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ISOLAMENTO, CARACTERIZAGAO E CONTROLE DE
MICRORGANISMOS PRESENTES EM OLEO DIESELY/

Autora: F&tima Menezes Bento
Orientadora: Christine Claire Gaylarde

RESUMO

A deterioragcdo microbiana de  hidrocarbonetos,
principalmente em combustiveis destilados, leva & formagdo de
uma biomassa na interface &éleo-4gua em sistemas de
armazenagem, causando a obstrucdo de filtros, mangueiras e
tubulacdes, s6lidos suspensos no Sleo (at1v1dade
biosurfactante) e corrosdo dos tanques metdlicos.” Visando a
determinar a populacdo presente no sedimento de tanques
armazenadores de 6leo diesel (naval, comum e urbano),
procedeu-se o isolamento, caracterizacdo, estimativa da
populacdo bacteriana pela técnica do nUmero mais provavel
(NMP) que realiza a estimativa do ndimero de bactérias por ml,
assim como a possibilidade de controle com o uso de 4
‘biocidas. Foram isolados os fungos Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Amorphotheca resinae;
2 isolados identificados como provadveis Bacillus e 2 como
Pseudomonas, detectando-se também a presenca de bactérias
redutoras de sulfato - BSRy/O isolado caracterizado como
provadvel pertencente ao género Pseudomonas apresentou-se com
maior atividade surfactante. A estimativa da populacio
aer6bia foi de 5,4 a 7,0 unidades logaritmicas/ml e da
populacdo de BSR foi de 5,4 a 6,4 unidades logar{tmicas/ml
presentes no sedimento e na fase aquosa. Os biocidas A& base
de sal quaterndrio de aménio e de isotiazolona apresentaram
atividade superior aos demais biocidas testados (aldeidos).

1/ pissertaciio de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente,
Faculdade de Agronomia, Universidade. Féderal do Rio Grande do Sul.
Porto Alegre (121p.) Outubro, 1994.
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ISOLATION, CHARACTERIZATION AND CONTROL OF
MICRORGANISMS PRESENT IN DIESEL FURL!/

Author: Fatima Menezes Bento
Adviser: Christine Claire Gaylarde

SUMMARY

Microbial deterioration of hydrocarbons, mainly
distilled fuels, causes the formation of a biomass at the
oil-water interface, leading to the blockage of filters and
pipes, the presence of suspended solids in the o0il phase (due
to biosurfactant activity) and corrosion of the metallic
tanks. The isolation, characterization and enumeration by the
MPN (Most probable number) technique of the microbial
population in the water and sediment phase of tank diesel was
carried out with a view to investigating microbial
contamination in diesel storage tanks. The anti-microbial
activity of 4 biocides against the isolated microrganisms was
also tested. Four fungi and 5 bacteria were isolated:
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger
and Amorphotheca resinae; 2 types of Bacillus; 2 of
Pseudomonas and 1 sulphate-reducing bacteria - SRB. One
isolate tentatively identified as Pseudomonas was shown to be
the best blosurfactant producer. The aeroblc populatlon was
105-4 - ‘0/ml1 and the anaerobic 1054 - 4/ml. The 2
bloc1des based on a quaternary ammonlum salt and an
isothiazolone mixture were more active against the isolated
microrganisms than the other biocides (aldehydes).

Y/ M.sc. Dissertation in Environmental and Agricultural Microbiology.
Agronomy Department, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre (121p.) - October, 1994.
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1. INTRODUGAO

As refinarias e sistemas de distribuiciZo tém
enfrentado problemas com a contaminagdo microbiana em
produtos derivados do petréleo. Mudancas nas prdticas

9
utilizadas durante os processos de refino e sistemas de
distribuicdo, bem como o aumento no uso de aditivos
proporcionam composi¢des varidveis dos combust{veis que irdo
refletir na intensidade do desenvolvimento microbiano. Esse
desenvolvimento resulta na contaminagdo do combustivel em
funcao‘da‘t ‘capacidade de alguns microrganismos utilizarem
esses produtos como fonte de carbono e energia na presenca de
pequenas quantidades de 4gua. Os grupos de microrganismos
envolvidos no processo de contamina¢io de combust{iveis s3o os
fungos filamentosos, leveduras, Dbactérias aerébias e
bactérias redutoras de sulfato. Além de promoverem a oxidac¢do
de hidrocarbonetos, com producdo de metabdlitos corrosivos,
como &cidos orgdnicos e inorgénicos, estes microrganismos
produzem mais 4gua aos sistemas. Como conseqdéncia do
crescimento microbiano, desenvolve-se uma grande biomassa na
interface 6leo-4gua em sistemas com combustivel, ocorrendo
problemas operacionais resultantes do ‘e.nt:upimentos de

filtros, mangueiras, tubulag¢Bes, producio de emulsdo



(atividade Dbiossurfactante), altera¢do na qualidade do
combustivel e corrosdo dos tanques metdlicos.

Levando-se em .consideracdo os problemas potencias
causados pelo crescimento microbiano em combustiveis
armazenados em refinarias e postos de distribuicgdo,
desenvolveu-se a presente pesquisa com o objetivo de avaliar
os principais contaminantes presentes no lodo formado no
fundo dos reservatérios de &6leo diesel (naval, comum e
urbano). Utilizaram-se técnicas de isolamento:e caracteri-
zagcdo dos nmicrorganismos contaminantes enconfrados.
Objetivou-se também quantificar as populac¢des de bactérias
aerébias e a anaerdébias com é&nfase as redutoras de sulfato,
assim como avaliar a produgdo de biossurfactante pelos
isolados bacterianos. Realizou-se também experimentos. de

controle de crescimento microbiano pelo uso de biocidas.



2. REVISX0O BIBLIOGRAFICA

2.1. Degradag@o microbiana de hidrocarbonetos

A contaminac3o microbiana em combustiveis est&
relacionada com a disponibilidade de nutrientes e égua;
Associado a estes fatores estd a habilidade com que alguﬂs
microrganismos sdo capazes de utilizar o carbono presente nos
hidrocarbonetos como fonte de energia para seu crescimento.

0 estudo da utilizac¢do de derivados do petréleo pelos
microrganismos datam do final do século passado, com o 1°¢
registro para fungos (Botrytis ~éinerea) que crescera em
parafina, um dos constituintes do fracionamento do éleo cru,
(MYOSHE, 1895), citado por SCHWARTZ & LEATHEN (1976).

KASERER & SOHNGEN (1906), citado por VIDELA (1981),
registraram a oxidac¢do do metano por uma bactéria, atualmente
conhecida como Pseudomonas methanica. A oxidacdo bacteriana
também foi evidenciada em gasolina (Cg - Cg) e querosene
(Cq9 - C1g) (SOHNGEN, 1915), citado por VIDELA (1981).

BUSHNELL & HAAS (1941) desenvolveram um meio mineral
simples com o objetivo de isolar os microrganismos capazes de
utilizar hidrocarbonetos como tnica fonte de carbono e
eqergia para o seu crescimento. Esses autores encontraram que

o petrbéleo, o querosene, a gasolina, os 68leos minerais e a



parafina podem ser usados como fonte de carbono por diversos
microrganismos (DAVIS, 1967).

A Dbiodeteriora¢d3o ¢é resultante da: oxidagdo de
hidrocarbonetos e da presenca de metabdlitos oriundos do
crescimento de microrganismos que causam altera¢des na
composicdo e qualidade do cémbustivel.

O desenvolvimento microbiano em hidrocarbonetos (Cg -

C,p) tem contribufdo na deteriora¢do, principalmente de éleo
diesel (Cg - Cyo)., durante a estocagem em tanques de
embarcacée.S (BRUCE, 1982; NEIHOF & MAY, 198~3; HETTIGE &
SHERIDAN, 1§89a; PITCHER, 1989; HAGGETT & MORCHAT, 1992) e em
tanques armazenadores (FRANCA et al., 1992; MAGALHAES et al.,

J 1992; RODRIGUES, 1992; SOLANA, 1994).

As moléculas de hidrocarbonetos suscet{veis ao ataque
microbiano podem estar presentes sob a forma de cadeias
alifdticas, aromiticas, longas, curtas, lineares, ou
ramificadas, que sdo modificadas para a obten¢do de compostos
usados no metabolismo das células (ALSOP§ & SEAL, 1986).

A oxidacdo microbiana desses hidrocarbonetos varia
desde simples cadeias alifdticas (metano, n-alcanos, isoalca-
nos, oleofinas, etc), considerados um grande potencial em
termos de substrato (WATKINSON & MORGAN, 1990), até os
aromaticos (benzeno, tolueno, naftaleno), dos quais nem todos
sdo completamente oxidados a ‘diéxido de carbono e 4gua
' (SCHWARTZ & LEATHEN, 1976).

Na realidade, o crescimento microbiano as expensas de

moléculas hidrocarbonadas encontra seu maior impedimento



devido ao cardter hidréfobo dessas substlncias.

2.1.1, Solubilizagdo e absorg¢do de hidrocarbonetos

A solubilidade dos componentes alifédticos decresce
rapidamente com o aumento do peso molecular (WATKINSON &
MORGAN, 1990). Como conseqiéncia, os microrganismos precisam
desenvolver adaptacdes espec{ficas que os habilitem a

utilizar a maloria dos substratos hidrocarbonados.

]
Existem trés rotas possiveis para a absorcdo de

hidrocarbonetos:
a) absorcdo de materiais solidveis;

b) via micro goticulas (quando essas goticulas sdo

muito menores que a célula microbiana) - pseudo-

solubilizacdo.

c) via macrogoticula

O primeiro mecanismo é geralmente descartado, devido
a baixa solubilidade dos alcanos (acima de C;,). Os outros
dois mecanismos, érovavelmente, podem operar sozinhos ou
simultaneamente.

A absor¢do do hidrocarboneto na forma de goticula é
considerada muito comum e frequentemente envolve a producio
de moléculas biolégicas surfactantes. Essas moléculas s3o
agentes emulsificantes que promovem a formac3o de goticulas
do hidrocarboneto, reduzindo a tensdo superficial do meio

aquoso. Devido a variabilidade no tamanho das got{iculas, os

microrganismos apresentam uma variedade de adaptacdes A



captacd3o dos mesmos (WATKINSON & MORGAN, 1990). Essas
adaptacdes tém sido extensivamente demonstradas pelas
mudancas na composicd3o lipfdica da membrana que ocorre
durante o crescimento das células em n-alcanos (Cy; - Cyp)
(REDDY et al., 1982; FINNERTY & SINGER, 1984; LANG & WAGNER,
1987; WATKINSON & MORGAN, 1990; KOCH et al., 1981; ZHANG &
MILLER, 1992).

A utilizac3o de alcanos por certos microrganismos
demonstram a habilidade de produzirem uma variedade de tipos

de moléculas surfactantes intracelulares (FINNERTY & SINGER,
1984).

2.1.2, Captagdo de hidrocarbonetos por surfactantes

0 esquema proposto para a captac¢do de hidrocarbonetos
tem sido bastante estudado (REDDY et al., 1982; RATLEDGE,
1988; WATKINSON & MORGAN, 1990; RATLEDGE, 1992) (Figura 1).

WITHALT et al. (1990), citados por RATLEDGE (1992),
sugeriram que a membrana externa do lipopolissacarideo (LéS)
encontrado em Pseudomonas oleovorans pode ser modificada pela
presenca de um emulsificante, o qual é liberado gradualmente
para fora da célula para formar uma camada monomolecular de
LPS emulsificante, envolvendo a goticula de hidrocarboneto.
Dessa forma, ndo haveria a exigéncia da biossintese de
qualquer surfactante de baixo peso molecular para aumentar a
solubilizag¢do do alcano, mas simplesmente evitaria o
dispéndio da metaboliza¢io celular, de forma a modificar

somente um dos seus componentes existentes.
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FIGURA 1. Mecanismo proposto para o processo de difusdo
facilitada na captacd3o de alcanos e out;os
hidrocarbonetos insoldiveis em Agua para o interior
da célula microbiana (RATLEDGE, 1992).



Demonstrou-se em estudo sobre a biodegradagdo de
alcanos que o transporte desse substrato insoluvel poderia
ser realizado por encapsulamentordesses alcanos (Cjyg e Ci¢6) em
pequenas vesiculas unilamelares (lipossomas). O encapsula-
mento aumenta com a dispersdo aquosa dos alcanos por
intercalacdo do alcano dentro da dupla camada fosfolipidica
da vesicula aos quais medem aproximadamente 20 a 50 nm de
difmetro. No entanto, o encapsulamento é facilitado pela
liberagdo dos alcanos para a membrana provida do aparato
enzimdtico bacteriano, ocorrendo a fusdo das vesiculas com a
membrana celular propriamente dita (MILLER e BARTHA, 1989).

Na realidade, esse tipo proposto de captagdo seria
uma forma de pinocitose, enquanto que o processo de difuso
facilitada (Figura 1) envolve uma pseudo-solubilizacdo do
alcano e de outros hidrocarbonetos insollveis em &gua pela
presenca de um biossurfactante (RATLEDGE, 1988). Nesse caso,
a superficie celular mudaria seu cardter hidréfobo,
permitindo a entrada de got{culas do alcano emulsificado, com
a liberacdo da molécula surfactante. A assimilac¢do através do
envelope celular, provavelmente, ocorreria por difusdo
passiva ou através de poros criadas por mudancas na estrutura
dovenvelope celular. Essa captac¢do do alcano é normalmente
mais rédpida. Dessa forma, o excesso de alcano é coalecido em
got{culas discretas que se tornam facilmente vis{veis dentro
da célula. Esse confinamento ndo evitaria sua subseqiente

oxidacdo, mas funcionaria como uma estratégia de reserva da

célula (RATLEDGE, 1992).



2.1.2.1., Estrutura dos blossurfactantes

Essas biomoléculas apresentam glicolip{deos de alto
e baixo peso molecular, tais como lipopeptideos, complexos
lipopolissacarideo - proteinas, 4cido graxbs e polimeros como
lipoprotefnas, que geralmente sdo classificados com base no
seu tipo de lipfdeo (LANG et al., 1983; FINNERTY & SINGER,
1984; ZHANG & MILLER, 1992; WATKINSON & MORGAN, 1990;
RATLEDGE, 1992).

‘ Esses biopolimeros apresentam uma porcdo hidréfila e
uma hidréfoba. Na por¢do hidréfoba, enconﬁram—se por¢des de
lip{deos ligados a um ou mais &cidos graxos (Figura 2), as
quais podem ser saturadas ou insaturadas. Na por¢do polar, a
parte solivel em 4gua do biossurfactante pode ser uma
carboxila, uma hidroxila ou uma mistura complexa de fosfato,
carbohidratos, aminodcidos (COOPER, 1986; LANG & WAGNER,
1987). Muitos dos biossurfactantes podem ser carregadas
negativamente ou neutros. Em biossurfactantes aniénicos, a -
carga é devida ao grupo carboxila, fosfato ou ocasionalmente

sulfato. Um pequeno numero de biossurfactantes catidnicos

apresentam fun¢des aminas.

2,1,2.2, Blossintese dos biossurfactantes

Os biossurfactantes s&o sintetizados por bactérias,
leveduras e fungos filamentosos durante o crescimento em
diferentes fontes de carbono desde substéncias hidréfilas
como a glicose até substratos hidréfobos como oS

hidrocarbonetos (GUERRA SANTOS, 1984; COOPER, 1986; LANG &
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CH, ——— (CH,), ——— COOH
porgéao porgéo
hidr6foba hidréfila

{

FIGURA 2. Estrutura de uma molécula surfactante com suas
' porcdes hidréfoba e hidréfila (COOPER, 1986).

WAGNER, 1987; ROCHA et al., 1992). Neste caso, podemos

encontrar dois tipos possiveis de produ¢do: a) quando os
surfactantes sfo extracelulares eles causam emulsificacdo do
hidrocarboneto dentro da célula; b) quando estdo associados
a parede celular podem faciliﬁar a penetrac¢do do hidrocarbo-
neto no espaco peripldsmico (KOCH et al., 1991).

Muitos dos surfactantes produzidos por microrganismos
degradadores de combusti{vel n3o so constitutivos, requerendo
a presenca de alcanos para induzirem sua sintese. A sintese
de biossurfactante também pode ser constatada na presenca de

substratos insoliveis em 4gua como &cidos graxos ou &leos

triglicer{deos (RATLEDGE, 1988). A produgdo de

biossurfactantes por microrganismos requer a presenca de
enzimas induzidas que s&o sintetizadas apenas gquando o

microrganismo estiver se desenvolvendo na presenca de um
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determinado hidrocarboneto. No entanto, WASKO & BRATT (1990)
sugerem que o processo pode ser constitutivo e n&o induzido

em funcd3o da produg¢d8o de surfactante por Ochrobactrum

anthropii, um contaminante de &éleo diesel, em meio com

glicose e Bushnell-Haas sem a presen¢a de hidrocarboneto.

2.1.2.3. Propriedades e aplicagdes de biossurfactan-

tes

A propriedade conferida a todo o‘surfactante é sua
habilidade em reduzir a tens3o superficial de um meio
liquido. Por exemplo, a dgua destilada apresenta uma tensdo

superficial de 73 dyn/cm. Um surfactante efetivo produzido

microbianamente (biossurfactante) pode reduzir este valor

para uma taxa menor que 30 dyn/cm (LANG & WAGNER, 1987; ZHANG
& MILLER, 1992).

