento com a agua de lastro com a
contaminac&o da borra oleosa de 10° UFC.mL™ nas amostras de combustiveis

mistura B10 ou B100, obtendo-se um pequeno volume para inoculagao.

Pdde ser observado neste ensaio que quando as amostras de
combustivel B10 e B100 eram diluidas em soluc&o salina 0,085 g.L™ e quando
era realizada a imersdo dos laminocultivos nessa mistura de fase aquosa e
fase oleosa, apés agitacdo a estimativa de células viaveis dos microrganismos
presentes na fase oleosa tinha um aumento na contagem quando comparadas

as mesmas amostras sem a diluigéo.

Isso possivelmente porque, as microgoticulas do combustivel, com
células de microrganismos, migrariam para a fase aquosa (White et al, 2011) e
provavelmente estas células poderiam se aderir mais facilmente as faces dos

laminocultivos, possibilitando o seu desenvolvimento.

Na Figura 6, pode se observar os resultados do monitoramento
microbioldgico da fase oleosa por 30 dias, com a amostra de combustivel B10
diluida e ndo diluida. A comparacdo das médias demonstram que a relacao
estatisticamente significativa (p<0,05), é diferente para as médias obtidas pelas
amostras diluidas e as amostras ndo diluidas. Os resultados observados no

combustivel B100 sdo comparaveis aos observados na mistura B10.
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Concentragdo UFC.mL! (log.o)
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Figura 6. Estimativa em UFC.mL™" dos laminocultivos da amostra de combustivel
B10 com e sem diluicdo em solucéo salina 0,85% no meio de cultivo PCA.

O fator tempo n&do apresentou uma relacao significativa (p>0,05)
com a estimativa da concentracdo de microrganismos nos meios de cultivo
PCA e BDA, tanto para estimativa de microrganismos em mistura B10 como no
B100. Isso significa que independente do tempo, o nivel de contaminacao

microbiana variou pouco, na estimativa das populacées de fungos e bactérias.

McComb (2009), relata que em um estudo realizado por Hendrick et al.,
(1963) que ao examinar espécies microbianas encontradas em combustivel de
aviacdo, as culturas puras se mantiveram viaveis por mais tempo do que as
mantidas em culturas mistas. Sendo assim, provavelmente, o fato de ao longo
do tempo ndo haver crescimento microbiano significativo, pode ser justificado
pelo pequeno namero de células viaveis e, ainda em crescimento, disponiveis
no indculo formado a partir da borra biologica. Aléem do mais a borra bioldgica

ja poderia manter uma comunidade microbiana estabilizada e, que ao ser
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adicionada como indculo nos frascos de experimento, ndo sofreu alteracdes de

um crescimento microbiano ao longo do tempo de incubacéo de 30 dias.

Cerqueira et al. (2011), também observou em experimentos
comparando a biodegradacdo com culturas puras ou mistas que o consorcio de
bactérias testado demonstrou uma reducédo da populacdo microbiana no inicio
do periodo do incubacdo e que esta reducdo poderia estar relacionada ao
impacto da borra biolégica ao ser adicionada ao meio, o periodo de adaptacao

ou competicdo entre as espécies de microrganismos.

Na Figura 7 sdo apresentados os resultados da estimativa de células
viaveis obtidas pelo laminocultivo que contém o meio especifico para fungo,
Agar Ogye. No crescimento de microrganismos em combustivel B10 houve
uma similaridade no crescimento de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, ao decorrer dos dias, onde as contagens de UFC.mL*
permaneceram na mesma faixa de concentracdo, obtendo-se uma equivaléncia

no nimero de fungos e bactérias presentes.

Concentragéo UFC.mL (log1)

1,5 A —0— Sem diluicao
—&— Diluida
1 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (dias)

Figura 7. Estimativa em UFC.mL™ dos laminocultivos da amostra de combustivel
B10 com e sem diluicdo em solucéo salina 0,85% no meio de cultivo Agar Ogye.
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Pode ser observado que as amostras diluidas em solucéo salina
0,85 g.L, variam mais do que 1 log na estimativa da contaminacdo em
combustivel B10 do que as amostras de laminocultivos inoculadas diretamente
na amostra de combustivel. A contaminacdo na fase oleosa por
microrganismos foi significativa demonstrando uma maior estimativa das
células viaveis aos 30 dias de experimento. Quando os laminocultivos foram
imersos, sem diluicdo, foi observado um comportamento inverso na estimativa
da contaminacdo microbiana demonstrando ao final dos 30 dias uma
contaminac&o de aproximadamente 10° UFC.mL™. Esta faixa de contaminacao
corresponde a uma contaminacdo ambiental e provavelmente ndo haveria um

alerta ou tomada de ag&o no combustivel com este aspecto (Hill & Hill, 2009).

Nas Figuras 8 e 9 os resultados apresentados sao referentes a
estimativa de microrganismos em fase oleosa B100, nos meios de cultivo PCA
e Agar Ogye respectivamente. Na comparagdo das medias obtidas, pode-se
observar que as amostras diluidas diferem estatisticamente (p<0,05) das

amostras ndo diluidas.
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Figura 8. Estimativa em UFC.mL" dos laminocultivos da amostra de
combustivel B100 com e sem diluicdo em solucdo salina 0,85% no meio de
cultivo PCA.

N&o houve diferenca na estimativa entre amostras de B100 e da
mistura B10, em amostras diluidas, onde a estimativa ficou préxima aos 10°
UFC.mL™ no final dos 30 dias de ensaio. Pode ser observado que o
combustivel B100 nao foi favorecido por sua caracteristica higroscopica na
estimativa da contaminacdo sem a devida diluicdo, fornecendo contagens na

faixa de 10° UFC.mL™, assim como a mistura B10.

Segundo Hill et al. (1997) a metodologia tradicional de contagem
de células viaveis para quantificacdo de microrganismos em amostras aquosas
envolve a incubacéo e a leitura do numero de microrganismos em UFC. Este
meétodo pode ser realizado por dois procedimentos, a técnica de plagueamento
com a inoculagéo da amostra em meio de cultivo antes desse se solidificar, ou

o espalhamento em superficie de meio cultivo sélido da amostra testada.
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Nenhum destes métodos ¢é adequado para estimativa de
microrganismos em amostras ndo-aguosas porque, segundo o0 mesmo autor,
devido a caracteristica inerente aos combustiveis, estes ndo se dissolvem
adequadamente em uma fase aquosa, sendo necessaria a filtracdo da amostra
de combustivel ou a formacdo de uma emulsédo Oleo-agua para que o teste de

analise microbioldgica seja realizado.

Com este tipo de amostra ndo-aquosa, € realizado o procedimento
de filtracdo em membrana onde esta depois é inoculada em meio de cultivo
s6lido. Um método alternativo € a emulsificacdo da amostra ndo-aquosa antes

do procedimento convencional de contagem em placa.
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Figura 9. Estimativa em UFC.mL™ dos laminocultivos da amostra de
combustivel B100 com e sem diluicdo em solucdo salina 0,85% no meio de
cultivo Agar Ogye.

Rodriguez-Rodriguez et al. (2010) realizou a investigacdo da
contaminagdo por fungos filamentosos e leveduras em amostras de

combustivel provenientes de postos de distribui¢cdo, na Costa Rica, uma regido
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tropical, devido aos poucos relatos sobre a microbiota encontrada nestas
regibes. A enumeragdo dos fungos filamentosos e leveduras foi realizada
seguindo a metodologia padrdo ASTM D6974-04, similar a IP 385/99, onde
cada amostra de combustivel foi filtrada em membrana de nitrocelulose antes

de ser inoculada em meio de cultura BDA.

Durante o monitoramento microbioloégico de um grande numero de
estabelecimentos distribuidores de combustivel diesel, a fim de se garantir a
qualidade do produto estocado, a pratica de filtracdo da amostra de
combustivel demonstra-se dispendiosa e necessita de um técnico responsavel
com conhecimentos em laboratdrio de microbiologia para ser realizada. A
metodologia de laminocultivos € uma técnica mais rapida e simples de ser
realizada, mesmo por uma pessoa sem formacdo em laboratério de
microbiologia, sendo possivel adapta-la para o monitoramento in situ a partir da
diluicho da amostra de combustivel, possibilitando a recuperacdo das células

de microrganismos da fase oleosa.

Cooney et al. (1968), realizaram experimentos para determinar a
sobrevivéncia e o crescimento representativo de microrganismos, isolados de
sistema de combustiveis, quando eram colocados em solu¢do para
emulsificacdo com combustivel de aviagcdo JP4, como Unica fonte de carbono.
Os autores compararam os resultados observados com um sistema similar
contendo combustivel de aviagdo JP-4 ndo emulsificado. Foi possivel observar
neste estudo que o a contagem de células viaveis aumentou 4 logs durante o
periodo de incubacdo, no sistema de combustivel emulsionado e que o
crescimento de células para contagem em placa foi satisfatério quando as

amostras eram retiradas da emulsdao do combustivel.
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Embora, na solugdo salina utilizada n&o tenha sido adicionado
nenhum surfactante, foi possivel obter a estimativa da contaminacdo na
condicdo testada. Desta maneira foi possivel realizar a estimativa pelos
laminocultivos de modo fosse possivel realizar a comparag¢do com o gabarito e
assim obter a informacéo da contaminagdo em UFC.mL™. Este resultado pode
estar relacionado com a presenca da solucdo salina/éleo em contato com a
superficie do laminocultivo, devido a uma maior disponibilidade das goticulas

de 6leo com microrganismos.

Com os resultados obtidos nesta etapa de experimentos,
espera-se adequar a avaliacdo de solucdes oleosas diluidas apropriadamente,
para a estimativa de contaminacdo com os laminocultivos e, principalmente,
poder adaptar da melhor forma possivel esta andlise para avaliacdo da

contaminacao microbiolégica de combustiveis in situ.

5.2.2 Surfactantes para diluicdo e estimativa da contaminacgéo
na fase combustivel

A partir de ensaio realizado com uma concentragdo estimada de
microrganismos em mistura de combustivel diesel e biodiesel, onde os
laminocultivos foram diretamente imersos no 6leo notou-se uma diferenca de
concentragédo do crescimento observado nos laminocultivos e a concentragéo

previamente estabelecida.

Apds uma revisdo de literatura pode-se retomar algumas solucdes
descritas para formacdo de emulsdes Oleo/agua e adapta-las para a avaliagéo

da contaminacdo microbiolégica em amostras de combustivel diesel e biodiesel
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em mistura B10. A principal referéncia encontrada foi a normativa AFNOR M
07-070/92 - Combustiveis para motores diesel e instalacbes de aquecimento
domeéstico — Pesquisa de contaminacdo por microrganismos por meio de
ensaios em meio de cultivo em agar, a qual descreve a utilizacdo do Tween
80® na concentracdo de 0,1 % para diluicAo de amostras de combustiveis e
estimativa das concentracbes de microrganismos em laminocultivos (Hill,

1998).

Na comparacdo das médias pelo teste de Tukey, em nivel de
significancia de 5 %, foi observado que a resposta da andlise do laminocultivo
imerso diretamente na amostra de combustivel difere de todas as solucdes
avaliadas. Quando a amostra de combustivel € inoculada diretamente em placa
ou quando o laminocultivo é imerso diretamente em uma amostra de
combustivel, sem a apropriada diluicdo, a concentracdo de microrganismos na
fase oleosa é subestimada. Desta forma, sua diluicio € necesséaria para
garantir a correta interpretacdo da contaminacdo existente no combustivel

(Figuras 10 a e 10b).

