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BIODETERIORACAO DE MISTURAS DE DISEL E BIODIESEL E SEU
CONTROLE COM BIOCIDAS'

Autor: Francielle Blicker
Orientador: Fatima Menezes Bento

Resumo

Durante o armazenamento, as vantagens do biodiesel tais como a
biodegradabilidade, a afinidade pela agua e a auséncia de aromaticos, podem
tornar o combustivel ainda mais suscetivel a contaminacdo microbiana,
comprometendo a qualidade final do produto. Neste sentido, avaliou-se a
suscetibilidade a biodeterioracdo de misturas de diesel com 5, 10 e 20% de
biodiesel e de somente de biodiesel, por microrganismos isolados de tanques
contaminados, e seu controle com biocidas. Em sistemas contendo meio
minimo mineral e misturas diesel/biodiesel, verificou-se que apés 60 dias de
crescimento, Paecilomyces sp. formou maior biomassa na formulacdo B20,
Aspergillus fumigatus em B100, e, durante o tempo de crescimento de Candida
silvicola e Rhodotorula sp., a maior biomassa foi formada em B100. Candida
silvicola apresentou maior capacidade de degradacéo do biodiesel puro (B100)
por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas. As
concentragcbes de 10 e 100ppm apresentaram acdo biocida, para os
antimicrobianos isotiazolona e oxazolidina, respectivamente. A acao esporicida
para ambos biocidas foi de 100ppm.

1Dissertag;e"lo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia Ambiental,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre,RS, Brasil. (147 p.) Julho, 2009.
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BIODETERIORATION OF DIESEL AND BIODIESEL BLENDS AND ITS
CONTROL WITH BIOCIDE?

Autor: Francielle Blicker
Orientador: Fatima Menezes Bento

Abstract

During the storage, the benefits of biodiesel such as biodegradability, the affinity
with the water and the absence of aromatic hydrocarbons makes the fuel even
more susceptible to microbial contamination, what affects the quality of the final
product. In this sense, the susceptibility to biodeterioration of mixed diesel with
5, 10 and 20% biodiesel and pure biodiesel, by isolated microorganisms from
contaminated tanks, and its control with biocides were evaluated. In systems
containing minimal medium and mineral mixtures diesel / biodiesel, after 60
days of growth, Paecilomyces sp. formed more biomass in the formulation B20,
Aspergillus fumigatus in B100. During the growth period of Candida silvicola
and Rhodotorula sp., the largest biomass was formed in B100. Candida silvicola
demonstrated great capacity of B100 degradation in evaluation by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. From the evaluation of
minimum inhibitory concentration and biocide, it was determined that in mineral
medium and diesel / biodiesel and biocide isotiazolona and the oxazolidina,
concentrations of 10ppm and 100ppm were, respectively, esporicides. The
concentration of 100ppm, of the both products, was biocidal for the yeasts
evalueted.

*Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (147 p.)
July, 2009.
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1. INTRODUCAO

O uso de combustiveis derivados de fontes renovaveis de energia,
como o biodiesel, tem sido amplamente estimulado em muitos paises e as
projecdes mundiais assinalam uma crescente substituicdo de combustiveis de
origem féssil pelos de origem renovaveis. Nesse sentido, verifica-se a
expansao do mercado de produtos combustiveis derivados de fontes
renovaveis, no mundo todo, predominando o etanol, para uso em automoveis,
e o biodiesel para caminhdes, 6nibus, tratores, transportes maritimos, nos
quais, atualmente, o 6leo diesel € o combustivel mais utilizado. Além de
diversificar a matriz energética, o uso de biodiesel apresenta algumas
vantagens sobre os combustiveis derivados do petréleo, tais como: ser livre de
enxofre e de compostos aromaticos; apresentar teores médios de oxigénio,
favorecendo uma combustdo mais completa; maior ponto de fulgor, tornado-o
mais seguro; menor emissdo de particulas, HC, CO e CO, diminuindo as
emissdes de gases do efeito estufa; ter carater nao téxico e ser biodegradavel.
As caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel permitem que ele seja
adicionado ao diesel, no Brasil a mistura, atualmente € de 3% de biodiesel ao
diesel, sendo denominada B3. A perspectiva no cenario nacional é de que o

percentual de biodiesel adicionado ao 6leo diesel seja aumentado em mais 1%



a partir de julho de 2009, ou seja, para 4% (B4) a mistura do combustivel
renovavel com o 6leo diesel.

Embora o uso de biodiesel apresente muitas vantagens, algumas de
suas propriedades podem lhe conferir desvantagens, em relacdo ao 6leo
diesel, pois este é relativamente inerte, e mantém as suas caracteristicas
pouco alteradas ao longo da estocagem, quando comparado ao biodiesel, que
degrada com mais facilidade ao longo do tempo, comprometendo sua
utilizacdo. Podem ocorrer alteragdes nas propriedades fisico- quimicas do
biodiesel (B100) e das misturas binarias, decorrentes de processos de
degradacdo como a oxidacdo, que acarretam em elevacdo da acidez, do
potencial de corrosividade e a formacao de sedimentos durante a estocagem
do produto, além da oxidacdo, o combustivel esta sujeito a biodeterioracao.
Durante a estocagem, a presenca de agua livre torna-se um problema, pois o
biodiesel se caracteriza por ser capaz de absorver agua, o que potencializa sua
tendéncia natural a oxidacao, além disso, a presenca de agua nos lastros dos
tanques favorece o crescimento de microrganismos como bactérias, fungos e
leveduras. Estes fatores associados podem comprometer a qualidade final do
combustivel estocado, além de causar problemas como entupimento de filtros e
bicos injetores, e levar a corrosédo interna dos tanques. Devido a danos no
tanque de armazenamento, decorrentes tanto da corrosdo interna, quanto da
corrosao externa, podem ocorrer acidentes como vazamento de combustiveis,
comprometendo o solo e os aquiferos.

Algumas medidas podem ser tomadas para que os problemas sejam
evitados, tais como, a drenagem da agua e limpeza dos tanques, ambas

podem reduzir a possibilidade de desenvolvimento de sedimentos, de origem



biolégica, durante o armazenamento. Além disso, pode-se adicionar aos
combustiveis produtos especificos com atividade antimicrobiana, - os biocidas -
que podem prevenir a contaminacdo, e em casos de tanques de estocagem
com sedimento microbiano presente, podem auxiliar na erradicacdo dos
microrganismos.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a suscetibilidade a
biodeterioracdo durante o armazenamento simulado das misturas de 6leo
diesel com 5, 10, 20 e 100% de biodiesel e sem biodiesel, utilizando
microrganismos isolados de diesel biodiesel, avaliando a capacidade de
crescimento e de degradacao de ésteres do biodiesel (B100), a produgéao de
metabdlitos oriundos do crescimento dos microrganismos presentes, e avaliar a
eficacia de biocidas comercialmente disponiveis no mercado, como uma forma

de controle da contaminagao microbiana.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contaminacao microbiana de combustivel

Os primeiros estudos sobre a utilizagdo de derivados do petréleo por
microrganismos datam do final do século passado, com o primeiro registro para o
crescimento do fungo Botrytis cinerea, em parafina, um dos constituintes do
fracionamento do éleo cru, (Myoshe, 1895), citado por Schwartz & Leathen
(1976). Kaserer & Sohngen (1906), citados por Videla (1981), registraram a
oxidacdo do metano por uma bactéria, atualmente conhecida como
Pseudomonas methanica. A oxidagao bacteriana também foi evidenciada em
gasolina (Cs - Co) e querosene (Cio- Cqs) (Sohngen, 1915, citado por Videla,
1981).

Bushnell & Haas (1941) desenvolveram um meio mineral simples com
0 objetivo de isolar os microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como
Unica fonte de carbono e energia para o seu crescimento. Esses autores
encontraram que petréleo, querosene, gasolina, 6leos minerais e a parafina
podem ser usados como fonte de carbono por diversos microrganismos (Davis,
1967).

A partir da década de 40, em funcao da substituicdo da gasolina pelo
querosene na aviagdo, comecaram a surgir trabalhos de investigacédo
principalmente sobre a origem e composicdo biolégica dos sedimentos

formados durante a estocagem dos combustiveis. As primeiras referéncias



sobre a relacao da corrosao e a presenca de microrganismos em combustiveis
datam do final da década de 50. Um dos primeiros trabalhos realizados sobre a
natureza microbiana dos residuos em tanques de combustivel em aeronaves, foi
realizado por Bakanaukas em 1958, com amostras de diferentes bases da Forga
Aérea dos Estados Unidos. Hendey (1964) investigou a relacdo do fungo
contaminante de querosene, Cladosporium resinae com a corrosdo de ligas de
aluminio. No Brasil, a primeira referéncia de investigacdo da natureza dos
sedimentos, foi com o isolamento do fungo Cladosporium resinae em tanques de
querosene (Gutheil, 1966). A andlise dos sedimentos apresentou
microrganismos, residuos metabdlicos e substancias surfactantes (Prince, 1961;
Davis, 1967; Videla, 1981; Williams et al., 1991).

Os sistemas mais documentados pela literatura referem-se a
aeronaves, onde o0s problemas de desenvolvimento microbiano sdo mais
preocupantes, pelos riscos que apresentam como a obstrucdo das linhas de
combustivel e filtros (Do Valle & Videla,1992). A contaminacao do 6leo diesel
naval tem sido especialmente investigada, quanto a composi¢cao do material
particulado que bloqueia o sistema de filtragem e estocagem em navios, mas a
corrosdo também tem sido abordada (Bruce, 1982; Neihof & May, 1983). A
constatacao da suscetibilidade da gasolina a contaminagcdo microbiana durante
a estocagem, também tem sido avaliada, assim como a possibilidade de
controle pelo uso de biocidas (Passman et al., 2001).

2.1.1 Diesel e biodiesel: suscetibilidade a contaminacao

O 6bleo diesel € um derivado de petréleo de grande consumo,
principalmente na economia de varios paises, devido a sua importancia no

transporte rodoviario e maritimo. Trata-se de um dos combustiveis, derivados



do petréleo, mais suscetiveis a presenca de sedimentos de origem biolégica e
quimica (goma e oxidos de ferro) (Rogers & Kaplan, 1982; Smith, 1991; Bento
et al.,, 1999; Gaylarde et al., 1999). A estabilidade quimica esta relacionada a
natureza dos hidrocarbonetos que compdéem o O6leo diesel (parafinico,
nafténico, aromatico e olefinico). A presenca de compostos quimicamente
instaveis como 0s nitrogenados, responsaveis pela alteracao da cor; sulfurados
e hidrocarbonetos reativos, como aromaticos e oleofinas, sofrem reacdes de
oxidacao que provocam a degradacgao do produto (Batts & Fathoni, 1991; Cid
et al., 1994). Alguns acidos (carboxilico, fendlico e sulfénico) produzidos
através da oxidacdo do combustivel, catalisam as reacdes de formacdo de
sedimentos de origem quimica na presenca simultdnea de aromaticos (Cid et
al., 1994). Essa constatacdo permite entender o efeito sinérgico derivado da
mistura desses compostos, e sua relativa instabilidade. Para a liberacdo do
produto no mercado, sao realizados varios testes como determinacao da cor,
de agua e de sedimentos, cinzas, do ponto de fuligem, do ponto de fulgor, etc.
Entre os varios ensaios realizados, o da corrosividade avalia o 6leo diesel
quanto a sua agao corrosiva em contato com metais. O enxofre livre,
compostos de enxofre e acidos livres sdo os maiores causadores de ataque
aos metais, sendo sua eliminacdo, portanto, uma das maiores preocupacoes
dos refinadores (Bianco,1998).

O uso de aditivos, no combustivel diesel, com caracteristicas
emulsificantes, pode promover a dispersdo do material biolégico (biofilmes)
aderido nas paredes dos tanques. Esta remogédo pode levar a um aumento na
frequéncia de troca de filtros devido a maior saturacdo provocada pela

quantidade de particulados em suspensado no 6leo (Batts & Fathoni, 1991). A



dispersdo do material aderido leva a uma maior exposicao dos equipamentos
metalicos, tornando-os mais suscetiveis ao processo de corrosdao e também
disponibilizando mais material organico aos microrganismos de um sistema
contaminado. Por outro lado, a remocao do biofilme protege o material metalico
dos agentes e do processo corrosivo que é causado pela instalacdo desta
pelicula biolégica. O efeito de um 6leo diesel aditivado, comercializado por uma
distribuidora, foi avaliado no crescimento de fungos isolados de um combustivel
contaminado. Conforme resultados obtidos, ndo foi constatada influéncia na
inibicdo e/ou promocdo do crescimento dos microrganismos, quando
comparado com 6leo diesel sem aditivo (Bento & Gaylarde, 1996; Bento &
Gaylarde, 1998).

A possibilidade de uso de 6éleos vegetais como combustivel é
conhecida desde o final do século XIX. No entanto, combustiveis baseados em
6leos vegetais passaram a ter importancia apés a crise do petréleo na década
de 1970, quando os 6leos vegetais, de grande importancia na industria
alimentar, passaram a ser testados como combustivel, considerando-se uma
alternativa ao diesel de petroleo (Schleicher et al.,, 2009). No entanto, algumas
caracteristicas do biodiesel podem torna-lo ainda mais vulneravel a
biodegradacao, do que o diesel de petrdleo (Passmann, 2005).

Desde 1911 ja se cogitava a possibilidade de uso de éleos vegetais
como combustivel, conforme Rudolph Diesel “o motor diesel pode ser
alimentado com déleos vegetais e podera ajudar consideravelmente o
desenvolvimento da agricultura nos paises onde ele funcionar. Isto parece um
sonho do futuro, mas eu posso predizer com inteira conviccdo que esse modo

de emprego do motor diesel pode num dado tempo, adquirir uma grande



importancia". No Brasil o uso do biodiesel, derivado de plantas oleaginosas,
tornou-se obrigatério com a Lei 11.097/2005 que introduziu o biodiesel a matriz
energética brasileira, ao determinar a mistura obrigatéria de 2% de biodiesel
(B2) ao 6leo diesel comercializado em qualquer parte do territério nacional, a
partir de janeiro de 2008. A partir de 1° de Julho de 2008, a mistura do
biocombustivel no diesel passou a ser de 3%, sendo denominado B3. As bases
do Programa Nacional de Producado e Uso de BIODIESEL apresentam a Lei
11.097, de 13 de janeiro de 2005, que fixou em 5% o percentual minimo
obrigatério de adicao de biodiesel ao 6leo diesel comercializado ao consumidor
final no Brasil a partir de 2013. O biodiesel € um combustivel produzido a partir
de Oleos vegetais extraidos de diversas matérias primas renovaveis como
palma, mamona, soja, girassol, dentre outras; e pode também ser produzido a
partir de gordura animal (Macedo & Macedo, 2004; Marchetti et al,, 2007;
Sharma et al., 2008; Murugesan et al., 2009 a, b).

A constituicao quimica do biodiesel é de ésteres metilicos ou etilicos
de acidos graxos de cadeia longa, os quais sao obtidos, respectivamente, pela
transesterificacdo dos triacilglicerideos (derivados de 6leos vegetais ou de
gordura animal) com metanol ou etanol. No processo de transesterificagéo, a
reacao entre os triacilglicerideos e o alcool é catalisada por um &cido, ou uma
base, ou uma enzima (lipase), resultando na producdo do biodiesel e de
subprodutos como o glicerol (Agéncia Nacional do Petréleo, Gas natural e
Biocombustiveis, Portaria n® 255 ANP, 2003; Macedo & Macedo, 2004;
Marchetti et al., 2007; Murugesan et al., 2009 (a, b); Sharma et al., 2008). As
propriedades fisico quimicas do biodiesel sao similares aquelas do diesel

derivado do petréleo (Marchetti et al., 2007; Sharma et al., 2008; Murugesan et



al., 2009 b). Assim, a grande compatibilidade dos ésteres de acidos graxos
(que podem ser de origem metilica ou etilica, dependendo do alcool
empregado em seu processo de producdo) com o diesel convencional, os
caracteriza como uma alternativa capaz de atender a maior parte da frota de
veiculos diesel ja existente no mercado; e, quando utilizados em misturas com
o diesel de petroleo, do tipo B2, B5 ou B20, ndo ha necessidade de
investimento tecnolégico para o desenvolvimento ou adaptacdo dos motores
(Biodiesel: Handling and Use Guidelines, 2004; Gerpen et al., 2004).