Os biossurfactantes podem ser produzidos em grandes

quantidades por microrganismos e dessa forma nio necessitam

ser dependentes de produtos derivados do petréleo (KOCH et

al., 1991). O interesse por surfactantes microbianos tem

aumentado consideravelmente nos Ultimos anos, especialmente

por seu potencial na recuperacdo de O6leos, redugdo da

viscosidade de Sleos crus (emulsificac&o), na biorremediacdo
e como espumantes pesados, entre outros (FINNERTY & SINGER,
1984; GUERRA SANTOS et al., 1984; COOPER, 1986; KOSARIC et
al., 1987).

Os biossurfactantes de origem microbiana té&m sido
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reconhecidos como substitutos parciais ou totais dos

surfactantes sintéticos, sendo considerados com
caracter{sticas superiores aos sintéticos na industria
petrolifera e de éleos. K preciso qﬁe essas moléculas sejam
biodegraddveis, n3o téxicas e que possam ser produzidas por
fermentacdo com substratos a baixos custos (BANAT et al.,
1991; ROCHA et al., 1992). Na limpeza de tanques, seu modo de
acl3o é a dispersdo de componentes oleosos pesados por meio da
reducdo da viscosidade do resfduo oleoso, formando macro e
micro emulsdes de 6ieo na agua ou de 4gua no Sleo. A emuls3o
menos viscosa é facilmente bombeada e a fracdo oleosa pode
ser facilmente separada apds a quebra da emulsificacdo.
BANAT et al. (1991) produziram biossurfactantes com
a estirpe bacteriana denominada PET 1006, crescendo em
glicose e hidrocarboneto como fonte de carbono. Desenvolveram
uma planta-piloto com uma producdo de 2 toneladas de cultura
com atividade biossurfactante. O produto foi utilizado como
um substituto para o surfactante quimico no teste de
demonstracdo de limpeza em um tanque de estocagem de 6leo da
Companhia de Oleo do Kuwait. A limpeza foi feita sucessiva-
mente removendo o residuo oleoso do fundo do tanque, e também

permitiu a recuperag¢do de mais de 90% de hidrocarboneto

aderido ao residuo oleoso.

2.1.2. Oxidagdo de hidrocarbonetos

V4drias rotas metabélicas responséveis pela degradacdo

de grande variedade de hidrocarbonetos té&m sido registradas
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(DAVIS, 1967; SCHWARTZ & LEATHEN, 1976; WATKINSON & MORGAN,
1990; RATLEDGE, 1992). Muitos hidrocarbonetos que n&o podem
serem utilizados para o crescimento precisam ser oxidados até
um co—substrato, o qual funcionaria como um substrato cabaz
de suportar o crescimento inicial para que ocorra a oxidacdo
completa do hidrocarboneto. Uma caracteristica comum dessas
rotas metabdlicas é a incorporac¢do inicial do oxigé&nio no
substrato. Geralmente, a degradacdo s6 pode ser iniciada, sob
condic¢les aerbbias, uma vez que a fonte de oxigénio utilizada
& a molecular e o sistema enzimdtico responsdvel pela
ativagdo metabdlica inicial é chamado oxigenase (SCHWARTZ &
LEATHEN, 1976; WATKINSON & MORGAN, 1990).

Existem duas categorias de oxigenases envolvidas no
. processo. As mono-oxigenases incorporam um 4dtomo de oxigénio
dentro de substrato e o outro 4tomo é reduzido para a &agua.
As dioxigenases catalizam a incorporacdo de ambos &tomos de
oxigénio para o substrato. Esquematizando as rotas
metabdblicas bésicas para a degrada¢d3o de alcanos (grupo
estrutural mais biodegraddvel), tem-se:

1# - Oxidagdo terminal: a oxidac3o inicial de um
alcano é feita em um dos grupos metil terminal, ao qual é
hidroxilado ao &lcool correspondente (4lcool primdrio), via

sistema mono-oxigenase:

a) R - CH3 + 1/2 02"‘)R - CHon

ReacBes de hidroxilacdo desse tipo podem estar

ligadas a vdrios tipos de sistemas carreadores de elétrons ou
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cofatores para completar a sequéncia de oxidacdo. Em muitas
bactérias (Pseudomonas putida), a mono-oxigenase estd ligada
4 rubrodonina e em leveduras (Candida spp.) ao citocromo
p-450. '

A oxidacdo inicial também pode ser via sistema de
dioxigenases que parece menos comum., Nesse sistema, os
alcanos s3o transformados no hidroperéxido correspondente e,
subseqientemente, reduzido ao 4lcool correspondente.

2% - Oxidacdo subterminal: As oxida¢des subterminais
de alcanos resultam em &lcool seéundério, sendo de rara
ocorréncia. Apesar de uma variedade de bactérias e fungos,
utilizar preferencialmente a via de oxidagdo terminal de
hidrocarbonetos com cadeia Cg-Cyg, algumas espécies de
Aspergillus, Fusarium e Bacillus spp.-utilizam a via oxidacgdo
subterminal (REHM & REIFF, 1982, citado por WATKINSON &
MORGAN, 1990).

b) Oxidac3o do 4lcool a aldefdo.

¢) Oxidacdo do aldefdo a &cido gréxeo

d) Oxidacdo do 4cido gréxeo via P-oxidacgdo

3® - Oxidacdo diterminal (w-oxidag&o): Ocasionalmente
ambos grupos metil terminal s3o oxidados, resultando na
formacdo de um &cido dicarboxf{lico, sendo degradados via

B-oxida¢do (WATKINSON & MORGAN, 1990) (Figura 3).

2.1.3. Oxidag3o de hidrocarbonetos aromiticos
O passo inicial do catabolismo microbiaﬁb envolve a

modificagcdo do hidrocarboneto aromitico pela' oxidagdo a
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FIGURA 3. Rotas metabdlicas bdsicas para a degradagdo de
hidrocarboneto alifdtico (WATKINSON & MORGAN,
1990').
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compostos dihidroxilados, como o catecol, como um primeiro

passo & fissdo do anel e assimila¢do dos produtos via ciclo
de Krebs.

0 processo metabdlico segue uma seqiéncia de'reacées
e produtos intermedidrios que apresentam varia¢@es quanto &
complexidade do hidrocarboneto aromdtico. Porém, de um modo
geral, segue as seguintes etapas:

a) o hidrocarboneto ¢é oxidado a cis-dihidrodiol por
um sistema multienzimdtico DIOXIGENASE, ‘em que os dois &tomos
de oxigénios sdo incorporados ao nﬁcleo aromdtico.

b) cis-dihidrodiol é desidrogenadb por ag¢do da enzima
cis-dihidrodiol desidrogenase, com a formag¢d3o de catecdis que
atuam como substrato para o rompimento enzimdtico dos anéis
aromdticos.

c) o catecol pode ser oxidado pela via orto, em que
hd o rompimento da ligac¢do entre os &tomos de carbono de dois
grupos OH para formar o &cido cis-mucénico, ou pela vié'meta,
em que h4d a clivagem da ligag¢do entre um &tomo de éarbono
adjacente com o grupo COOH, formando 2-hidroxi-mucdnico
semialdeido.

d) os produtos das vias orto e meta sdo metabolizados
a produtos intermedidrios do ciclo de Krebs (SCHWARTZ &

LEATHEN, 1976; HARAYAMA & TIMMIS, 1979; MICHAEL et al., 1988)

(Figura 4).

2.2. Contamina¢8o microbiana

A contaminac¢do microbiana de hidrocarbonetos, tem se
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manifestado significativamente na indistria de petréleo com
efeito considerdvel sobre sistemas de estocagem de

combustiveis em refinarias e distribuidoras (PITCHER, 1989;

HILL & HILL, 1993). Essa contaminacdo tem sido amplamente

registrada desde os anos 50. Um dos primeiros trabalhos

realizados sobre a natureza microbiana dos resf{duos em lodos

dos tanques de armazenagem de combustivel em aeronaves foi

realizado por BAKANAUKAS em 1958, com amostras provindas de
reservatérios localizados em diferentes bases da Forca Aérea’
dos Estados Unidos. A andlise dos sedimentos mostrou que

continham fundamentalmente microrganismos, residuos

metabdlicos e substéncias surfactantes (DAVIS, 1967; WILLIAMS

et al., 1981; VIDELA, 1981).

Os sistemas mais documentados pela 1literatura
referem-se d contaminac¢3o em aeronaves, onde os problemas de
desenvolvimento microbiano sdo mais preocupantes, pelos
riscos que apresentam. A obstru¢do das linhas de combustivel
e filtros pode levar a um mau funcionamento da aeronave
(MCKENZIE et al., 1977; CABRAL, 1980; WILLIAMS & LUGG, 1980;
SMITH & CROOK, 1980). A contaminacdo microbiana em tanques do
armazenamento de combustfvel na inddstria naval tem sido
estudado, especialmente quanto A composicd3o do material
particulado que bloqueia o sistema de filtragem e estocagem
em navios (BRUCE, 1982; NEIHOF & MAY, 1983; ANDRYKOVITCH &

NEIHOF, 1987; HETTIGE & SHERIDAN, 1989a; HETTIGE & SHERIDAN,
1989b; HAGGETT & MORCHAT, 1992).
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2.2.1, Fatores responsdvels pelo processo de contami-
nagdo
A colonizacdo desse microecossistema por parte de

microrganismos deve-se a vVvarios fatores, bem como a

combinacdo desses.

12 - Presenga de gua: um aspecto fundamental para o

desenvolvimento dos microrganismos ¢é a presengca de

quantidades varidveis de &gua que acompanham o combustivel.
Um filme fino de &4gua ou alguns microlitros de 4&gua
acumulados nas Inicrocavidades. do metal, bem como a 4&4gua
condensada, podem ser o suficiente para iniciar o crescimento
dos microrganismos. A 4gua também torna-se disponivel através

do metabolismo microbiano, apés o inficio do crescimento

(OKPOKWASILI & OKORIE, 1990).. Na auséncia de 4gua, o

microrganismo pode sobreviver mas n3o se desenvolver até
encontrar condi¢les de temperatura, umidade e nutricdo
adequadas.

Embora o combustivel saia da refinaria sob rigorosas
condi¢des de controle, é realmente diffcil prevenir ou
eliminar a incorporacdo de pequenas quantidades de &gua no
trajeto entre a refinaria e os postos de distribuic¢d@o (DAVIS,
1967; VIDELA, 1981).

2¢ ~ Alteragdo das técnicas de manejo do combustivel,
que vdo desde os processos de refino ao armazenamento na .
refinaria, e no sistema de distribuic3o, alterando a fonte e

a qualidade do combust{vel (HILL, 1987; PITCHER, 1989).

3t - Aumento no uso de aditivos; aos quais podem
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tornar disponivel muitos micronutrientes limitantes para o
crescimento microbiano. Os nutrientes minerais podem invadir
os sistemas com combustiveis através das part{culas de poeira
que penétram nos tanques pela ag¢do do vento; entrada eventual
de insetos ou outros animais pequenos que ficam aderidos ao
combustivel. Com a morte desses organismos, ocorre a
liberagdo de nutrientes. O combust{vel pode conter inibidores
de corros3do que podem atuar como fonte de nutrientes ou de
dgua. A prépria &gua apresenta sais inorgénicos em solucdo
(HILL, 19.87; PITCHER, 1989; SMITH, 1991).

Como resultado global da interven¢3o e ou combinagdo
desses fatores <citados, muitos combustiveis podem ser

utilizados como substratos pelos microrganismos.

2.2.2, Vias de acesso microblano em sistemas com
combustivel

A colonizacdo pode ocorrer por contaminacdo do ar,

através do combustivel que retorna ao tanque ou ainda através

da 4gua que entra no tanque (formas analisadas anteriormen-

te).

2.2,3, Caracterizag3o de um sistema com combustivel
contaminado

O sistema de armazenagem de combustiveis apresenta-se

com 3 fases distintas que se formam dentro de um reservaté-

rio: a fase oleosa, a fase aquosa e a interface éleo-dgua. A

fase oleosa corresponde & camada superior do tangque que
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normalmente contém grande quantidade de 4&gua - cerca de

10 ppm (ALSOPP & SEAL, 1986); podendo haver crescimento,
principalmente de bactérias (WILLIAMS & LUGG, 1980). A 4gua
presente no sistema se depositard na regido inferior do
tanque. O melhor indicador do grau de contaminac¢3o do tanque

& a inspec3o da interface &bleo-dgua, pois o crescimento e

desenvolvimento microbiano se concentrarid nessa regido

(Figura 5).

2.2.3.1. Composigdo de sedimentos bioldgicos

Os microrganismos normalmente encontram-se agregados

na interface éleo-4gua, formando uma biomassa que apresenta

como consequéncia da alta atividade microbiana, a formagdo de

.s86lidos visf{veis. Os microrganismos comumente isolados e

caracterizados de sistemas com combust{veis s3o os fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. Condi¢des de anaerobiose
sdo criadas dentro de alguns pontos da biomassa microbiana

formada, bermitindo o aparecimento de bactérias anaerdbias

redutoras de sulfato.

A avaliag¢do do sedimento biolégico realizada por
varios autores permitiu concluir que esse lodo é formado pela

combina¢do de material celular vivo (esporos; fragmentos de

hifas e bactérias) e morto, substéncias orgénicas (por

exemplo: &cidos orgénicos, produzidos por fungos) e

inorgénicas (H,S, produzido por bactérias redutoras de

sulfato) resultantes do metabolismo microbiano, material

membranoso, agentes emulsicantes (atividade biossurfactante),
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FIGURA 5. Presenga do 1lodo bioldgico na interface &leo
diesel/4gua.
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4gua, areia e alguns metais (ELPHICK & HUNTER, 1968; SMITH &
CROOK, 1980; WILLIAM et al., 1981; BRUCE, 1982; NEIHOF & MAY,
1983; SMITH, 1988; SHENNAN, 1988; HETTIGE & SHERIDAN,
198l9a,b; PITCHER, 1989.; SMITH, 1991; HAGGETT & MORCHAT, 1992;
HILL & HILL, 1993). Portanto, a composicdo do lodo bioldégico
estd relacionada em parte com o tipo de combust{vel utilizado
(6leo diesel, gasolina, querosene); com o0 sistema avaliado
(tanque de aeronave, de embarca¢des, de armazenagem) e com
condigdes de temperatura, umidade e disponibilidade de
nutrientes. A interac3o desses fatores é responsdvel pela
colonizacd3o e desenvolvimento de uma determinada populacdo
microbiana.

As espécies de fungos e bactérias presentes na
maioria dos depdsitos de armazenagem de combustiveis, de

aeronaves, também encontradas no lodo ou res{duos dos tanques

de estocagem em refinarias, ocorrem naturalmente no ar, no

solo e na 4dgua (SMITH, 1991).

2.2.4. Microrganismos envolvidos na blodeterioragdo

de combustivels

Os grupos de microrganismos isolados e identificados
dos sistemas com combusti{veis sdo os fungos filamentosos, as

leveduras e as bactérias aerdbias e anaerdbias.

2.2.4.1. Fungos filamentosos

0 fungo'hais freqﬁentemenﬁe encontrado e conhecido

como o mais clé&ssico contaminante e deteriog@nico de 6leos
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combustiveis (Cq - C,,) é o0 Amorphotheca resinae, também
chamado de Hormoconis resinae. Em uma inspe¢do conduzida
durante os anos de 1982-83 em tanques de estocagem de navios’
‘da Nova Zeldndia, foram isolados os fungos: Amorphotheca
resinae, Paecilomyces varioti, Penicillium corylophylumn,
sendo classificados como organismos capazes de alta atividade
e bom crescimento em combust{veis. Embora o Amorphotheca
resinae tenha sido considerado como © mais problemitico
contaminante em gombustivel de aeronaves (GUTHEIL, 1966;
VIDELA, 1981) e &leo aiesel (HENDEY, 1964), estudos de
crescimento em laboratério indicaram que Paecylomyces varioti
e Penicillum corylophylum poderiam apresentar crescimento
micelial similar ao Amorphotheca resinae na interface
combustivel - 4gua (HETTIGE & SHERIDAN, 1989b). Esses fungos
também foram considerados com efeito deteriog&nico no 6leo
diesel.

0 Amorphotheca resinae produz uma lama filamentosa
preta na interface 6leo-4gua e um filme escurecido viscoso
nas paredes dos tanques de estocagem, ao qual geralmente
ocasionam a corrosdo do metal, devido a sua producdo
metabdlica de 4cidos orgénicos. Além disso, ocorre a formacdo
de uma grande biomassa desenvolvida na interface 6leo-4gua
resultante de esporos e fragmentos de hifas (ELPHICK &
HUNTER, 1968; SMITH, 1991). A agitac3o do combustivel dentro
do tanque promove o aumento dos pontos de infecc¢do, pois
permite que'°ffagmentos de hifas se dispersem por todo o

sistema com combustivel (SMITH & CROOK, 1983).
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Os principais fungos filamentosos considerados como
contaminantes de combustiveis podem ser classificados
conforme a habilidade de crescerem em hidrocarbonetos .de
tamanho de cadeias diferentes, tais como o querosene (Cyq -

Cyg) e 6leo diesel (Cy - Cyo) (Tabela 1).

2,2.4.2. Leveduras

Algumas espécies de leveduras apresentam habilidades
de crescer em meio com hidrocarbonetos como fonte de carbono.
Enﬁre os géneros jé descritos incluem-se: Rhodotorula;
Criptotococus; Candida; Sporobolomyces e Hansenula sp.