Quando as solucdes diluentes foram testadas para estimativa na
metodologia padrdo de contagem em placa, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as solu¢des, o que demonstra a aplicacao
satisfatoria dessas solucdes para estimativa de células viaveis pelo método de
referéncia de contagem em placa, porém um efeito inverso € observado
quando as solugbes sao utilizadas para estimativa de células viaveis pelo
meétodo alternativo de laminocultivos. Nota-se que na metodologia padréo a
solucdo de goma xantana 0,1 % apresentou um desvio padréo diferenciado de

0,57 UFC.mL™, em relacéo as outras solucées (Figuras 10a e 10b).
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Pelo método padrdo de contagem em placas e na estimativa dos
laminocultivos obteve-se uma boa correlagdo para a concentracdo de
microrganismos estimada em 10* UFC.mL™, na solugéo salina 0,85 % e no

surfactante Tween 80 0,01 %.

A solucdo salina obteve uma boa correlacdo do Método de
Contagem em Placa com os laminocultivos, devido ao fato dos microrganismos
presentes em goticulas de agua dispersas na fase oleosa, migrarem para a
solucdo aquosa no momento da diluicdo. White et al. (2011), na avaliacédo
microbiolégica de amostras de combustiveis de tanques de armazenamento,
sem a presenca de agua durante a estocagem, realizou a diluicdo da amostra
de combustivel em solucdo salina basal estéril e ap6s a agitacdo e
homogeneizacéo das duas fases (aquosa e oleosa) foi retirado um volume para

a coleta de microrganismos e posterior cultivo.

Na andlise de variancia entre as solucbes testadas, para a
estimativa no meio de cultivo PCA dos laminocultivos (Figura 10a), foi
observada diferenca significativa para cada tipo de diluente testado (p<0,05).
Na comparacdo das médias por Tukey, em nivel de significancia de 5 %, os
diluentes Goma xantana 0,1 % e Tween 80 0,01 % n&o demonstraram
diferenca estatisticamente significativa quando comparados ao controle de

Solucéo salina 0,85 % na estimativa pelos laminocultivos.

Na comparagdo das médias por Tukey em nivel de significancia de 5 %,
das solugdes de surfactantes Tween 20 0,01 %, Tween 80 0,1 %, Triton X-100
0,01 % e SDS 0,01 % foi observada diferenga estatistica significativa quando
comparada a solucdo controle de salina a 0,85 %, mas entre si as solugdes n&o

tiveram diferenga estatistica significativa.
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Figura 10. a. Estimativa de bactérias e leveduras em 6leo B10 em meio PCA.
b. Estimativa de fungos em 6leo B10 em meio Sabouraud e Agar Ogye. Médias
seguidas por letras mindsculas iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

Van Hamme et al. (2006), destacam que o impacto de surfactantes

quimicos na atividade e comportamento microbiano podem depender de varios
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fatores como a estrutura celular, capacidade de biodegradacao ou de efluxo do
microrganismo, concentracao do surfactante e outras condigdes ambientais. Os
surfactantes aniénicos (como o SDS) sdo menos toxicos e mais ativos contra
bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas e 0s nao-ibnicos (como

Tweens e Triton X-100) sdo geralmente nao toxicos.

Na Figura 10b, onde sdo apresentados os resultados para o meio de
cultivo especifico para contagem de esporos de fungos, observando-se o
desvio padrdo, a solucdo salina ndo demonstrou resultado tdo satisfatorio
gquando comparada a solucdo de goma xantana 0,1 % para estimativa pelos

laminocultivos.

Estatisticamente ndo houve diferenca da diluicAo da amostra de
combustivel em Solugdo salina 0,85 % com os outros diluentes. A diferenca
significativa observada (p>0,05), na comparacdo das médias pelo teste de
Tukey, foi da solugéo de Goma xantana 0,1 % com as solugdes de surfactantes
Tween 80 0,1 % e Triton X-100 0,01 % j& que pela estimativa da contaminacgao
pelos laminocultivos os dois ultimos citados foram os que mais se distanciaram
do valor real inoculado na amostra de combustivel.

A avaliacéo da estimativa de fungos (levedura e fungo filamentoso),
pela metodologia padrdo, apresentou contagens com um desvio padréo de
0,28 a 0,70 UFC.mL™. Como observado na estimativa da concentracdo de
microrganismos no meio de cultivo PCA, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05), das solugbes utilizadas para estimava de fungos
filamentosos e leveduras, pelo método de referéncia de contagem de UFC.mL™

em placa.
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O Tween 80 é utilizado como um tensoativo e empregado para
obter-se emulsdes Oleo/agua, sendo sua concentracdo em 0,01 %
determinante para dispersdo das células microbianas na solugéo,
diferentemente do demonstrado na AFNOR M 07-070/92, onde a concentracéo
do Tween 80 sugerida é de 0,1 % provavelmente exerce alguma acao sobre as
células microbianas inibindo o seu crescimento na concentracdo estimada em

10* UFC.mL™.

Conforme relatado por Damasceno (2011) na avaliacao de diluentes
para preparo de inoculantes liquidos, de culturas bacterianas, o Tween 80 pode
inibir o crescimento em meio de cultura de bactérias e o procedimento de
agitacdo do diluente, com a amostra em frasco, pode prejudicar a

homogeneizacao do surfactante e interferir na agdo do Tween nas células.

Por outro lado, baseado em artigos anteriores, Zhang & Zhu, (2012),
o Tween é descrito pela sua capacidade de promover a biodisponibilidade e
biodegradacdo de compostos orgéanicos hidrofébicos (HOCs, sigla em inglés),
incluindo  hidrocarbonetos  aroméaticos policiclicos (HAPs), alcanos,
tricloroetileno (TCE) e bifendis policlorados (PCS), através da promoc¢do da
solubilizacdo dos HOCs. As interacdes envolvidas no processo de solubilizacao
de HOCs incluem a capacidade de adsorcéo da superficie da célula microbiana

e transmembrana; e acimulo intracelular de HOCs.

No ensaio de Hill (1998), o Tween 80 demonstrou resultados mais
favoraveis com a diluicdo do combustivel no surfactante, do que com a
normativa IP 385/99 na recuperagdo de células microbianas para estimativa da

contaminagdo em laminocultivos. Provavelmente, a capacidade deste
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surfactante em separar e dispersar agregados microbianos, principalmente

esporos fungicos é mais efetiva.

Em ensaios de biorremediacdo de areas contaminadas com
petréleo, onde os surfactantes podem ser utilizados para aumentar a
biodisponibilidade das particulas contaminantes para 0S microrganismos
poderem realizar o processo de biodegradacdo (Meyer, 2011; Zhang & Zhu,
2012). Foi possivel observar que no caso do Tween 80, esse teve influéncia na
remocao de pireno, porém notou-se que com o0 aumento da concentracdo de
Tween 80, a remocdo do mesmo tendia a aumentar inicialmente e depois
decrescer e, a maior concentracdo de Tween 80 0,1 %, inibiu a remocao de
pireno em 4,6 %, em 18 dias. A partir desta observacdo os autores sugerem
gque uma concentracdo meédia de Tween 80 deve ser determinada para
promover a remoc¢ao do contaminante pireno por Klebsiella oxytoca PYR-1

(Zzhang & Zhu, 2012).

Por ser um agente tixotropico e emulsificante, a goma xantana foi
selecionada para compor o meio de cultivo desenvolvido por Hill (1998) para
analise de amostras de combustiveis sob condi¢cdes de armazenamento. A
recomendacdo da quantidade de goma xantana para fabricacdo do meio de
cultivo especifico para analise de combustivel é de 0,2 % em combinacdo com
Agar bacterioldgico e lota-Carragena®, porém como esta concentracdo nao

forma uma solucdo aquosa seria dificultada a adicdo e homogeneizacdo da

'y carragena € um hidrocoléide extraido de algas marinhas vermelhas das espécies Gigartina, Hypnea,
Eucheuma, Chondrus e Iridaea. A carragena possui a habilidade exclusiva de formar uma ampla
variedade de texturas de gel a temperatura ambiente. Algas de diferentes espécies e fontes produzem
carragenas de diferentes tipos: kappa, iota e lambda.
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amostra de combustivel. Desta forma, optou-se pelo preparo da solugédo de
Goma xantana com 0,1 % de concentracao.

Os polissacarideos microbianos, gomas vegetais e proteinas
animais, incluindo a goma xantana, goma guar, concentrado de proteina de
soro do leite e proteina de soro de leite isolada, tém demonstrado propriedades
emulsificantes satisfatorias (Prasanna, 2012).

A goma xantana € um biopolimero sintetizado Xanthomonas sp. O
comportamento reolégico’ da sua solucdo aquosa na natureza é
pseudoplastico e forma “géis fracos”. Devido a estas propriedades, a goma
xantana é utilizada como espessante, agente e estabilizador de emulsdes o
que evita a sedimentacdo das suspensdes prejudiciais na industria de
alimentos, cosméticos e farmacéuticos (Marudova-Zsivanovits, 2007). A goma
xantana € comumente adicionada em emulsdes 0Oleo-agua para aumentar a
viscosidade da fase continua e retardar a formacao de “natas” (KrstonoSic¢ et
al., 2009).

A goma xantana demonstrou bons resultados para avaliacdo da
contaminagdo microbiana em amostra de combustivel B10 com o método
padrdo de contagem em placa. Na estimativa da contaminacdo com o0s
laminocultivos ndo foram observadas contagens satisfatorias devido a emulsao
formada néo possibilitar uma aderéncia positiva na superficie do laminocultivo.

Chrzanowski et al. (2005), observou em ensaios com Triton X-100 e
Tween 20, que a concentragdo dos surfactantes sintéticos influenciam o grau
de biodegradacédo de hidrocarbonetos em ensaio com a levedura Candida

maltosa EH 15. As concentracdes Otimas de surfactantes Tween 20 e Triton X-

® Reo (=fluxo); légico (=estudo). Estudo das mudancas na forma e no fluxo de um material envolvendo a

friccdo do fluido, para descrever o fluxo de liquidos e a deformacao de sélidos. Ramo da fisica que estuda
a viscosidade, plasticidade e elasticidade.
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100 foram estabelecidas na faixa de 0,007 % a 0,03 %, destacando o Triton X-
100 como um agente permeabilizante de células de leveduras e com
propriedades de romper células microbianas. Foi destacado neste ensaio a
correlagdo de surfactantes sintéticos n&o-ibnicos e 0 aumento das
propriedades hidrofilicas do sistema surfactante-hidrocarbonetos.

Em estudo realizado com Triton X-100 (Chen et al., 2000), em
processo de biorremediacdo, foi observado que o crescimento de
microrganismos durante o0 processo de biodegradacdo dependia da
concentracdo de surfactante e que esse poderia inibir o crescimento de
microrganismos mesmo em uma pequena quantidade como de 160 mg.L™.
Como pode ser observado nas Figuras 12a e 12b, o Triton X-100, apesar de
ser utilizado em procedimento microbiolégico como um surfactante para
contagem de células viaveis em placa na metodologia padrdo. No entanto pelo
meétodo de laminocultivos, esse surfactante ndo demonstrou a contaminacgao de
microrganismos estimada.

Segundo Mukherjee (2012), foi observada a caracteristica biocida do
surfactante Triton X-100 e sua propriedade hidrofilica no sistema, que podem
interferir na disperséo das células de microrganismos presentes nas goticulas
de 6leo B10.

Nas Figuras 10a e 10b, a estimativa de microrganismos em fase
0leo, com o surfactante SDS utilizado na concentracéo de 0,01 %, nota-se que
no método padrdao em placa com meio de cultivo PCA, foi possivel realizar a
contagem na concentracdo de 10* UFC.mL®. Na metodologia dos
laminocultivos, no entanto com esta concentracdo ndo foi possivel estimar a
contaminacdo de microrganismos. Em meio especifico para a deteccdo do

crescimento de fungos, o surfactante SDS ndo permitiu a dispersao e
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consequente o crescimento de fungos, nem pelo método padrdo ou pelo
método alternativo de laminocultivo. Provavelmente esse surfactante possa ter
alguma interacdo negativa com os esporos do fungo testado, ndo promovendo

a disperséo e germinacéo do esporo do Paecilomyces variotii.