A baixa complexidade estrutural do biodiesel é devida a sua
composicao ser predominantemente de oito diferentes acidos graxos (C16-18)
metil esterificados, incluindo oleato, palmitato, estearato, linoleato, miristico,
laureato e linolenato, e a concentracdo de cada acido graxo varia de acordo
com a fonte de origem do biodiesel (Murugesan et al., 2009 a, b). No entanto,
perfil de acidos graxos do 6leo de soja favorece o processo de oxidacao deste
biocombustivel, devido a quantidade de acidos graxos insaturados,
principalmente &cido linoléico (C18:2) (53%), oléico (C18:1) (23%), palmitico
(11%), linolénico (C18:3) (8%) e esteéarico( C18:0) (4%) (Domingos et al.,
2007). O processo de degradacao oxidativa do biodiesel pode ser ativado pela
luz, ou seja, esta sujeito a degradacao por foto-oxidacao. Este tipo de oxidacao
€ um mecanismo que envolve a adicdo direta de oxigénio singlete (O.) aos
acidos graxos insaturados. O oxigénio singlete reage diretamente com as
duplas ligagdes presentes no 6leo, produzindo hidroperdxidos (Ferrari & Souza,
2009). Estes hidroperoxidos, por sua vez, podem levar a corrosao dos sistemas
de armazenamento, por exemplo (Knothe, 2007). Além da foto — oxidagéo, o

biodiesel tende a se oxidar sob influéncia de outras condi¢des abibticas como
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calor, umidade, ar atmosférico e metais. Uma das consequiéncias da oxidacao
€ o0 aumento da viscosidade do biodiesel, resultado de reacdes de
condensacao envolvendo as duplas ligagdes, e que leva a formagao de gomas
e sedimentos, acarretando o entupimento de filtros e sistemas de injecéo
(Knothe, 2007). Desta forma, algumas medidas podem ser tomadas para
aumentar a resisténcia a degradacdao oxidativa como a aplicacao de
antioxidantes (Domingos et al., 2007; Knothe, 2007; Ferrari & Souza, 2009). O
uso por exemplo de antioxidantes efetivos pode aumentar a estabilidade do
biodiesel de soja, assim, antioxidantes sintéticos como o TBHQ (tert — butyl
hydroxyquinone), BHT  (butylated hydroxytoluene), BHA (butylated
hydroxyanisole), PG (propylgallate) foram testados como forma de evitar a
oxidacao em biodiesel proveniente de 6leo de soja, de palma, girassol,
apresentando potencial estabilizador (Dunn, 2005; Liang et al., 2006; Domingos
et al., 2007; Ferrari & Souza, 2009, Xin, 2009).

O biodiesel apresenta uma grande afinidade com agua, esta
propriedade higroscépica do produto eleva consideravelmente seu teor de agua
simplesmente ao entrar em contato com a umidade do ar (Gerpen et al., 1997;
Vieira et al.,, 2006). Vieira et al. (2006) verificaram que a capacidade de
absorcdo de agua do biodiesel é cerca de trinta vezes maior do que a
capacidade de absorcdo do diesel de petréleo; Gerpen et al. (1997)
constataram que o biodiesel de soja € capaz de absorver 40 vezes mais agua
do que o diesel. Posteriormente, Vieira et al. (2007) constataram que a
capacidade de absorcao de agua, em misturas biodiesel e diesel, aumenta com

0 aumento do teor de biodiesel.
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Uma vantagem do biodiesel (do ponto de vista ambiental), em
relacdo ao diesel de petrdleo, € sua maior biodegradabilidade, que estaria
relacionada a auséncia de moléculas aromaticas, disponibilidade de pontes
éster de alta energia, e as propriedades higroscopicas. No entanto esta
biodegradabilidade também o torna mais suscetivel a contaminagdo microbiana
do que os combustiveis fésseis, durante o periodo de armazenamento
(Chesneau, 2000; Passmann, 2005; Bento et al., 2006).

2.2 Fatores que influenciam a contaminacao microbiana de
combustiveis

A contaminagdo microbiana de combustiveis armazenados, e seu
consequente crescimento em um sistema de estocagem, é influenciada por
diversos fatores. A formacdo de sedimentos biolégicos esta relacionada a
condigbes adequadas de umidade e nutrientes, além disso, fatores como
oxigénio, temperatura e pH também influenciam. Associado a essas condigoes,
0 crescimento microbiano depende da capacidade de alguns microrganismos
utilizarem o carbono presente nos combustiveis para seu crescimento.

A presenca de agua é fundamental para o inicio do desenvolvimento
microbiano, assim, na concentracdo de apenas 1% em um sistema de
armazenamento, € suficiente para o crescimento de microrganismos
(Chesneau, 2000; Gaylarde et al., 1999). A agua presente em um tanque de
estocagem pode vir acompanhando o préprio combustivel durante seu
transporte, pode penetrar no sistema durante operacdes de carga e descarga,
pode entrar através de sistema de ventilagdo impropria ou com vedacgao

deficiente, e através da condensacao das goticulas de agua do ar. Iniciado o
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crescimento microbiano, o metabolismo celular libera agua, provocando seu
acumulo no sistema (Chesneau, 2000; Gaylarde et al., 1999).

Na auséncia de agua, o microrganismo pode sobreviver, por ser
capaz de gerar estruturas de resisténcia, mas nao se desenvolve caso a
disponibilidade de nutrientes minerais seja limitada. Entdo, além da agua,
nutrientes minerais (fésforo, potassio, magnésio e outros microelementos)
também sdo limitantes ao crescimento microbiano em sistemas de
armazenamento; conforme Gaylarde et al. (1999) os fosfatos estdo presentes
no combustivel em concentragdes inferiores a 1 mg.mL'. Os nutrientes
minerais podem penetrar através de particulas de poeira carreadas pelo vento,
entradas eventuais de insetos ou outros animais pequenos nos tanques com
combustiveis. O combustivel pode conter inibidores de corrosdo, tais como
compostos fosfatados,que podem atuar como fontes de nutrientes e a propria
agua, que pode apresentar sais inorganicos em solucao (Reddy, 1988; Smith,
1991; Bento, 2001).

Uma populagdo microbiana, ao encontrar condicbes adequadas de
agua e de nutrientes, é capaz de se desenvolver em um tanque de
armazenamento em uma ampla faixa de temperatura e de pH -
respectivamente a partir de 4°C até 60°C e de pH 4 a pH 9 (Chung et al., 2000;
Leung et al, 2006; Yemashova et al, 2007). Os metabdlitos acidos,
provenientes do metabolismo microbiano, tém sido apontados como um fator
que reduz o pH da fase aquosa em tanques de armazenamento de 6leo diesel,
0 que pode acelerar o processo de corrosao interna dos taques (Videla, 1994).
Além disso, estes produtos sdo responsaveis pela formacao de depdsitos e

gomas nos bicos injetores, acarretando uma menor eficiéncia no motor. Assim
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como o processo de oxidacdo pode gerar aldeidos, cetonas e acidos, o
crescimento de microrganismos, em um sistema de estocagem de
combustiveis de diesel e biodiesel pode levar a producao destes compostos
(Dunn, 2005).

A presenca de oxigénio em tanques de armazenamento é comum,
pois sua entrada no sistema ocorre durante a reposicao do combustivel, pela
prépria ventilacdo dos tanques (Yemashova et al.,, 2007). Sua presenca no
sistema favorece o processo de biodegradacao aerébia (tendo o oxigénio como
aceptor final de elétrons) propiciando o crescimento microbiano. No entanto, o
processo de biodegradacao pode ser anaerdbio, neste caso o aceptor final de
elétrons podem ser os compostos sulfurados presentes no diesel, permitindo o
crescimento de bactérias redutoras de sulfato (Bento & Gaylarde, 2001).

Para que o processo de biodegradacao se desenvolva é necessario
que no sistema existam microrganismos com a capacidade de utilizar o diesel
e/ou biodiesel como fonte de carbono. A populagdo microbiana com
competéncia para degrada-los pode entrar no sistema através do sistema de
ventilacdo ou de bombeamento, pois sdo microrganismos presentes tanto no
ar, como no solo e na agua (Yemashova et al.,, 2007). Muitas espécies de
microrganismos aerobios (bactérias, leveduras e fungos) ja foram isoladas de
sistema de estocam de combustiveis. Entre as bactérias aerdbias se podem
citar os géneros Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter, Rhodococcus,
Alacaligenes, Aerobacter, Aeromonas (Gaylarde et al., 1999; Bento & Gaylarde,
2001; Passmann, 2003; Vieira et al., 2006). O crescimento de bactérias
anaerdbias, como as bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias

denitrifcantes (BDN), também foi detectando em tanques de estocagem
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(Gaylarde et al., 1999). Leveduras e fungos filamentosos dos géneros Candida,
Rhodotorula, Aspergillus, Paecilomyces, Fusarium, Hormoconis, Penicillium,
Alternaria — entre outros- ja foram isolados de tanques de armazenamento
(Bento & Gaylarde, 2001; Passmann, 2003; Miranda et al., 2007).

2.3 Biodegradacao de combustiveis

A biodegradacao refere-se ao processo pelo qual os microrganismos
utilizam o composto organico como uma fonte de carbono e energia. Na
biodegradacdo os compostos sao facilmente quebrados em moléculas mais
simples encontradas no ambiente, tal como o diéxido de carbono e agua, ou
em alguns casos, a atividade metabdlica muda a forma quimica do composto
(biotransformacao), mas nao resulta na mineralizacao (Atlas & Bartha, 1996).

O processo de biodegradacdo de compostos derivados de petréleo,
como o 6leo diesel, que contém compostos recalcitrantes ao ataque de
microrganismos, inicia nas moléculas com estrutura quimica mais simples, ou
seja, nos n-alcanos. A ordem de degradacao dos hidrocarbonetos derivados de
petréleo é a seguinte: n-alcanos > alcanos ramificados > aromaticos de baixa
massa molecular > ciclo alcanos > aromaticos de alta massa molecular (Vieira
et al., 2006). Assim, na maioria dos casos a degradacao inicia com a oxidacao
dos grupos metila das extremidades, a alcoois primarios. Estes &lcoois
primarios sdo entdo oxidados a aldeidos, os quais, sob acdo de enzima NAD-
desidrogenase, sao oxidados aos seus correspondentes acidos graxos. Estes
por sua vez, sdo degradados por B-— oxidacdo, ou sdo utilizados pela célula
(Sharma & Pant, 2000). As etapas de conversao de hidrocarbonetos alifaticos e

aromaticos presentes no 6leo diesel podem ser observadas nas Figuras 1 e 2.
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Uma provavel rota para a biodegradagdao do biodiesel consiste
primeiramente da hiddlise do metil ou etil éster por uma esterase (ou lipase),
produzindo um &cido graxo e um alcool (Figura 3 —a). Na segunda etapa
(Figura 3- b), os acidos graxos sédo oxidados via B-oxidacdo e degradados a
acido acético e a um acido graxo com dois carbonos a menos (Zhang et al.,
1998; Viera et al., 2006). Nesta reacdo, primeiro, ocorre a conversao do acido
graxo a éster coenzima A (CoA). A seguir, o éster-CoA é oxidado na posicao
beta, e dois atomos de carbono do final da molécula sédo clivados para produzir
a acetil-CoA. Este processo de encurtamento da molécula continua até o acido
inicial ser degradado completamente a acetil-CoA (Chapelle, 2001).

As esterases sao enzimas que agem em ésteres solUveis ou
hidrolisam outros lipideos em agua e as lipases sdo enzimas hidroliticas que
atuam na interface Oleo/agua catalisando as reacdes de hidrélise de
triacilgliceridios, resultando na formacado de mono e diacilgliceridios, acidos
graxos e glicerol, além disso, as lipases propiciam a quebra de emulsdes de
ésteres, glicerinas e acidos graxos de cadeia longa. Ambas lipases e esterases
sdo capazes de catalisar a hidrélise de ésteres, embora apenas as lipases
atuem sobre ésteres insollveis em agua, como os trigliceridios. Deve-se
enfatizar, entretanto, que a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de

esterases, enquanto o inverso nao é verdadeiro (Jaeger et al., 1999).
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A nova formulacao do combustivel, que exige a adicao do biodiesel
ao diesel, pode influenciar, também, o processo de biodegradacao. Estudos
recentes vém avaliando e comparando a degradacado microbiana do biodiesel
em relacdo as misturas de diesel e biodiesel e o diesel fossil. DeMello et al.
(2007), compararam a velocidade de degradacgéao entre 100% de diesel féssil e
B25 (25% de biodiesel misturado ao diesel), em um ambiente marinho, e
verificaram que a degradacao dos ésteres de acidos graxos e dos n - alcanos
ocorre simultaneamente, e mais rapidamente do que outros componentes do
diesel. Prince et al. (2008), em estudo sobre a biodegradacdo aerdbia da
mistura binaria B20, verificaram que metil-ésteres de acidos graxos foram
degradados a uma velocidade semelhante dos n-alcanos presentes no 6leo
diesel, novamente verificando uma relacdo entre a degradacao dos acidos
graxos e a dos hidrocarbonetos.

Outros autores, como Pasqualino et al. (2006), relataram um
aumento na biodegradabilidade das misturas de diesel e biodiesel, a medida
que mais biodiesel era adicionado. Além disso, sugeriram um efeito positivo na
biodegradacao das misturas, ou seja, o biodiesel, ao ser adicionado no diesel,
aumentou a biodegradabilidade do diesel, através do cometabolismo. As
transformacdes cometabdlicas sdo processos em que 0S microrganismos
utilizam primeiramente um segundo substrato (mais acessivel) como fonte de
carbono, e, apds irdo utilizar o primeiro substrato (mais recalcitrante), que sera
atacado somente quando for a Unica fonte de carbono disponivel (Zhang et al.,
1998). Em estudos sobre biodegradabilidade de biodiesel em ambientes
aquaticos, Zhang et al. (1998), observaram o cometabolismo na biodegradacgao

de misturas de diesel e biodiesel, na presenca de ésteres de acidos graxos, a



20

taxa de degradacao do diesel aumentou trés vezes, quando comparada a
tratamentos, em que o diesel era a Unica fonte de carbono. Um aumento de
26% foi verificado na eficiéncia de biodegradacado quando a fonte de carbono
foi alterada, de diesel puro para biodiesel puro, por Owsianiak et al. (2009).
Schleicher et al. (2009) verificaram um maior crescimento de microrganismos
em misturas com 20% de biodiesel de soja, e 80% de diesel (B20), seguido
pela mistura B5, e entdo por B100.

Segundo Mehdi & Giti (2007), a velocidade de biodegradacao
depende da concentracéo e da composicao do 6leo, do tipo de microrganismos
presentes e de um grupo de moléculas, denominadas biossurfactantes. De
acordo com Desai & Banat (1997), os biossurfactantes sdo moléculas
anfipaticas constituidas de uma porcao hidrofébica e uma porcao hidrofilica. A
porcdo apolar é frequentemente uma cadeia carbonada enquanto a porgao
polar pode ser ibnica, ndo idnica ou anfotérica. Os biossurfactantes séao
compostos de origem microbiana que exibem propriedades de surfactantes,
isto € diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante,
e consistem em subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos e leveduras
(Nitschke & Pastore, 2002). Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que
reduzem a tensao superficial e interfacial, tensdo que existe entre dois liquidos
imisciveis, porque se acumulam na interface destes fluidos imisciveis ou entre
um sélido e um fluido. Dessa forma os biossurfactantes aumentam a area de
contato destes compostos insoluveis, proporcionando maior mobilidade,
biodisponibilidade e consequentemente biodegradacdo (Banat et al., 2000;

Mulligan, 2005, Bento et al., 2008).
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Além disso, os biossurfactantes podem apresentar atividade
emulsificante, essa capacidade de emulsificacdo pode ser visualizada durante
o crescimento dos microrganismos em meio minimo (meio mineral), através de
macro ou microemulsdes formadas na fonte insoluvel de carbono, comparando-
se sem o0 controle, sem microrganismos (Bento et al, 2008). Estes
bioemulsificantes sdo surfactantes de alto peso molecular, e sdo responsaveis
pela formacdo e estabilidade da emulsdo, porém, nao causam
necessariamente a reducao da tensao superficial (Bento et al., 2008).

Os biossurfactantes afetam a velocidade de biodegradacédo de duas
formas: (i) aumentando a dissolucdo das moléculas na fase aquosa e (ii)
modificando a afinidade entre as células microbianas e os hidrocarbonetos, ao
aumentar a hidrofobicidade da superficie celular (Luis et al., 2000; Mehdi & Giti,
2008; Paria, 2008). Os biossurfactantes estdo envolvidos na formacao de
biofilmes na interface 6leo/ 4gua, ocorrendo, inicialmente, com a aderéncia dos
microrganismos a superficie de grandes gotas de 6leo, assim, a producao do
biossurfactante nesta camada que reveste a gota, a tensao interfacial é
reduzida para o crescimento dos microrganismos (Singh et al, 2007). Os
biossurfactantes tém sido frequentemente citados como um mecanismo pelo
qual os microrganismos aumentam seu acesso a substratos pouco soluveis
transportando, tanto passivamente como ativamente, o composto apolar para o
interior da célula (Van Hamme et al., 2006, Bento et al., 2008). De acordo com
a literatura os microrganismos capazes de reduzir a tensao superficial de
72,0mN.m™ ( medida de tens&o superficial da 4gua) para a faixa de 35,0mN/m

a 40,0mN.m™, podem ser considerados bons produtores de biossurfactantes, e
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abaixo de 35,0mN.m™, indica que o microorganismo pode ser considerado um
eficiente produtor (Silva, 2002).

2.4 Consequéncias da contaminacao microbiana durante o
armazenamento de combustiveis

Na maioria dos casos, 0s problemas relativos a contaminacao
microbiana especialmente no combustivel diesel, somente sdo investigados
quando comecam a ocorrer danos nos equipamentos ou problemas com a
corrosao dos tanques. Os custos geralmente sdo altos para a desativacao e
recuperacdo de tanques armazenadores danificados pela corrosdo. A
biodeterioracdo do diesel é caracterizada pelas alteracbes nas propriedades
quimicas (degradacao das cadeias hidrocarb6nicas) e fisicas, como a producao
de solidos visiveis (Bento, 2001).

As conseqliéncias mais relevantes da biomassa microbiana formada
na interface Oleo-agua sao: obstrucdo de filtros, tubulacdes, mangueiras;
aumento do conteddo de agua no sistema; a atividade bacteriana gera
produtos poliméricos extracelulares, que se incorporam a biomassa interfacial
do sistema, a producdo de biossurfactantes que causa a emulsdo do
hidrocarboneto na agua, e a migracao da biomassa microbiana para a fase
oleosa. Muitas vezes, dependendo do grau de contaminacao do tanque, pode-
se observar o escurecimento da agua presente no fundo dos tanques
armazenadores, pela precipitacdo do sulfeto de ferro, e com cheiro
caracteristico de acido sulfidrico, devido a atividade de bactérias anaerdbias
redutoras de sulfato (Passmann, 2003).