(BRUCE, 1982; NEIHOF & MAY, 1983; WATKINSON & MORGAN, 1990;

SMITH, 1991; HAGGETT & MORCHAT, 1892).

2.2.4.3. Bactérias aerdbias

A deterioracdo em sistemas com combustiveis também
tem sido atribufda a atividade de certas bactérias pela
formacZo de material membranoso. Esse material pode ser um
polissacarideo ou lipopolissacarideo, cuja fungdo é reduzir
a tens&o superficial e permitir a emulsificac33o do
combustivel na fase aquosa. Forma uma pelficula na interface
61eo-égua, e pode acumular-se, formando entdo, uma densa
camada. Trata-se de um material membranoso fortemente
lipof{lico, podendo ficar em suspensdo no combustivel, além
de ser altamente hidratado, e gerar mais 4gua ao sistema

(WILLIAMS & LUGG, 1980; WILLIAMS et al., 1981; SMITH, 1988).
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TABELA 1. Fungos filamentosos isolados de combustiveis com
cadeia de C4-Cj;.

Fungos. ~ Referéncia

Amorphotheca resinae Hendey, 1964; Smith & Crook,
1981; Bruce, 1982; Gardner &
Williams, 1982; Neihof & May,
1983; Smith, 1988; Pitcher,
1989; Hettige & Sheridan, 1989;
Smith, 1991; Hill & Hill, 1993;
Solana, 1994

Aspergillus fumigatus Smith & Maw, 1987; Solana, 1994

Aspergillus flavus Solana, 1994

Aspergillus niger Pitcher, 1989; Solana, 1994

Fusarium moniliforme Videla, 1981; Neihof & May,
1983; Pitcher, 1989

Paecilomyces variotti Neihof & May, 1983; Hettige &
Sheridan, 1989; Solana, 1994

Paecilomyces niveus Franca et al., 1992

Alternaria alternata Solana, 1994

Penicillium corylophylum Hettige & Sheridan, 1989
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As bactérias podem apresentar um papel determinante
na contaminacdo de sistemas com combustivel. O alto nidmero
desses organismos encontrados em tanques com O6leo diesel
sugere que possa tratar-se dos primeifos colonizadores desse
ecossistema (BRUCE, 1982).

Inimeros trabalhos té&m sido realizados sobre a
degradagcdo metabdlica de hidrocarbonetos por diversas
espécies de bactérias, sendo que a maioria refere-se ao
género Pseudomonas (WILLIAMS et al., 1981; GARDNER &
WILLIAMS, 1982; HARAYAMA & TIMMIé, 1989; KOCH et al., 1991).
CRONEY & KULA (1970), citados por VIDELA (1981), encontraram
33 isolados bacterianos de sistemas com combustiveis, onde
somente trés estirpes de Pseudomonas aeruginosa foram capazes
de apresentar um bom crescimento e um largo tempo de
sobrevivéncia (maior que 1 més) na fase aquosa (Tabela 2).

Por apresentarem importante papel na formac3o da
biomassa na interface Sleo-4gua em sistemas com combustivel,
vdrios autores investigaram a ac¢3o deteriogénica " das
bactérias, especialmente com relagdo a produgdo de agentes
emulsificantes. Estudos relacionados com a producdo,
isolamento, estrutura e propriedades de biossurfactantes
bacterianos que crescem as expensas de hidrocarbonetos tém
amplamente divulgados (REILING et al., 1986; LANG & WAGNER,
1987; SMITH, 1988; BRYANT, 1990; BANAT et al., 1991; KOCH et
al., 1991; ROCHA et al., 1992).



TABELA 2. Bactérias

aerbdbias e

28

anaerdbias 1isoladas de

combust{veis com cadeia de C4¢-Cy;.

Bactérias Referéncia

Achromobacter Franca et al., 1992

Acinetobacter Franca et al., 1992

Alcaligenes Franca et al., 1992; Smith, 1991

Bacillus ‘ Pitcher, 1989

Pseudomonas aeruginosa Videla, 1981; Pitcher, 1989;
Franca et al., 1992

Pseudomonas putida Williams et al., 1981

BSR -~ bactérias Davis, 1967; Bruce, 1982; Neihof &

redutoras de sulfato May, 1983; Pitcher, 1989; Smith, -
1991; Franca et al., 1992; Hill &

Hill, 1993.
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2.2.4.4. Bactérias anaerédbias

As condi¢des de anaerobiose que se formam no lodo
biolégico, na interface 6leo-4gua, proporcionam o ambiente
favordvel ao desenvolvimento de Dbactérias anaefébias
redutoras de sulfato (BSR). Esse grupo especializado de
anaerdbias caracteriza-se por participar do processo de
respiracdo denominado “reducgdo desassimilatéria do sulfato”,
em que o fon sulfato atua como receptor de elétrons, em lugar
do oxigénio (POSTGATE, 1984). A equacdo equivalente ao
processo pode ser esquematizada da forma descrita abaixo.

2CH,0 + SO,”~ -3 H,S + 2HCO3~

Todo o sulfato reduzido é 1liberado na forma de
sulfeto e pode ser convertido a H,S ou HS™.

Esses microrganismos podem ser definidos com um grupo
morfolbgica e nutricionalmente diverso. Estritamente
anaerdbias, sdo inibidas por trag¢os de oxigénio, utilizando
o sulfato (ou outro composto sulfuroso oxidado), como aceptor
de elétrons para a metabolizacdo de componentes orgénicos
(GIBSON, 1990). Dentro do grupo de bactérias relacionadas com
o enxofre temos as bactérias oxidantes (aerdbias) e as
redutoras (anaerédbias). Segundo POSTGATE (1984), as bactérias

redutoras de sulfato (Desulfovibrio desulfuricans) s3o

consideradas ambientalmente importantes pelo seu papel
ecolbgico no ciclo do enxofre. Provavelmente, o aspecto mais
significante do seu metabolismo refere-se & produg¢do de H,S,

um forte agente redutor, capaz de inibir o crescimento de

determinados microrganismos aerébios. A 4rea de tecnologia de
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petréleo tem apresentado bastante interesse nesse grupo de
microrganismo principalmente devido a produgdo do H,S,
considerado um metabdlito potencialmente corrosivo (GIBSON,
1990; EDYVEAN, 1991) para as paredes dos tanques metdlicos,
além de conferir alteragdo no {ndice de corrosividade do
combust{vel (DAVIS, 1967; PITCHER, 1989; MAGALHAES et al.

1992; FURTADO, 1992).

Das diversas espécies microbianas presentes no

combustivel, nem todas sdo capazes de ocasionar danos

posteriores. Em parte, isso estd relacionado com a capacidade

da espécie em utilizar os hidrocarbonetos componentes dos

combustiveis, os aditivos orgénicos, os componentes dos

resf{duos ou os materiais hidrosollveis (VIDELA, 1981).

2.3, Conseqliéncias do crescimento microbiano em
sistemas de armazenamento de combustivel

A biomassa microbiana formada na interface 6leo-4gua

causam problemas tipicos em 'sistemas com combustiveis

(WILLIAMS & LUGG, 1980; SMITH & CROOK, 1980; HILL, 1987;

SHENNAN, 1988; SMITH, 1988; SMITH, 1991; HILL & HILL, 1993)

como:

- obstrug¢do de tubula¢@es, vdlvulas, filtros e

mangueiras;
- aumento do conteldo de 4gua;

- produtos poliméricos extracelulares resultantes da

atividade bacteriana que se incorporam a biomassa interfacial

do sistema;
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- produ¢do de biossurfactante, causando a emulsdo do
hidrocarboneto na &4gua, e migracdo da biomassa microbiana
para a fase oleosa;

- eécurecimento da 4gua presente no fundo dos Eanques
armazenadores por precipitacdo do sulfeto de ferro,
resultante da atividade de bactérias anaerébias redutoras de
éulfato;

- instalac¢do do processo de corrosdo microbiolégica
devido a: a) producdo de metabdlitos corrosivos (4cidos e
sulfetos); b) degradagdo de inibidores de corrosdo;
c) degradacdo de camadas protetoras, como poliuretano e
poliesteruretano; d) formagdo de biofilmes (incrustac¢des
microbiana) de oxidag¢do ndo estdveis sobre metais como aco e
alum{nio.

- altera¢des nas propriedades quimicas (degradac3o
das cadeias hidrocarbbnicas) e fisicas (deteriorac3o, pela
produg¢do de sblidos suspensos) e altera¢do na qualidade do
combustivei.

Na maioria dos casos, esses problemas somente s3o
estudados quando comegam a ocorrer danos nos eqguipamentos
(HILL, 1987). Atualmente, a indistria do petréleo tem se
preocupado com o aspecto da manutencdo dos equipamentos,
tubulacdes, tanques de armazenagem e, nesse setor, os
problemas de corrosdo microbiolégica se mostram cruciais.

As medidas tomadas pela desativacgdo e recuperacdo de

tanques armazenadores danificados pela corrosdo tornam-se

cada vez mais dispendiosos para as refinarias, sistemas de
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distribuicdo e estocagem de combustiveis.

.2.3.1,. Corrosdo microbiolégica

O processo de corrosio microbioldédgica conhecido
também como corrosdo induzida microbiolégicamente envolve a
participa¢do de microrganismos através de seus metabdblitos,
os quais podem ter natureza quimica diversa como 4cidos,
sulfetos, etc.; ou através da formacdo de pilhas de aeracdo
diferencial, devido ao consumo desigual de oxigénio em zonas
localizadas (VIDELA, 1981).

Na indGstria do petrbleo, o processo de corrosdo
microbiolégica ocorre principalmente em superficies de ago,
ferro e aluminio. O sistema de armazenagem de combustivel
(paredes de tanques, tubula¢des) tornou-se o sistema mais
suscetivel a instalacdo do processo corrosivo induzido
microbiologicamente, devido & contaminagcdo microbiana em
produtos derivados do petrdéleo (DAVIS, 1967; BRYANT et al.,
1991; FURTADO, 1992; MAGALHAES et al., 1992; DO VALLE &
VIDELA, 1992).

Os microrganismos comumentemente envolvidos no
processo de corrosdo microbioldégica sdo os fungos
filamentosos, como  Amorphotheca resinae, Aspergillus
‘fumigatus, Penicillium sp. e Trichosporon sp. (MCKENZIE et
al., 1977; IVERSON, 1987; DO VALLE & VIDELA, 1992). O grande
crescimento microbiano na interface &éleo/4gua promove
condicdes de anaerobiose necessérias para d.proliferacéo de

bactérias redutoras de sulfato do génerb Desulfovibrio
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(SMITH, 1991). Em sistemas com combustf{vel, essas bactérias
vivem consorciadas, principalmente com Amorphotheca resinae

e bactérias aerdbias do género Pseudomonas (VIDELA, 1981).

2.4. Medidas de preveng8o e tratamento da contami-

nag¢do microbiana

2.4.1. Prevengélo

O sistema de estocagem de combust{iveis apresenta duas
fases distintas - a fase aquosa e a fase oleosa - que devem
ser monitoradas separadamente, como medidas de prevehcao da
contaminagdo.

Frequentemente, procedimentos de drenagem da fase
aquosa s3o citados como uma eficiente medida preventiva
(PITCHER, 1989; HETTIGE & SHERIDAN, 1989b; HILL & .HILL,
1993). No entanto, algumas instala¢des apresentam um formato
de tanque que torna imposs{vel a drenagem em alguns pontos
(HETTIGE & SHERIDAN, 1989b; PITCHER, 1989). Nesses casos, s30
utilizados desinfetantes adicionados diretamente na 4gua
acumulada no fundo dos tanques (SMITH, 1991).

A infecg¢do microbiana pode se difundir de um tanque
para outro com a passagem de um combustivel sem contaminacdo,
através de mangueiras ou filtros que tenham sido utilizados
para um combust{vel contaminado. Dessa forma, também nZo deve
se realizar a transferéncia de combust{vel para um tanque que
tenha sido anteriormente estocado com combust{vel contaminado

(HILL & HILL, 1993).

Uma efetiva manutencao das técnicas de limpeza e
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drenagens regulares minimizam a entrada de 4gua e constituem
uma forma estratégica de controle da infec¢do microbiana. Uma
forma complementar de controle seria o monitoramento
miq;obiolégico para a determinacdo de esporos ve células
vidvelis presentes no sistema com combistivel (fase oleosa e
fase aquosa).

Uma maneira de refrear a agc3o corrosiva das bactérias
anaerébias consiste em modificar as caracter{sticas do neio,
tornando-o inadequado ao desenvolvimento das mesihas. Através
de: 1. remog¢do de metabélitoé essenciais & bactéria (por

exemplo eliminagc3o das fontes de enxofre). 2. o pH tem

limites mais ou menos precisos para o desenvolvimento &timo

de cada espécie bacteriana. Geralmente com pH inferior a §

pode inibir o crescimento das bactérias redutoras de sulfato

(VIDELA, 1981).

2.4.2, Tratamento com bilocidas

A aplicagdo de agentes antimicrobianos para reduzir
ou eliminar o desenvolvimento de contaminantes microbianos
tem sido proposta como um dos métodos de controle quimico
mais eficiente na biodeteriorag3o de combustiveis (SMITH &
CROOK, 1580; ANDRYKOVITCH & NEIHOF, 1987; SHENAN, 1988;
HETTIGE & SHERIDAN, 1989; PITCHER, 1989; ROSSMOORE, 1990;
ROSSMOORE & ROSSMOORE, 1991; HAGGETT & MORCHAT, 1992;
SANDOSSI et al., 1993).

Os biocidas compreendem um grupo com largo espectro

de produtos de estruturas quimicas diversas, cujo objetivo &
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prevenir a contamina¢do microbiolégica e a deteriorac3o de
produtos (DENYER, 1990; ANTUNES et al., 1992). Os agentes
antibacterianos podem exercer efeito bacteriostdtico ou
bactericida, dependendo dé concentrag¢do utilizada. Os
mecanismos que estdo envolvidos nesses efeitos podem n3o ser
necessariamente os mesmos. Os eventos bacteriostédticos podem
ser consideradas geralmente como o0 resultado de algumas
formas de inibic¢&o metabdlica, que podem ser controladas pela
remocdo do biocida, enquanto que a ag¢do bactericida é causada
por danoé irrepardveis ou irreversiveis & estrutura vital ou
funcional da célula (DENYER, 1990).

| Os estdgios de interac¢do biocida-célula podem ser

esqﬁematizadas conforme a Figura 6.

2.4.2.1. Modo de agdo dos biocidas

Os biocidas agem sobre as funglBes celulares

submetendo a célula a um estresse, tanto no estédgio-

bacteriostdtico como bacteficida (CLOETE et al., 1992).

A regido de ataque dos agentes antimicrobianos,
inicialmente, é a estrutura da parede celular, e
posteriormente a membrana plasmitica e citoplasma. A

interagdo com a membrana plasmdtica provoca mudancas

fundamentais em sua estrutura e fun¢fo, repercutindo em um
desequilibrio na bioquimica celular. Fun¢des como respiragdo

(inibicdo da cadeia respiratéria), processos de transporte

celular e reservas intracelulares tornam-se comprometidas

(DENYER, 1990; CLOETE et al., 1992; SANDIN, 1993) (Tabela 3).
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FIGURA 6. Acdo do biocida na célula (DENYER, 1990).
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TABELA 3.

Efeito

de alguns

agentes
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antimicrobianos nos

constituintes celulares (adaptado de Denyer, 1990;

Cloete et al., 1992).
Regido atacada Consequéncia Biocida
Parede celular Forma¢do anormal da Fenol
parede e inicio de Hipoclorito de sédio
autdlise Formaldeido
Mercuriais
Membrana Perda da organizac¢do Compostos
estrutural e quaterndrios de
integridade Ambnio
Chlorhexidine
Inibicdo das enzimas Fenoxyetanol
associadas a membrana,
com inibic¢do -da cadeia Tetrachloro
respiratéria e Salicilanilide
transferéncia de
energia, da oxidacdo
de substrato e de
processos de
transporte
Citoplasma Precipitac3o e Biguanides

coagulag¢do dos
constituintes
citoplasmédticos

Formagdo de disulfitos
por acdo da oxidacgdo
dos grupos tiol das
proteinas de membrana

Compostos quartena-
rios de ambnio
Gluteraldefdo
Bronopol
Isotiazolonas

Peréxido do
hidrogénio
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A atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos,
formalde{do, gluteralde{do, compostos quartendrios de amdnio,
basicamente, é atribuida ao seu efeito sobre a permeabilidade
celﬁlar. Estas substéncias danificam a permeabilidade
seletiva da membrana, permitindo o vazamento de constituintes
celulares, além de comprometer o funcionamento de diversas
enzimas (PELCZAR, 1981).

Biocidas que em sua composicdo liberam formaldei{do
(PHYLATOL) atacam os constituintes do envelope celular,
reagiﬁdo especificamente com proteinas (ligacéo com O grupo
(S-H) tiol da cistefna) e 1lipopolissacarfdeos, formando
compostos téxicos para o citoplasma (SANDIN, 1983). O cut? ¢
conhecido por reagir com os grupos tiol livres na célula.
Varios .estudos mostram o sinergismo do Cu*?. e. formaldeido
(ROOSMORE & SONDOSSI, 1988; ROOSMORE, 1990; RIHA et al.;
1990; SONDOSSI et al., 1993).