Margesin & Schinner (1999), avaliaram o efeito de diferentes
concentracbes do surfactante Sulfato Dodecil de Sdédio (SDS) na
biorremediacdo de Oleo diesel e constataram que quanto menor a
concentracdo de SDS (50-100 mg.L™) a biodegradac&o foi favorecida e, se a
concentracdo de SDS fosse elevada (500-1000 mg.L™), inibiria o processo de

biodegradacao por parte dos microrganismos.

Conforme experimento realizado por Sun et al. (2008) com
Flavobacteriurn sp. Q14 e Bacillus sp.DQO02 na biodegradacéo de 6leo diesel,
foi verificado que apesar de o surfactante SDS apresentar comportamento
similar ao surfactante Triton X-100 no impacto do crescimento microbiano, foi
notavel sua maior capacidade de inibicdo do crescimento microbiano mesmo

com concentracdes menores (0,05 %) do que o Triton X-100.

Conforme observado com estes resultados, ha diferenca
significativa na utilizacdo de surfactantes para a estimativa da contaminacao
microbiana em amostras de 6leo. Esta diferenca também € observada quando
se utilizada o método de contagem padrdo ou o alternativo de laminocultivos,
sendo que para alguns surfactantes quimicos ndo houve diferenca para

realizacdo da contagem em placa, como a solucéo salina.

Como melhor alternativa ao método de laminocultivos foi observado

a utilizacao de solucéo salina 0,85 % ou, preferencialmente, Tween 80 0,01 %
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que facilitam a utilizacdo deste método para avaliacdo da contaminacdo
microbiana em amostras de combustivel devido a suas caracteristicas que

garantem uma amostra adequada para analise microbioldgica.

5.3 Determinacao do volume da amostra

A avaliacdo do volume de amostra, da mistura de combustivel B10,
para estimativa da contaminacdo microbiana em laminocultivos e por contagem
em placa foi realizada a fim de se obter o volume adequado para avaliacao
microbiolégica de amostras de combustiveis.

De acordo com a literatura podem ser observados diferentes
volumes de amostra recomendados, de acordo com cada metodologia descrita.
Foram encontrados/observados 6 diferentes volumes de amostra de
combustivel. O volume de 0,1 mL é recomendado por Hill (1998) e Hill et al.
(1997) para avaliacdo no kit comercial chamado MicrobMonitor®. O volume de
5 mL é adequado para avaliacdo por laminocultivos por possibilitar a imersao
completa deste, em frascos de poliestireno estéreis com compacidade de 50
mL, quando a amostra de 5 mL de combustivel é diluida em surfactante para
avaliacado microbioldgica.

Simultaneamente também foram avaliados os volumes de 50 mL e
100 mL de amostras de combustivel. Estes volumes sdo recomendados pela IP
385/99 na filtracdo da amostra para avaliagdo microbioldgica.

Os volumes de 1 mL e 25 ml foram estipulados como intermediarios

entre os volumes recomendados pela literatura.
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Como pode ser observado na Figura 1la, na comparacdo das
médias obtidas pela estimativa em laminocultivos no meio de cultivo PCA de
diferentes volumes de amostra de combustivel, na andlise de variancia ndo
houve diferenca estatistica significativa (p>0,05), este fato demonstra que na
contagem de UFC.mL™, das amostras avaliadas com o laminocultivo, n&o
houve influéncia do volume de amostra na estimativa de contaminacdo
microbiolégica, porém observou-se um desvio padrdo maior do que quando
comparado ao volume utilizado para contagem em placa.

Diferentemente, na comparacdo das médias obtidas pela estimativa
de células viaveis de microrganismos pela metodologia de referéncia por
contagem em placa no meio de cultivo PCA, por Tukey em nivel de
significancia de 5 %, pode ser observado que as amostras de 1 mL, 5 mL, 25
mL, 50 mL e 100 mL, sdo iguais entre si e ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa na estimativa da concentracdo de microrganismos
estipulada em 10°> UFC.mL™. O volume de 0,1 mL é estatisticamente similar ao
volume de 1 mL na estimativa da contaminacdo de microrganismos, porém

diferentes dos demais volumes de amostra avaliados.
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Figura 11. a. Ensaio para determinacdo do volume de amostra de B10 para
estimativa microbiol6gica por laminocultivos e IP 385/99 em meio de cultivo
PCA. b. Ensaio de avaliagdo de volume de amostra de B10 para estimativa
microbiolégica por laminocultivos, em meio de cultivo Agar Ogye e IP 385/99
em meio de cultivo BDA. Médias seguidas por letras mindsculas iguais ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

A avaliacdo do crescimento de fungos nos meios de cultivo Agar

Ogye (laminocultivo) e BDA (placa), como pode ser observada na Figura 11b,
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apresentou comportamento similar ao do meio de cultivo PCA. Os resultados
de crescimento nos laminocultivos, ndo demonstraram diferenca estatistica
significativa (p>0,05) nos diferentes volumes avaliados para a estimativa da
contaminagao de microrganismos.

Na estimativa da contaminagdo por contagem de células viaveis em
placa, nota-se que houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) dos
diferentes volumes analisados. A principal diferenca significativa foi a do
volume de 0,1 mL onde, na comparacao das meédias por Tukey, no nivel de
significancia de 5 %, o volume de 0,1 mL difere dos demais volumes avaliados,
ndo sendo possivel ser realizada a contagem de UFC.mL™ em placa (Figuras
1la e 11b). Os volumes de 1 mL, 5 mL, 25 mL, 50 mL e 100 mL sao iguais
entre si e diferentes da média observada com o volume de 0,1 mL. Observou-
se também que o volume de 1 mL ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao volume de 0,1 mL., considerando-se também ndo adequado

para estimativa da contaminacao (Anexo 9.3.3 a).

Os gréficos obtidos com a estimativa da concentracdo de
microrganismos em diferentes volumes de amostra de B10, demonstram que o
volume de 5 mL de amostra se correlaciona adequadamente entre os dois
métodos microbiol6gicos (metodologia padrdo IP 385/99 e laminocultivos) e
demonstram a mesma estimativa de contaminacdo. Porém a estimativa é de
aproximadamente 1 log de diferenca em relacdo ao volume utilizado na
metodologia padrao de IP 385/99, que sugere de 50 ou 100 mL de amostra.

Na literatura ndo estéo disponiveis informac¢des ou estudos sobre o
volume de amostra representativa para avaliagdo microbiologica de

combustiveis durante o seu armazenamento. De acordo com os resultados
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observados, pode se destacar a grande variacdo do desvio padrédo na
estimativa da contagem tanto pelo método padrao da IP 385/99 de contagem
em placa como o procedimento microbiologico alternativo de laminocultivos,
apesar de o ensaio ter sido realizado em triplicata n&o houve diferenca
estatistica significativa observada na estimativa da contamina¢do microbiana.

Quanto a amostragem do combustivel, os autores Hill (2003) e
Gammon (2009), destacam principalmente a distribuicdo heterogénea e o
estado continuo de mudanca dos microrganismos no sistema de
armazenagem, sendo necessério um cuidado para a retirada da amostra de
combustivel em local apropriado, ja que normalmente, esporos de fungos ficam
dispersos na fase oleosa e bactérias, leveduras e até biomassa formada por
fungos pode ser encontrada mais para o fundo do tanque, préximo da fase
aguosa, quando esta existir.

Segundo Hill (2003) a amostra de combustivel pode sofrer variacdes
na estimativa de células viaveis se houverem perturbacdes fisica no tanque ou
no sistema de estocagem, particularmente se a agua ou a interface € atingida,
causando uma maior dispersdo das células dos microrganismos na fase
oleosa. Por exemplo, operacdes de reabastecimento que podem causar
turbuléncia na interface e dispersar os microrganismos por todo o tanque de
armazenamento. Outra questao levantada por Gammon (2009), é que o volume
de amostra de combustivel coletada ird depender do tipo de teste
microbiolégico a ser utilizado para a avaliagdo da contaminagdo, pois cada
teste exige uma amostragem especifica.

No ensaio para determinag¢édo do volume de amostra de combustivel
representativa para avaliacdo microbiologica, foi observada uma grande

variacdo no desvio padrado das amostras. Apesar de o ensaio ter sido realizado
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em triplicata e com um pequeno volume de amostra sugere-se uma repeticéo
com um numero maior de réplicas para a adequada selecdo do melhor volume
e metodologia a ser aplicada para 0 monitoramento microbiolégico de

combustiveis.

5.4 Validac&o de laminocultivos na mistura B10

Em um primeiro momento a fase de validacao foi realizada somente
com a fase oleosa, com a mistura de combustivel B10. Com base nos
resultados obtidos dos experimentos anteriores, (surfactantes e volume de
amostra) foi utilizado o volume de 5 ml de amostra de mistura B10, adequado
para imersdo dos laminocultivos e o surfactante Tween 80 0,01 %.

Na validacdo da amostra de mistura B10 com a levedura Candida
silvicola, foram avaliados parametros de exatiddo, precisdo, especificidade,
linearidade, limite de deteccdo e o limite de quantificacdo do método de
laminocultivos frente a metodologia de referéncia IP 385/99 na estimativa de
células viaveis.

A exatiddo do método alternativo de laminocultivos foi obtida pela
analise de variancia (ANOVA) calculada juntamente com a exatiddo do método
de referéncia. A partir da analise de cada concentragéo, verificou-se que houve
uma diferenca significativa (p<0,05) na comparacdo da estimativa do
microrganismo Candida silvicola, pela metodologia alternativa em relacdo a
metodologia de referéncia.

A precisao foi avaliada pelo coeficiente de variacdo, sendo o desvio
de padrdo de cada amostra em cada concentracdo analisada, conforme pode

ser observado na Tabela 6. Os laminocultivos possuem maior exatiddao e
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precisdo estatistica quando observados os valores de estimativa entre 10°
UFC.mL™ e 10" UFC.mL™?, onde os valores de coeficiente de variacdo (RSD)
situam-se no limite aceitavel de até 15 % (USP, 2010).

Ainda na Tabela 6, observa-se que a variacdo da estimativa pelo
método alternativo de laminocultivos, tende a ser negativa, o que significa que
o método alternativo fornece estimativas inferiores das observadas pelo

método de referéncia (Anexo 9.2.5).

Tabela 6. Coeficiente de variacdo do método alternativo de laminocultivos.

Concentracdes estimadas UFC.mL™ Laminocultivo
(Logio) RSD %
-13,5
-4,2
-8,0
-5,1
-4,5
-23,5

NWhOOTo N

Conforme observado na Tabela 6, o limite de deteccdo do método
alternativo de laminocultivos foi de 10> UFC.mL™, porém este valor de
contagem de UFC.mL™ ndo permaneceu dentro do limite maximo de 15 % do
coeficiente de variacdo estabelecido conforme a Farmacopéia Americana
(USP, 2010), ndo sendo considerado um valor determinado com precisdo. O
limite de quantificacdo, contagem de UFC. mL™ realizada com precisdo, foi
observada para a contagem a partir de 10° UFC.mL™ até 10’ UFC.mL™.

A linearidade do método alternativo de laminocultivos apresentou
resultado proporcional a concentragcdo de microrganismos presente na
amostra, dentro do alcance do método nas concentracdes entre 10° UFC.mL™

e 10° UFC.mL™. Na Figura 12, os dados obtidos podem ser observados frente
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a metodologia de referéncia e sua linearidade, obtendo dados igualmente
proporcionais e em conformidade com a definigéo de linearidade.

Ressalta-se que as respostas da linearidade obtidas da
concentracdo 10° UFC.mL™ e 10" UFC.mL™" do método alternativo néo estéo
relacionados no grafico devido a sua diferenca significativa (p<0,05) observada
pelo teste em ANOVA da regresséo, para a comparacao com a metodologia de
referéncia, jA que, apesar de apresentarem uma regressao linear com o
método de referéncia, quando estas concentracdes (10 e 10° UFC.mL™) foram
avaliadas pelos laminocultivos apresentaram um amplo desvio padrdo, néo

sendo mais consideradas lineares.