A atividade microbiana no combustivel contribui para 0 aumento da

instabilidade quimica dos hidrocarbonetos, acelerando reagcées que produzem
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mais sedimentos de origem quimica (gomas). As consequéncias de um
combustivel contaminado repercutem no funcionamento dos veiculos,
comprometendo o rendimento dos motores (saturacdo de filtros, desgaste de
bicos injetores) (Passmann, 2003; Bento, 2001). O combustivel no tanque é
aspirado pela bomba alimentadora, e levado aos filtros onde se processa uma
filtragem mais fina. Em seguida, chega a bomba injetora que faz a distribuicao
aos bicos injetores. Além de ser combustivel o 6leo diesel também exerce a
funcao de lubrificar e resfriar partes da bomba injetora, retornando ao tanque
com uma temperatura aproximada de 60°C. Neste momento, o tanque exerce a
funcdo de dissipador de calor deste combustivel. Se o combustivel estiver
contaminado com soélidos suspensos, ocorrera o desgaste principalmente de
bicos injetores, e com o desgaste ocorrera um desequilibrio no processo de
alimentagdo do motor, ocasionando uma combustdo incompleta do
combustivel. Como conseqiiéncia forma-se fuligem, que por ser abrasiva,
acelera o desgaste das pecas do motor, abreviando sua vida util. Além disso,
aumenta o consumo de combustivel e promove poluicdo (fumacga negra)
(Rogers & Kaplan, 1982; Hartman et al., 1988; Reddy, 1988; Carta, 1994;
Bento, 2001).

2.5 Controle do desenvolvimento de populacdoes microbianas em
combustiveis

A contaminacao de tanques de armazenamento por uma populacao
microbiana, e seu conseqlente desenvolvimento, compromete a qualidade final
do combustivel, assim, medidas devem ser adotadas para evitar a
contaminacao. Os tanques de armazenamento que apresentam contaminagao

microbiana sao identificados pela presenca de uma fase aquosa e uma fase
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oleosa, cujo monitoramento deve ser feito de forma especifica e
separadamente (Bento, 2001). Na presenca das duas fases, deve-se
inspecionar a interface 6leo - agua, a fim de se detectar a presenca de
sedimentos, indicativa do crescimento microbiano nesta regido. Para evitar o
desenvolvimento de populacées microbianas deteriogénicas no combustivel
sao indicados procedimentos fisicos e quimicos, garantindo assim, a qualidade
final do produto durante o0 armazenamento.

A agua é o principal fator que desencadeia o crescimento de
microrganismos deteriogénicos. Dessa forma, como medida preventiva, a
drenagem da fase aquosa - também denominada agua de lastro — é
considerada eficiente (Gaylarde et al., 1999; Chesneau, 2000; Bento, 2001;
Passmann, 2003). No entanto, o formato do tanque pode dificultar uma
drenagem completa, impedindo que toda agua do lastro seja removida
(Westbrook, 1998). Além disso, é necessario dificultar que a infeccéo
microbiana se difunda de um tanque contaminado para um tanque sem
contaminacgdo, através da transferéncia do combustivel contaminado por
mangueiras, ou filtros, que tenham sido utilizados para um combustivel
contaminado. Os procedimentos de limpeza e drenagens regulares sao
medidas fisicas que impedem o acumulo da agua formada nos lastros,
constituem se em uma forma estratégica no controle da infecgdo microbiana,
assim como o monitoramento microbiolégico para a determinagdo dos
microrganismos viaveis presentes no combustivel armazenado (Gaylarde et al.,
1999; Chesneau, 2000; Passmann, 2003).

O controle do desenvolvimento de populagdes deteriogénicas pode

ser feito através da aplicacdo de agentes antimicrobianos (biocidas), reduzindo
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ou eliminando o desenvolvimento de contaminantes microbiolégicos. Sua
aplicacao tem sido proposta como um dos métodos mais eficientes no controle
da suscetibilidade a deterioracdo dos combustiveis (Gaylarde et al, 1999;
Chesneau, 2000; Bento & Gaylarde, 2001, Gongalves et al., 2002; Passmann,
2005).

Os biocidas compreendem produtos com largo espectro de
componentes de estruturas quimicas (compostos inorganicos e organicos),
utilizados para desinfetar, ou esterilizar objetos e superficies, e preservar
materiais ou processos da degradagao microbiana (Gaylarde, 1995; Chapman,
2003; Moragas & Schneider, 2003; Zaporali, 2005). O carater quimico dos
biocidas permite que sejam classificados em duas categorias: oxidantes
(ozbnio, perdéxido de hidrogénio, compostos clorados) e, ndo oxidantes
(compostos sulfurados, estanhados, isotiazolonas, sais de cobre, entre outros).
Embora apresentem diferencas quimicas importantes, 0 modo primario de acao
dos biocidas oxidantes consiste em oxidar compostos constituintes das células
microbianas, sendo consequentemente efetivos contra quase todos os tipos de
microrganismos. Os biocidas nao-oxidantes, que englobam uma enorme
variedade de compostos organicos, exercem atividade antimicrobiana atuando
sobre 0s microrganismos por interferéncia em seu metabolismo e/ou pela
desintegracdo da parede celular, geralmente sdo inibidores enzimaticos ou
desnaturam proteinas (Gaylarde, 1995; Russel, 2003). Assim, dependendo de
suas caracteristicas, 0 modo de acéo do biocida pode ser classificado em trés
tipos: quando envolvem interagdo com as estruturas celulares externas, como a
parede celular; interacdo com componentes da membrana plasmatica, ou

interacdo com as estruturas citoplasmaticas (Yemanshova et al., 2007).
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O produto comercial Kathon®FP 1.5 (EPA Numero de Registro:
00070700198) tem como ingredientes ativos 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin4-ona
(1.15%) e 2-metil-4 isotiazolin-4-ona (0.45%) e compostos inertes como
dipropileno glicol (88-90%); agua (5-6%) e sais de magnésio (nitrato de
magnésio 1,7-1,8 % ; cloreto de magnésio 0,9-1,0 %). O produto € utilizado no
tratamento curativo, quando o sistema estd contaminado, ou para a
manutencgao (tratamento preventivo) e devido ao seu coeficiente de particao,
grande parte fica na fase aquosa e pequena parte no combustivel. A dosagem
curativa indicada é de 150 a 300ppm do produto (respectivamente 1,18 ppm e
2,35ppm, de ingrediente ativo), e a preventiva de 100 a 150 ppm do produto
(respectivamente 0,78 ppm e 1,18 ppm de ingrediente ativo). Atua sobre os
microrganismos entre 12 e 24 horas ap0s ser aplicado ao combustivel.

O modo de acao dos biocidas utilizados esta relacionado a diferentes
estruturas das células dos microrganismos. No caso da isotiazolona,
inicialmente o produto exerce uma acdo biostatica, com a penetracdo na
membrana celular e inibicdo em sitios especificos de enzimas na célula.
Algumas dessas enzimas fazem parte do ciclo de Krebs (Figura 4). Este
biocida age sobre quatro diferentes sitios no ciclo de Krebs: a enzima piruvato
desidrogenase, a alfa-cetoglutarato desidrogenase, o succinato desidrogenase
e 0 NADH desidrogenase. O funcionamento adequado do ciclo de Krebs é
essencial para o fornecimento energético e percussor de inimeras vias
metabolicas celulares. Desta forma, as células inibidas pelo biocida perdem
rapidamente a habilidade de produzir energia (medida pela sintese de ATP) e a

sintese de componentes celulares. Outra forma de atuacéo do biocida, pode
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ser medida, pela perda do grupo tiol (S-H) de algumas proteinas, importantes
na manutengao da estrutura e funcionamento celular.

Para a desativacdo do biocida na fase aquosa de tanques de
estocagem é recomendada a adicdo de meta-bissulfito de s6dio ou uma
solucdo de bissulfito de sédio, cuja reagcdo com as isotiazolonas acarreta na

sua degradacao em componentes nao toxicos ao ambiente.
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Figura 4. Sitios especificos de inibicdo do biocida isotiazolona no Ciclo de
Krebs.
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O Bakzid® é uma mistura de oxazolidinas especificas (4,4-
methylene-bis(5-methyl-oxazolidine) e isotiazolinonas, que oferece protecao a
contaminagdo microbiana tanto na fase aquosa como na fase oleosa, sendo
indicado para uso em 06leo diesel e biodiesel. De acordo com informe técnico
do produto sdo sugeridas duas dosagens, a 100 ppm para uso preventivo e a
de 1000 ppm para a dosagem de impacto em sistemas ja contaminados.

Oxazolidinas sd&o wuma importante classe de compostos
heterociclicos, que apresentam boas propriedades antimicrobianas, sendo
muito utilizados na industria farmacéutica (Zhang et al., 2005). A acao de
biocidas com o principio ativo baseado em oxazolidinas esta relacionada a
inibicdo da sintese de proteinas. Wilson & Nierhaus (2007) identificaram a
orientacdo de antimicrobiana a base de oxazolidina no centro
peptidiltransferase de ribossomos mitocondriais e bacterianos, indicando o
mecanismo de acao desta droga.

O biocida Biobor JF (EPA Numero de Registro: 012403), cuja
composicdo do  ingrediente ativo é de 67,6% de 2,2'(1-
methyltrimethylenedioxy)bis-(4-methyl-1,3,2-dioxaborinane) e 27,4% de 2,2'-
oxybis(4,4,6-trimethyl-1,3,2-dioxaborinane) apresenta 4,5% nafta de petréleo e
0,5% de produtos inertes e é indicado, comercialmente, para preservar
combustiveis derivados do petréleo como o diesel, os combustiveis utilizados
na aviacao (querosene), entre outros. Sua aplicacao é indicada no controle do
desenvolvimento de microrganismos nestes combustiveis, tanto de bactérias
quanto de fungos, enquanto sdo armazenados, transportados ou utilizados.
Sua composicao permite que a acao seja sobre o combustivel, e também sobre

uma fase aquosa (denominada agua de lastro) caso esteja presente. Em
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sistemas contaminados é indicado o uso de 270 ppm do produto, para eliminar
a populacdo microbiana presente, e para evitar a contaminagao, indica-se o
uso de 135ppm do produto, respectivamente, 20 e 10 ppm de ingrediente ativo.
O tempo de acao, ap0s ser aplicado, é estimado entre 36 e 72 horas.

O composto dimetildiotiocarbamato é a composi¢cdo do ingrediente
ativo do biocida comercial West Marine (EPA Numero de Registro: 60061-94).
E indicado como agente biocida para preservacéo de 6leos. O mecanismos de
acao deste composto esta associado a inibicdo de enzimas do ciclo de Krebs.

As exigéncias para um biocida de uso industrial, ou para uso em
sistemas de armazenamento de combustiveis, incluem: seletividade com os
microrganismos a eliminar; capacidade de manter o seu efeito inibidor em
presenca de outras substancias no meio, em condicoes de operagao
semelhantes; ndo ser corrosivo ao sistema; apresentar propriedades de
biodegradabilidade; e, ter baixo custo (Gaylarde, 1995; Gaylarde et al., 1999;
Passmann, 2000; Chelossi & Faimali, 2006; Yemashova et al., 2007). Além
disso, uma das exigéncias de um biocida ideal, para tanques de
armazenamento, &€ em relacdo ao coeficiente de particao, pois apresenta um
papel importante em dois aspectos, velocidade de efetividade e tempo de
preservacao. O coeficiente de particdo de um biocida descreve a afinidade que
o biocida tem pela fase combustivel ou pela fase dgua. Um biocida que tem
alto coeficiente de particdo pode favorecer a fase combustivel mais do que a
fase aquosa e o de baixo coeficiente de particdo (maior afinidade pela agua),
pode atuar mais na fase aquosa que no combustivel (Dorris & Pitcher, 1988).

Com relacdo ao procedimento de aplicacdo pode-se citar o

tratamento continuo (mais freqlente, com concentragdes baixas) e o
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tratamento de choque (com concentracdes altas) pouco freqlente, aplicados a
intervalos pré-determinados (Bento & Gaylarde, 2001; Gongalvez et al., 2006),
Para garantir eficacia do biocida, é necessario conhecer a populacao alvo a ser
eliminada depende e as condicoes de operagdo do sistema a tratar.
Recomenda-se um ensaio prévio, preferencialmente nas condicbes reais de
operacao, ou em laboratério, com a determinacdo de concentracdo 6tima,
assim como da natureza do componente ativo mais apropriado. Os biocidas
podem ser aplicados em concentracbées maiores do que aquelas obtidas em
testes de concentracdo minima inibitéria (CIM) ou testes de concentracao
minima biocida (CMB), representando situagdes nao aplicaveis as condicoes
reais (White & McDermott, 2001). A CMI é a menor concentragdo de um agente
antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo nos
teste de sensibilidade por diluicdo em agar ou caldo, e a concentracdo minima
biocida (CMB), definida como a menor concentracdo de um agente microbiano
que capaz de causar a morte dos microrganismos selecionados (ANVISA,
2002; Cury et al., 2007). Ao determinar a concentracdo em que se observou a
CMI, se pode inferir que a aplicacao do biocida nessa concentracdo atuou de
forma biostatica/ esporistatica. Ao se determinar a CMB, tem-se a informacao
sobre concentracdo que é capaz de se ter a atividade biocida/esporicida sobre
0 microrganismo da substancia antimicrobiana avaliada. A determinagdo da
CMI e da CMB é realizada em condi¢cbes 6timas de cultivo, e informa sobre
possiveis faixas de inibicdo e de morte dos microrganismos. Segundo Scott
(2000), uma das falhas que podem ocorrer em programas de monitoramento da
biocorrosao em tanques de armazenamento € a medida incorreta de uso dos

biocidas. Geralmente, sdo adicionados no sistema automaticamente, conforme
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rotinas programadas, segundo dosagens informadas pelo fabricante.
Entretanto, poucos sdo os detalhes sobre a quantidade de biocida efetivo
recebido, ou uma medida de seu efeito residual no sistema. Outro aspecto a
ser considerado, é a falha em correlacionar as doses de biocida com contagens
microbianas e taxas de corrosdo. Os numeros microbianos no sistema devem
ser analisados antes, durante e por periodos freqlentes depois da acao do
biocida (Bento, 2001).

O controle da efetividade do biocida é algo que deve ser levado em
consideracdo, uma vez que os biocidas podem ser degradados por fatores
quimicos e fisicos, como temperatura, pH, ou efeitos biol6gicos, como a
atividade de enzimas, e a adsorcao celular em superficies (biofilmes). Estes
fatores podem resultar em um tratamento ineficiente do local contaminado. No
entanto, quando a inativagcdo nao ocorre, e mesmo assim o biocida ndo é
efetivo na erradicagdo dos microrganismos, o que pode estar em questao é a
presenca de microrganismos com mecanismo de resisténcia presentes no
sistema (Gaylarde, 1995; Chapman, 2003; Russel, 2003).

Os biocidas ndo fazem parte das substancias que sao adicionadas
ao combustivel, no entanto, um biocida pode ser utilizado no tratamento se
combustiveis armazenados, sendo uma pratica indicada nos EUA, onde foram
aprovadas listas com microbicidas pela Agéncia Nacional Americana para uso
no combustivel. Entre os principios ativos de tais microbiocidas tem-se listado
em Manual ASTM-47 (Passmann, 2003) isotiazolonas, dioxiborinanas,
ditiocarbamatos e gluataraldeidos, oxazolidinas entre outros (Gaylarde, 1995;
Bento & Gaylarde, 2001). Atualmente, ndo sao utilizados produtos com

propriedades biocidas junto aos aditivos para combustiveis no pais (Brasil),



32

nem mesmo quando tanques de armazenamento apresentam contaminac¢ao
microbiana, embora estudos ja tenham sido realizados utilizando um dos
biocidas disponiveis para combustiveis no mercado. Um produto, cujo
ingrediente ativo € uma mistura de duas isotiazolonas foi testado e apresentou
alta efetividade no controle do crescimento de Aspergillus fumigatus,
Hormoconis resinae, Rhodotorula glutinis e Candida silvicola em baixas
concentracdes (Bento & Gaylarde, 2001). Bento & Gaylarde (1996) testaram
quatro biocidas sollveis em agua e sua atividade sistemas 6leo/agua contra
bactéria e fungos isolados de tanques de estocagem, e verificaram que uma
mistura de isotiazolonas e de quaternario de aménia foram os mais efetivos.
Em estudo sobre armazenamento de 6leo bruto de dendé, Santos et al. (2007)
verificaram a eficiéncia de aplicar uma resina biocida a 2-vinilpirimidina
impregnada com iodo para controlar o crescimento de Paecilomyces variotii

nos tambores de estocagem.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Crescimento microbiano em misturas de diesel e biodiesel

3.1.1 Microrganismos

Foram utilizados os fungos filamentosos e leveduriformes:
Aspergillus fumigatus, Paecilomyces sp., Candida silvicola e Rhodotorula sp. O
fungo filamentoso A. fumigatus e a levedura C. silvicola, foram previamente
isolados através de filtracdo de Oleo diesel de tanques armazenadores e
identificados por Bento (2001). Os fungos Paecilomyces sp. e Rhodotorula sp.
foram isolados através da filiracdo de amostras de biodiesel de soja, como
descrito por Bento & Gaylarde (1996). O fungo filamentoso Paecilomyces sp.
foi identificado com base nos estudos morfolégicos analisados em microcultivo,
de acordo com Barnett (1960). A identificacdo da levedura Rhodotorula sp. Foi
realizada seguindo caracateristicas mprfolégicas e fisiol6gicas segundo Barnett
et al. (2000).