0 gluteraldefido (UCARCIDE) também deriva sua acdo
antimicrobiana da penetra¢do na parede celular. Porém, reagem
com os grupos amino da 1lisina, inibindo a captac¢3o de
precursores metabdlicos (SANDIN, 1993).

A maior parte dos detergentes catibnicos germicidas
sdo sais quaterndrios de am8nio (ADESOL). Seu modo de agdo
compreende vdrios mecanismos; inicialmente alterac3o da
permeabilidade celular, inibi¢Zo enzim&tica, desnaturacdo
protéica e lesdo da membrana plasmitica com vazamento dos
constituintes celulares. O poder bactericida dos compostos

quaterndrios & excepcionalmente elevado contra organismos
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gram-negativos, revelando-se também com a¢do fungicida. As
propriedades combinadas de ac¢do germicida, poder detergente,
acrescidas de outras-vantagens como, toxicidade relativamente
baixa, solubilidade, auséncia do poder <corrosivo e
estabilidade resultaram em muitas aplicacdes prdticas desses
compostos quaterndrios de ambénio no saneamento e desinfecc¢do
(PELCZAR, 1981).

As 1isotiazolonas (KATHON) constituem um grupo de
agentes antimicrobianos de considerdvel aceitag¢do no cendrio
mundial pela sua alta aﬁividade (amplo-espectro de acgdo) e
baixa toxidez (HETTIGE & SHERIDAN, 1989b; PAGE & GAYLARDE,
1990; ROSSMOORE, 1991; HILL & HILL, 1992; HAGGETT & MORCHAT,
1992; ANTUNES et al., 1992; SONDOSSI et al., 1993).

0 modo de ag¢do de .biocidas a base de isotiazolonas,
envolve a oxidagd3o do grupo (S-H) tiol da cistefna e
glutadiona. Esse grupo é oxidado a dissulfito, resultando no
caso da cistefna, em uma alteracdo na conformac3o e
funcionalidade das protefnas da membrané (SANDIN, 1993;
BROZEL & CLOETE, 1994).

V&rios Dbiocidas para sistemas de combustivel,
comercialmente disponiveis, tém sido citados na literatura
(SMITH & CROOK, 1983; HILL, 1987; ANDRYKOVITCH & NEIHOF,
1987; SHENAN, 1988; PITCHER, 1989).

A combinag¢do de agentes antimicrobianos no controle
da contamina¢Zo microbiana parece ser uma medida bastante
eficaz. Essas composi¢des sinergfisticas apresentam éémo

vantagem aumentar o espectro antimicrobiano, minimizar as
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incompatibilidades fi{sico-quimicas e minimizar a toxicidade

(devido & reducdo de dosagem) (PARR, 1990; ANTUNES et al.,
1992; SONDOSSI et al., 1993).

A nmaioria das invesfigacées com biocidas para
sistemas com combustivel refere-se a avaliag¢do da atividade
antifingica (SMITH & CROOK, 1983; ANDRYKOVITCH & NEIHOF,
1987; HETTIGE & SHERIDAN, 198%Sb; HAGGETT & MORCHAT, 1992). No
entanto, apenas o conhecimento da atividade fungicida nZo é
aceitdvel como critério utilizado para a efetividade de um

biocida de sistemas com combustivel. A atividade

antimicrobiana com leveduras, bactérias aerébias e bactérias
redutoras de sulfatq é igualmente importante (SMITH, 1991).

Uma considera¢do importante a cerca da escolha de um
biocida, refere-se & fase do sistema 8leo-4gua que se deseja
tratar: se a fase aquosa, a fase oleosa ou ambas (PITCHER,
1989) . Existem vantagens e desvantagens no tratamento da fase
aquosa ou oleosa, mas para um tempo longo de protecgdo, um

biocida que possa atingir todo o sistema parece ser a solucdo

ideal. .

Os critérios de selecdo para biocidas em sistemas com

combustivel devem ser considerados para uma efetiva

preservac¢do e controle da biodeteriorac¢3o. Um biocida dito

*ideal” deve cumprir as seguintes exig@ncias (VIDELA, 1981;

SHENAN, 1988; PITCHER, 1989; PARR, 1990):

1. apresentar um bom coeficiente de partic3o entre a fase

aquosa e o combustivel.
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2. um largo espectro de atividade com o uso a baixas

concentracgdes.

3. ndo ser corrosivo.

4. ser efetivo a hiveis (dosagem) que ndo comprometam o custo

final.

5. ser efetivo por largo periodo de tempo.

6. apresentar baixa toxicidade para seguranca dos operadores
e do ambiente.

7. capacidade para manter sua ac¢do inibitéria frente a outras
substéncias presentes no meio em condi¢des similares de‘
temperatura e pH, n3o devendo desenvolver toleréncia por

parte dos microrganismos.

8. n3o afetar as propriedades de combustZo do combustivel.

2,5. Especificagles do 6leo diesel

2.5.1. Natureza e composicdo

Os combusti{veis normalmente utilizados nos motores
diesel s&o constituf{dos de mistura de hidrocarbonetos, com
uma faixa de pontos de ebulicao variando aproximadamente
entre 170°C e 370°C, o que corresponde aos destilados
intermedidrios do petréleo (CAMPOS et al.,1974).

A composig¢do quimica é muito varidvel no que diz
respeito & distribui¢8o desses hidrocarbonetos que podem ser
classificados em 4 tipos: parafinas, olefinas, nafté@nicos e
aromdticos. A predomindncia de um ou outro tipo depende do
petrdleo que'déu origem ao c¢ombustfvel e do processamento e

tratamento que ele sofreu na refinaria. O peso molecular
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médio é também varidvel, mas geralmente, o &6leo diesel
apresenta hidrocarbonetos variando de 9 a 20 4&tomos de
carbono. A distribui¢do dos hidrocarbonetos dessas ' 4

categorias é muito importante porque as propriedades do

combustivel serdo em fungdo dela. Assim, a relacdo
carbono/hidrogénio, tdo importante na combustdo, é varidvel,
sendo maior nos hidrocarbonetos aromdticos e menor nas
parafi{nicos. Propriedades como a densidade, faixa de

destilacdo, poder caldrico, viscosidade, ponto de fluido e

nimero de cetano variam com a distribuicdo dos diversos

hidrocabonetos (CAMPOS et al.,1974).

2,5.2. Obtengdo

O combust{ivel diesel é obtido, por destilac¢3o direta
do petrbleo na operag¢do de topeamento. A fragdo corresponde
a um produto mais pesado do que o Querosene e mais leve do
que o gasbleo pesado. Hoje, com o desenvolvimento de vdrios
processos de cragueamento, o combust{vel diesel pode conter
quantidades varidveis de destilados craqueados selecionados

que contribuem para aumentar a disponibilidade do produto no

mercado (CAMPOS et al.,1974).

2.5.3. Tipos

No B;asil, é produzido apenas um tipo de 6leo diesel,

caracterizado pela Resolugdo 07/80 do Conselho Nacional de

Petréled.

A ASTM na norma padronizada ASMT D 975 classifica
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trés tipos de 6leo diesel, nos graus n® 1-D, n? 2-D e n® 4-D.
Os 2 primeiros s3o destinados para motores diesel de alta
velocidade, motores estaciondrios -de velocidade média e
motores de locomotivas. O tipo n? 4-D é mais viscoso ou mesmo
uma mistura de destilado com um 6leo residual e destinado
para motores de baixa ou média velocidade, operaﬁdo com
velocidade constante sob carga uniforme. Os combustiveis
analisados referem-se ao diesel comum, urbano e naval,
respectivamente. Na realidade, as difenencas observadas entre
os 6leos diz respéito a diferencas quanto as suas especifica-
¢Bes. VArios testes sdo realizados nos combustiveis para
atender as especifica¢Bes necessdrias, destacando-se:

* Ponto de fulgor: é a temperatura mais baixa em que
0. combustivel se .vaporiza em quantidade suficiente para
formar uma mistura inflamdvel com o ar ao ser passada um
chama.

* Corrosividade: os combust{veis devem ser isentos de
acdo corrosiva, uma vez que em seus diversos usos eles estdo
em contato com superffcies metdlicas. O método usado nestes
testes baseia-se na verificag¢do qualitatita de enxofre livre,
compostos agressivos do enxofre e &cidos livres, que sd3o os
maiores causadores de ataques aos metais em tanques com Sleo
diesel (CAMPOS et al.,1974).

Sd3o realizados ginda ensaios quanto & destilacgdo,

cor, d4gua e sedimentos, cinzas e ponto de fuligem, entre

outros.

As diferencgas apresentadas pelos 3 tipos de 6leos,
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utilizados nestes trabalho, quanto as suas especificacdes s3o

as seguintes:
- Oleo Diesel Naval: atinge o ponto de fulgor em um tempo
médximo de 60 minutos.
- Oleo Diesel Comum: teor de enxofre de 1% méximo.
- Oleo Diesel Urbano: teor de enxofre de 0,5% mdximo.
Os métodos de avaliag3o usados para estes testes, bem

como os valores aceitos para a liberacd3o do produto no

mercado, encontram-se no Apéndice 1. ¢



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manipula¢do das amostras

Foram coletadas amostras de 6leo diesel (naval, comum
e urbano) e amostras com éleo, 4gua e sedimento dg lastro de
tanques de armazenagem (tanques de 6leo diesel na&al, comum’
e urbano). As amostras foram acondicionadas em garrafas de
vidro esterilizadas com capacidade de 1 litro. Apds a chegada
ao laboratério, foram imediatamente armazenadas em geladeira
a 4°c.

O recipiente que continha a amostra permitiu um;
reproducdo do sistema caracteristico da interface &6leo-4gua

dos tanques de estocagem de 6leo diesel (Figura 5).

3.2.Isolamento dos microrganismos

3.2.1, Filtragdo

0 O6leo diesel foi filtrado em bomba de vécuo,

utilizando funis Gallenpac, através de membranas filtrantes

previamente esterilizadas com 0,45 pm de poros (Millipore

Corporation). Apdés a filtragem, essas membranas foram

transferidas para placas de petri com dgar-malte (pH 5,4)

(Apéndice 1) e 4gar nutritivo (pH 7,4) (Apéndice 3) com

auxf{lio de pinca esterilizada. As placas foram incubadas a
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28°C, a fim de proporcionar o desenvolvimento dos microrga-

nismos retidos na membrana.

3.2.2. Plaqueamento do sedimento

Com o auxflio de uma alg¢a de vidro esterilizada,
amostras do sedimento foram riscadas em placas de petri com
meios de cultura 4gar-malte e d&gar-nutritivo. Este
procedimento foi realizado como uma forma adicional de

isolamento dos microrganismos presentes na borra.

3.2.3. Detecg¥o de bactérias anaeréblas

As bactérias anaerdbias redutoras de sulfato foram
detectadas mediante a colocag¢do de aproximadamente 0,5 ml de
borra em meio espec{fico, denominado. Meio Postgate . B
(POSTGATE, 1984) (Apéndice 5), em frascos hermeticamente
fechados, para a manutenc¢3o das condi¢des de anaerobiose. A
incubac¢do foi conduzida a 30°C por 72 horas aproximadamente.
A atividade da bactéria redutora de sulfato foi estimada
através da rapidez com que o meio escureceu, resultado da
reac¢do microbiolégica do sulfeto com o ferro, um precipitado
preto. As amostras que apresentaram organismos ativos,

produziram o escurecimento do meio em cerca de 2 a 3 dias.

3.3. Purificag@o dos isolados
Col8nias de bactérias e de fungos foram selecionadas
com o objetivo de purificéd-las, em meios apropriados, para

posterior identificacdo.
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3.4. Manutengdo dos isolados

A manutencd3o dos microrganismos foil realizada em
tubos inclinados, com &dgar-extrato de malte para fungos; e
dgar-nutritivo para bactérias aerdbias, mantidos em
refrigeracdo & 4°C., As culturas foram transferidas para tubos
novos a cada 14 dias. As bactérias redutoras de sulfato foram

mantidas em frascos fechados, com meio POSTGATE B, a

temperatura ambiente, sendo transferidas para frascos novos

a cada 30 dias.

3.5. Identificag¢do dos isolados

A identificac¢do dos fungos apbés a purificac3o foi
realizada com base nas estruturas morfolégicas usuais, com o
auxflio de chaves sistemdticas (ONIONS et al., 1981; ATTILI
et al., 1993).

Os isolados bacterianos aerdébios obtidos apbds a
purificag¢do, seguindo a técnica de esgotamento em placa,
foram caracterizados quanto a morfologia colonial, apdbs 24
horas da inoculag¢do em placas, de acordo com a terminologia
empregada por CONN et al. (1957). Para a avaliag¢do da
morfologia celular foram realizadas observac¢des microscédpicas
em esfregacos com coloracdo de Gram, bem como o0 exame a
fresco em microscépio de contraste de fase,

para a

verificacdo da motilidade.
Os 1isolados obtidos foram submetidos a testes
bioquimicos, visando & sua classificac3o prov4vel ao nivel de

género, segundo SEELEY & VANDEMAR, 1965; SIROCKIN &
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CULLIMORE, 1969; QXOID, 1981; CAPPUCCINO & SHERMAN, 1983.
Realizaram-se os testes de anaerobiose, formacdZo de

endosporos, catalase, oxidase, fermentac¢do .de sacarose,

glicose e lactose.

3.6. Estimativa da populagdo aerébia e de redutoras

de éulfato
Para se estimar os microrganismos presentes nas
amostras de borra procedeu-se a metodologia descrita por
NEIHOF & MAY (1983), utilizando os dispersantes TWEEN 80 e
TRITON-X-100 em substituigdo aos utilizados no método

original e o método do NMP (Nuimero Mais Provéavel) COLLINS &
LYNE (1985).

3.6.1, Centrifugagdo

A separac¢do por centrifuga¢do possibilita fracionar
e purificar as fases aquosa e oleosa e estimar o volume da
densidade das particulas preSentes.

Amostras de borra com aproximadamente 10 ml foram
centrifugadas em 19.656 g por 15 minutos. A andlise do tubo
da centri{fuga permitiu a detec¢3o de frac¢des compostas por
sedimento, dgua e 6leo. A camada de Sleo foi descartada com
auxflio de uma pipeta Pasteur esterilizada, sendo ent3o a

4gua homogeneizada com o restante do sedimento.
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3.6.2. Diluigdo

As diluic¢des dessas amostras foram feitas partindo-se
de 1 ml do homogeneizado colocadas em 9 ml de diluente. Neste
momento, foil avéliada a eficiéncia de dois detergentes
bioldégicos, o TWEEN 80° (éster do &cido oléico, surfactante
lipoidal) e o TRITON-X-100 (éter polyoxietileno, surfactante
n3o iénico), ambos na concentrac3o de 0,5%.

Apds a agitacdo dos tubos em VORTEX por 30 segundos,
procedeu-se a tranferéncia de 1 ml da suspensdo para tubos
previamente preparados com 9 ml do diluente e homogeneizado.

Esta operacdo foi repetida até a obtencdo da diluicdo de 1076,

3.6.3. Contagem dos microrganismos vidvels

A técnica utilizada tanto para bactérias aerdbias
como para anaerobias foi a do NMP - Nimero Mais Provével. O
método do NMP é também conhecido como método das diluicdes,
onde se realiza uma estimativa, sem qualquer contagem direta,
da densidade do organismo em um liguido.

A estimativa da densidade é baseada na aplicacdo da
teoria das probabilidades, com o objetivo de avaliar os
nimeros baixos de microrganismos. Atualmente, esse método tem
sido muito usado para a enumerag¢do de bactérias redutoras de
sulfato, sem a necessidade de técnicas anaerdbias (GAYLARDE,

1990; RICHARDSON et al., 1990; BRYANT et al., 1991; FRANCA et
al., 1992).

Os meios de cultura foram preparadbs com caldo

nutritivo em tubos de ensaio para bactérias aerdbias e meio
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Postgate B em frascos para bactérias redutoras de sulfato,
com trés repetigdes para cada diluicédo.

Os tubos e frascos foram divididos em 3 grupos (A, B,
cC). O grupb A recebeu em cada uma das 3 repeti¢des 1 ml; o
grupo B recebeu 0,1 ml (100 pl) e o grupo C recebeu 0,01 ml
(10 pl). Foram incubadas a 37°C por 3 dias. Meios que
formaram precipitado preto (FeS) para BRS e turvas para
bactérias aerdébias foram considerados resultados positivos.
Em fung¢do do nimero de resultados positivos dos 3 grupos (a,
B, C) recorre-se a uma tabela onde se encontra o fator pelo
qual se deve multiplicar a diluicdo na qual se obteve
turbidez como estimativa do ndmero mais provdvel de
organismos por ml.

Foram preparadas 3 diluicdes (1072, 1074, 10°%) para
ser avaliado o comportamento dispersante dos detergentes
utilizados, TWEEN 80 (0,5%) e o TRITON-X-100 (0,5%), bem como
a faixa de diluicdo em que se pode encontrar organismos
aerébios e anaerdébios vidveis no sedimento.

Este procedimento foi realizado com os sedimentos dos 3

tipos de 6leo diesel estudados (dieselynaval, comum e urbano).