Log 10 (UFC.mL-1)
o = N w BN ol » ~ (0]

i < logLC B logMR
—Linear (logLC) — Linear (logMR)
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Inéculo (log10)

Figura 12. Linearidade do método alternativo de laminocultivos frente ao
método de referéncia IP 385/99.
Log LC (LC=Laminocultivo). Log MR (MR=Metodologia de referéncia).

Observando-se que para a validacdo de um método microbioldgico
alternativo que o quadrado do valor do coeficiente de correlagéo (r?) ndo deve
ser menor do que 0,95 (USP, 2010) e que quanto mais préximo do valor de 1,0
o coeficiente de correlagdo, menos dispersos estdo 0s pontos experimentais
obtidos, menor é a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados

(ANVISA, 2003). Observando-se a Figura 13, para se obter um r?=0,99 é
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necessaria a desconsideracdo das concentracdes de 10° UFC.mL™* e 10’
UFC.mL™?, que apesar de serem detectadas pelo método alternativo ndo se
correlacionam com as mesmas concentragcdes observadas na metodologia de

referéncia IP 385/99.

y =0,9452x - 0,0013
6 - R2=0,9943

1 - ¢ logLC

0 — Linear (logLC)

0 1 2 3 4 5 6 7
log MR

Figura 13. Linearidade do método alternativo de laminocultivo.
Log LC (LC=Laminocultivo). Log MR (MR=Metodologia de referéncia).

Sendo a linearidade a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito (Valderrama, 2009), a
analise microbiolégica de amostras de combustiveis com laminocultivos podem
fornecer informacfes seguras em relacdo a contaminacdo de microrganismos
em um faixa aceitavel, dentro do que pode ser observado a campo.

A validagdo de um método microbiolégico, usualmente € realizada
sob condi¢Bes otimas de laboratério e ndo sob condigbes de préticas diarias.
Isto pode afetar a validade das caracteristicas externas de testes de Kkits
microbiolégicos (Winkens et al., 2003). Porém dados coletados em laborat6rio

podem nao ser Uteis em praticas gerais diarias. Muitos estudos concluiram que
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a validade de alguns testes foram menores quando a leitura dos laminocultivos
eram feitas por enfermeiras ou invés de técnicos de laboratorio (Winkens et al.,
2003).

A partir da observacdo dos dados obtidos (precisédo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e linearidade) para a validagdo do método
alternativo frente & metodologia de referéncia, com a contaminacéo da levedura
Candida silvicola em mistura B10, pode se considerar até este ponto que, 0S
laminocultivos apresentaram uma boa metodologia para ser aplicada para
estimativa da contaminac&o in situ. E um método mais simples por isso seu
coeficiente de variacdo (RSD) € menor, porém da ordem de grandeza da
possivel contaminacdo, sendo esta diferenca aceitavel, jA que possibilita uma

tomada de acao para controle da contaminacdo mais facil e rapido.

5.5 Avaliacbes de Ilaminocultivos para a estimativa da
contaminacdo microbiana em fase aquosa e fase oleosa B10

com adicédo de biocida

Com a finalidade de se avaliar o comportamento dos laminocultivos,
durante o monitoramento microbiolégico de amostras de combustivel com e
sem a presenca de aditivos, foi realizado este experimento em microcosmos.
Simulando uma condicdo de presenca de agua durante a estocagem da
mistura B10, foram avaliadas condigdes onde esse combustivel ndo foi tratado
com aditivos ou recebia os aditivos MBO-50 e MBO-100 nas concentra¢bes de
500 ppm e 1000 ppm, para o controle da populagdo microbiana de bactérias,

leveduras e fungos.
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Foram observados e monitorados os cendrios de contaminacao ja
presente no combustivel recebido e pela inoculacdo de uma borra biolégica. O
monitoramento foi realizado pela metodologia de referéncia de contagem
células viaveis em placa em superficie de meio de cultivo comparando-se como
o método de monitoramento alternativo de laminocultivos. As amostras foram
coletadas da fase aquosa e da fase oleosa. As amostras da fase oleosa foram
diluidas em Tween 80 0,01 % com 5 mL de volume de amostra.

No monitoramento da contaminacdo na fase aquosa pela
metodologia padrao de contagem, em placa de PCA, foi possivel observar que
a condicdo com ou sem indculo apresentou diferenca estatistica significativa
(p<0,05) com todos os tratamentos avaliados. Nos laminocultivos,
considerando-se o seu limite de deteccdo de 10> UFC.mL™ até 10° UFC.mL™?, o
comportamento no meio de cultivo PCA foi diferente, pois a condicdo do
combustivel, se recebido ou contaminado com inoculo, ndo apresentou
diferenca estatistica significativa (p>0,05) na estimativa da contaminacdo
durante os 60 dias de experimento, na analise de variancia. A condicdo do
combustivel em relacdo aos tempos em que foram coletadas amostras néo

mostraram diferenca estatistica significativa (p>0,05).



91

12

Concentracdo UFC.mL-1 (log10)

—2— R Laminocultivo —&— R Placa

—— C Laminocultivo —#&— C Placa

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (dias)

Figura 14. Estimativa em UFC.mL™" das condi¢bes recebido e contaminado
sem adicdo de biocida no meio de cultivo PCA da fase aquosa.

Na analise da concentracdo de microrganismos em fase aquosa, foi
observado um alto grau de contaminacdo por microrganismos, atingindo uma
estimativa de até 10 UFC.mL™? na contagem em placa no meio de cultivo
PCA, no microcosmo com a fase oleosa representada pelo combustivel na
condicdo de recebido. Este resultado demonstra uma significativa diferenca em
relacdo & amostra que recebeu o indculo que atingiu até 10° UFC.mL™, no meio
de cultivo PCA, no tempo amostral de 60 dias de incubacéo, demonstrando que
provavelmente este indculo ndo estaria adaptado as condi¢des encontradas na
amostra da mistura B10 utilizada no experimento (Figura 14).

A estimativa na condigdo controle, sem adicdo de biocida, nas
amostras contaminadas com inéculo microbiano variaram entre 10° UFC.mL™* e
10° UFC.mL™ na contagem em placa e entre 10* UFC.mL™ e 10° UFC.mL™ nos
laminocultivos. Nas amostras na condicdo como recebido, sem adicdo de

biocida, a estimativa ficou entre 10° UFC.mL™ e 10'° UFC.mL™? pela contagem
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em placa e entre 10° UFC.mL* e 10> UFC.mL® na estimativa pelos
laminocultivos (Figura 14).

Nos meios de cultivos, destinados ao crescimento de fungos e
leveduras, tanto na contagem de células viaveis pelo método padrdo como pela
metodologia de laminocultivos, a condicdo do combustivel, os tratamentos com
biocidas e o periodo de incubagdo apresentaram diferenca estatistica
significativa (p<0,05), o que demonstra um cenario diferente do observado para

contagem de células bacterianas no meio de cultivo PCA (Figura 15).

16

Concentragdo UFC.mL-1 (log10)
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Figura 15. Estimativa em UFC.mL™ das condicdes recebido e contaminado
sem adicdo de biocida no meio de cultivo BDA e Agar Ogye da fase
aquosa.

A contaminagao por fungos e leveduras, foi relativamente menor a
encontrada no meio PCA para cultivo principalmente de bactérias. A maior
contaminagdo observada foi no ultimo tempo amostral de 60 dias com uma
estimativa de 10 UFC.mL™ na contagem em placa no meio de cultivo BDA.

Provavelmente devido a especificidade o meio Agar Ogye, dentro do limite de
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deteccdo do laminocultivo, € possivel relacionar de forma mais adequada com
os resultados obtidos por contagem em placa no meio BDA. Como observado
no meio de cultivo PCA, na estimativa de microrganismos por contagem em
placa no meio de cultivo BDA, as amostras de fase aquosa do microcosmo com
a fase oleosa representada pelo combustivel como recebido apresentaram um
log de contaminacdo microbiana maior do que as observadas nas amostras de
fase aquosa do microcosmo com a fase oleosa com combustivel que recebeu a
adicdo de indculo microbiano.

O comportamento do laminocultivo na estimativa de microrganismos
em amostras de agua e combustivel B10 tratados com biocidas de diferentes
concentracbes foi avaliado para observar se existe correspondéncia na
estimativa da populacdo microbiana em laminocultivos e pelo método padrdo

de contagem em placa.

10

—2— R Laminocultivo —&—R Placa

—— C Laminocultivo —#—C Placa

Concentragdo UFC.mL-1 (log10)
S
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Figura 16. Estimativa em UFC.mL™ das condicbes recebido e
contaminado, com adicdo do biocida MBO-100 na concentracdo de 500
ppm, no meio de cultivo PCA da fase aquosa.

A Figura 16, mostra os resultados da estimativa realizada pela

contagem em placa no tempo O e mostrou uma faixa concentragdo de
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microrganismos em 10°> UFC.mL™?, o que ndo pdde ser detectado nos
laminocultivos e, aos 14 dias houve um pico de 10° UFC.mL™ demonstrando,
provavelmente a fase em que 0S microrganismos conseguiram se adaptar ao
microcosmo. Pode se sugerir que até os 14 dias ndo houve migragcdo de parte
de compostos do biocida MBO-100 para a fase aquosa, possibilitando o
estabelecimento de uma comunidade microbiana. Aos 28 dias ja € possivel
observar a acao deste biocida na fase aquosa, controlando a contaminacgéo até
os 42 dias de ensaio. Nos 60 dias foi observada uma estimativa de 10°
UFC.mL™? na fase aquosa provavelmente devido a diminuicdo da ac&o do
composto MBO-100 na fase aquosa e a adaptacdo da comunidade microbiana
novamente, na faixa de 10> UFC.mL* detectada pela contagem em placa e
pelos laminocultivos.

Na estimativa da fase aquosa no microcosmo com adi¢do de biocida
composto por MBO-100, na concentracdo de 500 ppm, avaliado no meio de
cultivo para fungos BDA e Agar Ogye (placa e laminocultivos) foi estimada uma
contaminagcdo similar a observada no meio para bactérias no mesmo
tratamento.

Até os 14 dias com contagem em placa de 10® UFC.mL™? e nos
laminocultivos de 10° UFC.mL™?, apés os 14 dias ndo foi mais observado
crescimento microbiano tanto pelo método padréo de contagem em placa como
no método alternativo de laminocultivos.

A fase aquosa, do microcosmo tratado com biocida composto por
MBO-100 na concentracado de 1000 ppm nao apresentou nenhum crescimento
de bactérias ou fungos, nas condi¢cbes de contaminado e recebido durante os
60 dias de ensaio, demonstrando a¢ao bactericida e fungicida deste biocida na

fase aquosa.
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Figura 17. Estimatva em UFC.mL" das condicbes recebido e
contaminado, com adicdo do biocida composto por MBO-50 na
concentracdo de 500 ppm, no meio de cultivo PCA da fase aquosa.

A estimativa da contaminacdo microbiana na fase aguosa presente
no microcosmo com adi¢do do biocida composto por MBO-50 na concentracdo
de 500 ppm, pode ser observado na Figura 17. Nao houve um controle efetivo
da populacdo microbiana que permaneceu até os 60 dias de ensaio com
estimativas de UFC.mL™ constantes na faixa entre 10* UFC.mL™ (média obtida
a partir da triplicata de laminocultivos, por isso valor observado esta abaixo do
limite de deteccdo do método alternativo de laminocultivos, conforme
determinado no item 5.4) e 10° UFC.mL™ na condicdo de recebido, pelo
monitoramento por laminocultivos e por contagem em placa. Na estimativa por
laminocultivos de 10° UFC.mL™' até 10° UFC.mL* e pela estimativa por
contagem em placa entre 10®° UFC.mL™? e 10° UFC.mL™? na condicdo que

recebeu a contaminagdo com inéculo microbiano.