3.1.2 Combustiveis

Os combustiveis utilizados nos experimentos foram fornecidos pela
Companhia Brasileira de Petrdleo Ipiranga. Foram utilizados éleo diesel e
biodiesel produzido a partir de soja. Utilizaram-se as misturas com 5, 10, 20 %
de biodiesel ao diesel (denominadas B5, B10 e B20, respectivamente),
somente biodiesel (B100) e somente diesel (B0). As misturas de diesel e

biodiesel (B5, B10 e B20) foram preparadas no laboratério utilizando-se uma
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proveta graduada, previamente desinfetada. A esterilizacdo do combustivel (do
diesel, do biodiesel e das misturas) foi realizada utilizando-se um frasco
Kitassato esterilizado e um filtro com membranas de porosidade 0,22 um
(Millipore). O combustivel filtrado foi armazenado em frascos de vidro
previamente esterilizados, em autoclave por 15 mim, a 121°C, a 1 atm. Apds a
esterilizagdo, o combustivel foi acondicionado nos frascos, que foram
recobertos com papel aluminio para evitar a foto-oxidacao do combustivel, por
uma semana.

3.1.3 Condicoes de cultivo para crescimento microbiano

Os experimentos envolvendo o crescimento dos fungos filamentosos,
utilizando diesel/biodiesel como fonte de carbono e energia, foram conduzidos
em frascos de vidro, previamente esterilizados, com capacidade para 150mL,
utilizando-se uma fase aquosa e uma fase oleosa, como pode ser visualizada
na Figura 5. A fase aquosa (meio mineral) foi confeccionada conforme Richard
& Vogel (1999), e € composta por nutrientes minerais simulando a condi¢ao de
agua de lastro presente nos tanques, com o objetivo de acelerar o crescimento
dos microrganismos deteriogénicos do combustivel. O meio mineral, cuja
composicao é apresentada no Anexo 9.1.1, foi esterilizado em autoclave nos
frascos experimentais, a 121 °C, 1 atm, durante 15 minutos. Apls a
esterilizacdo da fase aquosa, nos frascos, adicionou-se a fase oleosa nestes
frascos, na proporcao de 1:1 (25 mL de fase aquosa e 25 mL de fase oleosa).
A fase oleosa foi constituida por diesel (BO), biodiesel (B100), ou pelas
misturas de diesel/biodiesel (B5, B10, B20), esterilizadas, como descrito

anteriormente. Os frascos foram recobertos com papel aluminio para evitar a
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foto-oxidacdo do combustivel. O experimento foi realizado em quintuplicata,

montado com repeti¢cdes destrutivas.

Fase oleosa: B0, B5, B10, B20 ou B100 (25mL)
Interface-6leo agua: in6culo.

| Fase aquosa: Meio Minimo Mineral (25mL)

Figura 5: Frasco experimental (150 mL), contendo a fase aquosa e a fase
oleosa do ensaio, na proporgéo de 1:1 v/v. Fonte Francielle Blicker.

Os experimentos envolvendo o crescimento dos fungos
leveduriformes, utilizando diesel/biodiesel como fonte de carbono e energia,
foram conduzidos em erlenmeyrs com capacidade para 250 mL, aos quais foi
adicionada uma fase aquosa 160 mL, com meio mineral M1. Os frascos de
cultivo foram entdo esterilizados a 121°C, durante 15 min, a 1 atm, em
autoclave. Aos frascos, com o meio mineral M1 ja esterilizado, foi adicionada a
fase oleosa na proporcao de 1% v/v. O combustivel utilizado (B20 e B100) foi
esterilizado como descrito anteriormente. Os frascos experimentais foram
recobertos com papel aluminio para evitar a foto-oxidacdo do combustivel. O

experimento foi realizado em triplicata.

3.1.4 Fase aquosa
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A fase aquosa dos experimentos de curva de crescimento foi
avaliada quanto a presenca de substancias emulsificantes, tensoativas, e de
metabodlitos com caracteristicas &cidas ou basicas. Estas andlises foram
avaliadas durante todo o experimento, nos tempos estabelecidos de cultivo
para cada microrganismo.

A deteccdo da produgcdo de biossurfactantes foi realizada pela
medida do indice de emulsificacdo e medida da tensao superficial a partir da
fase aquosa do experimento, no inicio e no final do ensaio da curva de
crescimento. Para a avaliacdo do indice de emulsificacdo, 2 mL do meio de
cultura foram misturados a 2 mL de diesel em um tubo de ensaio com fundo
reto. A mistura foi agitada em vortex por dois minutos e os frascos foram
deixados em repouso por 24 horas, ap6s foi calculado a altura da emulsao
(camada entre a fase aquosa e o hidrocarboneto) dividido pela altura total dos
4mL e multiplicado por 100. Desta forma, foi obtido o IE 24(%) (indice de
emulsificagdo) no hidrocarboneto (Bento et al., 2008).

A medida de tensao superficial foi avaliada na auséncia de biomassa.
A fase aquosa foi submetida a centrifugagdo, a 10.000 rpm por 15 minutos,
para remocao de quaisquer células presentes. As amostras permaneceram por
30 minutos a temperatura ambiente e a medida de tensdo superficial foi
determinada em um medidor de tensdo superficial digital (Gibertini, Mildo,
Italia), utilizando-se o método da placa de Wilhelmy. Para a medida de tenséo
superficial foi utilizado cerca de 10mL de fase aquosa. Para a calibracdo do
aparelho utilizou-se como padrées liquidos a agua destilada (72,0mN.m™) e

etanol (24,0mN m™).
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A deteccao da produgcao de metabdlitos acidos foi realizada através
de medidas de pH, que foram determinadas a temperatura ambiente com
auxilio de um pHmetro digital. As medidas de pH foram conduzidas nos tempos
experimentais previamente definidos.

3.1.5 Fase oleosa

A fase oleosa foi avaliada quanto a degradacdo das cadeias de
ésteres de acidos acao dos microrganismos, a partir das amostras de biodiesel
(B100) utilizado nos ensaios de crescimento com 0S microrganismos
Aspergillus fumigatus, Paecilomyces sp., Candida silvicola e Rhodotorula sp.
isolados.

Os resultados foram apresentados na forma de percentual de
degradacao para cada pico, pela comparacao da area dos picos apresentados
pelo controle (Anexo 9.4).

Para a obtengédo dos cromatogramas foi realizado uma inje¢cdo com
amostras do tratamento com B100 e depois com o 6leo diesel submetido as
mesmas condicdes de incubacao (Controle), que os demais ensaios, ou seja,
em contato com a fase aquosa M1 na temperatura de 28°C.

O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo de fase gasosa
acoplado com detector seletivo de massa, que é utilizado para determinar o
teor de éster e acido linolénico metil éster presentes nas amostras de biodiesel
pelas condicoes determinadas por European Standard Method EN 141083,
regulamentado pela RESOLUCAO ANP N° 42, DE 24.11.2004 - DOU
9.12.2004 - retificada DOU 19.4.2005. As condicbes da diluicdo da amostra
foram as seguintes: 20 uL em 1mL de diclorometano.O volume de injegao foi

de 1.0uL. O tipo do detector utilizado foi um Seletivo de Massa, com modo de
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varredura de 35 a 450 u.m.a (unidades de massa atdmica). A coluna utilizada
foi: SGE BP X5 25 mx 0,2 mm, 0,25um de espessura do filme, ligado a uma
fase capilar. A temperatura do injetor foi de 250° C. O forno foi programado a
temperatura inicial de 60°C, por 3 minutos e subsequente aguecimento na taxa
de 7 °C/min até atingir a temperatura final de \ 280°, com tempo de residéncia
de 10 min nesta temperatura. A temperatura do detector foi ajustada em 280
°C. A taxa de fluxo do gas: portador hélio,1 mL.min". E a duracdo de cada
ensaio: aproximadamente 40 minutos. Como padrao interno utilizou-se
heptadecanoato de metila.

3.1.6 Curvas de crescimento de fungos filamentosos em
misturas de diesel e biodiesel

A avaliagdo do crescimento dos fungos filamentosos Aspergillus
fumigatus e Paecilomyces sp. foi realizada nas condigdes descritas na secao
3.1.8. O in6culo padronizado, descrito a seguir, foi adicionado a cada frasco de
cultivo, de modo a se obter uma concentracéo inicial de 10’ esporos mL™,
exceto nos frascos controle (em que nao se adicionou o indculo). O
experimento foi incubado em estufa, a 28 ¢ C. As amostras foram retiradas em
batelada, nos seguintes tempos 7, 14, 21, 28 dias, 42 e 60 dias.

A padronizagédo do inéculo foi realizada a partir de culturas com 7
dias, cultivadas em agar malte (Anexo 9.1.2) em tubo inclinado, mediante a
adicdo de agua destilada estéril e 2mL de surfactante, o Tween 80, preparado
na concentragéo de 0,01%. O uso do surfactante teve como objetivo facilitar a
dispersao dos esporos, uma vez que apresentam propriedades adstringentes.

Utilizou-se 1mL da suspensédo em cada frasco do cultivo do experimento, em
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que, por contagem em camara de Neubauer, obteve-se uma concentracao final
com 107 esporos mL™.

Na fase aquosa avaliou-se o pH, presenca de metabdlitos e de
substancias surfactantes. O crescimento foi avaliado através da biomassa
formada na interface 6leo-agua. A fase oleosa destes dois ensaios foi avaliada
para se verificar a degradacao de ésteres do tratamento B100. A fase oelosa
de cada frasco de cultivo foi transferida para um funil de separacéo,
previamente desinfetado, utilizado para a separacao de liquidos nao misciveis,
ou seja, para a separacao da fase aquosa e da fase oleosa. A biomassa
fungica foi quantificada através da técnica peso seco (Anexo 9.2). Apds a
separacao das fases aquosa e oleosa de cada frasco, com o auxilio de um funil
de separagcdo, a biomassa formada foi retida em discos de papel filtro,
previamente pesados. Para a remocao do excesso de 6éleo, utilizou-se 4mL de
hexano, sobre cada disco. Os discos foram colocados em estufa a 50°C,
durante 4 dias, para remocao da umidade e da estufa transferidos diretamente
para um dessecador, de onde foram retirados, somente para a pesagem.

3.1.7 Curvas de crescimento de fungos leveduriformes em
misturas de diesel e biodiesel

Foi avaliado o crescimento das leveduras Candida silvicola e
Rhodotorula sp. na mistura de diesel e biodiesel B5. A avaliacdo do
crescimento, nesta mistura foi por sua composicao ser a mais préxima a da
mistura utilizada na matriz energética do pais (B3). Além da capacidade de
crescimento nesta mistura, a avaliacao preliminar foi conduzida para selecionar
a proporcao de éleo que seria utilizada nas condi¢des de cultivo da curva de

crescimento das leveduras. Esta avaliacdo foi feita utilizando-se um teste
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colorimétrico, utilizando o indicador redox TTC (cloreto de tetrazolium violeta)
de acordo com Bradddock & Catterall (1999), substituindo-se o0 meio mineral
Busnhell — Hass pelo Meio Minimo Mineral (M1) (Anexo 9.1.1). A medida da
atividade de uma ou mais enzimas da cadeia respiratéria, pode ser utilizada
como indice da atividade oxidativa total da célula. Um dos métodos, mais
utilizados para estimar a atividade da enzima desidrogenase no solo, é
baseado no uso do indicador redox cloreto de trifeniltetrazélio (TTC), como um
aceptor final de elétrons, que é reduzido para trifenil formazan (TPF) (Braddock
& Catterall, 1999). O indicador redox TTC é adicionado ao meio mineral e a
interpretacdo do teste foi realizada pela observacdo da mudanca de cor do
meio incolor para réseo. Isso indica que o TTC foi utilizado como aceptor
artificial de elétrons, informando sobre a oxidagcdo dos combustiveis pelos
microrganismos testados. Em tubos de ensaio foi adicionada uma fase aquosa,
meio mineral com TTC e uma fase oleosa de diesel com biodiesel (B5), nas
seguintes proporcoes: 1%, 0,5%, 0,25%, 0,1% e 0,01%. Apds a adicdo das
fases aquosa e oleosa nos tubos foi realizada a inoculagdo com um inéculo
padronizado (descrito a seguir) com Candida silvicola ou com Rhodotorula sp,
para a avaliacdo do crescimento. Durante a incubagédo dos tubos de ensaio, a
28°C, sob 120 rpm de agitagao, foi observada em qual propor¢ao (1%, 0,5%,
0,25%, 0,1% ou 0,01%), ocorreu em menor tempo, reducédo do TTC a TPF.
Apés definir a propor¢ao (1%, 0,5%, 0,25%, 0,1% ou 0,01%) de fase
oleosa, em relacdo a fase aquosa, determinaram-se duas composi¢cdes de
combustivel ( BO, B5, B10, B20 ou B100), que seriam utilizadas para realizar a
curva de crescimento de Candida silvicola e de Rhodotorula sp., nas condi¢des

de cultivo citadas no item 3.1.3. Em frascos de vidro, previamente esterilizados,
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em autoclave a 121°C, por 15 minutos, meio mineral M1 com TTC, e uma fase
oleosa (B0, B5, B10, B20 ou B100) na proporcdo obtida na etapa descrita
anteriormente. Apds a adicdo das fases aquosa e oleosa nos frascos foi
realizada a inoculagdo com um in6culo padronizado (descrito a seguir) com
Candida silvicola ou com Rhodotorula sp. Os frascos foram incubados a 28° C,
sob agitacdo de 120 rpm. A avaliagdo, novamente consistiu na observacéao
visual da mudanga de cor do meio de incolor para réseo, devido a ocorréncia
da reducao do TTC a TFP, diante do crescimento da levedura no meio. Dessa
forma, as duas misturas que apresentaram em menor tempo essa mudanca de
cor foram as selecionadas para a curva de crescimento dos fungos
leveduriformes.

As suspensodes celulares foram obtidas a partir do crescimento das
leveduras, cultivadas em agar malte, durante 48 horas, adicionando-se agua
destilada estéril. A contagem das células foi realizada em camara de Neubauer
até obter-se uma suspensdo com a concentracéo final de 10* células mL™.

A avaliacdo do crescimento de Candida silvicola e Rhodotorula sp. foi
realizada conforme as condigdes descritas na secdao 3.1.3. O inéculo
padronizado, descrito anteriormente, foi adicionado a cada frasco de cultivo, de
modo a se obter uma concentracdo inicial de 10* células mL™”, exceto nos
frascos controle (em que nao se adicionou o inéculo). O crescimento da
populacdo microbiana foi acompanhado pela formacao de unidades formadoras
de coldnias (UFC.mL™"). O crescimento foi acompanhado até 186 horas de
crescimento. Aliquotas, de 100 ul, foram retiradas a cada 24 horas para a
estimativa de células, pela contagem de UFC. Os frascos foram incubados a

28°C, sob agitagdo de 120 rpm. Ao final das 186 horas a fase oleosa destes
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dois ensaios foi avaliada para se verificar a degradag¢ao dos hidrocarbonetos e
de ésteres e na fase aquosa, foi avaliado o pH, presenca de metabdlitos e de
substéancias surfactantes.

3.1.8 Curvas de crescimento em meio de cultura

A avaliagdo do crescimento dos fungos filamentosos Aspergillus
fumigatus e Paecilomyces sp. foi realizada em frascos de vidro, com
capacidade para 150mL, com a quantidade de 50 mL de caldo malte (Anexo
9.1.3), que foi esterilizado dentro do frasco experimental. O in6culo
padronizado, descrito na secédo 3.1.3, foi adicionado a cada frasco de cultivo,
de modo a se obter uma concentragao final de 10’ esporos mL™, exceto nos
frascos controle (em que nao se adicionou o inéculo). O experimento foi
incubado em estufa, a 28 ¢ C, em trés repeticdes. As amostras (destrutivas)
foram retiradas nos seguintes tempos 7, 14, 21, 28 dias, 42 e 60 dias. Apos a
retirada da biomassa formada nos tempos avaliados, separou-se a fase aquosa
de modo que a biomassa ficasse retida no filtro papel (previamente pesado).
Na fase aquosa avaliou-se o pH, presenca de metabdlitos e de substancias
surfactantes. O crescimento foi avaliado pela da biomassa formada. A
biomassa fungica foi quantificada através da técnica peso seco (Anexo 9.2),
conforme conduzido para os ensaios com diesel e misturas de diesel/biodiesel.
Os filtros (com e sem biomassa) foram colocados em estufa a 50°C, durante 4
dias, para remocao da umidade e da estufa transferidos diretamente para um
dessecador, de onde foram retirados, somente para a pesagem.