3.7. Avaliagdo da produg3o de surfactante

3.7.1. Preparagdo do inéculo

Estoques de bactérias isoladas mantidos em geladeira
foram repassadas com auxilio de uma alca de platina para
placas com égar—nutritiVé, seguindo a técﬁica de esgotamento

de placa. Apds o crescimento, col8nias isoladas com o aux{lio
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de uma alca de platina foram colocadas em tubos contendo 10
ml de caldo nutritivo por 12 horas em agitador orbital TECNAL
(mod TE 140) a 180 rpm num &ngulo de inclinac3o de
aproximadamente 30°C e incubados & 26-28°C.

A contagem de células vidveis por ml foi calculada
através do plaqueamento pelo sistema spiral-plater (Spiral
Systems mod D). Este sistema permite a distribuic¢3o de um
~volume fixo (50 Hl) da amostra sobre uma placa, de forma a
depositar diferentes volumes do centro a lateral, formando
uma espiral. ‘

Apbés a incubag¢do, as coldnias foram contadas sobre
uma grade que relaciona a 4rea da placa com seu volume

correspondente, estimando-se o nimero de microrganismos

presentes.

3.7.2. Esterilizagdo do 6leo diesel

O 6leo diesel utilizado foi submetido a dois sistemas
de esterilizacdo. Primeiramente, foi filtrado através de
membranas milipore de 0,45 pm. Uma amostré de 6leo filtrado
com aproximadamente 0,1 ml foi espalhada em meio com &4gar
nutritivo para a verificagdo da presenca de algum
microrganismo. ApSs 48 horas, confirmou-se a contaminacio do
6leo com base no crescimento de bactérias.

A esterilizacdo foi considerada eficiente quando o
6leo diesel foi novamente filtrado através de membrana de
0,22 pm e n3o houve crescimento bacteriano a aplicar-se o

mesmo procedimento descrito anteriormente.

UFRGS

Faculdade de Agror;omi:
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3.7.3. Sele¢gdo prévia dos isolados bacterianos
Inicialmente, fol realizado uma selecdo prévia da

habilidade de producdo de biossurfactante, detectada pelo

método de emulsdo do xileno, proposto por BANAT et al.
(1991).

3.7.3.1. Condigdes de cultivo

A preparac¢do do inéculo seguiu a metodologia descrita
na se¢do 3.7.1 com suspensfes bacterianas de 2,1 x
1010 cel/ml, 2,4 x 1012 cel/ml, 2,6 x 1010 cel/ml e 1,5 x 1010
cel/ml para os isolados bacterianos DU, DN, DCry, DCy,
respectivamente. Foram utilizados 1 ml da cultura de cada
isolado e transferidos para erlenmeyers de 1000 ml, contendo
99 ml de meio mineral Bushnell-Haas, suplementado com 1% de
glicose. A incubag¢do foi realizada em agitador orbital a 180
rpm, a 26-28°C. Apés 48 horas, foi adicionado 1% de 6leo
diesel esterilizado (se¢3o 3.7.2).

A deteccdo de biossurfactante pelo método de emulsdo
do xileno foi realizada em fotocolor{metro (VARIAN, serie

635) a 660 nm, 48 horas apdés a adicd3o do 6leo diesel

esterilizado.

3.7.3.2. Detecgdo do biossurfactante

Utilizou-se 35 Ml da cultura, 35 pl de xileno e 5 ml
de tampdo TRIS 20 mM pH 8,0 (TEDESCO et al., 1985) em tubos
de ensaio, previamente limpos e secos. A agitac&o da mistura

foi feita em VORTEX por 45 segundos. A mistura foi colocada
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A temperatura ambiente, por 20 minutos antes da leitura
colorimétrica a 660 nm.

A leitura com alta absorbdncia indica alto nfvel de
dispersdo do 6leo no tampdo, caracterizando a‘presen¢a de
agentes emulsificantes, enquanto que a baixa absorbéncia

indica pouca ou nenhuma atividade emulsificante no &leo

xileno.

3.7.4. Isolado DU

Apbés a selegdo prévia dos isolados bacterianos
testados, procurou-se avaliar o comportamento exibido pelo
isolado, com maior detecgdo de biossurfactante pelo método do
xileno.

. Foram utilizadas as mesmas condig¢les de cultivos
descritas anteriormente. O indculo de DU utilizado foi de
1,2 x 1019 cel/ml. Neste experimento, foi conduzido

o}

acompanhamento do consumo de (glicose, pela técnica

colorimétrica para agucar redutor com DNS (MILLER, 1959) e
modificado por SANDOZ CHEMICALS (Apé&ndice 6). Tomaram-se
amostras, inicialmente a cada ¢4 hbras, para andlise de
emulsificacdo, detectada pelo método de emuls3o do xileno e

para determinacdo do consumo de glicose.

3.7.4.1. Condi¢les analiticas

A determinagdo colorimétrica de aclcar redutor com
4cido dinitrosalic{lico (DNS) foi realizada a partir de uma

solugdo padrdo de glicose (1 mg/ml) para preparacdo da curva
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padr&o. Adicionou-se em tubo de ensaio, 3 ml de cada
concentra¢do a 3 ml de DNS, e foram levados ao banho-maria
fervente (100°C) por S5 minutos. Apés deixar esfriar, foi
realizada a leitura em fotocolor{metro a 575 nm.

A curva padrdo foi determinada com concentra¢des

conhecidas de glicose (0 - 1,0 mg/ml), obtendo-se um

coeficiente de correlacdo de 0,99.

: 3.7.4.2, Determinag8o quantitativa do aglcar
Foram retiradas aliquotas de 2 ml da amostra, em
diferentes intervalos de tempo e submetido a centrifugacdo
por 1 min. a 10.000 rpm. A partir de 1 ml do sobrenadante
coletado dilui-se 15 vezes (primeiras horas de avaliacdo).
Apés a diluicdo, foi determinada a concentragdo de glicose

pela técnica colorimétrica, com DNS, conforme descrito acima.

3.8. Avaliacgdo dos biocidas

Neste estudo foram testadas 4 agentes antimicrobianos

de diferente composicdo quimica (Tabela 4).

3.8.1. Concentracdo minima inibitéria
A avaliag¢do da Concentrac¢csio Minima Inibitéria (CMI)

serve apenas como orienta¢&o, pois informa o espectro de agédo

do produto. A CMI é a menor concentracio necessdria para

controlar o crescimento de um microrganismo em meio de

cultura e condi¢des espec{ficas (SONDOSéI et al., 1993)J.



TABELA 4. Composicdo quimica, ingredientes ativos e fonte

dos quatro biocidas avaliados.

Ingrediente Ativo

Designac¢do comercial
- N Fonte
do biocida Composicdo - %
ADESOL cloro didecildimetil de aménio 50 COALITE
(QUAT) CHEMICALS
PHYLATOL di (2-hidrosiethoxi) - metano 100 COALITE
CHEMICALS
KATHON 5 cloro-2-metil-4 isotiazolona - 1,5 ROHM and HAAS
3 ona e 2 metil-4-isotiazolona -
3 ona
UCARCIDE gluteraldeido 50 UNION CARBIDE DO

BRASIL

SS
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3.8.1.1. preparag¢8o do inéculo

Para a avaliacdo dos isolados bacterianos aerdbios,
foi utilizada a prepara¢do do inbéculo conforme descrito na
'secéo 3.7.1, com suspensdes bacterianas de 10° - 107 cel/ml.

No caso de fungos, foi realizada suspensdo da cultura
em tubos inclinados de meio 4gar-malte com 4gua destilada
esterilizada. A filtragem da suspensdo foi realizada em 13 de
vidro para a remoc¢do de micélio ou de fragmentos de hifas. A
contagem de esporos foi feita em cé@mara de Petroff-Hauser,
com 108 propdgulos/ml. |

Para as bactérias , realizou-se a diluicg¢do de uma
cultura em meio Postgate-B, a fim de se obter um nimero de

107 cel/ml._A contagem das células foi realizada em cémara

de Petroff-Hauser.

3.8.1.2, Determinagdo da concentragdo minima

inibitédria

Diferentes concentra¢des de biocidas em teste foram
obtidas, sendo adicionadas em meio de cultura 1l{iquido,
espec{fico, ao crescimento de bactérias aerdbias, fungos e
bactérias redutoras de sulfato.

Dessa forma, utilizou-se caldo nutritivo para
bactérias aerdébias, caldo de malte para fungos e meio
Postgate B para bactérias redutoras de sulfato.

Uma série de tubos foi preparada, com 3 repeticgdes
para cada concentracdo obtida.

- tudos com 2 ml do meio especifico
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- 2 ml da solugcdo de biocida, a partir de uma
concentragdo preparada de 1000 ppm, com H,0 destilada,
esterilizada.

~ 100 pl de inéculo.

Foram obtidas 10 concentrag¢des, a partir da diluicgdes
sucessivas, da solu¢do original de 1000 ppm. Como controle,
sem adicd3o de biocida, e somente com meio especifico, foi
considerada a 11* concentracgdo.

Os tubos, apbs a homogeneizagdo e inoculac¢do, foram
incubédos a 28°c por.24 horas para bactérias aerébias e 72
horas para fungos e bactérias redutoras de sulfato. Avaliou-
se o crescimento bacteriano pelo aumento de turbidez do meio,
enquanto que para fungos, o crescimento foi detectado pela
formagdo inicial de micélio. O crescimento de bactérias
redutoras de sulfato foi avaliado pelo escurecimento do meio

e formac3o de precipitado preto.

3.9. Avaliagdo dos bilocidas para Amorphotheca resinae
Para a avaliacdo da eficiéncia dos biocidas utilizou-

se os métodos descrito por HETTIGE & SHERIDAN (1989Db).

3.9.1.'Teste em placas

Os biocidas foram incorporados em 4gar-extrato de
malte. As concent;acées utilizadas nos tratamentos foram de
1000 e 2000 ppm.

Discos de 1,6 cm de dif@metro foram obtidos de

crescimento fingico por S5 dias em placas com 4gar-malte de
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Amorphoteca resinae. Retirou-se os discos localizados na
periferia da placa com o objetivo de obter crescimento da
mesma idade. Com o aux{lio de uma pin¢a estéril foram
colocados centralmente em cada placa. As medidas do diametré
foram tomadas diariamente, durante 4 dias com a marcac¢3do na

placa e identificagdo por letras das quatro repetigdes

utilizadas para cada concentracgdo.

3.9.2, Cultura liquida ]

A partir do conhecimento da concentragdo minima
inibitéria observada para cada microrganismo em resposta aos
quatro biocidas utilizados, procurou-se testar a efetividade
em meio mineral (Bushnell-Haas) e Sleo diesel esterilizado.
Foram avaliadas 2 concentra¢es de cada biocida (1000 e
2000 ppm). A preparagdo do inbéculo filngico segue a
metodologia descrita na seg&o 3.8.1, sendo utilizados 100 pl
da suspenc¢do. Apds a homogeneiza¢do e inoculac¢do, os frascos
foram incubados a 28°C. A inspecd3o visual foi realizada
diariamente durante sete dias, e a estimativa do crescimento
fingico foi avaliada através de uma taxa numérica.

0 -~ sem crescimento

+ - pouco crescimento (1,6 - 1,8 cm)

++ ~ crescimento moderado (1,8 - 2,5 cm)
+++ - crescimento abundgnte (2,5 - 3,5 cm)

No final do perf{odo de observacdo, realizou-se a
filtragem das amostras e secagem dos filtros por 48 horaé.em

estufa a 80°C. Foram realizadas pesagens em balanca
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eletrbdnica para a obtencdo de matéria seca formada.

3.10. Avaliagdo dos biocidas para bactérias

anaerébias '

Foram preparadas as seguintes concentra¢des finais
para os 4 biocidas em meio Postgate B. As concentragdes
testadas foram 5, 10 e 50 ppm para Adesol, Ucarcide e
Phylatol. O controle foi considerado o frasco com Postgate B,
sem biocida. O inbculo foi preparado conforme déscrito na
secdo 3.8.1.1.

Os frascos foram inoculados e incubados a 28°C, sendo
retiradas amostras nos seguintes intervalos de tempo: 3, 6,

9 e 24 horas.,

A estimativa da populac3o foi realizada através do

mnétodo do NMP descrito na sec¢do 3.6.3.

3.11. Avaliagdo dos biocidas para bactérias aerdbias

Para a determinacdo do efeito de 4 biocidas para
bactérias aerdbias, utilizou-se a seguinte metodologia. O
inéculo foi preparado conforme descrito na seg¢do 3.7.1. Os
biocidas foram adicionados nas concentra¢des pré-determina-
das, conforme os resultados obtidos pela CMI, em frascos com
19 ml de meio mineral BH e 1 ml de Sleo diesel esterilizado.
Apés a inoculagdo de 100 Ml de cada isolado, os frascos foram
incubados a temperatura ambiente. Foram retiradas amostras da
fase aquosa nos seguintes intervalos de tempo: 3,6, 9, 12 e

24 horas. A contagem das células vidveis foi realizada pelo
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sistema spiral-plater (Spiral Systems mod D).
As placas foram incubadas a 28-30°C por 24 horas,

sendo preparadas 4 placas para cada concentrac¢do utilizada.

3.12, Andlise estatistica

A andlise estatistica dos resultados de reducgdo de
células vidveis dos isolados bacterianos foi feita com base
no método de andlise de variéncia, de um modelo completamente
casualizado, de experimentos em esquemas fatoriais (concen-‘*
tracd3o de biocidas x tempo de amostragem); Foi utilizado 6
teste F para a variac¢do global dos efeitos dos fatores e de
suas interac¢des. Os resultados foram expressos em fun¢do do
desvio médio significativo (DMS) ao nivel de 1%.

0s dados de reducdo populacional em: fun¢do do tempo. .
de incubac3o foram representados graficamente através do
logarfitmo do nimero de bactérias.

A percentagem de reduc¢3o do logaritmo das células
vidveis foi calculada pela média das 4 repeticdes, através da
seguinte equagdo:

log n®* de célula controle - log n® de célula teste
% redugdo =

X 100
log nt de célula controle

A andlise estat{stica para os resultados de inibicdc
do crescimento de fungos por biocidas foi feita pelo teste t
modificado (varié@ncias diferentes) e pelos testes ndo

paramétricos .de WILCOXON e MANN-WHITNEY (P = 0,05).



4. RESULTADOS E DISCUSS&0

4.1, Avaliagdo da comunidade microbiana presente no
6leo diesel e no sedimento formado na interface
6leo-4gua

4.1.1. Fungos:

No decorrer da andlise da populac3o microbiana do

6leo diesel (naval, comum e urbano) foram realizados o
isolamento e a identificac&o de fungos ao nivel de espécie
(Tabela 5). A identificacdo foi feita com base em estruturas
reprodutivas dos funéoé filamentosoé cém o aux{lio de chaves
sistemdticas (ONIONS et al., 1981; ATTILI et al., 1993),
sendo a espécie Amorphoteca resinae determinada pelo
Instituto Internacional de Micologia, Londres, Inglaterra.
Os 3 tipos de 6leo diesel avaliados apresentaram
diferencas na composic¢do da popula¢do fungica (Tabela 5). A
variac3o da popula¢do microbiana de um tanque para outro, tem
sido observada por vé&rios pesquisadores. Essas diferencas
foram atribuf{das as condigdes de crescimento existentes nos
diferentes tanques em estudo (BRUCE, 1982; NEIHOF & MAY,
1983; HAGGETT & MORCHAT, 1992).
. Dentre os fungos filamentosos isolados, houve a

predominéncia do género Aspergillus, com as espécies



62

TABELA 5. Fungos filamentosos isolados de membrana filtrante
de amostras de 6leo diesel naval, comum e urbano.

Oleo Diesel

Fungos
Naval Comum Urbano
Aspergilus fumigatus + + +
Aspergillus flavus + + +
Aspergillus niger - - +
Amorphoteca resinae + - -

+ presente nas amostras
- ausente nas amostras

Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus, isoladas em
todas as amostras de 6leo diesel (naval, comum e urbano),

avaliados pelo método da membrana filtrante.

0 fungo ‘Amorphoteca resinae é considerado um dos
principais contaminantes envolvidos na deterioragdo de
hidrocarbonetos (n-alcanos) como o querosene de aviacdo
(VIDELA, 1981; COONEY & SMUCKER, 1983; SMITH, 1988; SMITH,
1991) e em diesel utilizado em embarcacdes (BRUCE, 1982; MAY
& NEIHOF, 1983; ANDRYKOVITCH & NEIHOF, 1987; HETTIGE &
SHERIDAN, 1989a,b; HAGGETT & MORCHAT, 1992).

Apesar da constatag¢do na literatura, neste trabalho
o fungo Amorphotheca resinae foi isolado somente em amostras
de 6leo diesel naval de tanques armazenadores. O crescimento
em laboratério de Amorphotheca resinae e Aspergillus niger em
meio mineral Bushnell-Haas e 6leo diesel urbano foi avaliado

por SOLANA (1994). O comportamento de Amorphotheca resinae
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foi semelhante ao encontrado por outros pesquisadores
(ELPHICK & HUNTER, 1968; COONEY & SMUCKER, 1983) para outros
sistemas com combustivel (querosene e diesel de embarcac¢des).
A fase 1inicial de crescimento foi caracterizadé pelo
surgimento de uma pelficula na interface combustivel/meio
mineral, de cor esbranquicada que ao 1longo do perfodo
experimental foi escurecendo e aumentando. Ao término do
perfodo de incubag¢do (30 dias), a biomassa formada na
interface &6leo/meio mineral tornou-se tdo densa que
dificultou a determinagdo da fase oleosa. Portanto,
Amorphotheca resinae e Aspergillus niger apresentam
habilidade de crescer em diesel urbano. No entanto, apesar da

habilidade de crescimento, esses fungos ndo foram encontrados

nas amostras de diesel urbano estudadas na presente pesquisa

(Tabela 5).