96

Neste cenério destacam-se as estimativas realizadas no tratamento
com adicao in6culo microbiano e de biocida MBO-50 com 500 ppm, tanto em
meio de cultivo para o crescimento de bactérias (PCA) como o meio de cultivo
designado para o crescimento de fungos e leveduras (BDA). Diferente do
observado no controle, onde a estimativa de contaminacdo na condi¢cdo do
combustivel adicionado ao microcosmo como recebido foi maior do que a
observada no controle com adicao de in6culo. No caso da adi¢do dos biocidas,
principalmente o MBO-50, o que se observa € o inverso, onde as maiores
estimativas de contaminacdo sdo observadas na condicdo dos microcosmos

gue receberam a adicado de in6culo microbiano.
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Figura 18. Estimatva em UFC.mL™ das condicdes recebido e
contaminado, com adicdo do biocida composto por MBO-50 na
concentracdo de 500 ppm, no meio de cultivo BDA e Agar Ogye da fase
aquosa.

No meio de cultivo PCA a maior estimativa observada foi na
amostragem aos 30 dias de experimento da amostra de fase aquosa presente
em microcosmo com adicdo de um inéculo microbiano, correspondendo a 10°

UFC.mL™. Como observado na Figura 18, no meio de cultivo para fungos BDA
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a maior estimativa observada foi de 10° UFC.mL™ na amostragem de 21 dias e
de 30 dias na amostra de fase aquosa com adi¢éo de indculo microbiano.

O monitoramento com laminocultivos demonstrou bons resultados
quando comparado as estimativas de UFC.mL™ realizadas pela metodologia
padréo, nos meios de cultivo PCA e Agar Ogye.

Nos microcosmos que receberam a adicao do biocida (MBO-50
na concentracado de 1000 ppm), houve um controle da comunidade microbiana
na condicdo do microcosmo com fase oleosa recebida (sem adicao de inéculo
microbiano) até os 30 dias de incubacdo. Em nenhum tempo amostral, a
concentracdo 1000 ppm de biocida conseguiu controlar a contaminacédo de
microrganismos em amostras da fase aquosa contaminada pelo in6culo
microbiano. O que pode ser observado foi, uma reducdo do grau de
contaminacg&o por microrganismos de 10° UFC.mL™ do controle sem adicdo de

biocida, para 10° UFC.mL™ aos 60 dias de experimento (Figura 19).
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Figura 19. Estimativa em UFC.mL™ das condicbes recebido e
contaminado, com adi¢do do biocida composto MBO-50 na concentragcéo
de 1000ppm, no meio de cultivo PCA da fase aquosa.

A estimativa da contaminacdo na fase aquosa, em meio de cultivo

BDA e Agar Ogye no tratamento com a adicdo do biocida composto pode
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MBO-50 na concentracédo de 1000 ppm, foi similar a observada para o meio de

cultivo PCA, tanto na contagem em placa como na estimativa pelos

laminocultivos (Figura 20).
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Figura 20. Estimatva em UFC.mL™" das condicbes recebido e
contaminado, com adicdo do biocida composto de MBO-50 na
concentracdo de 1000ppm, no meio de cultivo BDA e Agar Ogye da fase

aquosa.

Durante o monitoramento na fase aquosa observou-se que o biocida

MBO-50 e MBO-100, principalmente, estariam agindo na fase aquosa do

microcosmo, ja que as contagens de células vidveis em UFC.mL™? estavam

sendo reduzidas ou até mesmo ndo detectadas. Uma caracteristica importante

dos biocidas a ser considerada é o coeficiente de particdo, que é a afinidade

que o biocida tem pela fase combustivel ou pela fase aquosa, sendo que esta

propriedade tem uma relacdo direta de efetividade e tempo de preservacao do

combustivel (Gaylarde et al., 1999; Passman, 2003; Bucker et al., 2010).

A partir da Figura 21, observam-se os resultados da estimativa de

microrganismos obtidos nas amostras de fase oleosa, a contaminacdo de

microrganismos observada no meio de cultivo PCA foram comparaveis pelos

laminocultivos e pela contagem em placa.
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A estimativa de microrganismos pelo método de laminocultivos e por
contagem em placa, foi de 10* UFC.mL™, sendo que a amostra de combustivel
recebido apresentou uma maior contaminacdo do que a amostra dos
microcosmos que receberam o inéculo microbiano. Dos 42 dias a 60 dias de
ensaio, houve uma significativa reducdo na contaminagcdo microbiana na
amostra de 10 UFC.mL™ para 10* UFC.mL™, na condicdo de 6leo recebido,

inoculada em placa para contagem de células viaveis.
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Figura 21. Estimativa em UFC.mL" das condicdes recebido e
contaminado sem adi¢do de biocida no meio de cultivo PCA da fase
oleosa B10.

Na avaliacdo do crescimento de fungos e leveduras em placa e nos
laminocultivos, nota-se que a estimativa na amostra de combustivel como
recebido foi de 10'° UFC.mL™ e a do combustivel contaminado com o inéculo
microbiano foi de 10° UFC.mL™. A partir dos 14 dias de ensaio, houve um
aumento na estimativa das amostras de combustivel que receberam o in6culo
microbiano, mantendo-se com um grau de contaminagdo microbiano similar ao
encontrado na amostra de combustivel na condigdo de recebido. Nos 60 dias

de experimento também houve uma reducdo na populacdo de fungos e
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leveduras presentes na amostra de fase oleosa para 10° UFC.mL™, tanto na
amostra de combustivel na condicdo de recebido como no combustivel

contaminado com o indculo microbiano (Figura 22).
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Figura 22. Estimativa em UFC.mL™ das condicdes recebido e contaminado
sem adicdo de biocida no meio de cultivo BDA e Agar Ogye da fase oleosa
B10.

Na fase oleosa ndo houve crescimento significativo de
microrganismos até os 60 dias de ensaio, sendo que foi constatada uma baixa
estimativa, de 10® UFC.mL™? do grau de contaminacdo microbiana. Estas
estimativas foram observadas nos meios de cultivo para bactérias e fungos dos
laminocultivos e nas placas para contagem, nas amostras de 6leo combustivel
B10 tratadas com o biocida MBO-100 na concentracdo de 500 ppm. Com a
concentracdo de 1000 ppm o biocida MBO-100 foi efetivo e controlou a
contaminacdo na fase oleosa até os 60 dias de ensaio.

O biocida composto por MBO-50 com a concentracdo de 500 ppm né&o
foi efetivo no controle da contaminacdo microbiana na mistura B10, conforme
observado na Figura 23. Os microcosmos contendo a contaminac¢ao do inéculo
microbiano tiveram estimativa de contagem maior do que a observada no

combustivel como recebido. O maior grau de contaminacdo observado foi de
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10° UFC.mL™ aos 14 dias de ensaio. Nos tempos amostrais de 42 dias e 60
dias as amostras recebidas e contaminadas apresentaram uma estimativa de

microrganismos similar, mantendo a contaminacédo entre 10° UFC.mL™ e 10*

UFC.mL™,

—— R Laminocultivo —&— R Placa

6 A —F C Laminocultivo ~ —#— C Placa

Concentragdo UFC.mL-1 (log10)

Tempo (dias)

Figura 23. Estimatva em UFC.mL" das condicdes recebido e
contaminado, com adicdo do biocida composto de MBO-50 na
concentracdo de 500ppm, no meio de cultivo PCA da fase oleosa B10.

A estimativa nos meios de cultivo BDA e Agar Ogye foi similar a
apresentada no meio de cultivo PCA em amostras contendo o biocida MBO-50
com concentracdo de 500 ppm. O maior grau de contaminacdo microbiana
também foi observado no tempo amostral de 14 dias com 10° UFC.mL™ pela
contagem em placa na amostra da mistura B10 com adicdo de indculo

microbiano (Figura 24).
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Concentragao UFC.mL-1 (log10)

Tempo (dias)

Figura 24. Estimatva em UFC.mL™ das condicdes recebido e
contaminado, com adicdo do biocida composto de MBO-50 na

concentracdo de 500ppm, no meio de cultivo BDA e Agar Ogye da fase
oleosa B10.

Os resultados obidos com os laminocultivos na estimativa de
microrganismos nas amostras de fase oleosa, ndo apresentaram diferencas
entre as condicbes de combustivel recebido ou com adicdo de inoculo
microbiano, como pode ser observado nas estimativas observadas pela

metodologia padréo de contagem de células viaveis em placa.

Hill (2010) avaliou a aplicacdo do MBO-100 em amostras com fase
aguosa e fase oleosa e verificou a acdo antimicrobiana nas duas fases
avaliadas pela contagem de células viaveis pela metodologia de referéncia IP
385/99. O método alternativo de laminocultivos se mostrou util para estimar a
contaminagdo microbiana, dentro da sua faixa de analise (10> UFC.mL™ a 10’
UFC.mL™) porque permite estabelecer um cenario de contaminacdo para
tomada de acgéo e controle da qualidade do combustivel. Quando comparado a

metodologia de referéncia pode-se subestimar a contagem de microrganismos
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porque esta € mais sensivel, mas por se tratar de um método mais simples.
Ainda, a metodologia de laminocultivos ndo deixa de fornecer dados
relevantes para uma rotina de monitoramento quando observado os niveis

aceitaveis e de alerta, como visto anteriormente na Figura 1 (Item 3.4).

Quando aditivos com caracteristicas antimicrobianas sao
adicionados para interromper o crescimento de microrganismos no diesel, ele
sera efetivo se houver um completo isolamento do tanque de armazenamento
para que, principalmente, ndo haja a penetracdo de agua dentro do tanque
(Srivastava & Nandan, 2012).

O aditivo antimicrobiano MBO-100 1.000 ppm, desde as primeiras
horas de acédo, controlou efetivamente a contaminacdo microbiana, tanto em
fase aguosa como a fase oleosa. Este mesmo aditivo com a concentracdo de
500 ppm, nos microcosmos com combustivel B10 recebido, na analise da fase
aguosa houve o controle da populacdo microbiana por todo o tempo de
analises, enquanto nos microcosmos que receberam o inéculo microbiano, o
aditivo MBO-100 500 ppm so foi eficaz apds 28 dias de tratamento.

Na fase oleosa o0 MBO-100 1.000 ppm estabeleceu um controle da
populacdo, onde ndo foi observado nenhuma contaminacdo microbiana,
enquanto que o MBO-100 com concentracdo de 500 ppm reduziu em grande

quantidade a contagem de microganismos para 10° UFC.mL™.

5.6 Monitoramentos em tanques piloto de 20 L

Com a finalidade de ser feita uma simulacéo pratica da utilizacao

dos laminocultivos e com base nos dados obtidos nas analises anteriores, com
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volume de amostras, surfactantes e a comparagdo com a metodologia de
referéncia (IP 385/99), foi feito o monitoramento da contaminacdo microbiana
somente com os laminocultivos para estimativa da contaminacdo em fase
aguosa e fase oleosa.

ApOs as etapas de validagdo, em condicdo de laboratério de
microcosmos com uma fase oleosa e aquosa (meio mineral), foi conduzida uma
escola piloto, mais préxima da realidade. Neste experimento, procurou-se
avaliar a utilizacdo dos laminocultivos para 0 monitoramento da contaminacao
microbiolégica em amostras de fase aquosa e oleosa, em tanques de 20 L em
uma simulacdo de armazenamento de combustiveis em escala piloto.

Foram avaliadas amostras de fase aquosa, representada por agua
de lastro de tanques reais e amostras de fase oleosa, representada pela
mistura B10. Foram avaliados dois cenarios de amostras de combustivel, uma
condicdo conforme recebido e outro a adicdo de um indculo microbiano. Foram
separados 4 tanques que receberam o aditivo, contendo a porcéo
antimicrobiana MBO-50 na concentracdo de 1000 ppm, para avaliacdo do
controle da contamina¢do microbiana durante o armazenamento. A estimativa
da contaminacao também foi realizada pela contagem no meio de cultivo PCA.