A avaliacdo do crescimento das leveduras Candida silvicola e
Rhodotorula sp. foi conduzida em erlenmeyrs com capacidade para 250mL,

aos quais foram adicionados 160 mL de caldo GYMP (Anexo 9.1.4) que foram
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entao esterilizados a 121°C, durante 15min, a 1atm, em autoclave. Preparou-se
um pré inoculo a partir de culturas de leveduras em agar malte, de 48 horas de
crescimento, das quais uma alcada foi utilizada para preparar o pré inéculo em
50mL de caldo GYMP. Este pré in6culo ficou sob agitacdo de 120rpm, a 28°C,
overnight. O pré inéculo foi adicionado a cada frasco de cultivo, de modo a se
obter uma concentracao inicial de 10* células mL™", exceto nos frascos controle
(em que nao se adicionou o indculo). A contagem foi realizada em camara de
Neubauer, e confirmada pela contagem de unidades formadoras de col6nia
(UFC). O crescimento da populacdo microbiana foi acompanhado pela
formacdo de unidades formadoras de colénias (UFC mL™). O crescimento foi
acompanhado até 48 horas de crescimento. Aliquotas, de 100 pl, foram
retiradas a cada 2 horas (durante as primeiras 24 horas, e ap6s a cada 12
horas) para a estimativa de células, através da contagem de UFC. Os frascos
foram incubados a 28°C, sob agitacao de 120rpm. Ao final das 48 horas de
crescimento, no caldo avaliou-se o pH e a presengca de substancias
surfactantes. O experimento foi realizado em triplicata.

3.2 Controle do crescimento microbiano em misturas de diesel e
biodiesel utilizando biocidas

Foram conduzidos experimentos para determinar a efetividade dos
biocidas, na erradicacdo das espécies de microrganismos deteriogénicos do
combustivel. Inicialmente, avaliou-se a concentracdo minima inibitéria (CMI)
para os 4 biocidas selecionados (Tabela 1). Neste sentido, foi conduzido um
experimento para analises das faixas das concentragdes indicadas nos testes
de CMI e CMB, cujos resultados auxiliaram na condugédo da segunda parte da

avaliagdo da efetividade dos biocidas, que consistiu em adicionarem-se
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diferentes concentracdes de biocida a um sistema com uma fase aquosa, e
uma fase oleosa (misturas de biodiesel e diesel - B0, B2, B5, B100).

Os fungos testados isoladamente foram A. fumigatus, Paecilomyces
sp., Candida silvicola e Rhodotorula sp.

Tabela 1. Biocidas selecionados para a conducao dos experimentos e algumas
de algumas de suas caracteristicas.

Nome Kathon® FP Biobor JF West Marine BakZid®

Comercial 1.5

Ingrediente Metil Dioxaborinana Ditiocarbamato  Metil Oxazolidina

Ativo Isotiazolona

Concentracao

Ingrediente 1,5% 95% 62% 90%

Ativo

Dose curativa 150-300ppm 270ppm NI* 1000ppm

Dose 100-150ppm 135ppm NI* 100ppm

preventiva

Tempo de 12-24hr 36-72hr NI* NI*

acao

Mecanismo Grupo-SHde NI NI* Inibigdo da

de agao proteinas e sintese de
inibicdo do CK proteinas

Fabricante RohmandHass US Borax and West Marine MiracemaNuodex

Chemical Corp

* NI — caracteristicas ndo informadas.

3.2.1 Concentracao Minima Inibitéria (CMI) e Concentracao
Minima biocida (CMB)

A concentracdo minima inibitdéria informa sobre a concentracao
minima em que um biocida € capaz de inibir o crescimento de microrganismos,
impedindo sua proliferacdo no meio em que esta inserido, e os testes de
concentracdo minima biocida informam a quantidade de biocida que é
necessaria adicionar para eliminar os microrganismos. A determinacado da
concentracdo minima inibitéria (CMI) do biocida foi realizada através do método
de diluicdo em caldo. Uma solucédo estoque na concentracdo de 2000ppm foi
preparada com base na dosagem do produto. Em frascos esterilizados, com

capacidade para 15mL, adicionou-se 4mL de caldo malte e 4mL da solugéo-



45

estoque do biocida de 2000ppm. Este primeiro frasco apresentou uma
concentracdo de 1000ppm do biocida. A partir desse, foram realizadas
diluigbes sucessivas em caldo malte, obtendo-se as concentracées de
1000ppm; 500ppm; 250ppm; 125ppm; 62,5ppm; 31,2ppm; 15,6ppm; 7,8ppm;
3,9ppm; 1,9ppm. Um frasco, contendo apenas caldo malte, constituiu o controle
do teste. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os biocidas utilizados
foram isotiazolonas (Kathon FP 1.5), oxazolidinas (BakZid, dioxiborinanas

(BioborJF) e ditiocarbamatos (West Marine).

Tabela 2. Concentracdo (mg.L") dos biocidas isotiazolona, oxazolidina,

dioxiborinana e ditiocarbamato em 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2;15,6;
7,8; 3,9; 1,9ppm.

Concentragéo do Biocida mgL™
biocida (ppm)
Isotiazolona Oxazolidina Dioxiborinana Ditiocarbamato

2000 30000 180000 190000 124000
1000 15000 90000 95000 62000
500 7500 45000 47500 31000
250 3750 22500 23750 15500
125 1875 11250 11875 7750
62,5 937 5625 5937 3875
31,2 478 2812 2968 1937
15,6 234 1406 1484 968
7,8 117 703 742 484
3,9 58 351 371 242
1,9 29 175 185 121

0 0 0 0 0

O in6culo para os fungos filamentosos foi preparado a partir de

culturas com 7 dias de cultivo em agar malte em tubos inclinados, mediante a
adicdo de agua destilada estéril e 2mL de surfactante, o Tween 80, preparado

na concentragdo de 0,01%. O uso do surfactante teve como objetivo facilitar a

dispersdao dos esporos, uma vez que estes apresentam propriedades

adstringentes. A contagem dos esporos foi realizada em camara de Neubauer

até obter-se uma suspensao com 10’ esporos.mL™ . O inéculo para os fungos
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leveduriformes foi obtido a partir do crescimento das leveduras, cultivadas em
tubos inclinados com &agar malte, adicionando-se agua destilada estéril. A
contagem das células foi realizada em camara de Neubauer até obter-se uma
suspensdo com a concentragdo de 10’ células.mL™, nos frascos. Os tubos
foram incubados a 28°C. As leveduras foram avaliadas ap6s 48 horas de
incubacgao; e, os fungos apds 7 dias. A determinacdo da CMI foi realizada
através da inibicdo do crescimento dos microrganismos nas diferentes
concentracbes do biocida testadas nestes tubos. Apds determinar a
concentragdo minima inibitéria de cada biocida sobre os microrganismos,
também se avaliou a concentragdo biocida dos produtos, a partir da
concentragdo em que houve inibicdo do crescimento, através da inoculagéao
dos microrganismos em placas de 96 pocos de poliestireno contendo caldo
malte. A concentracdo minima biocida (CMB) foi determinada através da
auséncia absoluta de crescimento dos microrganismos nas diferentes
concentracdes do biocida testadas.

A partir do tubo, em que houve a inibicdo do crescimento dos
microrganismos avaliados (CMI), retirou-se uma aliquota de 50uL, que foi
inoculada em placas de 96 pocos de poliestireno, cada pog¢o contendo 150uL
caldo malte. Uma aliquota de 50uL dos tubos com as concentracées de biocida
superiores a minima inibitéria foi retirada e inoculada em placas de 96 pocos
contendo 150pL caldo malte. As placas foram incubadas a 28°C, durante 7 dias
para as leveduras, e 10 dias para os fungos. Assim pode-se avaliar a CMB,
pois a partir da concentracdo de inibicdo, avaliou-se a concentracao que seria

capaz de promover a morte das células ou dos esporos.
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3.2.2 Avaliacao do biocida sobre o crescimento dos
microrganismos em misturas de diesel e biodiesel

A avaliacdo dos biocidas sobre o crescimento dos microrganismos
em misturas de diesel e biodiesel foi realizada em condicbes que pudessem
informar sobre a acdo do biocida na presenca de uma fase aquosa e uma fase
oleosa, a fim de se verificar a eficiéncia destes biocidas na presenca de diesel
e biodiesel e de uma fase aquosa.

As concentragbes do biocida utilizadas foram selecionadas
baseando-se em trabalhos anteriores com O6leo diesel contaminado, nas
especificacoes comerciais do biocida e nos testes de concentracdo minima
inibitéria e concentragdo minima biocida realizados. A resposta de cada
microrganismo testado foi expressa através de escores que indicaram
crescimento ou ndo em meio de cultura apropriado. Desta forma, a viabilidade
de cada microrganismo foi acompanhada até nao apresentar crescimento no
meio de cultura.

3.2.3 Condicoes de cultivo

Foram preparados frascos com 4mL das misturas de 6leo diesel e
biodiesel (B0, B2, B5 e B100) e, 4mL de solucdo com meio mineral M1 na
concentracéao final de 0, 10, 50, 100, 200 e 400 ppm do biocida Kathon FP 1.5;
e, 0, 100, 300 e 500 ppm do biocida Bakzid. Cada tratamento foi realizado com
3 repeticoes. A cada frasco foi adicionado o in6culo correspondente para cada
microrganismo citado. Os tempos estipulados para o contato com o biocida
foram de 30 minutos, 1, 4, 6, 24, 48, 72 horas, 7 e 10 dias, e amostras de 50uL
foram retiradas e inoculadas em placas de 96 pogos contendo caldo malte. As

placas com meio de cultura e com as aliquotas retiradas apds cada tempo de
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contato com o biocida, foram incubadas em estufa de crescimento (28°C), e
observou-se a viabilidade de cada microrganismo, através da turvacao nos
pocos com o0 meio de cultura, apods turvacdo para as leveduras e apds o
aparecimento de micélio para os fungos filamentosos.

3.3 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados referentes aos valores da biomassa,
das medidas de tensao e de pH, obtidas durante as curvas de crescimento dos
microrganismos, variacao da area, dos picos obtidos na analise cromatografica
foi realizada com o uso do programa Statistica 7.1. Constou da analise de
variancia e foi complementada pelo teste de comparacao de multiplas de Tukey
ao nivel de 5% de significancia, para verificar diferencas entre os diferentes

tratamentos, nos tempos avaliados.



4. RESULTADOS

4.1 Curvas de crescimento dos fungos filamentosos em
misturas de diesel e biodiesel

Na avaliacdo do crescimento de A. fumigatus, em diferentes misturas
de diesel/biodiesel, em diesel e biodiesel puro, (Figuras 6 e 7) verificou-se o
crescimento do fungo nos primeiros sete dias do periodo de experimento, em
todos os tratamentos sugerindo uma auséncia defase lag ou de adaptacao.
Essa fase inicial de adaptacao estaria relacionada a mudanca de condicdes de
cultivo dos esporos fungicos, ja que o inéculo foi preparado a partir de culturas
inoculadas em agar malte (meio rico), o que poderia induzir a uma fase de
adaptacdo do metabolismo fungico as novas condicoes (diesel e biodiesel
como nova fonte de carbono e energia).

A formacdo de biomassa resultou em uma diferenga significativa
(p<0,05) entre os valores aos 14 dias de crescimento, entre BO (17,6mg) e
B100 (47,2mg) (Figura 6). Essa diferenca no crescimento se manteve
significativa entre B100 e BO, até o final de 60 dias. Ao final de 60 dias, o
desenvolvimento da biomassa de Aspergillus fumigatus foi 2,8 vezes maior em
B100 em relacdo ao tratamento sem biodiesel (B0), essa proporcao foi
verificada ao longo do experimento. Entre o tratamento B20 e B0, observou-se

difrenga significativa aos 21 dias de avaliagdo, mantendo-se até o final do
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experimento. Entre o tratamento BO e B5, e entre BO e B10, ndo se constatou
difrengas signidficativas na formagdo de biomassa em nenhum dos tempos
avaliados.

Em sessenta dias pode-se constatar a maior formacao de biomassa
em B100 (140mg), seguida por B20 (100mg), B10 (74mg) e B5 (70mg), em BO
o valor da biomassa formada foi de 48mg. Neste sentido, ao final de sessenta
dias, a biomassa fromada em B100 foi 1,4 vezes maior quem em B20; 1,9
vezes maior do que em B10; 2 vezes maior do que em B5; e 2,9 maior do que
a biomassa formada em BO0. Assim, verificou-se diferenca significativa (p<0,05)
entre a biomassa formada entre B100 e BO, entre B100 e B5, entre B100 e
B10, e entre B100 e B20. Também foram constatadas diferencas significativas
entre os tratamentos B20 e B10, e entre B20 e B5. Em relacdo a B5 e B10, ao
final de 60 dias ndo se constatou diferenga significativa na formacao de
biomassa entre estes tratamentos. Entre o tratamento BO e as misturas B5 e
B10 nao foram constatadas diferencas no crescimento em nenhum dos tempos
avaliados. Assim, verificou-se que o biodiesel influenciou positivamente o
crescimento de Aspergillus fumigatus, em relagdo ao tratamento BO, na
proporcdo de 20%. E verificou-se que o tratamento B100, favoreceu a
formacao de biomassa, quando comparada aos demais tratamentos ao final de

60 dias.
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Figura 6. Curva de crescimento de Aspergillus fumigatus em meio mineral e
somente biodiesel (B100) ou diesel (BO), durante 60 dias, a 28°C. (o) BO, (m)
B100, (A) B20.
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Figura 7. Curva de crescimento de Aspergillus fumigatus em meio mineral em
diferentes misturas de diesel e biodiesel durante 60 dias, a 28°C. (A)B5,
(#)B10, (A) B20.

O crescimento do fungo filamentoso Paecilomyces sp. pode ser
visualizado nas Figuras 8 e 9. Nos primeiros dias de incubacao, este fungo nao

apresentou crescimento significativo quando sua uUnica fonte de carbono foi

diesel (B0), sugerindo que estivesse ocorrendo uma fase de adaptacdo as
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novas condi¢cdes de cultivo. No entanto, a biomassa ndo se desenvolveu
significativamente ao longo do experimento (Figura 8), indicando que o fungo
nao apresentou capacidade de crescimento significativo na presenca somente
de oleo diesel.

Nas misturas B5, B10 e B20 (Figura 9), observou-se similar formacao
de biomassa pelo fungo Paecilomyces sp., aos sete dias de incubacdo. Nestas
misturas o valor de peso seco da biomassa foi em torno de 14mg. Nessa
primeira fase, a adicao de biodiesel ao diesel, promoveu um maior crescimento
do fungo, em relacdo a BO, resultando em uma difrenca significativa de
formacgao de biomassa aos 21 dias de avaliagdo, entre o tratamento BO e as
misturas B5, B10 e B20. No entanto, n&do foi constatada difrenca significativa na
biomassa formada entre estes misturas no tempo 21 dias. Em relacéo a BO, o
tratamento B100 (somente biodiesel), apresentou diferenca significativa na
formacado de biomassa aos 14 dias, com o valor de biomassa de 41mg (Figura
8). O crescimento do fungo em B5, B10, B20 e B100, ja aos sete dias indica a
auséncia de uma fase lag, ou de adaptacdo, as novas condicoes de
crescimento a que os esporos flungicos foram submetidos.

Nas misturas B5, B10 e B20, constatou-se que houve um
desenvolvimento similar do fungo até os 42 dias de avaliacdo. Como se pode
observar no grafico, ao final de 60 dias, na mistura B20 h4 a maior formacao de
biomassa, atingindo o valor de 197mg, seguida por B10 (160mg), e, por B5
(123mg). Ao final de 60 dias, a biomassa formada em B20 e em B10 foi 13
vezes maior que a o valor da biomassa formada aos 7 dias; na mistura B5 a
biomassa formada foi 7,7 vezes maior do que a biomassa formada aos sete

dias de incubagdo. Em comparacédo ao tratamento B0, ao final de 60 dias, a
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biomassa formada em BS5 foi 3,6 vezes maior que a biomassa formada em BO,
em B10 foi 4,6 vezes maior; em B20 foi 5,8 vezes maior; e em B100 foi 5,5
vezes maior, representando uma diferenga significativa. Neste sentido,
constataram-se diferencas significativas na formacdo de biomassa entre o
tratamento BO e os demais tratamentos, ao final de 60 dias.

Neste sentindo, pode-se inferir que a adicdo de biodiesel ao diesel,
favorece o desenvolvimento e crescimento de microrganismos, e a medida que
aumentou-se o teor de biodiesel na mistura, maior foi a biomassa formada pelo
fungo, ao final de 60 dias. Assim, verificou-se que o biodiesel influenciou
positivamente o crescimento de Pecilomyces sp., em relacao ao tratamento BO,
na proporgao de 5, 10 e 20%. E verificou-se que ao final de 60 dias ndo houve
diferenca significativa entre a biomassa formada entre o tratamento B100 e as

misturas B10 e B20.

Peso seco (mg)

Tempo (dias)

Figura 8. Curva de crescimento de Paecilomyces sp. em meio mineral e B100,
B20 e B0, durante 60 dias, a 28°C. (o) B0, (A) B20 (=) B100.
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Figura 9. Curva de crescimento de Paecilomyces sp. em meio mineral
ediferentes misturas de diesel e biodiesel durante 60 dias, a 28°C. (A)BS5,
(#)B10, (A) B20.

4.1.2 Fase aquosa

As fases aquosas de todos os tempos amostrados foram submetidas
a testes de emulsificacdo e a medidas de tensao superficial com o objetivo de
avaliar a producdo de algum composto com acdo emulsificante e/ou
surfactante. Além disso, verificou-se a producdao de metabdlitos durante o
crescimento dos microrganismos em misturas de diesel e biodiesel. Os testes
de indice de emulsificacao (IE 24%) nao indicaram uma significativa formacao
de emulsificacao da fase oleosa em nenhuma mistura de diesel e biodiesel (BO,
B5, B10, B20 e B100) nos tempos amostrados, tanto para os tratamentos
controle (sem a adicdo de inéculo), quanto para os tratamentos em que se
adicionou o in6culo de A. fumigatus ou de Paecilomyces sp.