4.1.2, Bactérias aerédbias

O critério utilizado para a selec3o dos isolados
bacterianos foi a frequéncia de ocorr&ncia nas amostras, que

possibilitou a obteng¢do de 4 isolados bacterianos das

amostras de O&6leo diesel. Dois isolados foram obtidos da
filtracdo em membrana milipore do 6leo diesel comum e bleo

diesel naval, denominadas DC;y e DN respectivamente. A

inoculacdo do sedimento em placas permitiu selecionar os
outros 2 isolados, denominados DU do diesel urbano e DC;; do

diesel comum.

Os resultados da morfologia colonial, celular e de
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alguns testes biogquimicos estdo apresentados na Tabela 6. Os
isolados DC; e DCy; foram identificados como provdveis
pertencentes ao género Bacillus e os isolados DN e DU como

Pseudomonas.

4.1.3., Bactérias anaerébias

O isolamento de bactérias anaerdbias redutoras de
sulfato foli possivel mediante a inocula¢do do sedimento
biolbgico formado na interface 6leo-4gua em meio especifico
para esse grupo de organismos. Em todas as amostras
analisadas de sedimentos de 6leo diesel naval, comum e urbano
foram encontrados organismos vidveis. Estes resultados
corroboram com os encontrados por FRANCA et al. (1992) ao
examinarem a presenca de microrganismos redutores de sulfato:
em sedimento formado no fundo de tanques de estocagem de 6leo

diesel.

Como as Dbactérias redutoras de sulfato sdo

anaerSbias obrigatérias, deprende-se que ocorrem regides

desprovidas de oxigénio dentro do sedimento.

4.2. Estimativa da populag3o aerébila e anaerébia do

sedimento blolégico de 6leo diesel naval, urbano

e comum

4.2.1, Centrifugagdo

A centrifugagdo do sedimento biolégico formado na
interface 6leo-4gua permitiu.a andlise das{fracées que se

formaram. Este tipo de avalia¢do demonstrou que o sedimento
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TABELA 6. Caracteriza¢do morfoldgica celular e bioquimica dos

isolados Dbacterianos aerdbios de bleo diesel
(naval, comum e urbano).

Caracterizacdo DC; DN DU DCyq
COLONIAL

Forma irregular circular circular irreéular
Densidade Optica opaca opaca opaca opaca
Bordos ' arborescente lisos lisos arborescente
Elevacdo plana convexa convexa convexa
Consisténcia coridcea butirosa gomosa butirosa
Cor branca creme amarela creme
CELULAR

Forma bastonetes bastonetes bastonetes bastonetes
Coloragdo de Gram + - - +
Endosporos + - - +
"Motilidade + + + +
Crescimento sem O, + - - +
BIOQUiMICA

Catalase + + + +
Oxidase + + + +
Sacarose

(Fermentacdo) * - - *
Glicose + - _ +
(Fermentacio)

Lactose

(Fermentacg&o) * - - *
Cetrimida e : e R
Identificacdo

provavel Bacillus Pseudomonas Pseudomonas

Bacillus
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apresenta grande quantidade de 4gua, material particulado de

alta densidade e &leo (Figura 7).

—> 6leo

—> dgua

—')particulas com alta densidade

FIGURA 7. Fracdes formadas apds a centrifugacido do sedimento
biolégico. '

4.2.2, Diluig8o do sedimento biolégico

A sequéncié metodolégica‘proposta por FRANCA et al.
(1992) n3o pode ser utilizada de forma consistente porque as
diluicBes em 4gua destilada esterilizada ndo permitiram a
perfeita homogeneiza¢do da amostra.

A utilizagdo de um diluente eficiente torna-se um
fator importante na estimativa da populacZo microbiana em
sistemas com combustivel, devido ao cardter hidréfobo
apresentado pelos hidrocarbonetos. Uma homogeneizag¢do inefi-
ciente poderia levar a uma subestimativa das populacdes
aerébia e anaerdébia presentes no lodo biolégico analisado.

Dentre os dois detergentes, o TRITON X-100 foi
considerado o melhor emulsificador por produzir uma suspens&o

mais homogénea. A andlise dos resultados obtidos da
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homogeneizag¢do com TRITON X-100 demonstraram uma estimativa
mais aproximada de microrganismos presentes nas amostras,
quando comparados com os resultados obtidos com o outro
detergente utilizado, o TWEEN 80 (Figura 8).

A estimativa da populac¢3o aerdébia obtida através da
homogeneizacdo com TRITON X-100 em sedimento de 6leo diesel
naval e urbano foi de 1,0 x 107 cel/ml, enquanto que para o
sedimento de 6leo diesel comum foi detectado 2,3 x 103
cel/ml. A populacdo de bactérias redutoras de sulfato foi
estimada ém 2,4 x 10°% cel/ml para o sedimento de &leo diesel
comum, 2,3 x 10° cel/ml para sedimento de 6leo diesel naval
e 4,3 x 10° cel/ml para sedimento de éleo diesel urbano.

Na avaliac3o do sedimento do éleo diesel urbano com
TWEEN 80, ndo foram detectadas bactérias redutoras de sulfato
em nenhuma das amostras avaliadas. Este fato sugere que possa
ter ocorrido uma homogeneizacdo ineficiente das amostras,
pois os resultados obtidos com TRITON X-100 demonstraram
altas concentragdes de células de bactérias redutoras de

sulfato no sedimento de 6leo diesel urbano.

O TRITON X-100 é um detergente ndo i8nico com

atividade antimicrobiana menor que o TWEEN 80.

A estimativa de bactérias aerdbias e redutoras de
sulfato foi aproximadamente de 10° - 107 cel/ml, indicando que
as condicles ambientais e nutricionais nos sedimentos de

tanques armazenadores de 6leo diesel foram apropriadas para

os grupos avaliados.
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A andlise da estimativa de microrganismos presentes
pelos métodos avaliados (10°-107 cel/ml) revelou tratar-se de
um sistema altamente infectado (HILL & HILL, 1993).

Ndo existem métodos microbioldégicos padrdes que
possam estimar a populac¢do microbiana presente em sistemas
com combustivel (HILL, 1987; HILL & HILL, 1993), embora
estejam disponiveis comercialmente v4rios *“kits* para
monitoramento da contamina¢do microbiana, sendo alguns
especialmente confeccionados para o uso em tanques com
combustiveis (BAYLEY & MAY, 1979). A iimitacéo desses testes
estd em nd3o estabelecer diferengas entre os organismos

responsdveis pela deterioragdo de combustiveis e outras

bactérias (SMITH, 1991).

4.3. Detecgdo do bilossurfactante

Os resultados obtidos na sele¢do prévia permitiram
considerar o isolado DU como o de maior produc¢do relativa de
biossurfactante (Tabela 7).

O critério utilizado no método de avaliagdo da
produ¢do de biossurfactante foi o de dispersar o 6leo xileno
pela presengca de agentes emulsificantes produzidos pelos
microrganismos testados. Maior atividade emulsificante foi
estimada pelo aumento da absorbdncia detectada, enquanto que
pouca ou nenhuma atividade foi relacionada a valores baixos
de absorblncia (BANAT et al., 1991; ROCHA et al., 1992).

"’ Na selecdo préVia dos isolados bacterianos, como ndo

foi realizado o acompanhamento da concentrac¢3o de glicose, é
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TABELA 7. Produc3o relativa de biossurfactantes determinada

pelo método da emulsd3o do &bleo (xileno) por
isolados bacterianos apds 48 horas de incubacdo com

1% de &6leo diesel esterilizado (Média de 3
repeticdes). .

Isolados Deteccdo de biossurfactante Absorbéncia
Bacterianos % (1) (2)* 660 nm
DU-diesel urbano 100,0 +++ 1,075
DN-diesel naval 2,1 + 0,023
DC;-diesel comum 31,8 ++ 0,343
DCiy-diesel comum 80,9 _ +++ 0,87

(1) Produgdo relativa de Dbiossurfactante, sendo 100%
considerada para mdxima absorb8ncia encontrada.

(2)

+
++

+++
*

Deteccdo minima de biossurfactante
Deteccdo média de biossurfactante
Deteccdo mixima de biossurfactante
Classificacdq segundo BANAT et al. (1991)
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possivel que a detecgdo de biossurfactante possa ter sido
devido a presenca de glicose residual no meio (GUERRA-SANTOS
et al., 1984; WASKO & BRATT, 1990; BANAT et al., 1991; ROCHA
et al., 1992).

Para isolar o efeito da glicose sobre a produc3o de
agentes emulsificantes, conduziu-se o experimento
complementar com o isolado DU (Figura 9). Pode-se constatar
a partir do monitoramento do consumo total de glicose a
ocorréncia de um aumento na detecgdo de agentes
émulsificéntes, pelo método de emulsdo do xileno apds adigdo
de éleo diesel esterilizado.

A adigd3o de O6leo diesel estéril como fonte uUnica de
carbono pode ter 1induzido a produgcdo de uma molécula
_surfactante. com maior atividade eﬁulsificante (ou uma maior
producdo) do que aquela produzida com glicose. A nova fonte
de carbono disponivel, imiscivel em meio aquoso, precisou ser
dispersada para facilitar a capta¢do pelos microrganismos
(REISFELD et al., 1972; CANE et al., 1983; BANAT et al.,
1991; ROCHA et al., 1992). Este fato foi observado pelo 6leo

diesel visivelmente emulsificado quando comparada ao

tratamento controle sem inoculac3o do DU.

4.4. Avaliagdo dos biocidas
4.4.1. Concentragdo minima inibitéria

O espectro de agdo dos trés biocidas avaliados para os
fungos isolados é mostrado na Tabela 8. O biocida Adesol

apresentou atividade inibitéria na faixa de 15 - 3,9 ppm,
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TABELA 8. Determinagdo da concentracd3o minima inibitéria

(CMI) de 3 biocidas para fungos em caldo de extrato
de malte, pH 5,4.

Biocidas CMI (ppm)
Fungos ADESOL PHYLATOL UCARCIDE
Aspergillus fumigatus < 3,9 250 - 125 1000 - 500
Aspergillus flavus 15,1 - 7,8 500 - 250 500 - 250
Aspergillus niger 15,1 - 7,8 1000 - 500 1000 - 500
Amorphoteca resinae 7,8 - 3,9 > 1000 1000 - 500

TABELA 9. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria de

4 biocidas para bactérias aerdbias e redutoras de
sulfato em caldo nutritivo, pH 7,4.

Biocidas CMI (ppm)
Bactérias ADESOL PHYLATOL UCARCIDE KATHON
DC; 7,8 - 3,9 250 - 125 250 - 125 < 3,9
DN 125 - 62,5 1000 - 500 500 - 250 < 3,9
DU < 3,9 31,5 - 15,1 31,5 - 15,1 < 3,9
DCy g < 3,9 62,5 - 31,5 500 - 250 < 3,9
BSR* 7,8 - 3,9 500 - 250 31,5 - 15,1 < 3,9

* Bactérias anaerdbias redutoras de sulfato, meio Postgate B,
pH 7,5.
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enquanto que os Dbiocidas Phylatol e Ucarcide foram
considerados com baixa eficiéncia na concentracdo de 15 ppm,
sendo necessdrias concentra¢des superiores a 150 ppm para o
controle dé crescimento fungico.

Os agentes antimicrobianos variam sua resposta em
func3o do pH. O biocida Ucarcide que é a base de gluteral-
def{do tem sua atividade 6tima em pH alcalino (pH 8,0 e 9,0)
(SANDIN, 1993). Como o meio de cultura em teste especi{fico é
para fungos, com pH 5,4, é provdvel que o meio &cido tenhat
inativado o biocida. |

A avaliac3o inibitéria dos 4 biocidas no crescimento
de 4 isolados bacterianos aerdbios e bactérias redutoras de
sulfato & mostrado na Tabela 9. O biocida Adesol apresentou
atividade inibitéria para DC;, DU e DCy; na. concentragdo
inferior a 3,9 ppm. Apenas o isolado DN foi inibido na faixa
de 125 - 62,5 ppm. Para as bactérias redutoras de sulfato, a
concentrac¢do minima inibitéria foi inferior a 7,8 ppm.

O biocida Kathon representou amplo espectro de ac3o
inibitéria na concentra¢do de 3,9 ppm para os isolados
bacterianos aerdbios e redutores de sulfato. A concentrac3o
minima inibitéria apresentada pelo biccida Phylatol variou de
500 - 15,1 ppm para os isolados bacterianos avaliados,
enquanto que a variagdo para o biocida Ucarcide foi de 250 -
15,1 ppm.

Os resultados da concentrac3io minima inibitéria
indicam que os biocidas Adesol e Kathon foram os mais

efetivos a baixas concentra¢des, enquanto que os biocidas
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Phylatol e Ucarcide foram de baixa eficiéncia, pois em alguns
casos sdo necessédrias concentra¢des de 500 ppm para eliminar

o crescimento dos isolados bacterianos testados em meio de

cultura especifico.

4.5. Avaliag3o de bilocidas para Amorphoteca resinae

0 fungo Amorphotheca resinae foi usado nesté estudo
por se tratar de um contaminante tipico, reconhecido pela
participacdo significativa na biomassa formada ém éistemas
com combust {veis. |

O teste em placas permitiu visualizar e medir o
efeito téxico inibidor de cada biocida testado nos tratamen-
tos de 1000 a 2000 ppm sobre os discos com micélio colocados
centralmente na placa de .Petri (Tabela 10).

Na avaliac3o da atividade inibitéria do biocida
Adesol, observou-se a formag¢do de um halo amarelo em torno do
disco, ao final das 48 horas. Ndo houve crescimento durante as
96 horas avaliadas e, a partir dasA48 horas, o disco, além de
n3o apresentar crescimento, possuia um aspecto esbranquicgado.

O Dbiocida Phylatol ndo apresentou atividade
inibitéria em nenhum dos tratamentos de 1000 e 2000 ppm
testados. O disco com micélio apresentou crescimento

semelhante ao tratamento controle durante as 96 horas

avaliadas.
Nas 24 primeiras horas de avaliacd3o do biocida
Ucarcide, nio houve atividade inibitéria nos tratamentos 1000

e 2000 ppm. No entanto, a partir das 48 horas e até o final
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no crescimento de

Amorphoteca resinae em placas e cultura liquida.

Crescimento do Amorphoteca resinae

Concentragdo do

biocida (ppm) Teste em placas Cultura lfquida
(96 horas) (30 dias)

ADESOL 0 +++ 0

1000 0 0 (*)

2000 0 0 (*)
PHYLATOL 0 +++ 0

1000 +++ 0

2000 + 4+ 0
UCARCIDE 0 +++ 0 0

1000 +4++ ++ (*)

2000 +++ +++ (*)
KATHON 0 +++ 0

1000 0 0

2000 0 0

0 - sem crescimento
+ - pouco crescimento
(1,6-1,8 cm)
++ - crescimento moderado
(1,8-2,5 cm)
+++ - crescimento abundante
(2,5-3,5 cm)

0 - sem crescimento

+ - pouco crescimento

++ - crescimento moderado, fina
pelfcula de micélio

+4++ - crescimento abundante,
densa pelfcula de micélio

* - emulsificaglio
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das 96 horas avaliadas, ndo variou o crescimento no disco

desde a 1* medida (tomada as 24 horas). Observou-se um
encurvamento do disco, sugerindo a presenca de substéncias
téxicas e inibitérias ao crescimento do disco micelial.

0 biocida Kathon apresentou atividade inibitéria nos
tratamentos 1000 e 2000 ppm durante as 96 horas avaliadas.

0 método de cultura l{iquida permitiu uma avaliacdo,
com relacdo ao tempo em que os componentes dos biocidas podem
se manter ativos. Segundo ANDRYKOVITCH & NEIHOF (1987),
muitos biocidas estdo sujeitos A hidrdélise ou oxidacdo,
tornando-se inativos com o tempo. Outro fator a considerar é
quanto ao coeficiente de particZo do biocida no sistema
Sleo/édgua (meio mineral), podendo—se encontrar taxas
diferentes entre os agentes antimicrobianos.

Na avaliag¢do da cultura liquida com o biocida Adesol,
durante a inspecdo visual realizada diariamente, nd3o foi
observado nenhum crescimento na interface éleo/meio mineral
nos tratamentos 1000 e 2000 ppm, apesar de constatar-se a
emulsificacdo da camada de 6leo diesel que proporcionou uma
completa mistura entre 6leo e meio mineral. Essa emulsifica-
c3o pode ser explicada pela presenca do biocida em solucgio,
pois o Adesol é um sal quaterndrio de aménio, que é um agente
surfactante, logo com atividade solubilizadora. Os resultados
da pesagem ndo apresentaram diferencas significativas.

Durante o periodo de avaliacd4o com o biocida

Phylatol, ndo foli observado nenhum crescimento na interface

6leo-meio mineral, nem a emulsificacdo nos tratamentos 1000
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e 2000 ppm. Ndo foi detectada diferenca significativa nos
resultados da pesagem de matéria seca formada.