Na fase aquosa, a condi¢cdo (com ou sem inéculo microbiano ASTM
E1259-10), o aditivo e o tempo tiveram diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05), sendo fatores que influenciaram a estimativa da contaminacao
microbiana, durante o armazenamento simulado da mistura B10.

Na Figura 25a, que mostra a evolugdo do crescimento microbiano
dos tanques sem biocida, pode ser observado que os tanques 1 e 2, que
receberam a adicdo do indéculo mantiveram um grau de contaminacdo

microbiana entre 10° UFC.mL™ e 10° UFC.mL™. Os tanques 3 e 4 sem a adicéo
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do ind6culo microbiano, demonstraram uma contaminagdo considerada

ambiental, devido a baixa estimativa de 102 UFC.mL™? a 10> UFC.mL™?, aos 60

e 90 dias respectivamente.

Concentragdo UFC.mL-1 (log10)

Tempo (dias)

Concentragdo UFC.mL-1 (log10)

Tempo (dias)

Figura 25. a. Estimativa da concentracdo no meio de cultivo PCA em fase aquosa.
(1-Sem aditivo e com in6culo; 2- Sem aditivo e com inoculo; 3- Sem aditivo e
recebido; 4- Sem aditivo e recebido). b. Estimativa da concentracdo no meio de
cultivo PCA em fase aquosa. (5- Com inéculo e aditivo; 6- Com in6culo e aditivo;7-
Recebido e com aditivo; 8- Recebido e com aditivo).



Na figura 25b mostrado, nos tanques 7 e 8, que receberam o
aditivo MBO-50 na fase do 6leo combustivel sem a adi¢cdo de in6culo, que
a partir do 7° dia ja ndo foi possivel detectar a contaminagdo por
microrganismos da fase aquosa no laminocultivo. A provavel razdo para
este resultado deve-se a acao bactericida do aditivo MBO-50, na condi¢do
de combustivel recebido (10> UFC.mL™).

No 60° dia de experimento notou-se uma pequena estimativa de
microrganismos (10® UFC.mL™), pelos laminocultivos, que ndo havia sido
observada nos tempos amostrais anteriores. A partir do 90° dia esta
contaminagcdo microbioldgica estimativa ja ndo foi mais observada (Figura
25b).

No 21° dia, foi observada a reducdo da concentracdo de
microrganismos de 10° UFC.mL™* para 10> UFC.mL™? em amostras dos
tanques 5 e 6, que receberam o in6culo microbiano e foram tratadas com o

aditivo.

As amostras coletadas da fase oleosa foram tomadas

aproximadamente 5 cm acima do fundo do tanque experimental.
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As amostras sem a adicdo MBO-50, permaneceram indicando

crescimento microbiano na superficie do 6leo, até os 90 dias

de

armazenamento (Figura 26a). Nas amostras sem aditivo e analisadas conforme

recebidas a contaminac&o microbiana ficou na faixa de 10> UF.mL-1 dos 7 dias

até os 60 dias de experimento.

Os tanques sem aditivo e que receberam o indculo microbiano

mantiveram uma contaminacéo entre 10> UFC.mL™ e 10* UFC.mL™? dos 7 dias

até os 60 dias de avaliacéo.
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Figura 26. Estimativa da concentragdo no meio de cultivo PCA em fase oleosa
(superficie do tanque). a. (1-Sem aditivo e com in6culo; 2- Sem aditivo e com
indculo; 3- Sem aditivo e recebido; 4- Sem aditivo e recebido). b. (5- Com in6culo
e aditivo; 6- Com in6culo e aditivo;7- Recebido e com aditivo; 8- Recebido e com
aditivo)

O monitoramento das amostras de Oleo da superficie com os
laminocultivos, nos tanques onde o aditivo MBO-50 foi adicionado, nas

amostras recebidas e contaminadas, apds o 14° dia ndo indicou contaminacao

microbiolégica (Figura 26b). Nota-se que os laminocultivos ndo detectaram a
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contaminag&o no 28° dia, no 6leo conforme recebido; e, nos tempos amostrais
de 7 dias, 21 dias e 28 dias em amostras que receberam contaminacdo, sendo
este fato possivelmente relacionado a sensibilidade do produto, que detecta no
minimo uma contaminac&o de 10 UFC.mL™.

As amostras de combustivel que receberam contaminacdo média de
10> UFC.mL™* no inéculo microbiano, apresentaram uma reducdo na

contaminagao a partir do 28° dia.

Passman (2013) sugere que, quando possivel os testes a campo
com biocidas para o controle da contaminacdo microbiana em combustiveis,
devem ser realizados, pois sdo preferiveis aos ensaios realizados em
laboratorio. Desta forma, neste experimento, foi possivel monitorar o
desenvolvimento microbiano durante o armazenamento simulado da mistura
B10 tratados ou ndo com biocida MBO-50, em tanques.

Também foi possivel observar a utilizagdo dos laminocultivos como
um método mais simples para se monitorar o crescimento microbiano em
amostras de combustivel e/ou 4gua presente durante o armazenamento e,
avaliar a efetividade um aditivo adicionado para o controle desta populacdo

microbiana.



6. CONCLUSOES

Foi possivel avaliar e validar o uso de laminocultivos na estimativa de

microrganismos deteriogénicos de 6Oleo diesel na fase oleosa e aquosa.

A estimativa e o crescimento dos microrganismos deteriogénicos de 6leo
diesel (Paecilomyces variotii, Candida silvicola e Bacillus pumils) em fase
aguosa foi comparavel nas duas metodologias analisadas, de contagem placa

e pelos laminocultivos.

Quanto ao monitoramento da contaminacdo microbiana em duas fases
oleosas com o0 uso de laminocultivos, foi possivel observar comportamento
distinto na estimativa quanto a imersédo em solucao salina 0,85 % e diretamente

na amostra de combustivel B10 ou B100.

Foi possivel determinar que a solucdo diluente de Tween 80 na
concentracdo de 0,01 % apresentou resultados satisfatérios na estimativa de

microrganismos da mistura B10 pelo método de laminocultivos.

Foi determinado o volume de 5 mL de amostra como representativo para
a diluicdo que deve ser realizada para a estimativa de microrganismos em fase

oleosa com a mistura diesel e biodiesel (B10).
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Foram obtidos resultados comparaveis em termos de validacdo da
linearidade e precis&o dentro do alcance de 10® UFC.mL™ a 10° UFC.mL™, do
método alternativo na estimativa de Candida silvicola, em amostra de mistura
B10 com a metodologia de referéncia (IP 385/99) e pela metodologia

alternativa de laminocultivo.

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas na exatidao
entre os dois métodos avaliados, quando comparados simultaneamente, pois
em alguns casos, devido a alta contagem de microrganismos e a faixa de
estimativa, de 10> UFC.mL™ a 10’ UFC.mL™?, pelos laminocultivos estes nao
forneciam um cenario de contaminacdo acima do seu limite maximo, como o
que foi visto quando a contagem era realizada pelo método de referéncia IP

385/99 (Item 5.5).

Foi possivel estabelecer uma faixa 6tima de quantificacdo do método de
laminocultivos, ja proposto pelo mesmo, em sua estimativa da contaminacao
microbiana de 10° UFC.mL™ e 10° UFC.mL™, onde uma indicacdo de tomada

de acéo, conforme proposto por Hill & Hill (2009) a partir de 10* UFC.mL™.

Foi possivel estimar o comportamento da populacdo microbiana, com o
uso dos laminocultivos, durante o monitoramento da contamina¢do em mistura

B10 tratada com os biocidas MBO-50 e MBO-100 em escala laboratorial.

Na escala piloto (tanques de 20 L) com a mistura B10 tratada e né&o
tratada com o biocida MBO-50 (1000 ppm) e com dois niveis de contaminacao
microbiana (baixa 10° e média 10° UFC/mL), a estimativa microbiana com o uso
de laminocultivos permitiu avaliar somente a condicdo de média contaminagéo

na fase oleosa até os 21 dias e na aguosa até os 60 dias.



7. PERSPECTIVAS

- Determinar em ensaio o volume de amostra de combustivel para analise

microbiolégica com o biodiesel puro (B100) e o diesel A (BO);

- Realizar o ensaio de validacdo de método microbiol6gico alternativo
para 0s microrganismos Bacillus pumilus, Pseudomonas aeruginosa e

Paecilomyces variotii com a amostra de mistura B10;

- Realizar o ensaio de validacdo de método microbiol6gico alternativo
para 0s microrganismos Candida silvicola, Bacillus pumilus, Pseudomonas

aeruginosa e Paecilomyces variotii com a amostra de diesel (BO);

- Realizar o ensaio de validacdo de método microbioldgico alternativo
para 0s microrganismos Candida silvicola, Bacillus pumilus, Pseudomonas

aeruginosa e Paecilomyces variotii com a amostra de fase aquosa;

- Avaliar a implementagdo a campo do método de laminocultivos para
estimativa da contaminacdo microbiana no combustivel diesel comercializado

atualmente em postos revendedores de combustiveis.
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9 ANEXOS

9.1 Meio de cultura utilizados
9.1.1 PCA (Plate count Agar)

Caseina enzimatica hidrolisada 6.13 g. L™

Extrato de Levedura 3.06 g.L™
Dextrose 1.23¢g.L™
Agar 30.10g.L*
pH Final: 7.0

9.1.2 BDA (Batata dextrose Agar)

Infus&o de batatas 300.00 g.L™?
Dextrose 20.00g.L*
Agar 15.00 g.L*!

pH final: 5.6
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9.1.3 Agar malte
Extrato de malte
Peptona

pH = 5,4

Agar (depois que medir o pH)

9.1.4 Agar nutriente
Extrato de carne
Peptona

Agar

9.1.5 Solucéao salina

Cloreto de Sédio

30¢.L?

5g.L7

20g.L?

3g.L?
5¢g.L*

15¢g.L*

0,85%

9.1.6 Meio mineral Bushnell-Hass

KH2PO,4
KoHPO,4
NH4NO3
MgS04.7H,0
FeCls
CaCl,.2H,0

pH final = 7,2

1g.L*
1g.L*
1g.L*
0,2¢g.L*
0,05¢g.L*

0,02¢g.L*
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9.2 Certificados de ensaio
9.2.1 Certificado de ensaio de combustivel BO:

| Numero: 0743-12 T |

e
m TRANSPETRO

lProduto: OLEO DIESEL A S50 Cédigo: 5P
Local de Amostragem: TQ 373506 Laboratério: Transpetro/Lab Rio Grande
Endereco: 22 Seccao Barra S/N Pier Petroleiro
/ stra : :
Data/ hora Amo t‘ gem:  02/10/12 11:40 Rio Grande - RS CEP 96204-020
Data/ hora Recebimento: 02/10/12 12:00 Telefone:(53)3234-3200 Fax: (53)3234-4215
 Caracteristica .| Metodo | Especificacio Resultado |  Unidade

COR VIS 000 INAM € INAM N/A
COR ASTM D 1500 3,0 max L1,0 N/A
10% RECUPERADOS D 86 Anotar 206,8 grau C
50% RECUPERADOS D88 2450 a 310,0 2641 grau C
90% RECUPERADOS D 86 360 max 339,6 grauC
MASSA ESPECIFICA A 20 GC D 4052 820 a 850 8371 kg/m3
VISCOSIDADE CINEMATICA A 40 GC D 445 20 a 50 2,740 mm2/s
AGUA E SEDIMENTOS D 2709 0,05 max 0,000 % volume
AGUA (KARL FISCHER) D 6304 Anotar 223 mg/kg
PONTO DE FULGOR D93 38,0 min 69,0 grauC
ENXOFRE TOTAL D 2622 50 max 6,940 mg/kg
CONDUTIVIDADE ELETRICA D 2624 25 min @ 148 pSim
Notas:

- Todos os limites especificados sao valores absolutos de acordo com a norma ASTM E 29.