De acordo com a literatura os microrganismos capazes de reduzir a
tensao superficial de 72,0mN.m'(medida de tenséo superficial da 4gua) para a

faixa de 35,0mN.m™ a 40,0mN.m™, podem ser considerados bons produtores
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de biossurfactantes, e abaixo de 35,0mN.m”, indica que o microorganismo
pode ser considerado um eficiente produtor (Silva, 2002). Em todos os
tratamentos se pode observar redugdo da medida da tensao superficial da fase
aquosa. Na Tabela 3, sdo apresentadas as variacbes na medida da tenséo
superficial observadas nos tratamentos com adicao de inéculo de A. fumigatus,
e nos tratamentos controle, ou seja, sem adicao de in6culo. Pode-se observar
que a reducdo das medidas de tensdo superficial ocorreu tanto para os
tratamentos controle (sem a adicao de inéculo), quanto para os tratamentos em
que se adicionou o inéculo de A. fumigatus. Aos sete dias de cultivo, se
observou uma reducdo significativa (p<0,05) de 53,8mN.m™, para 38,3mN.m"
em B100; 41,6mN.m™" em B20; 39,6mN.m™ em BO; e, nas demais misturas
para 44,0mN.m”, nos tratamentos com desenvolvimento do fungo. Uma
reducao semelhante e significativa (p<0,05) pode ser observada nos controles,
de 53,8mN.m” para 39,2mN.m" em B100; e de 458mN.m’' em B5;
44 7mN.m" em B10; e, 42,3mN.m”" em B20. Assim, para os tratamentos
citados, embora tenha ocorrido uma reducao significativa da tensao superficial
aos 7 dias de cultivo, essa reducédo ocorreu tanto para os tratamentos com a
presenga do fungo, quanto para os seus respectivos controles, ndo existindo
diferenga significativa entre ambos. Este comportamento foi observado ao
longo de todo experimento. O Unico tratamento em que se observou uma maior
diferenca entre o tratamento controle e o tratamento com inéculo, foi em BO,
em que a tensdo reduziu de 53,0mN.m™ para 51,4mN.m™”, na auséncia do
fungo; e, no tratamento com adicdo de inéculo, para 41,6mN.m™ nos primeiros
sete dias, passando a apresentar, nos demais tempos, variacdo semelhante

entre o tratamento e seu respectivo controle.
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Os resultados de variacdo nas medidas de tensdo superficial, nos
tratamentos com Paecilomyces sp., sdo apresentados na Tabela 4. Observou-
se uma reducgdo significativa nas medidas de tensao superficial nos primeiros
sete dias de cultivo (p<0,05), de 53,8mN.m” para 43,ImN.m”" em BS5;
41,0mN.m™ em B10; 40,5mN.m" em B20; e, 41,0mN.m”" em B100. Os
controles também sofreram reducdo na medida de tensdo superficial de
53,8mN.m™ para 46,9mN.m™" em B5; 49,3mN.m™" em B10; 43,3mN.m™' em B20;
e 44,2mN.m" em B100. Somente em B10 a diferenca entre o controle e o
tratamento com o fungo foi significativa (p<0,05). No tratamento sem biodiesel
(BO), o controle praticamente n&o sofreu alteragdo, pois a medida da tensao
superficial na fase aquosa no tempo zero foi de 53,8mN.m™, e ao final dos
sessenta dias foi de 52,6 mN.m™', e na presenca do inéculo a reducéo foi para
48,2mN.m™.

Tabela 3. Medidas de tensdo superficial (mMN.m™") obtidas para Aspergillus

fumigatus, durante 60 dias, nas diferentes misturas de diesel e biodiesel (B0, B5,
B10, B20 e B100). A tensao superficial inicial do meio mineral foi de 53,8mN.m"™".

Tempo Misturas
(dias) BO B5 B10 B20 B100
7 Tratamento 39,7+2,6 44,1423 44,4+0,9 414+1,5 38,4 1,40
Controle* 51,5+,28 45,8+0,3 44,8+0,3 42,3+1,8 39,2 +0,87
14 Tratamento 40,3+0,9 42,412 1 43,4+0,4  42,3+1,5 39,7+3,0
Controle* 42,2+1,0 45,9+1,5 40,9+1,3 40,1+0,0 40,3+1,5
21 Tratamento 36,0+2,1 40,8+1,3 37,421 36,9+0,6 36,7+1,2
Controle* 38,9+1,2 36,7+1,5 34,7+2,0 34,9+0,7 37,8+0,9
28 Tratamento 42,7+4,7 38,3+3,0 37,0+1,9 38,4+0,8 36,0+1,5
Controle* 41,3+1,8 43,4+0,3 41,6+1,0 41,9+1,0 36,3+0,2
42 Tratamento 40,8+2,3 44,6121 41,8+1,1 41,7+0,6 38,5+2,2
Controle* 40,940,0 42,0+0,00 47,2+0,0 41,610,0 42,2+0,0
60 Tratamento 50,6+2,3 45,7+2,05 42,3+0,9 41,5+0,5 40,2+2,2
Controle* 48,4+0,3 45,1+0,5 46,940,2 43,8+0,0 42,0+0,0

*Tratamento Controle em que ndo houve adi¢ao de in6culo.
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Tabela 4. Medidas de tensdo superficial (mMN.m™") obtidas para Paecilomyces
sp, durante 60 dias, nas diferentes misturas de diesel e biodiesel (B0, B5, B10,
B20 e B100). A tens&o superficial inicial do meio mineral foi de 53,8 mN.m™".

Tempo Misturas
(dias) BO B5 B10 B20 B100
7 Tratamento 48,2 +1,6 43,1+0,9 41,0 1, 40,6 2,6 41,0 +0,9
Controle* 52,6 £1,8 47,0+1,3 49,4 2.9 436 £1,5 44,3110
14 Tratamento 41,0 £0,7 44,213 39,8 +1,5 43,448 422117
Controle* 43,1 3,0 50,3+5,3 42,8 1,5 45116 41,7116
21 Tratamento 45,0+1,6 50,3%1,7 48,118 43,449 422118
Controle* 50,7+1,0 475+#1,5 457+18 36,0+1,11 44,018
28 Tratamento 458 +1,5 43,4+1,1 46,7 +1,3 43,229 40,1 +1,4
Controle* 436+0,9 389%1,9 45915 42,4 +16 36,2+1,6
42 Tratamento 47,705 451106 45214 42,7 £3,0 43,3 10,7
Controle* 48,38 +0,0 45,0+0,4 449117 40,8 +0,8 39,6 +2,0
60 Tratamento 445+1,8 459+1,4 46,513 42,3+0,8 43,7 £3,6
Controle* 499+0,2 46,4106 43,90,7 42,7 +1,2 38,7 40,7

*Tratamento Controle em que ndo houve adi¢do de in6culo.

Pbéde-se observar um pico de reducdo nas medidas de tensao
superficial, aos 21 dias de incubacéao, para o fungo A. fumigatus (Tabela 3). No
entanto este pico de reducdo, ndo esta relacionado a uma maior formacao de
biomassa deste fungo em B100, por exemplo. Nos tratamentos com o fungo
Paecilomyces sp., ndo se observaram picos de reducéo ao longo da curva, 0s
valores de tensdo superficial se mantiveram constantes ao longo dos tempos
avaliados. No tempo zero, o valor da medida de tensdo superficial foi de
53,8mN.m™, e o menor valor observado foi aos 14 dias, na mistura B10, cujo
valor foi de 39,7mN.m™, e seu controle, apresentou 42,8mN.m™", ndo sendo
uma diferencga significativa. Nas Figuras 10 e 11, ap6s 60 dias, verifica-se um
crescimento significativo de Paecilomyces sp. nas misturas B100 e B20, no
entanto, ndo houve uma reducdo nos valores de tensdo superficial que
pudesse indicar uma relacédo entre crescimento do microrganismo e a producéao

de biossurfactantes, nas condi¢cées em que o experimento foi realizado.
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Figura 10. Curva de crescimento de Paecilomyces sp. e medidas da tensao
superficial, em tratamento com meio mineral e 100 % de biodiesel (B100), por
60 dias a 28°C. (o) Biomassa (mg); (¢)Tensao superficial do tratamento sem
in6culo; (A)Tensao superficial do tratamento com inéculo.
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Figura 11. Curva de crescimento de Paecilomyces sp.e medidas da tensao
superficial, em tratamento com meio mineral e mistura de diesel 20% de
biodiesel (B20), por 60 dias a 28°C .(o)Biomassa (mg); (¢)Tensao superficial do
tratamento sem in6culo; (A)Tenséo superficial do tratamento com inéculo.

A variacdo das medidas de pH, durante 60 dias, nas diferentes

misturas de diesel e biodiesel podem ser visualizadas nas Figuras 12 e 13 para

Aspergillus fumigatus, e nas Figuras 14 e 15 para Paecilomyces sp.
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Nas Figuras 12 e 13 tem-se um comparativo das medidas de pH
entre todas as misturas de diesel e biodiesel durante os 60 dias de
crescimento, na presenca de A. fumigatus. Nos tratamentos com A. fumigatus
(Figura 12) nao se verificou um decréscimo significativo do pH. Ao final de 60
dias a fase aquosa do tratamentos apresentaram as seguintes medidas de pH:
em B100 6,6; em B20 6,7; em B10 e B5 6,8; e em B0 6,9. Os controles (Figura
13), ou seja, os tratamentos sem adicdo de inéculo, ao final de 60 dias,
apresentaram as seguintes medidas de pH em B100 6,9; em B20 e B10 7,0;
em B5 6,9; e em, B0 7,0.

8 +

7,5 4

6,5

0 7 14 21 28 42 60
Tempo (dias)

Figura 12. Valores das medidas de pH da fase aquosa dos tratamentos B0, B5,
B10 B20 e B100, sem inoculacao de Aspergillus fumigatus, durante 60 dias, a
28°C. (m) BO; (0)B5; (A)B10; (e) B20, (o) B100.
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Figura 13. Valores das medidas de pH da fase aquosa dos tratamentos B0, B5,
B10 B20 e B100, com Aspergillus fumigatus, durante 60 dias, a 28°C: (m) BO;
(0)B5; (A)B10; (e) B20, (o) B100.

Nas Figuras 14 e 15 tem-se um comparativo entre os valores de
medidas de pH entre todas as misturas de diesel e biodiesel, durante os 60
dias de crescimento, na presenca de Paecilomyces sp. Nos tratamentos com
Paecilomyces sp. (Figura 14) ndo se verificou um decréscimo significativo do
pH. A fase aquosa dos tratamentos apresentou as seguintes medidas de pH ao
final de 60 dias: em B100 e em B20 6,5; em B10 e B5 6,7; e em BO 7,2. Os
controles (Figura 15), ou seja, os tratamentos sem adicdo de indculo,

apresentaram as seguintes medidas de pH ao final de 60 dias: em B100 7,0;

emB20eemB107,1;emB57,2; e em BO 7,3.
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Figura 14. Medidas de pH da fase aquosa dos tratamentos contendo misturas
de diesel e biodiesel, diesel ou biodiesel, na presenga de Paecilomyces sp.
acompanhada por 60 dias, a 28°C.(m) BO; (0)B5; (A)B10; (e) B20, (o) B100.
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Figura 15. Medidas de pH da fase aquosa dos tratamentos contendo misturas
de diesel e Dbiodiesel, diesel ou biodiesel, sem Paecilomyces spp.
acompanhado por 60 dias, a 28°C. (m) BO; (0)B5; (A)B10; (e) B20, (o) B100.

Para avaliar o efeito tamponante do Meio Mineral M1, utilizado nos
experimentos deste trabalho, conduziu-se um ensaio conforme sugerido por
Bento (2001). Desta forma o poder tamponante do meio mineral utilizado neste
estudo pode ser vizualizado na Tabela 5. Para haver uma redugéo no pH do
meio minimo mineral de 7,2 para 6,7, foi necessario adicionar 0,2 mL de HCI a

1N. A concentracdo de fosfatos do Meio Mineral M1 é de 4,45g.L™". Dessa
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forma, neste experimento a produgdo de acidos por A. fumigatus e
Paecilomyces sp., pode ter sido mascarada pelo poder tamponante dos

fosfatos presentes no meio Mineral M1.

Tabela 5. Avaliagéo do efeito tampao do meio mineral M1, devido a presenca
de fosfatos na concentragdo de 4,45 g.L™', com quantidades crescentes de
NaOH 1 N e HCI 1 N, em 25 mL do meio Mineral M1.

Volum
adicionado HCL (1 N) NaOH (1 N)
pH inicial pH final pH inicial pH final
0,1mL 7,2 6,95 7,13 7,36
0,2 mL 7,18 6,75 7,14 7,52
0,3 mL 717 6,49 7,15 7,8
0,4 mL 7,15 6,22 7,15 8,14
0,5mL 7,16 5,78 7,15 8,38
0,6 mL 7,16 3,5 7,14 8,66
0,7 mL 7,15 2,83 7,15 8,95
0,8 mL 7,14 2,69 7,16 9,12
0,9 mL 7,15 2,77 7,14 9,27
1 mL 7,15 2,7 7,17 10

4.2 Curva de crescimento dos fungos levedurifomes em
misturas de diesel e biodiesel

Inicialmente avaliou-se o potencial de crescimento das leveduras
Candida silvicola e Rhodotorula sp. em diferentes misturas de diesel e
biodiesel. A primeira avaliacao foi determinar a concentracao de éleo que seria
utilizada nos experimentos de crescimento das leveduras; e a segunda etapa
foi a avaliacdo de qual tratamento (BO, B5, B10, B20 ou B100) seria o mais
favoravel ao crescimento das leveduras. Desta forma, na primeira etapa, todos
os frascos, exceto o controle (em que ndo houve inoculagdo das leveduras),
mudaram sua coloracao de incolor para lilas, indicando a reducao do TTC a
TPF, devido a oxidacao do combustivel, apds trés dias de incubacgéao. Indicando

que as leveduras sdo capazes de se desenvolver e utilizar a mistura
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(diesel/biodiesel) como fonte de carbono e energia. Como a mudanca de cor
ocorreu ao mesmo tempo para todas as concentragées (0,01%, 0,1%, 0,5%;
1% e 10%), foi baseando-se em trabalho desenvolvido por Bento et al. (2005)
que se optou por utilizar a concentragdo de 1% de éleo em relacdo ao meio
minimo mineral (M1), para ser utilizada na condugéo da curva de crescimento.

Na segunda etapa se verificou a capacidade de biodegradacéo diesel
(BO), das misturas de diesel e biodiesel (B5, B10 e B20) e de 100% de
biodiesel (B100), pelas leveduras, adicionando-se 1% do combustivel, ao meio
mineral M1 contendo TTC. Além disso, foi levado em consideragdo qual dos
combustiveis seria degradado mais rapidamente, ou seja, a mistura na qual
haveria mudanca de cor da fase aquosa, de incolor para lilas, em menor tempo.
Os dois primeiros combustiveis em que isso ocorreu foi em B20 e B100. Essas
formulagbes foram escolhidas para avaliar o crescimento das leveduras
Candida silvicola e Rhodotorula sp., € a capacidade de degradar os
combustiveis.

O crescimento das leveduras Candida silvicola e Rhodotorula sp.
pode ser observado nas Figuras 16 e 17, respectivamente. Ao observar a
Figura 16, pode-se perceber que ndo houve uma fase de aclimatacdo das
células de Candida silvicola as novas condigdes de cultivo, apresentando um
crescimento exponencial; no biodiesel puro (B100), a concentracado inicial de
células era de 10* UFC.mL™", e apés 48 horas aumentou para 10® UFC.mL™".
Esta etapa foi seguida por uma fase em que a contagem do numero de UFC
(unidades formadoras de col6nias) se estabilizou durante 4 dias, sugerindo
uma fase estacionaria de crescimento, no entanto no sexto dia de incubacao

(144 horas) observou-se um novo aumento na contagem de UFC, sugerindo
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que a fase anterior, ao invés de estacionaria, possa ser de uma adaptacao as
fontes de carbono disponiveis. Na mistura B20, também ndo se observou a
fase inicial de aclimatacdo das leveduras, apresentando um crescimento
exponencial até 96 horas de incubagdo, quando a contagem chegou a 10°
UFC.mL™". A fase estacionaria de crescimento, foi observada a partir de 96
horas de incubacéo, e se manteve durante 3 dias. E, a partir de 144 horas de
cultivo, se observou uma reducao na contagem das células viaveis, sugerindo
que esta populagao estaria em fase de declinio ou morte.

O crescimento da levedura Rhodotorula sp., na mistura B20 e em
B100 pode ser observado na Figura 17. No tratamento B100 se observou uma
fase de aclimatacao (ou lag) da levedura nas primeiras 24 horas de incubacao.
A partir do primeiro dia foi observada uma fase exponencial de crescimento, a
qual se estendeu durante 3 dias, atingindo 10® UFC.mL™". Este nimero de
UFC.mL" se manteve durante as 24 horas seguintes (0 que poderia indicar
uma fase estacionaria, ou uma nova fase de aclimatacéo), quando se observou
novamente uma fase exponencial, chegando a contagem de 10’ UFC.mL" em
mais 24 horas de incubagao. Aos 7 dias, se observou um declinio na contagem
das células viaveis. Na mistura B20, a fase de aclimatacao das leveduras durou
48 horas, quando se observou uma fase exponencial de crescimento, que
persistiu por 4 dias. A contagem chegou a 10’ UFC.mL", em 144 horas de
incubacdo, ap6s se observa um declinio na contagem das células viaveis,

sugerindo uma fase de declinio (ou morte).
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Figura 16. Curva de crescimento (UFC.mL"') de Candida silvicola, para

tratamento com meio mineral e 100% de biodiesel (B100) e 20% de biodiesel
(B20). (A)B100; (A) B20.