Na avaliagcdo do biocida Ucarcide, observou-se
crescimento e emulsificag¢do do 6leo ao longo do periodo de 30
dias nos tratamentos 1000 e 2000 ppm (Tabela 10).
Inicialmente, por volta de 10 dias, desenvolveu-se uma finé
pelicula esbranquicada, que no tratamento 1000 ppm manteve-se
até o final do perfodo de avaliacdo. No tratamento 2000 ppm
a fina pelicula que também se formara inicialmente deu lugar
a uma densa pelicula de micélio no final do perioao. No
tratamento 1000 ppm, o crescimento foi classificado como
moderado, enquanto gque no tratamento 2000 ppm foi
classificado como abundante, dentro da escala considerada.

O crescimento observado nesta avaliac¢3o estd de
acordo com o apresentado na literatura para Amorphoteca
resinae (ELPHICK & HUNTER, 1968; SMITH & CROOK, 1983; SOLANA,
1994). A presenga do fungo foi confirmada pela inoculag¢do de
100 pl dos tratamentos 1000 e 2000 ppm em placas com 4gar-
malte (3 repetig¢des). Descartou-se a possibilidade do
crescimento observado estar relacionada a algum contaminante.
Este procedimento foi realizado com todos os biocidas
testados (Adesol, Ucarcide e Kathon) nas concentracdes de
1000 e 2000 ppm, além do tratamento controle.

Os resultados de matéria seca formada demonstraram
diferencas significativas estatisticamente (Apé&ndice 17).
Estes resultados sugerem que o bibﬁida Ucarcide, além de ndo

ter apresentado efeito inibitério, proporcionou o crescimento
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do fungo. Como foi utilizado o mesmo indéculo em todos os
tratamentos, este crescimento pode ter ocorrido, provavel-
mente, pela disponibilidade de outros nutrientes fornecidos
pelo biocida. No tratamento controle, n&oc foi constatado
crescimento significativo.

Na avaliacdo com o biocida Kathon, n3o foi constatédo
crescimento nas concentracdes de 1000 e 2000 ppm. Nado foi
observada emulsificac¢do, e os valores de matéria seca formada
ndo apresentaram difereng¢as significativas.

Os.resultados de inibicéo do crescimento fungico com
Kathon est3o de acordo com os apresentados pela literatura.
ANDRYKOVITCH & NEIHOF (1987), ao compararem a atividade de 5
biocidas no controle de Amorphotheca resinae, encontraram que
a mistura metilcloro/metilisotiazolona inibiu o crescimento
desse fungo, ao contrdrio dos demais testados na concentracgdo
de 1 ppmn.

HETTIGE & SHERIDAN (19839b) avaliaram a eficiéncia de
6 biocidaé, entre os quais o Kathon 886 (mesmo ingrediente
ativo, mas diferentes propor¢des) e constataram controle
total de crescimento para 3 fungos avaliados, entre eles

Amorphotheca resinae, na concentrac¢do de 50 ppm.

4.6. Avaliagdo dos blocidas para bactérias redutoras

de sulfato
Os biocidas apresentaram atividade inibitéria total

em todas as concentra¢les utilizadas, quando comparadas ao

tratamento controle. Ndo foi detectado crescimento de
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bactérias redutoras de sulfato, pelo método NMP, desde as 3
primeiras horas de avaliagdo. Neste caso, o meio utilizado
para avaliagdo foi o mesmo da CMI - concentragdo minima

inibitéria (Posgate B), estando os resultados concordantes

com os indicados pela CMI.

4.7. Avaliag8io da atividade antibacterlana dos
biocidas em melo mineral e Oleo diesel
) esterilizado

Dé maneira geral, foi observado em todas as
avaliacBes uma queda no nUmero de células vidveis do
tratamento controle nas 3 primeiras horas. Esse declinio
deveu-se, provavelmente, a adaptac¢des frente as diferengas na
composi¢do do meio de cultura do inéculo (caldo nutritivo,
Apéndice 3) e do meio mineral (Bushnell-Haas, Apéndice 4),

bem como do 6leo diesel utilizado na avaliacg3o.

4.7.1, Isolado bacteriano DN

Na avalia¢do com o biocida Phylatol a 100 ppm, n&o
houve diferenca estat{stica no numero de células vidveis do

isolado Dbacteriano DN (Figura 10). Somente ocorreu

manifestac3o do efeito, a partir do aumento da concentrag3o
para 500 ppm, com um declinio de 4,2% e 35% a partir da sexta
e nona hora de avaliag¢do, respectivamente. O efeito mais
pronunciado ocorreu com a aplicag3o de 1000 ppm, n&do sendo

detectadas células vidveis a partir das 6 primeiras horas.
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FIGURA 10. Comportamento do 1isolado bacteriano (DN) em
resposta & adi¢do do biocida Phylatol, durante um
perfiodo de incuba¢3o de 9 horas, em meio mineral

Bushnell-Haas/6leo diesel A temperatura ambiente.
DMS Tratamento = 0,102

DMS Tempo = 0,053
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0 percentual de reducdo de células vidveis observado
com Ucarcide foi de 100%, wutilizando-se as mesmas
concentracdes de Phylatol (100, 500 e 1000 ppm).

A atividade bactericida total também foi observada
para os biocidas Adesol e Kathon nas concentra¢Ses de 10, 50

e 100 ppm e 1, 50 e 100 ppm, respectivamente, em todos os

tempos de amostragens.

4.7.2., Isolado bacteriano DU

0 efeito do biocida Adesol, na concentracdo de 1 ppm,
ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao
controle nas 3 primeiras horas (Figura 11). Nas concentracdes
10 ppm e 50 ppm ndo foram detectadas células vidveis em todo
o perf{odo de avaliagdo. A atividade do biocida Phylatol a
10 ppm afetou significativamente o isolado bacteriano DU,
apresentando 54% de redugdo nas 12 primeiras horas de
avaliacdo. Ao final das 24 horas, detectou-se 100% de reducdo
das células vidveis. Nas concentrac¢des de 50 e 100 ppm, desde

o infcio até o final das 24 horas, n3o foram detectadas

células vidveis.

Os biocidas Ucarcide e Kathon, nas respectivas

concentra¢tes de 10, 50 e 100 ppm e de 1, 5 e 10 ppm

apresentaram 100% de redugdo dos organismos ao longo das 24

horas de inéubacéo.
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® CONTROLE
ADESOL 1 ppm

' A PHYLATOL 10 ppm
0 ] | i 1 |
0 3 6 9 12 15 18 921 24
Tempo (horas)
FIGURA 11.

Comportamento do isolado bacteriano DU em resposta
& adigdo dos biocidas Adesol e Phylatol, durante
um perfodo de incubagio de 24 horas em meio

mineral Bushnell-Haas/&leo diesel & temperatura
ambiente.

DMS Tratamento = 0,15697
DMS Tempo = 0,35099
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4.7.3. Isolado DCy

De uma forma geral o efeito do biocida Ucarcide apre-
sentou diferencas significativas com relagdo as concentracdes
utilizadas e aos tempos de amostragem avaliados (Figura 12).

Como era esperado, o aumento da concentracdo afetou
a populagdo do isolado bacteriano DC; ao final das 24 horas
de avaliac3o. O efeito da concentracdo de 500 ppm foi
considerado o mais baixo, com redugdo de apenas 6% das
células vidveis. No entanto, na concentracgdo de 1000 ppm, o
efeito foi ﬁais pronunciado, com redugdo de 26% das células
totais. O tratamento considerado mais efetivo foi o de
2000 ppm, ndo sendo detectadas células vidveis desde as 3
primeiras horas de avaliagdo. Aparentemente, as concentrag¢des
de 500 e, 1000 ppm exibiram efeito bacteriostdtico nas
primeiras 24 horas, pois houve uma queda significativa na
populacdo. No entanto, pode-se dizer que essas concentrag¢des
ndo foram suficientes para eliminar as células totalmente
(efeito bactericida), como observado no trétamento de 2000
ppm.

No experimento com o biocida Kathon, os resultados
demonstraram diferengas significativas entre as concentracdes
utilizadas e os tempos de avalia¢do (Figura 13). Observou-se
uma reduc¢do gradativa na concentragdo de 50 ppm, ao longo
das primeiras 12 horas de avalia¢do. Na terceira amostragem
(9 horas), a redugdo observada foi de 48,2%, enquanto que a

12 horas, a reduc3o de células vidveis foi de 100%.

O efeito bactericida (100% de reduc3o de células
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FIGURA 12.

CONTROLE
UCARCIDE 500 ppm
A UCARCIDE 1000 ppm
¢ UCARCIDE 2000 ppm

by L1 4]
6 9 12 15 18 21 24

Tempo (horas)

Comportamento do isolado bacteriano (DC;) em
resposta a qdlcao do biocida Ucarcide, durante um
perfiodo de incubac¢3o de 24 horas em meio mineral

Bushnell-Haas/8leo diesel A temperatura ambiente.
DMS Tratamento = 0,08685

DMS Tempo = 0,09710
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CONTROLE

KATHON 50 ppm
KATHON 100 ppm
2 - KATHON 500 ppm
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FIGURA 13,

Comportamento do isolado bacteriano (DC;) em
resposta a adicdo do biocida Kathon, durante um
perfodo de incuba¢do de 24 horas em meio mineral

Bushnell-Haas/6leo diesel A temperatura ambiente.
DMS Tratamento = 0,02544

DMS Tempo = 0,02845
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vidveis) das concentracdes 100 e 500 ppm pode ser observado
as 6 e 3 horas de avaliac¢do, respectivamente.

Na avaliac¢3o do biocida Phylatol, os resultados
obtidds apresentaram diferen¢as significativas com rele¢3o as
concentracdes utilizadas e aos tempos de avaliacgdo (Figura
14). Nas 3 primeiras horas, os percentuais de redu¢do das
células totais dos tratamentos 500, 1000 e 2000 ppm foram de
45%, 49% e 56,6%, respectivamente.

Estes resultados revelam, provavelmente,~ que as 3
concentragdes utilizadas, nas primeiras 12 horas,
apresentaram efeitos bacteriostédticos similares. Nas
concentracdes de 500 ppm e 1000 ppm, este efeito permaneceu
até o final das 24 horas de avaliacdo. No entanto, o efeito
bactericida da concentracdo de 2000 ppm foi constatado a
partir das 12 horas, chegando a 100% de redug¢do das células
ao final das 24 horas.

Na avaliacdo com o biocida Adesol, foi constado
efeito bactericida com 100% de redugdo das células vidveis

nos tratamentos de 50, 500 e 1000 ppm.

4.7.4. Isolado bacteriano DC,,

Os resultados da avaliacdo com o biocida Phylatol
apresentaram diferengas globais significativas nas concentra-
cBes e tempos de amostragens (Figura 15). Nas 6 primeiras.
horas de avaliacdo, a concentracdo minima de 50 ppm ndo
diferiu estat{sticamente de 100 ppm. A reducdo das células

vidveis nos tempos 12 e 24 horas, na concentra¢3o de 10 ppm,
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FIGURA 14.

Comportamento do isolado bacteriano DC; em
resposta a adig¢do do biocida Phylatol durante um
per{odo de incubacdo de 24 horas em meio mineral

Bushnell-Haas/8leo diesel & temperatura ambiente.
DMS Tratamento = 0,08934

"DMS Tempo = 0,09989
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. @ CONTROLE
2 - B PHYLATOL 10 ppm
A PHYLATOL 50 ppm
1 ¢ PHYLATOL 100 ppm
0 | 1 | ] ] 1 | |
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo (horas)
FIGURA 15.

Comportamento do 1isolado bacteriano DCy; em
resposta a adigdo do biocida Phylatol durante um
perfodo de incubagdo de 24 horas em meio mineral
Bushnell-Haas/6leo diesel A temperatura ambiente.
DMS Tratamento = 0,08316

DMS Tempo = 0,09297
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foi maior que as concentragdes mdximas testadas (50 e
100 ppm). Este resultado sugere a ocorréncia de erros
experimentais na confecgdo da concentragdo de 10 ppm, pois a
redugdo provocada por este tratamento mante?e-se até o final
do periodo de avaliagdo. Nas concentra¢Ses estudadas, o
biocida Phylatol n3o exibiu efeito bactericida dentro das 24
horas de avaliac3o. Nesse caso ¢é preciso concentrac¢des
superiores a 100 ppm para a redugdo total de células do
isolado bacteriano DCyy. !

O biocida Adesol, nas concentra¢des de 1 ppm e 5 ppm,
n3o exibiu diferengas significativas em termos de
concentracdo e tempos avaliados (Figura 16). Estes resultados
sugerem que as baixas concentra¢des de Adesol testadas
parecem ndo ter afetado a popula¢do. A concentragdo de 50
ppm apresentou diferengas significativas em relagdo ao
controle e aos demais tratamentos, com uma redugdo de 47,7%
das células totais nas 12 primeiras horas. E provdvel que
neste perfodo tenha ocorrido efeito bacteriostdtico. A
reducdo de 100% das células de DCy;, observada na tdltima
avaliacdo (24 horas), deve-se ao efeito bactericida que se
expressou'a partir das 12 primeiras horas, na concentracdo de
50 ppm.

Os resultados da avaliacd3o com o biocida Ucarcide com
as concentrac@es de 50 e 200 ppm nas 12 primeiras horas ndo
apresentaram diferengas significativas entre o controle e os
demais tratamentos (Figura 17). Somente no'périodo dé'12

horas, as 3 concentra¢des (50, 200 e 500 ppm) exibiram
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FIGURA 16. Comportamento do isolado bacteriano DC;; em

resposta a adicdo do biocida Adesol durante um
perfodo 8e incubac3o de 24 horas em meio mineral
Bushnell-Haas/6leo diesel A temperatura ambiente.
DMS Tratamento = 0,08967
DMS Tempo = 0,10025 '
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FIGURA 17. Comportamento do isolado bacteriano DCy; em res-
posta & adigdo do biocida Ucarcide durante um
perfodo de incuba¢do de 24 horas em meio mineral
Bushnell-Haas/6leo diesel A& A temperatura
ambiente.

DMS Tratamento = 0,05271
DMS Tempo = 0,05893
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diferencas significativas. O efeito bactericida foi observado
para a concentragdo de 500 ppm a 24 horas de avaliacgdo,
enquanto que para as concentra¢des de 50 e 200 -ppm pode ‘ter
ocorrido apenas efeito bacteriostdtico. Ao final das 24 horas
de avaliacd3o, encontraram-se o0s seguintes percentuais de
reducdo das células totais 25,6% e 31,1% para as
concentracdes de 50 e 200 ppm, respectivamente.

Nas primeiras 12 horas de avaliacdo do efeito do
biocida Kathon, as concentra¢des de 1 e § ppm  ndo
apresentarahldiferencés significativas em rela¢do ao controle
e entre elas (Figura 18). O efeito da concentrag¢do de 50 ppm
foi mais efetivo com reduc3o de 27% das células totais, ao
final das 24 horas. Ndo foi observado efeito bactericida
(100% de redugdo das. .células) em nenhum dos tratamente
testados com o biocida Kathon (1, 5 e 50 ppm). Provavelmente,
tenha ocorrido apenas efeito bacteriostdtico.

O tempo de morte de cada isolado bacteriano em
resposta aos efeitos dos biocidas avaliados s3do apresentados
resumidamente na Tabela 11.

Os resultados da concentrac3o minima inibitéria nZo
foram correlacionados com os obtidos na avaliac¢d3o dos
biocidas em meio mineral Bushnell-Haas e &6leo diesel
esterilizado. Esta falta de correla¢do era esperada, uma vez
que a informagdo da concentra¢do minima inibitéria foi
obtida a partir de condigles para um meio de cultura

especifico, n&o podendo ser extrapolada para outros meios.
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FIGURA 18. Comportamento do isolado bacteriano DC;; em
resposta a adi¢do do biocida Kathon durante um
perfodo de incubac3o de 24 horas em meio mineral

Bushnell-Haas/6leo diesel 3 temperatura ambiente.
DMS Tratamento = 0,14113
DMS Tempo = 0,15779
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TABELA 11 - Tempo observado de incubac¢do para a detecc¢d3o do

efeito bactericida (tempo de morte, 100% de
reducdo das células).