(1) Usualmente de Incolor a amarelada, podendo apresentar-se ligeiramente alterada para as tonalidades marrom e alaranjada

(2) Limite requerido no momento e na temperatura do carregamento do combustivel pelo produtor e distribuidor.Para o distribuidor,
o controle e o atendimento ao limite especificado serdo compulsério a partir de 01.01.2010. Nota de Seguranca: Manusear o produto
com as devidas normas aplicaveis de seguranca.

- Reamostragem

Anélise de Enxofre realizada na REFAP (ASTM D2622)

Condutividade Elétrica (ASTM D2624), pS/m @ 25,0 oC = 148,0. Ensaio realizado para atendimento a0 oficio 344/2011/SBQ/RJ-ANP
de 28/11/2011.

Tipo de Amostragem: AMOSTRA CORRIDA

Tipo de Operagdo: Reamostragem

Data de Emissao: 02/10/2012 16:58:35 Pagina: 1 de 1 Original Assinado Por:

Os resultados deste Certificado de Ensaio referem-se 4 amostra Responsavel:
acima especificada. Raquel Madruga Mesquita
Este certificado s6 pode ser reproduzido integralmente com a CRQ: 05407218

autorizagao do responsavel pelo seu contetido.




9.2.2 Certificado de ensaio de combustivel B100:
- Determinagéo de volume de amostra
- Validac&o de amostra

.3

Cadastrado na ANP(Agéncla Naclonal de Petréleo, GAs Natural o Blocombustivels)

Cadastro: 017

CERTIFICADO DA QUALIDADE

FC-BIO-2C

N° 049.12 - 22/09/12

Processo ANP; 48600.001798/2009-11 .

Ider'w'llﬂcacAO do Produtor

Granol Industria Comércio e Exportagao S/A

Produto Ester Metllico de Oleo Misto * (Biodiesel -B100)
*78% Oleo de Soja - 20% Sebo Bovino — 2% Gordura Suina
Produzido 28/08/12 Analisado  [21/08/2012
Numero do Lote GC-12-CS-049 N
Lote estocado no tanque 205-2-014
éqgail&ade de produto no tanque 2.184.835 L

Numeragao dos lacres do tanque

\ 2084482/0751130/5317735/8640028

Numeragao dos lacres das amostras testemunho ‘1973301!187@321
 Caracteristica Unldade Métodode | ‘Resultado | ANP 0412012 Laboratério
Ensalo Limites .

Aspecto a 25°C - VISUAL L LI Granol Cachoeira do Sul
Massa Especifica a 20° kg/m* NBR 7148 879 850 - 900 Granol Cachoeira do Sul
Visensidada Cinamatica a 40° C mm?/a NBR 10441 48 3.0-6.0 Granol Cachoaira do Sul
Teor de Aoua ma/ka EN 1SO 12037 256 Méx. 380 Granol Andoolis
Contaminacéo Total ma/ka EN 12662 9 Méx. 24 Granol Cachoeira do Sul
Ponto de fulgor oc ASTM D83 152 Min. 100 Granol Cachoeira do Sul
Teor de éster . % massa EN 14103 97,9 Min. 96,5 Granol Cachoeira do Sul
RAaslduo de Carbono % massa ASTM D4530 0,01 Méx. 0,05 Granol Anépolis
Cinzas Sullatad % massa NBR 6294 <0.01 Max. 0.02 Granol C do Sul
Enxofre Total mg/kg ASTM D 5453 36 Méx. 10 Granol Anépolis

S6dio e Potassio makg NBR 15553 35 Méx. 5 Granol Anépolis
Célcio e Magnésio ma/kg NBR 15553 21 Méx. 5 Granol Anépolis i
Fosforo ma/kg NBR 15553 <0,01 Méx. 10 Granol Anépolis
Corrosividade ao Cobre, 3 h a 50°C - NBR 14359 1 Méx. 1 Granol Anépolis B
Ponto de entupimento de filtro a frio ‘C NBR 14747 +1 3 Granol Cachoeira do Sul
Iqqug‘da acldez mg KOH/g NBR 14448 0,40 Méx. 0,50 Granol Cachoeira do Sul
Glicerol livre % massa EN 14105 <0,01 Méx. 0,02 Granol Cachoeira do Sul

G__ licerol total % massa EN 14105 0,18 Méx, 0,25 Granol Cachoeira do Sul
Mgnoacﬂglicevo! % massa EN 14105 0,64 Méx. 0,80 Granol Cachoeira o Sul
Diacilglicerol % massa EN 14105 0,04 Max. 0,20 Granol Cachoeira do Sul i
Triacilalicerol % massa EN 14105 0,04 Méx. 0,20 Granol Cachoeira do Sul
 Metanol % massa EN 14110 0,05 Méx. 0,20 Granol Cachoeira do Sul
qulca de lodo 7/100g EN 14111 111,32 Anotar Granol Cachoelra do Sul
Estabilidade a oxidacao a 110° C h EN 14112 9,2 Min. 6 Granol Cachoeira do Sul
LIl = Limplido e isento de Impurezas. v s
* Limites confy tabela Il do R Técnico ANP N* 4
Ana Beatriz Machado Costa =

Estrada volta do Charqueada, S/N — Cachoeira do Sul /RS

CRQ 07109650 V Regiso

Bachar

uimica Ambiental

Fone (051) 3722 - 6550
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- Ensaio de monitoramento microbiolégico em tanques de 20 L

e —
OLEOPLAN S.A.
v

OLEOPLAN S/A - OLEOS VEGETAIS PLANALTO

CERTIFICADO DE QUALIDADE

PRODUTO: BIODIESEL - B100 ) FABRICAGAO:  23/5/2011
LOTE:353 CERTIFICADO N°: 353
MATERIAS PRIMAS UTILIZADAS: OLEO DE SOJA (75%), GORDURA ANIMAL (25%) E METANOL
DATA DE ENSAIO: 24/05/2011

Caracteristica Unidade Resultado Especificagdes Métodos
Aspecto/Temperatura lida em °C :Ln;ﬁ:xr:zl::gg leﬁ';c;:rl:ggn de Visual
Massa Especifica a 20 °C Kg/m® 879,1 » 850-900 ASTM D 1298
Viscosidade Cinemética a 40°C mm?/s 4,299 3,0-6,0 ASTM D 445
Teor de agua mglkg 326 500 (max.) ASTMD 6304
Contaminacéo Total mg/kg 19,8 24 (max.) EN 12662
Ponto de Fulgor
Vaso fechado Fensk\?— Martens C 132 100,00 (min.) ASTMD 3
Teor de éster % massa 98,4 96,5 (min.) EN 14103
Residuo de Carbono % massa 0,02 0,05 (max.) ASTM D 4530
Cinzas Sulfatadas % massa 0,007 0,020 (max.) ASTMD 874
Enxofre total mglkg 29 50 (max.) ASTM D 5453
Sédio + Potassio mg/kg 3,3 5(max.) NBR 15553
Célcio + Magnésio mglkg 2,6 5 (max.) NBR 15553
Fasforo mg/kg 1,7 10 (méx.) NBR 15553
Corrosividade ao cobre, 3h a 50°C - 1 1 (max.) ASTM D 130
Ponto de entupimento de filtro a frio °C 6 19 (max.) ASTMD 6371
Indice de acidez mgKOH/g 0,4 0,50(max.) ASTMD 664
Glicerina Livre % massa 0,013 0,02 (max.) ASTMD 6584
Glicerina total % massa 0,185 0,25 (max.) ASTM D 6584
Monoglicerol % massa 0,469 ANOTAR ASTM D 65
Diglicerol % massa - 0217 ANOTAR AS 584
Triglicerol % massa 0,172 ANOTAR — |y B 6584 |
Metanol % massa 0,06 0,20 (max.) ‘1| ENJ4ANS
Estabilidade & oxidagéio a 110°C h 7.9 6(min)_ - ~po C EN 14112
‘ A1 W 100

o

RST 470 — KM 109 - N°. 3482 — CEP: 95330 - 000 — VERANOPOLIS - RS
FONE: (54) 3441 3300 - FAX: (54) 3441 3300
E-mail: laboratorio_biodiesel@oleoplanver.com.br, atendimento@oleoplanver.com.br
Site: www.oleoplanver.com.br



9.2.4 Certificado de analise fisico-quimico da agua de lastro:

&
UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO 8UL

v
i

i

FACULDADE DE AGRONOMIA - DEPARTAMENTO DE SOLOS

LABORATORIO DE ANALISES
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NOME: Profa. Fatima Bento

MUN.: Porto Alegre

Data de entrada: 08/12/10

LAUDO DE ANALISES

ESTE:IRS
Data de expedicao: 20/01/11
N° DE REG.: R-389/2010

MATERIAL: Agua retirada do lastro do tanque de estocagem

Determinacdes

Amostra 01

Metodologia aplicada / Limite de detec¢do

N-NH," - mg/L

N-NO, - mg/L
Fésforo total - mg/L
Potéassio total - mg/L
Calcio total - mg/L
Magnésio total - mg/L
Enxofre total - mg/L
Cobre total - mg/L
Zinco total - mg/L
Ferro total - mg/L
Manganés total - mg/L
Sadio total - mg/L
Boro total - mg/L

192
<0,1
< 0,01
59
67
10
34
0,86
4§3
1454
126
229
0,2

destilagdo, MgO / Titulometria/ 0,1 mg/L

destilagdo, Liga de Varda / Titulometria/ 0,1 mg/L
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,01 mg/L
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,07 mg/L
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,04 mg/L
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,02 mg/L
digestdo umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 1,0 mg/L
digest&o umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,004 mg/L
digestao Umida nitrico-perciérica/ {CP-OES/ 0,02 mg/L
digestdo umida hitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,04 mg/L
digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,01 mg/L
digestao umida nitrico-perclérica/ ICP-OES/ 0,1 mg/L
digestdo seca/ ICP-OES/ 0,1 mg/L

Obs.,: Resultados expressos na am
Obs.,: Média de 2 determinagdes.

tra “in natura”.

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

Laboratério de Analises de Solo - Av. Bento Gongalves, 7712 - Bairro Agronomia - Porto Alegre, RS - CEP 91540-000

FonelFax: (0xx 51) 33086023 Fones: (Oxx 51) 33087457 - 33087459 - e-mail: labsolos@bol.com.br
Cadastrado junto 8 FEPAM como Laboratorio de Analises Ambientais sob o nimero 12/2006-DL.
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9.2.5 Coeficiente de variacdo (RSD) esperado como uma funcédo de
Unidade Formadoras de Col6nia (UFC) por Placa (USP, 2010).

Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) por Coeficiente de variacao (RSD)
Placa esperado
30-300 <15%
10-30 <25%
<10 <35%

9.3 Tabelas de Andlise de Variancia (ANOVA)

9.3.1 Estimativa em fase oleosa

a. Tabela. Andlise de variancia dos volumes de amostra de B10 para estimativa

microbiolégica por laminocultivos no meio de cultivo PCA.

Fonte de variagao Soma dos GDL Média Valor F Valorp
quadrados guadrética
Laminocultivo -UFC.mL-1 (PCA)  287,0417 1 287,0417 810,4706  <0,05*
Diluido/Sem diluicdo 8,1667 3 8,1667 23,0588 <0,05*
Tempo 2,8750 3 0,9583 2,7059 >0.05
Diluido/Sem diluicdo*Tempo 5,2500 3 1,7500 4,9412 <0.05*
Erro 5,6667 16 0,3542

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianga de 95%.

b. Tabela. Analise de variancia dos volumes de amostra de B10 para estimativa

microbiolégica por laminocultivos no meio de cultivo Agar Ogye.