Log UFC.mL"’

4 T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 186

Tempo (horas)

Figura 17. Curva de crescimento (UFC.mL') de Rhodotorula sp., para

tratamento com meio mineral e 100% de biodiesel (B100) e 20% de biodiesel
(B20). (o) B100; (w) B20.
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4.2.1 Fase aquosa

A observacdo da camada oleosa dos experimentos indicou que ela
apresentava-se emulsificada nos tratamentos B100, tanto na presenca de
Candida silvicola, quanto de Rhodotorula sp. As caracteristicas da fase oleosa
emulsificada eram gotas de 6leo de cor esbranquicada sobre a fase aquosa.
Essa coloracdo nao foi observada no tratamento controle, em que o 6leo se
mantinha como havia sido adicionado ao meio, cor amarelada e transparente, e
distribuido de forma homogénea sobre a fase aquosa. Ao realizar os ensaios
para verificar a producao de surfactantes com caracteristicas emulsificante,
utilizando-se o indice de emulsificacao (IE 24 %) nao se obteve, no entanto, a
formagao de emulsdo em nenhum dos tratamentos.

Na Tabela 6, se pode verificar as medidas de tensao superficial
obtidas apés 7 dias de incubacédo, em tratamentos com 1% de biodiesel (B100),
ou com 1% da mistura B20, adicionado ao meio mineral, dos experimentos
realizados com Candida silvicola e Rhodotorula sp. Verifica-se que, em relacéo
ao tratamento controle (sem adicdo de in6culo), houve uma reducgao
significativa (p<0,05) tanto para a mistura B100, quanto para mistura B20,
quando Candida silvicola foi inoculada no meio. Na presenca de biodiesel
(B100), a reducio foi de 53,8mN.m™" para 35,3mN.m™, e o controle apresentou
uma reducdo de 53,8mN.m™ para 43,5mN.m™”. Para o tratamento B20, a
reducdo da medida de tensdo superficial foi de 53,8mN.m™ para 40,9mN.m™, e
no controle (sem adicdo de inéculo) foi de 53,8mN.m™ para 46,0mN.m™. No
ensaio realizado com Rhodotorula sp., foi observada reducédo significativa
somente na mistura B100, em relacdo ao tratamento controle. A reducgéo, neste

caso, foi de 53,8mN.m™" para 36,9mN.m™, valor préximo ao observado para C.
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silvicola. No tratamento com a mistura B20, a medida de tensao superficial
(47,6mN.m™") ficou préxima ao tratamento controle (46,0mN.m™). As duas
leveduras foram capazes de reduziram as medidas de reducdo superficial
durante o crescimento no tratamento B100, assim, C.silvicola reduziu a medida
da tensdo superficial da fase aquosa de 53,8mN.m” para 35,3mN.m”’, e
Rhodotorula sp. de 53,8mN.m™ para 36,9mN.m™. A reducdo das medidas da
tensdo superficial e emulsificacdo da fase oleosa (observagdo visual do
experimento) em B100, indicam a capacidade destas em produzir algum
composto com capacidade surfactante.

O objetivo de avaliar as medidas de pH foi verificar a producao de
compostos com caracteristicas acidas ou basicas. As medidas do pH ao final
de sete dias de crescimento, de C. silvicola e Rhodotorula sp., em B20 e em
B100, podem ser visualizadas na Tabela 6. No tratamento B100, a medida de
pH foi de 6,7, e em B20 foi de 6,8. A medida inicial de pH do meio mineral foi
de 7,2, e o controle dos tratamentos (em que nao houve adicdo de inéculo),
manteve-se muito proximo a esse valor, ao final de sete dias de incubacao,
assim, em B100 a medida do pH foi de 7,14, e em B20 foi de 7,13. A medida de
pH ao final de sete dias no tratamento B100, na presenca de Rhodotorula sp.,
foi semelhante a da Candida silvicola, registrando-se 6,7. Na mistura B20,
Rhodotorula sp. apresentou o menor crescimento, e a medida de pH foi de 7,0.
Assim como para as fases aquosas dos experimentos dos fungos filamentosos,
em que o Meio Mineral M1 também foi utilizado, a presenca de fosfatos na
composicdo (4,45g.L"") também pode ter mascarado a producdo de Acidos,
durante o crescimento das leveduras utilizando diesel e biodiesel como fonte

de carbono e energia.
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Tabela 6. Medidas da tensao superficial e medidas de pH da fase aquosa de
tratamentos com Candida silvicola e Rhodotorula sp., e tratamento controle(em
que nao houve adi¢ao de inéculo).

Tenséo superficial

Microrganismo Tratamento (mN.m'1) pH
Candida silvicola B100 35,3+£0,3 6,7 £0,0
B20 40,9 £ 0,1 6,8+0,0
Rhodotorula sp. B100 36,9 £ 0,1 6,7 £0,0
B20 47,6 £ 0,7 7,0+£0,0
Controle B100 43,5+ 0,7 7,1+£0,0
B20 46,0+ 0,0 7,1+£0,0

4.3 Fase oleosa

A avaliacdo da degradacdo do biodiesel (B100) foi realizada com
amostras provenientes do ensaio de crescimento com 0S microrganismos
isolados, apds 60 dias para Aspergillus fumigatus e Paecilomyces sp., € apos
186 horas para Candida silvicola e Rhodotorula sp. Os resultados foram
expressos em porcentagem de degradacdo de cada pico em relacdo ao
controle (Tabela 7). Os cromatogramas mostrando a degradacao de biodiesel
(B100) dos tratamentos com incubacao dos microrganismos e dos tratamentos
controle (sem in6culo) estdo no Anexo 9.5.

Na comparacdo da degradagdo entre os fungos filamentosos, o
fungo Aspergillus fumigatus apresentou maior atividade de degradacao do que
Paecilomyces sp. Ambos apresentaram degradacao preferencial pelas cadeias
C16(acido palmitico) e C18 (acido estearico), no entanto, o fungo Aspergillus
fumigatus apresentou maior percentual de degradacdo em C16 e C18, 15.27%
e 15.26% respectivamente, e Paecilomyces sp, apresentou atividade
degradadora de 0.55% e 3.54%, nas mesmas cadeias. Esta atividade de
degradacao é comparada aos tratamentos controles em que nao houve adicao

de microrganismos.
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As leveduras foram os microrganismos que apresentaram as maiores
taxas de degradacdo, destacando-se Candida silvicola, com 100% de
degradacao de todas as cadeias. Rhodotorula sp. apresentou maior atividade
de degradacao em C18:3(acido linolénico), de 39.4%, seguido por C18:1 (acido

oléico) e C16, 14.87% e 20.99%, respectivamente.

Tabela 7. Avaliagcdo da degradacdo de biodiesel proveniente da avaliacao de
crescimento de microrganismos ap6s 60 dias, para Aspergillus fumigatus e
Paecilomyces spp. e apds 186 horas para Rhodotorula spp. € Candida silvicola
em meio minimo mineral e biodiesel.

Degradacgao(%) Aspergillus Paecilomyces Rhodotorula sp. Candida
B100 fumigatus sp. silvicola
C16 15.27 0.55 20.99 100
C18 15.26 3.54 5.28 100
c18:1 -7.69 -0.47 14.87 100
C18:2 5.46 0.49 M1.25 100
C18:3 -7.32 0.29 39.64 100

4.4 Curvas de crescimento em meio de cultura

O crescimento dos fungos filamentosos, Aspergillus fumigatus e de
Paecilomyces sp., em caldo malte sdo apresentados nas Figuras 18 e 19,
respectivamente. O fungo Aspergillus fumigatus apresentou uma fase lag (ou
de adaptacao) as condi¢des de crescimento a que foi submetido, nos primeiros
sete dias de avaliacao. O fungo apresentou uma fase de constante crescimento
até o final dos 60 dias de avaliados (Figura 18), quando a biomassa formada
ficou em torno de 2,15g.

O fungo Paecilomyces sp. apresentou uma fase lag (de adaptacao)
as novas condicdes de cultivo a que foi submetido durante os primeiros sete
dias de avaliagao (Figura 19). Pode-se observar o crescimento do fungo até 14

dias de avaliacédo, quando seu peso ficou em torno de 404 miligramas. A partir
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deste momento, foi verificado que ndo houve mais producdo de biomassa cujo

valou permaneceu constante até o final da avaliagdo do experimento.
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Figura 18. Curva de crescimento de Aspergillus fumigatus, em meio de cultura
caldo malte, avaliada durante 60 dias, a 28° C.
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Figura 19. Curva de crescimento de Paecilomyces sp., em meio de cultura
caldo malte, avaliada durante 60 dias, a 28° C.
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Na Tabela 8 sdo apresentadas as variacdes na medida da tensao
superficial observadas nos tratamentos com adicao de in6culo de A. fumigatus,
e Paecilomyces sp., e dos tratamentos controle, ou seja, sem adicdo de
in6culo. Pode-se observar as medidas de tensao superficial sdo semelhantes
entre os tratamentos controle (sem a adicao de inéculo), o tratamento em que
se adicionou o in6culo de A. fumigatus, até os 28 dias de avaliacdo. Aos 45 e
60 dias pode-se observar um crescente aumento nas medidas da tenséo
superficial, no tratamento com Aspergillus fumigatus. O tratamento controle aos
45 dias passou da medida de 52,1mN.m™" para a medida de 50,3mN.m™, e na
presenca do fungo 56,6mN.m™'. As 60 dias, o controle praticamente se
manteve na mesma medida, 51,0mN.m™, e o tratamento com o fungo ficou em
61,4mN.m™",

Os resultados de variacdo nas medidas de tensao superficial, nos
tratamentos com Paecilomyces sp., sdo apresentados na Tabela 8. Observou-
se uma reducgao significativa nas medidas de tensdo superficial nos primeiros
sete dias de cultivo (p<0,05), de 51,8mN.m™” para 33,4mN.m". Os controles
também nao sofreram reducao na medida de tensao superficial permanecendo
na faixa de 51,0mN.m™. A reducéo observada aos 7 dias de cultivo se manteve
ao longo dos 60 dias de avaliagcdo, chegando a medida de 28,4mN.m”. O
tratamento controle manteve-se na faixa de 51mN.m” até o final do
experimento.

As medidas de pH das curvas de crescimento de Aspergillus
fumigatus e Paecilomyces sp. podem ser verificadas na Tabela 8. Nos

tratamentos com A. fumigatus (Tabela 8) se verificou um decréscimo pH de 5,4
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para 4,8 aos 7 dias de cultivo. Nos demais tempos de avaliacdo observou-se
um crescente aumento do pH ao longo do tempo, chegando a medida de 6,2
ao final de 60 dias. Nos tratamentos com Paecilomyces sp. (Tabela 8) se
verificou um aumento significativo do pH ao longo do experimento, passando
de 5,4 no inicio da avaliacao para 7,9, ao final de 60 dias As medidas de pH do
tratamento controle se mantiveram na faixa de 5 a 5,4, com pequenas
variacdes ao longo do experimento.

Tabela 8. Medidas da tensao superficial (MN.m")e medidas de pH das curvas

de crescimento em caldo malte de Aspergillus fumigatus e de Paecilomyces sp.
e tratamento controle.

A.fumigatus Paecilomyces sp. Controle
Tempo Tenséo pH Tensao pH Tensao pH
superficial superficial superficial
0 dias 51,8+0,0 5,4 51,8+0,0 5,4 51,8+0,0 5,4
7 dias 52,6+0,7 4.8 33,410,2 5,2 51,3+0,6 5,2
14 dias 53,240,0 5,0 33,310,1 6,9 49,9+0,0 5,2
21 dias 52,2+0,1 5,1 32,310,4 6,9 50,5£0,7 5,2
28 dias 52,1+0,3 5,3 30,510,3 7,0 51,8+0,0 5,1
45 dias 56,5+0,3 5,9 29,310,1 7,5 50,3%1,4 5,1
60 dias 61,4+1,7 6,1 28,5+1,4 7,9 51,010,1 5,0

O crescimento das leveduras Candida silvicola e Rhodotorula sp.
pode ser observado nas Figuras 20 e 21, respectivamente. Ao observar a
Figura 20, pode-se perceber que houve uma fase de aclimatacdo das células
de Candida silvicola as condicdes de cultivo, durante as primeiras 6 horas de
avaliacdo. Apéds este periodo, a populacdo passa a uma fase exponencial de
crescimento formando 10° UFC.mL"', apés 24 horas de avaliagdo. Esta
contagem permaneceu durante as 24 horas seguintes, indicando uma fase
estacionaria no crescimento. O crescimento da levedura Rhodotorula sp., em
caldo GYMP pode ser observado na Figura 21. Neste meio de cultura, se
observou uma fase de aclimatacédo (ou lag) da levedura nas primeiras 6 horas

de incubacdo. A partir deste periodo observada uma fase exponencial de
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crescimento, a qual se estendeu até as 24 horas de crescimento, atingindo 102
UFC.mL". Este nimero de UFC.mL' se manteve durante as 12 horas
seguintes indicando uma fase estacionaria do crescimento. Apds 36 horas de

avaliacao observou-se uma reducao na contagem das UFC, indicando uma

fase de declinio ou morte da populagao.
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Figura 20. Curva de crescimento de Candida silvicola, em caldo GYMP,
avaliada por 48 horas.
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Figura 21. Curva crescimento de Rhodotorula sp., em caldo GYMP, avaliada
por 48 horas.
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Na Tabela 9, se pode verificar as medidas de tensao superficial
obtidas ap6s 48 horas de incubacao, em caldo GYMP, da curvas padrao de
Candida silvicola e Rhodotorula sp. Verifica-se que, em relacao ao tratamento
controle (sem adicdo de inéculo), houve uma reducdo significativa (p<0,05)
tanto para a mistura B100, quanto para mistura B20, quando Candida silvicola
foi inoculada no meio. Na curva de crescimento de Candida silvicola houve um
aumento de 40,6mN.m™ para 52,2mN.m”, e o controle manteve a medida
apresentada inicialmente (40,6mN.m™). Para a curva de crescimento de
Rhodotorula sp. o aumento da medida de tensdo superficial foi de 40,6mN.m™
para 56,imN.m”". Em nenhum dos casos constatou-se uma reducdo
significativa nas medidas de tensao superficial.

As medidas de pH das curvas de crescimento de Candida silvicola e
Rhodotorula sp. podem ser verificadas na Tabela 9. As medidas do pH ao final
de 48 horas de crescimento, de C. silvicola foram em média de 6,7. A medida
inicial de pH do GYMP foi de 7,2, e o controle dos tratamentos (em que nao
houve adicao de inéculo), manteve-se muito préximo a esse valor, ao final de 2
dias de incubacao a medida do pH foi de 7,1. A medida de pH ao final de 2 dias
na curva de crescimento de Rhodotorula sp., foi semelhante a da Candida
silvicola, registrando-se 6,7.

Tabela 9. Medidas da tensao superficial e medidas de pH da fase aquosa de

tratamentos com Candida silvicola e Rhodotorula sp., e tratamento controle ao
final de 48 horas.

Tenséao superficial

Microrganismo (mN.m") pH
Candida silvicola 52,2+0,3 6,7
Rhodotorula sp 56,10 £ 0,3 6,7

Controle 40,6 £ 0,0 7,2
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4.5 Controle do crescimento microbiano em misturas de diesel
metropolitano com biodiesel utilizando dois biocidas

4.5.1 Concentracao Minima Inibitéria (CMI) e Concentracao
Minima Biocida (CMB)

A concentracdo minima inibitéria (CMI) de um biocida corresponde a
menor concentracdo em que um agente antimicrobiano impede o crescimento
visivel de um microorganismo no teste de sensibilidade por diluicdo, em agar
ou caldo, enquanto a concentracdo minima biocida (CMB) se refere a
quantidade do biocida que é capaz de erradicar a populacdo alvo (ANVISA,
2006; Chelossi&Faimaili, 2006; Cury et al., 2007). Pode-se observar na Tabela
10 o resultado da acao do biocida cujos ingredientes ativos sdo 5-cloro-2-metil-
4-isotiazolin3-ona (1.15%) e 2-metil-4 isotiazolin-3-ona (0.35%) sobre os
microrganismos nas diferentes concentragcdes. Podemos observar que o fungo
Aspergillus fumigatus foi 0 microrganismo mais suscetivel a este biocida, cujo
crescimento foi inibido com a concentracdo de 15 ppm do produto. A partir da
concentracdo de 31ppm, observou-se acao esporostatica sobre o fungo
Paecilomyces sp. As leveduras Candida silvicola e Rhodotorula sp. tiveram seu
crescimento inibido com a partir da concentragcao de 125ppm, indicando uma
menor suscetibilidade a acdo do biocida que os fungos filamentosos. Estas
concentracdes apresentaram efeito esporostatico ou biostatico, ou seja,
atuando de forma a inibir o crescimento destes microrganismos, a avaliacao da
concentragdo minima biocida determinou que atividade biocida sobre
Paecilomyces sp. foi a partir de 62ppm, sobre A.fumigatus a partir de 31ppm e,
sobre C. silvicola a partir de 250ppm, ou seja, a atividade biocida, sobre estes

microrganismos, foi em concentragdes maiores do que a dosagem para a
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inibicdo do crescimento. O crescimento da levedura Rhodotorula sp. foi inibido
a partir de 125ppm, e esta concentragdo mostrou-se biocida sobre as células
desta levedura.