Isolados Bacterianos aerdbios

Biocida Concentragdo

DN DU DC DCry
Adesol ND 24 h ND *
5 ND ND ND *
10 3h 3 h ND ND
50 3 h 3 h 3 h 24 h
100 3 h 3 h ND ND
500 ND ND 3 h ND
___________________ 0 N M _3h N ___
1 3 h 3 h ND *
5 ND 3 h ND *
Kathon 10 ND 3 h ND ND
50 3 h ND 12 h *
__________________ 100 3h N 6h N
10 ND 3 h ND ND
50 ND 3 h ND *
100 3'h 3 h ND ND
Ucarcide 200 ND ND ND *
500 3h ND * 24 h
1000 3 h ND * ND
___________________ 200 N M 3h M
10 ND 24 h ND *
50 ND 3 h ND *
Phylatol 100 ) 3h D )
500 * ND * ND
1000 6 h ND * ND
2000 ND ND 24 h ND

ND - n3o determinado
* -~ n3o observado em 24 horas
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Os organismos gram-negativos DN e DU mostraram-se
mais sens{veis aos biocidas testados que os organismos gram-
positivos DC; e DC;y;. A diferenca bdsica estrutural entre
células gram—positivas e gram-negativas, refere-se,
principalmente, & estrutura do envelope celular. O envelope
de procariotos pode ser definido como um complexo de
membranas e macromoléculas associadas formando uma ligagdo
entre o interior e o exterior da célula. O envelope de
bactérias gram-positivas e gram-negativas sdo distintos, em
relagdo a proporcdo de duas moléculas exciusivas de
procariotos, o peptoglicano e o lipopolissacarideo.
(POXTON, 1993). Além das diferencas na composig¢do com relacgdo
a essas moléculas, as bactérias gram-negativas apresentam a
membrana externa, um dos constituintes do envelope celular, -
cuja funcdo é a de barreira protetora (POXTON,1993). No
entanto, essa membrana é mais permedvel que a membrana
plasmdtica, permitindo a passagem de pequenas moléculas como
a glicose e outros monossacarideos. A interac3o especifica do
biocida isotiazolona com proteinas da membrana externa de
Pseudomonas aeruginosa, foi investigada por BROZEL & CLOETE
(1994). A composicd3o de aminodcidos presentes na proteina
denominada protefna T, revelaram sete grupos de cisteina por
molécula. Como o modo de ag¢do do biocida isotiazolona envolve
reacBes especi{ficas com grupos tiol (S-H) da cisteina,
possivelmente essa protefna apresenta sitios de maior
sucetibilidade & ac&o biocida‘do que outras protef{nas da

membrana externa, acarretando danos irrepardveis a célula.
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Mudancas na conformacdo dessa proteina promove resisténcia a
bactéria. A entrada na célula através de poros pode
representar um outro mecanismo de ac¢do bactericida. A
presenga de protefnas com um arranjo especial dentro da
membrana externa, formando verdadeiros poros, garante o fluxo
de substéncias meio/célula. Um biocida considerado efetivo é
aquele capaz de atravessar o envelope celular e atuar em uma
concentracdo suficientemente alta para exercer acdo
bactericida. Os agentes antimicrobianos hidré6filos ‘podem
penetrar através desses porés presentés na membrana externa,
comprometendo as fun¢des vitais das células, através de danos
estruturais ao eﬁvelope celular, com desacoplamento e
inibicd3o de transporte ao nivel de membrana e coagulac3o de
constituintes citoplasméticos (DENYER, 1990; BROZEL & CLOETE,
1994). Neste sentido, provavelmente, reac¢des especi{ficas com
proteinas da membrana externa, assim como a permeabilidade
facilitada pelos poros,conferiram aos organismos gram-
negativos avaliados neste estudo, uma maior éuscetibilidade
aos biocidas testados com relacdo acs gram-positivos. Deve-se
ainda considerar-se a presen¢a de mecanismos de resisténcia
apresentados pelos microrganismos, tais como: resisténcia
inerente (por exemplo, adapta¢do do envelope celular),
resisténcia conferida por plasmidios e presenca de endosporos
(DENYER, 1990; BROZEL & CLOETE, 1994; BLOOMFIELD & ARTHUR,
1994).

"0Os isolados bacterianos gram-positivos DC; e DCpp

foram caracterizados como organismos formadores de
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endosporos. Em termos gerais, pode-se inferir que a baixa
efetividade de alguns biocidas sobre estes isolados seja
decorrente da resisténcia t{pica de formas esporuladas.
Embora varios compostos quimicos sejam efetivos como agentes
bactericidas e esporicidas, na maioria dos casos, sdo
necessdrias concentra¢des elevadas e um longo tempo de
contato para ac3o esporicida quando comparada a bactericida.
Os mecanismos precisos da ag¢do esporicida té&m sido pouco
estudados e podem envolver a interacdo de um ou mais sitios
dentré da membfana (capa), o cértex ou o protoplasma do
endésporo. Em geral, o mecanismo inicial de a¢do dos biocidas
em relagcd3o ao esporo ¢é correspondente ao das células
vegetativas. Evidéncias experimentais indicam que a
resisté&ncia a agentes quimicos estd associado com a capa e o
cértex do esporo, que agiriam como uma barreira impermedvel
ao protoplasma do esporo. No entanto, segundo BLOOMFIELD &
ARTHUR, (1994), no caso do biocida gluteraldefido, o mecanismo
de ac¢do esporicida pode‘ser diferente do bactericida. Esses
autores sugerem que a interag¢do do biocida gluteralde{do com
o cértex possa ser diretamente responsdvel pela morte do
esporo.

Os biocidas testados Ucarcide (gluteraldef{do) e o
Phylatol (libera formaldefido) foram considerados pouco
efetivos, necessitando concentra¢es de 2000 ppm (DC;), em
alguns casos, para poder haver efeito bactericida.

Os compostos quaterndrios de amdnio apresentam alta

atividade bactericida em células vegetativas, definindo-se
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com efeito mais a nivel esporistdtico do que esporicida

BLOOMFIELD & ARTHUR (1994). Neste estudo, o biocida Adesol

(composto quaterndrio de ambénio) e o biocida Kathon (mistura
de isotiazolonas) foram os mais efetivos, devido ao efeito

bactericida exibido a baixas concentrac¢des.



5. CONCLUSOES

Para as condicles experimentais, foi permitido
concluir que:

1. O método ~da membrana filtrante mostrou-se
adequado, permitindo 6 isolamento de 4 fungos filamentosos
identificados como Aspergillius fumigatus, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger e Amorphoteca resinae e de 4
isolados bacterianos caracterizados como provdveis Bacillus
(DC; e DCyp) e Pseudomonas (DU e DN).

2. Foram encontradas bactérias redutoras de sulfato
em todas as amostras de sedimento de &6leo diesel (naval,
comum e urbano).

1. Entre os detergentes bioldgicos testados, o
TRITON-X-100 mostrou-se mais efetivo que o TWEEN 80 na
estimativa da populagdo aerédébia e de redutoras de sulfato
presente no sedimento biolégico de 6leo diesel naval, comum
e urbano.

2. 0 isolado bacteriano DU apresentou maior atividade
biossurfactante detectada pelo método do xileno.

3. Os biocidas Adesol e Kathon apresentaram 100% de

atividade fungicida nas concentragfes de 1000 e 2000 ppm na

avaliacdo do teste em placas e cultura 1l{quida com
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Amorphotheca resinae.
4. Os biocidas Adesol e Kathon apresentaram maior
atividade bactericida sobre isolados bacterianos aerébios.
5. 0 isolado DCy;; (uma espécie de Bacillus sp.)

mostrou-se o mais resistente aos biocidas avaliados.

UFRGS -
Faculdado d» Ngronomia
aIntrAaTEo R
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APENDICE 1.

111

DIESEL, DIESEL NAVAL E DIESEL METROPOLITANO

Ensalos Métodos Valores de
Especificacio (1)
ASTM/IP MB/MBR
1. Aspecto Visual Visual Limpido e isento de
s61i1dos em suspens¥o
2. fgua e Sedimentos, % volume D1796 30 0,05 (max)
3. Cinzas, § peso D483 47 0,02 (max)
4., Cor ASTM D1500 351 3,0 (max)
5. Corrosividade ao Cobre (3h a 50GC) D130 287 2 (méx)
6. Densidade a 20/4GC D1298 104 0,02 - 0,00
7. Destilacgdo: PIE, GC D36 45 {2)
50% . - - 260 a 310
85% GC - - 370 (max)
8. Enxofre Total, % peso D1552/D2622 2902 1,0 (max) (5)
9. fndice de Cetano Calculado D976 - 45 (min (2)
10. Ponto de Fulgor, GC D93 48 (4)
11. Ponto de Nevoa, GC D2500 585 M) (2)
12. Resf{duo de Carbono Ramsbhottom, % peso D524 290 0,25 (max) (3)
13, vis. Cinematica a 37,8GC,cSt D445 293 1,6 a 6,0

(1)
(2)
(3)
(4)
(5}

Regulamento Técnico DNC n, 02/93

Ver RecomendacXo DEPIN 95/92, de 18/05/92
Determinado nos 10% finais de destilac¥%o
DIESEL COMUM = 30 (min), D. NAVAL = 60 (min)

DIESEL METROPOLITANO = 0,5 (max)

B R = SO
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APANDICE 2. Agar extrato de malte.

Ingredientes _ Concentracdo (g/L)
Peptona 05
Extrato de malte ' 30
Agar 15
Agua destilada 1000 ml

pH : 5,4 BAutoclavar durante 15 minutos a 121°C.

Para 4gar extrato de malte, adicionar 15 g/L de
dgar a formulacgdo.

APENDICE 3. Agar Nutritivo

Ingredientes Concentracdo (g/L)
Extrato de levedura 2
Peptona 5
Cloreto de sdédio 5
Agua destilada 1000 ml

pH : 7,4 Autoclavar durante 15 minutos & 121°C.

Para d&gar nutritivo, adicionar 15 g/L de 4gar é
formulacdo.




APENDICE 4. Meio mineral Bushnell-Haas.

113

Ingredientes Concentracdo (g/L)
MgSO, : 0,20
CaCl, 0,02
KH, PO, 1,00
K,HPO, 1,00
NH4NO, 1,00
FeCl,.6H,0 0,05

pH : 7,2 Autoclavar durante 15 minutos & 121°C




APENDICE 5. Meio Postgate B.
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Ingredientes Concentrac¢do (g/L)

Fosfato dihidrogénio potéssio 0,5
Cloreto de aménio 1,0
Sulfato de sédio 1,0
Cloreto de cdlcio 0,1
Sulfato de magnésio 1,0
Lactato de sédio (60 - 70%) 5,0
Extrato de levedura 1,0 )
Tioglicolato de sédio 0,1
Acido Ascérbico 0,1
Sulfato ferroso 0,5
Agua destilada 1000 ml

pH : 7,3 Autoclavar durante 15 min a 121°C,
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APENDICE 6. Acido 3,5 dinitrosalic{lico (DNS) (SANDOZ

CHEMICALS) .
Ingredientes Concentracdo (g/L).
Acido 3,5 dinitrosalicilico 10,0
Tartarato de sédio e potdssio (TSP) 300,00
Soluc&do de hidréxido de sébdio
(10% w/v) 160,0 ml
Agua destilada 1000 ml

Dissolver o TSP em uma mistura de 160 ml de NaOH e 500 ml de
4gua destilada. Aquecer a solu¢do resultante a 50°C, e
adicionar o DNS em pequenas porc¢des. Resfriar e adicionar

dgua destilada para completar o volume de 1000 ml. Armazenar
em frasco de vidro escuro.
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APENDICE 7. Andlise de varifncia do experimento com o isolado
bacteriano DN, na avaliacdo do efeito do biocida

Phylatol.

Causas da G.L. s.Q. Q.M. valor F Prof.>F

Variacdo
Doses 3 108,2874559 36,0958186 7463,3096 0,00001
Tempo 2 23,2047096 11,60233548 2398,9473 0,00001
Dos*Tem 6 49,3044212 8,2174035 1699,0618 0,00001
Resfduo 36 0,1741117 0,0048364
Total 47 180,9706984
Média Geral = 4,1935646 Coeficiente Variagio = 1,658%

APENDICE 8. Andlise de vari8ncia do experimento com o isolado

bacteriano DU, na avaliacdo do efeito dos
biocidas Adesol e Phylatol.

. ‘Causas da G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prof.>F
Variacio
Doses 2 47,6412736  23,8206368 699,5829 0,00001
Tempo 4 62,2675165 15,56687918 457,1801 0,00001
Dos*Tem 8 31,6739649 3,9592456 116,2782 0,00001
Resfduo 45 1,5322397  0,0340498 '
Total 59 143,1149947 7

Média Geral = 3,390333 Coeficiente de Variacd3o = 5,443%

e o
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APENDICE 9. Andlise de variéncia do experimento com o isolado
bacteriano DC; na avaliag¢do do efeito do biocida

Phylatol.

Causas da " G.L. S.qQ. Q.M. Valor F. Prof.>F

Variacgdo .
Doses 3 115,9664111 38,6554704 3426,3937 0,00001
Tempo 4 10,5883150 2,6470787 234,6352 0,00001
Dos*Tem 12 12,9019775 1,0751648 95,3019 0,00001
Residuo L 0.6769007 __O.,0112817 . __
Total 79 140,1336042

Média Geral = 3,207675

!

Coeficiente Variacdo = 3,311%

APENDICE 10. Andlise de varifncia do experimento com o
isolado bacteriano DC; na avaliagdo do efeito do

biocida Ucarcide.

Causas da G.L. S.Q. Q.M. Valor P Prof.>F

Variagdo
Doses 3 155,0202863 50,6734288 4753,7446 0,00001
Tempo 4 0,3180127 0,0795032 7.4583 0,00016
Dos*Tem 12 0,2494076 0,0207840 1,9498 0,04547
Res{duo 60 0,6395812  0,0106597
Total 79 153,2272877
Média Geral = 2,339713 Coeficiente de Variac3o = 4,413%
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APENDICE 11. Andlise de variéncia do experimento com o

isolado bacteriano DC; na avaliacdo do efeito do
biocida Kathon.

Causas da G.L. s.Q. Q.M. Valor F Prof.>F
Variacdo .
Doses 3 291,6082571  97,2027524106228,9299 0,00001
Tempo 4 50,4832681 12,6208170 13792,7770 0,00001
Dos*Tem 12 61,6093801 5,1341150 5610,8652 0,00001
Resfduo | 60__. 00549019 0,0009150
Total 79  403,7558071
Média Geral = 1,954237 Coeficiente Variag3o = 1,548%

APENDICE 12. Andlise de varifincia do experimento com o

isolado bacteriano DC;p;, na avaliacdo do efeito
com o biocida Ucarcide.

Causas da G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prof.>F"
Variagdo
Doses 3 37,5739415  12,5246472 3189,5350 0,00001
Tempo 4 28,3708574 7,0927144 1806,2354 0,00001
Dos*Tem 12 25,3937405 2,1161450 538,8989 0,00001
Resfauo ! 60___0.2356076  0,0039268 .
Total 79 91,5741471 )

Média Geral = 3,981375 Coeficiente de Variacio = 1,574%
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APENDICE 13. Andlise de varifncia do experimento com o

isolado bacteriano DC;;, na avaliagdo do efeito
com o biocida Kathon.

Causas da G.L. 5.Q. Q.M. Valor F Prof.>F
variagdo
Doses 3 120,5280898  40,1760299 1427,1290 0,00001
Tempo 4 18,2818758 4,5704690 162,3518 0,00001
Dos*Tem 12 12,6375061 1,0531255 37,4090 0,00001
Resfawo | 60 1,6890987 00281516
Total 79  153,1365704
Média Geral = 4,404375 Coeficiente Variagio = 3,809%

APENDICE 14. Andlise de varilncia do experimento com o

isolado bacteriano DCy;, na avaliacio do efeito
com o biocida Phylatoi.

.

Causas da G.L. S.0. Q.M. Valor F Prof.>F
Variacdo
Doses 3 20,2826151 6,7608717 691,7951 0,00001
Tempo 4 11,4051473 2,8512868 291,7532 0,00001
Dos*Tem 12 3,4835292‘ 0,2902941 29,7039 0,00001
Resfduo ¢ 60 . 0,5863764 _0,0097729
Total 79 35,7576679

Média Geral = 4,169375 Coeficiente de Variacio = 2,371%

e ————— e TR A T S T .
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APENDICE 15. Andlise de varifncia do experimento com o

isolado bacteriano DCy;, na avaliag¢do do efeito
com o biocida Adesol.

Causas da G.L. S.qQ. Q.M. Valor F ‘Prof.>F
Variagdo
Doses 3 25,1720154 8,3906718 738,4068 0,00001
Tempo 4 9,8668233 2,4667058 217,0782 0,00001
Dos*Tem 12 1,1521634 0,0960136 8,4485 0,00001
Resfduo 60 __ 0.6817926 _ o0,0113632
Total 79 36,8727948

Média Geral = 4,714750

e o s i

Coeficiente de Variac3o = 2,261%

e e e e ot A T
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APENDICE 16. Medidas de crescimento em difmetro (cm) do teste

em placas de Amorphotheca resinae em presenca
dos biocidas Phylatol e Ucarcide (1000. e

2000 ppm) .
Tempo (horas) Difmetro (cm) e desvio pédrao (médias de 4 repeticdes)
Biocida (ppm) 24 48 72 96
PHYLATOL 0 1,95 £ 0,13 2,45 + 0,17 3,15 ¢ 0,13. 3,65 + 0,24
1000 1,75 ¢ 0,13 2,50 % 0,08 3,63 £ 0,22 3,95 % 0,13
2000 1,70 + 0,08 2,05 ¢+ 0,31 2,68 + 0,29 3,4 ¢+0,5
UCARCIDE 0 1,95 + 0,13 2,45 + 0,17 3,15 £ 0,13 3,65 % 0,24
1000 1,70 + 0,08 1,98 + 0,96 2,03 + 0,10 2,63 + 0,30
2000 1,33 £ 0,06 1,60 £ 0,00 - -

* gignificativo ao nivel de 5%, com relac3io ao controle.
- sem crescimento.

1
‘

APENDICE 17. Medidas de crescimento avaliadas em termos de
peso seco (gramas) do teste em cultura liguida
de Amorphoteca resinae em presenca de biocidas
Phylatol, Ucarcide ao final do perfiodo de 30
dias (1000 e 2000 ppm).

. . Peso seco (gramas) e (média de
Biocida 4 repeticdes)
PHYLATOL 0 0
1000 0,05
2000 0,08
UCARCIDE 0 0 .
1000 0,18
2000 0,33"

* gignificativo ao nivel de 5%.