Fonte de variacéo Soma dos GDL Média Valor F Valorp
quadrados guadratica
Laminocultivo -UFC.mL-1 (Ogye) 360, 3750 1 360,3750 2162,250 <0,05*
Diluido/Sem diluicao 15,0417 3 15,0417 90,250 <0,05*
Tempo 0,4583 3 0,1528 0,917 >0.05
Diluido/Sem diluicado*Tempo 6,4583 3 2,1528 12,917 <0.05*
Erro 2,6667 16 0,1667

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

c. Tabela. Anadlise de variancia dos volumes de amostra de B100 para estimativa

microbiolégica por laminocultivos no meio de cultivo PCA.
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Fonte de variacéo Soma dos GDL Média Valor F Valorp
quadrados guadratica
Laminocultivo -UFC.mL-1 (PCA) 287,0417 1 287,0417 810,4706  <0,05*
Diluido/Sem diluigao 8,1667 3 8,1667 23,0588 <0,05*
Tempo 2,8750 3 0,9583 2,7059 >0.05
Diluido/Sem diluicdo*Tempo 5,2500 3 1,7500 4,9412 <0.05*
Erro 5,6667 16 0,3542

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

d. Tabela. Andlise de varidncia dos volumes de amostra de B100 para estimativa
microbiolégica por laminocultivos no meio de cultivo Agar Ogye.

Fonte de variagéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
quadrados guadrética
Laminocultivo -UFC.mL-1 (Ogye) 360,3750 1 360,3750 2162,250 <0,05*
Diluido/Sem diluigao 15,0417 3 15,0417 90,250 <0,05*
Tempo 0,4583 3 0,1528 0,917 >0.05
Diluido/Sem diluicdo*Tempo 6,4583 3 2,1528 12,917 <0.05*
Erro 2,6667 16 0,1667

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

9.3.2 Solucdes e surfactantes

a. Tabela. Andlise de variancia das solucdes diluentes testadas para o crescimento em

laminocultivo no meio de cultivo PCA.

Fonte de variacéo Soma dos GDL Média Valor F Valorp
quadrados guadrética
Laminocultivo -UFC.mL-1 (PCA)  256,7604 1 256, 7604 24649,00 >0,05*
Solugdes 10,3229 7 1,4747 141, 57 >0,05*
Erro 0,1667 16 0,0104

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

b. Tabela. Andlise de varidncia das solu¢@es diluentes testadas para o crescimento em placa

no meio de cultivo PCA.

Fonte de variagao Soma dos GDL Média Valor F Valor p
quadrados guadratica

Placa -UFC.mL-1 (PCA) 337,5 1 337,5 - >0,05

Solucgdes 10,5 7 15 - >0,05

Erro 0 16 0
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c. Tabela. Andlise de variancia das solucdes diluentes testadas para o crescimento em

laminocultivo no meio de cultivo Agar Ogye.

Fonte de variagéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
quadrados guadratica
Placa -UFC.mL-1 (Ogye) 260,7004 1 260,7004 2596,187  >0,05*
Solucdes 8,9029 7 1,2718 12,666 >0,05*
Erro 1,6067 16 0,1004

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

e. Tabela. Analise de variancia das solucdes diluentes testadas para o crescimento em

placa no meio de cultivo BDA.

Fonte de variagéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
quadrados guadrética
Placa -UFC.mL-1 (BDA) 280,0098 1 280,0098 1326, 362 >0,05*
Solugdes 8,5725 7 1,2246 5,801 >0,05*
Erro 3,1667 15 0,2111

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

9.3.3 Volume de amostra

a. Tabela. Andlise de varidancia dos volumes de amostra de B10 para estimativa
microbiolégica por laminocultivos em meio de cultivo PCA.

Fonte de variagéo Soma dos GDL Média Valor F Valorp
quadrados guadratica
Laminocultivo -UFC.mL-1 (PCA)  296,0556 1 296, 0556 968,9091  <0,05*
Volumes 2,2778 5 0,4556 1, 4909 >0,05
Erro 3,667 12 0,3056

Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

b. Tabela. Andlise de variancia dos volumes de amostra de B10 para estimativa
microbiolégica por contagem em placa no meio de cultivo PCA.

Fonte de variacéo Soma dos GDL Média Valor F Valorp
quadrados guadratica
Placa -UFC.mL-1 (PCA) 234,7222 1 234,7222 234,7222  <0,05*
Volumes 58,2778 5 11,6556 11,6556 <0,05*
Erro 12,0 12 1,0

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.
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Tabela. Andlise de variancia dos volumes de amostra de B10 para estimativa

c.
microbiolégica por laminocultivos no meio de cultivo Agar Ogye.
Fonte de variagéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
guadrados guadratica
Laminocultivo -UFC.mL-1 (Ogye) 329,3889 1 329,3889 456,0769  <0,05*
Volumes 4,4944 5 0,9889 1,3692 >0,05
Erro 8,6667 12 0,7222

d. Tabela. Andlise de variancia dos volumes de amostra de B10 para estimativa
microbiolégica por contagem em placa no meio de cultivo BDA.

Fonte de variacéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
quadrados guadrética
Placa -UFC.mL-1 (BDA) 227,5556 1 227,5556 273,0667  <0,05*
Volumes 52,4444 5 10,4889 12,5867 <0,05*
Erro 10,00 12 0,8333

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

9.3.4 Validagdo de amostra de B10 com o microrganismo Candida
silvicola.

Tabela. Andlise de variancia entre a metodologia de referéncia (IP 385/99) e o método

a.
alternativo de laminocultivos para estimativa do microrganismo Candida silvicola na
amostra de mistura B10.

Fonte de variagao Soma dos GDL Média Valor F Valor p
quadrados guadrética

Método 3,626029 1 3,626029 9,398609  <0,05*

Amostras 202,0323 5 40,40647 104, 7329 >0,05
Erro 27,77795 72 0,385805

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

9.3.5. Estimativa em fase aquosa e oleosa com adi¢cao de biocida

a. Tabela. Analise de variancia das condicdes com e sem inoculo nos tratamentos com

concentracdo de 0, 500 e 100 ppm para os biocidas MBO-50 e MBO-100 em fase aquosa, no

meio de cultivo PCA.

Fonte de variagao Soma dos GDL Média Valor F Valor p
guadrados quadrética
Laminocultivo UFC.mL™ (PCA) 296,8067 1 296,8067  679,7099 0

Condicao (com ou sem inéculo) 1,500 1 1,500 3,4351 0,06



Biocida/Concentracao 315,8433

Tempo 12,5433
Condicao*Biocida/Concentragéo 7,81667
Condicdo*Tempo 1,6167
Biocida/Concentracao*Tempo 33,1400
Condicao*Biocida/Concentracdo*Tempo 19,5667
Erro 43,667

78,9608
3,1358
1,9542
0,4042
2,0712
1,2229
0,4367

180,8263
7,1813
4,4752
0,9256
4,7433
2,8006
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<0,05*
<0,05*
<0,05*
0,45
<0,05*
<0,05*

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

b. Tabela. Analise de variancia das condicbes com e sem in6culo nos tratamentos com

concentracdo de 0, 500 e 100 ppm para os biocidas MBO-50 e MBO-100 em fase aquosa, no meio

de cultivo Agar Ogye.

Fonte de variacgéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
guadrados guadratica
Laminocultivo UFC.mL™ (Agar Ogye) 812,0067 1 812,0067  1581,831 <0,05*
Condig&o (com ou sem indculo) 23,2067 1 23,2067 45,208 <0,05*
Biocida/Concentracéo 554,0933 4 138,5233 269,851 <0,05*
Tempo 32,8933 4 8,2233 16,019 <0,05*
Condicdo*Biocida/Concentragéo 26,6267 4 6,6567 12,968 <0,05*
Condicéo*Tempo 30,3600 4 7,5900 14,786 <0,05*
Biocida/Concentracao*Tempo 35,5067 16 2,2192 4,323 <0,05*
Condicao*Biocida/Concentracdo*Tempo 38,9733 16 2,4358 4,745 <0,05*
Erro 51,3333 100 0,5133

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

c.Tabela. Andlise de variancia das condicbes com e sem in6culo nos tratamentos com

concentracdo de 0, 500 e 100 ppm para os biocidas MBO-50 e MBO-100 em fase aquosa, no meio

de cultivo PCA.

Fonte de variacéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
guadrados guadratica

Placa UFC.mL™ (PCA) 1620,107 1 1640,107  828,3367 <0,05*

Condigéo (com ou sem indculo) 49,307 1 49,307 24,9024 <0.05*

Biocida/Concentracéo 1210,960 4 302,740 1528990 <0,05*

Tempo 86,827 4 21,707 10,9630 <0,05*

Condicdo*Biocida/Concentragéo 108,160 4 27,040 13,6566 <0,05*

Condicdo*Tempo 69,093 4 17,273 8,7239 <0,05*

Biocida/Concentracao*Tempo 143,440 16 8,965 4,5278 <0,05*

Condicao*Biocida/Concentracdo*Tempo 108,107 16 6,757 3,4125 <0,05*
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Erro

198,000

100

1,980

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

d.Tabela. Analise de variancia das condicdes com e sem in6culo nos tratamentos com

concentracdo de 0, 500 e 100 ppm para os biocidas MBO-50 e MBO-100 em fase aquosa, no meio

de cultivo BDA.

Fonte de variacao Soma dos GDL Média Valor F Valor p
guadrados guadratica
Placa UFC.mL™ (BDA) 1607,207 1 1607,207 1674,174 <0,05*
Condicao (com ou sem inéculo) 29,927 1 29,927 31,174 <0,05*
Biocida/Concentracao 1202,960 4 300,740 313,271 <0,05*
Tempo 120,227 4 30,057 31,309 <0,05*
Condig&o*Biocida/Concentragéo 122,507 4 30,627 31,903 <0,05*
Condicdo*Tempo 98,040 4 24,510 25,531 <0,05*
Biocida/Concentracdo*Tempo 110,773 16 6,923 7,212 <0,05*
Condicao*Biocida/Concentracdo*Tempo 121,360 16 7,585 7,901 <0,05*
Erro 96,000 100 0,960

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

9.3.6 Monitoramento tanques de 20L.

Tabela. Andlise de variancia da contagem de células vidveis por laminocultivos durante o

monitoramento em tanques piloto em fase aquosa, no meio de cultivoPCA.

Fonte de variacéo Soma dos GDL Média Valor F Valor p
guadrados guadratica

Laminocultivos (UFC.mL™ (PCA) 608,2232 1 608,2232  916,4260 <0,05*

Condig&o (com ou sem indculo) 139,5089 1 139,5089 210,2018 <0,05*

Condig&o (com ou sem aditivo) 12,2232 1 12,2232 18,4170 <0,05*

Tempo 169,4643 6 28,2440 42,5561 <0,05*

Condicdo/Com ou sem aditivo 3,9375 1 3,9375 5,9327 <0,05*

Condi¢éo*Tempo 70,1786 6 11,6964 17,6233 <0,05*

Com ou sem aditivo*Tempo 8,2143 6 1,3690 2,0628 >0,05*

Condi¢cdo*Com ou sem aditivo*Tempo 15,5000 6 2,5833 3,8924 <0,05*

Erro 55,7500 84 0,6637

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.

Tabela. Analise de variancia da contagem de células viaveis por laminocultivos durante o

monitoramento em tanques piloto em fase oleosa, no meio de cultivo PCA.

Fonte de variagao

Soma dos

GDL

Média

Valor F

Valor p
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guadrados quadratica
Laminocultivos (UFC.mL'l (PCA) 130,7232 1 130,7232 220,7186 <0,05*
Condicao (com ou sem inéculo) 0,4375 1 0,4375 0,7387 >0,05
Condig&o (com ou sem aditivo) 9,7232 1 9,7232 16,4171 <0,05*
Tempo 204,5893 6 34,0982 57,5729 <0,05*
Condig&o/Com ou sem aditivo 1, 0804 1 1,0804 1,8241 >0,05
Condicdo*Tempo 11,3750 6 1,8958 3,2010 <0,05*
Com ou sem aditivo*Tempo 17,5893 6 2,9315 4,9497 <0,05*
Condicdo*Com ou sem aditivo*Tempo 11,7321 6 1,9554 3,3015 <0,05*

Erro 49,7500 84 0,5923

*Estatisticamente significativo no intervalo de confianca de 95%.
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