Tabela 10. Avaliacao da Concentracao Minima Inibitéria (CMI) da isotiazolona

diante de Aspergillus fumigatus, Candida silvicola, Paecilomyces sp., e
Rhodotorula sp.

Concentragéo do Microrganismo
biocida (ppm)
Paecilomyces sp. A. fumigatus C.silvicola Rhodotorula sp.

2000 - - - -

1000 - - - -

500 - - - -

250 - - - -

125 - - - -

62,5 - - + +

31,2 - - + +

15,6 + - + +

7,8 + + + +

3,9 + + + +

1,9 + + + +

0 + + + +

Simbologia

+ crescimento detectado nos tubos
- sem crescimento detectado

Na Tabela 11 encontram-se descritos os resultados da concentracéo
minima inibitéria referente ao biocida ditiocarbamato. Pode-se observar que
este biocida foi incapaz de inibir o crescimento das duas leveduras, nas
concentracdes avaliadas. O ditiocarbamato inibiu o desenvolvimento de A.
fumigatus a partir de 15 ppm, e para Paecilomyces sp. a partir de 7 ppm,
nestas mesmas concentragdes apresentaram atividade esporicida sobre os

esporos fungicos.
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Tabela 11. Avaliacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) do biocida
ditiocarbamato diante de Aspergillus fumigatus, Candida silvicola,
Paecilomyces sp. e Rhodotorula sp.

Concentragéo do Microrganismo
biocida
(ppm)
Paecilomyces sp. A. fumigatus C.silvicola Rhodotorula sp.

2000 - - + +

1000 - - + +

500 - - + +

250 - - + +

125 - - + +

62,5 - - + +

31,2 - - + +

15,6 + - + +

7,8 + + + +

3,9 + + + +

1,9 + + + +

0 + + + +

Simbologia

+ crescimento detectado nos tubos
- sem crescimento detectado

Os resultados da avaliacdo da CMI do biocida de principio ativo
oxazolidina estdo na Tabela 12. Podemos observar que Rhodotorula sp. foi o
microrganismo mais suscetivel a este biocida cujo crescimento foi inibido com
62ppm do biocida. A levedura C. silvicola teve seu crescimento inibido com
125ppm. O crescimento dos fungos Paecilomyces sp. e A. fumigatus. foi inibido
a partir de 250ppm, e, 125ppm, respectivamente, mostrando-se menos
suscetiveis ao biocida do que as leveduras. Estas concentragdes foram apenas
capazes de inibir o crescimento destes microrganismos, pois na avaliacdo da
concentragdo minima biocida, a atividade esporicida sobre Paecilomyces sp. foi
a partir de 500 ppm, sobre A.fumigatus a partir de 250ppm, e atividade biocida
sobre C. silvicola a partir de 250ppm, e, sobre Rhodotorula sp. a partir de
125ppm ou seja, a atividade biocida, sobre estes microrganismos, foi em

concentracdes maiores do que a dosagem para a inibicado do crescimento.
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Tabela 12. Avaliagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) da oxazolidina
diante de Aspergillus fumigatus, Candida silvicola, Paecilomyces sp. e
Rhodotorula sp.

a0 do i i
Concentrag Microrganismo

biocida (ppm)
Paecilomyces sp. A. fumigatus C.silvicola Rhodotorula sp

2000 - - - -
1000 - - - -

500 - - - -

250 - - - -

125 + - - -

62,5 + + + -
31,2 + + + +
15,6 + + + +

7,8 + + + +

3.9 + + + +

1,9 + + + +

0 + + + +

Simbologia

+ crescimento detectado nos tubos
- sem crescimento detectado

Na Tabela 13, pode-se observar uma comparacao da CMI entre os
biocidas testados sobre os microrganismos, € na Tabela 14, a CMB. Ao
observar os valores encontrados, pode-se inferir que o biocida isotiazolona
seria mais indicado como uma forma quimica de controle pois nestes ensaios
apresentou caracteristica esporicida e biocida sobre microrganismos testados,
porém em concentracdes inferiores a oxazolidina, que também se mostrou
esporicida e biocida. Embora o biocida ditiocarbamato ter apresentado
atividade esporostatica e esporicida em baixas concentracées sobre os fungos
filamentosos, e inferiores aos demais biocidas, ndo foi eficiente no controle e

morte das leveduras.
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Tabela 13. Comparacao entre as CMI dos biocidas isotiazolona, ditiocarbamato
e oxazolidina sobre os quatro microrganismos avaliados.

Isotiazolona Oxazolidina Ditiocarbamato
Microrganismo CMI
Paecilomyces sp. 31 ppm 250 ppm 7, ppm
A. fumigatus 15ppm 125 ppm 15, ppm
C. silvicola 125 ppm 125 ppm +
Rhodotorula sp. 125 ppm 62,5 ppm +

Simbologia:
+ crescimento foi detectado em todas as concentragdes avaliadas

Tabela 14. Comparacdao entre as CMB dos biocidas isotiazolona,
ditiocarbamato e oxazolidina sobre os quatro microrganismos avaliados.

Isotiazolona Oxazolidina Ditiocarbamato
Microrganismo CMB
Paecilomyces sp. 62 ppm 500 ppm 7 ppm
A. fumigatus 31 ppm 250 ppm 15ppm
C. silvicola 250 ppm 250 ppm -
Rhodotorula sp 125 ppm 125 ppm -

Simbologia:
- ndo apresentou CMB

A determinacdo da concentracdo minima inibitéria revelou que
nenhuma das concentracoes testadas do biocida formulado a partir de
dioxiborinanas foram capazes de inibir o crescimento de nenhum dos quatro
microorganismos testados. A partir da determinacdo da CMI e da CMB, que
sdo orientativas, se optou por excluir da avaliacdo dos biocidas sobre o
crescimento dos microrganismos em misturas de diesel e biodiesel, a
dioxiborinana e o ditiocarbamato. A exclusdo de ambos se deve ao fato da
dioxiborinana nao ter efeito nem biocida, nem esporicida em nenhuma
concentragdo avaliada, sobre os microrganismos testados. E o ditiocarbamato
foi incapaz de inibir o desenvolvimento das leveduras nas concentragdes
testadas, sendo por esta razao, eliminado das préximas etapas. Estes biocidas,
embora sejam comercialmente indicados para a preservacao de combustiveis,
foram excluidos das andlises seguintes. Na segunda etapa da avaliacao da
efetividade dos biocidas, a isotiazolona e a oxazolidina foram utilizadas frente a

misturas de diesel e biodiesel contaminadas.
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4.5.2 Avaliacao do biocida sobre o crescimento dos
microrganismos em misturas de diesel e biodiesel

4.5.2.1 Isotiazolona

Nas Tabelas 15, 16, 17 e 18 podemos observar o tempo de acéo de
diferentes concentragdes (0, 10, 100 e 300ppm) do biocida isotiazolona testado
com 0s seguintes microrganismos A. fumigatus, Paecilomyces sp., C. silvicola
e Rhodotorula sp. em diferentes misturas de diesel e biodiesel (B0, B2, B5 e
B100). Sobre as leveduras C. silvicola e Rhodotorula sp. se verificou que a
concentracdo de 10ppm do biocida isotiazolona nao foi suficiente para inibir
seu desenvolvimento nas misturas de diesel/biodiesel testadas. O mesmo néo
foi constatado para A. fumigatus, aos 15 minutos de avaliacdo apresentava
morte dos esporos nas misturas BO e B5. Na mistura B100, ap6s 2 horas de
contato com 10 ppm de isotiazolona, foi constatada acao esporicida do biocida.
Em B2 foi necessario um tempo minimo de contato de 1hora para verificar a
acado do biocida (10ppm) sobre os esporos. Paecilomyces sp. também se
mostrou suscetivel a acao deste biocida. No entanto, foram necessarias 24
horas de contato entre os esporos e a concentragdo de 10ppm, nas misturas
B2, B5 e B100 para ocorrer acao esporicida; em B0, em apenas 15 minutos de
contato observou-se a morte dos esporos. Estes resultados mostram que os
esporos fungicos sdo mais suscetiveis a baixas concentracdes de isotiazolona,
do que as células da levedura, que se mostraram resistentes a concentracao
de 10ppm do produto (0,15ppm de ingrediente ativo).

A concentragdo de 100ppm de isotiazolona (ou 1,5ppm de
ingrediente ativo), recomendada como dosagem preventiva ao crescimento de

microrganismos, também foi avaliada. Esta dosagem foi efetiva, logo aos 15
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minutos, sobre as células de Candida silvicola no diesel puro (B0O). Na mistura
B5 e em B100, apds 30 minutos decorridos do inicio de contato do biocida com
o combustivel, foi verificada a inviabilidade celular da levedura. Na mistura B2,
somente se observou o inicio da acao do biocida a 100ppm, apo6s 4 horas de
contato deste com a suspensao celular, nesta mistura. A levedura Rhodotorula
sp. mostrou-se suscetivel a concentracao de 100ppm, em todas as misturas de
diesel e biodiesel, com apenas 15 minutos de contato. Ao analisar a Tabela 16,
se observa que os esporos do fungo A. fumigatus sao suscetiveis a
concentracdo de 100ppm de isotiazolona, e esta foi suficiente para inviabiliza-
los ap6s 15 minutos de contato em todas as misturas avaliadas. O mesmo
pode ser observado para Paecilomyces sp. (Tabela 18), nas misturas B2, B5,
B100; na mistura B0, a acao esporicida ocorreu apés 30 minutos de contato
dos esporos e a concentragao de 100ppm.

A dosagem de 300ppm (5ppm de ingrediente ativo) € recomendada
para o tratamento curativo de um sistema de armazenamento altamente
contaminado por microrganismos. Esta concentragdo inviabilizou tanto as
células de Candida silvicola e de Rhodotorula sp., quanto os esporos de A.
fumigatus e de Paecilomyces sp., que se mostraram suscetiveis a esta
concentracdo aos 15 minutos iniciais da adicdo do biocida ao combustivel, em

todas as misturas oleosas avaliadas.
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Tabela 15. Comparacao entre os tempos de morte de Candida silvicola diante
das diferentes concentracdes testadas do biocida isotiazolona em diferentes
misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentracéao

Oppm + + + +
10ppm + + + +
100ppm 15 min 4h 30min 30min
300ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliados

Tabela 16. Comparacao entre os tempos de morte de Rhodotorula sp. diante
das diferentes concentracdes testadas do biocida isotiazolona, em diferentes
misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentragéao

Oppm + + + +
10ppm + + + +
100ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
300ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliados

Tabela 17. Comparacao entre os tempos de morte de Aspergillus fumigatus
diante das diferentes concentracdes testadas do biocida isotiazolona, em
diferentes misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentragéao

Oppm + + + +
10ppm 15min 1h 15 min 4h
100ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
300ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliado

Tabela 18. Comparacéao entre os tempos de morte de Paecilomyces sp. diante
das diferentes concentracdes testadas do biocida isotiazolona, em diferentes
misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentragéao

Oppm + + + +
10ppm 15 min 48h 48h 48h
100ppm 30 min 15 min 15 min 15 min
300ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliados

4.5.2.2 Oxazolidina
Os resultados da acdo da oxazolidina podem ser observados nas

Tabelas 19 e 20. Na Tabela 19 é apresentando o tempo de morte de Candida
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silvicola diante das diferentes concentracées testadas em diferentes misturas
de diesel/biodiesel. A concentracdo de 100ppm deste biocida foi capaz de
inviabilizar as células de C. silvicola apds 2 horas de contato das misturas B2,
B5 e de BO com o biocida. No biodiesel puro (B100) a dosagem de 100ppm
passou a ser efetiva apenas apdés 24 horas decorridas da adicdo desta
concentracdo ao combustivel. Na Tabela 20 sdo apresentados os tempos de
morte das células de Rhodotorula sp., pode-se verificar que 15 minutos de
contato, com a concentracdo de 100ppm foram suficientes para ter acéo
biocida sobre as células. Na Tabela 21 estdo descritos os tempos de morte de
A.fumigatus diante das diferentes concentragbes testadas do biocida
Oxazolidina, em diferentes misturas de diesel/biodiesel, em que se observa que
acao esporicida iniciou apds 24 horas de contato nas misturas B2 e B5, e em
B0. Em B100, este tempo de inibicdo do crescimento iniciou em 6 horas. O
outro fungo filamentoso testado, Paecilomyces sp., mostrou-se mais suscetivel
a concentracdo de 100 ppm do biocida oxazolidina, do que A. fumigatus. O
tempo de agao sobre os esporos ocorreu apos 4 horas de conato, nas misturas
BO, B2 e B5, e aos 15 minutos de contato, na mistura B100.

A concentracdo de 300ppm apresentou efeito biocida sobre as
células leveduriformes, tanto para C. silvicola, quanto para Rhodotorula sp.. em
15 minutos de contato nas misturas B0, B2 e B5, e em B100 (Tabelas 19 e 20).
Exceto no diesel puro (B0), a concentracdo mostrou-se eficaz a partir de 30
minutos de contato, para Candida silvicola. A dosagem de 300ppm foi
caracterizada como esporicida apés 15 minutos de contato (Tabelas 19 e 20).
A dosagem de 500ppm foi caracterizada como biocida para Candida silvicola e

Rhodotorula sp. ap6s 15 minutos de contato. A acao esporicida, contra os
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esporos de A. fumigatus e Paecilomyces sp. também ocorreu aos 15 minutos
de contato a concentracdo de 500ppm, deste biocida.
Tabela 19. Comparacao entre os tempos de morte de Candida silvicola diante

das diferentes concentracdes testadas do biocida oxazolidina, em diferentes
misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentragao
Oppm + + + +
100ppm 2h 2h 2h 24h
300ppm 30 min 15min 15min 15min
500ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliados

Tabela 20. Comparacao entre os tempos de morte de Rhodotorula sp. diante
das diferentes concentracdes testadas do biocida oxazolidina, em diferentes
misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentragéao
Oppm + + + +
100ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
300ppm 30 min 15min 15min 15min
500ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliados

Tabela 21. Comparagéo entre os tempos de morte de A.fumigatus diante das
diferentes concentracdes testadas do biocida oxazolidina, em diferentes
misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentracéao
Oppm + + + +
100ppm 24 horas 24 horas 24 horas 6 horas
300ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
500ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliados

Tabela 22. Comparacao entre os tempos de morte de Paecilomyces sp. diante
das diferentes concentracdes testadas do biocida oxazolidina, em diferentes
misturas de diesel/biodiesel.

Mistura BO B2 B5 B100
Concentragéao
Oppm + + + +
100ppm 4 horas 4 horas 4 horas 15min
300ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
500ppm 15 min 15 min 15 min 15 min
Simbologia:

+ foi detectado crescimento em todos os tempos avaliados



85

Ao comparamos o efeito de ambos os biocidas sobre as células de
Candida silvicola, se pode verificar que a dosagem de 100ppm de isotiazolona
foi biocida em um tempo menor (30 minutos), que a mesma dosagem do
biocida oxazolidina, em praticamente todas as misturas testadas, exceto em B2
(4horas). O tempo médio para iniciar o efeito biocida do oxazolidina, a
dosagem de 100ppm, foi de 2 horas, aumentado para 24 horas em B100. A
levedura Rhodotorula sp. mostrou-se mais suscetivel a acao dos dois biocidas,
do que as células de Candida silvicola, a concentragcdo de 100 ppm atuou
sobre as células em 15 minutos de contato, causando a morte celular em todas
as misturas de diesel e biodiesel avaliadas, dos dois biocidas testados.
Sobre a atuacado nos esporos fungicos (A. fumigatus e de Paecilomyces sp.), a
dosagem de 100ppm de isotiazolona se mostrou efetiva em apenas 15 minutos
de contato. O efeito biocida de 100ppm de oxazolidina sobre A. fumigatus pode
ser observado em 6 horas para B100. No entanto, para as outras misturas de
diesel/biodiesel observou-se um efeito inibitério apds 24 horas. Os esporos de
Paecilomyces sp. apresentaram-se mais suscetiveis a oxazolidina, a
concentracdao de 100 ppm mostrou-se esporicida apés 4 horas de contato nas

misturas B0, B2 e B5, e em apenas 15 minutos na mistura B100.



5. DISCUSSAO

5.1 Crescimento microbiano em misturas de diesel e biodiesel

5.1.1 Curvas de crescimento

Os microrganismos avaliados neste estudo, de uma maneira geral,
foram capazes de crescer nas formulagcdes de diesel e biodiesel, utilizando o
combustivel como fonte de carbono e energia. O crescimento foi avaliado
através do peso seco da biomassa formada na interface 6leo — agua por A.
fumigatus e Paecilomyces sp., e através de UFC.mL", para Candida silvicola e
Rhodotorula sp. A estimativa da biomassa através da metodologia de peso
seco tem sido utilizada em estudos para se determinar o crescimento de
microrganismos capazes de utilizar diesel e biodiesel como fonte de carbono e
energia, em condigbes que simulam o armazenamento. Miranda et al. (2008)
avaliaram o potencial de degradacao de 6leo diesel de Candida ernobii e
Rhodotorula aurantiaca em experimento com meio mineral e 12% de 6leo
diesel e estimaram a biomassa pelo método do peso seco, esta mesma
metodologia foi utilizada por Bento et al. (2005) para o crescimento de
Aspergillus fumigatus na interface 6leo-agua em experimento de degradacao
de 6leo diesel, neste mesmo estudo foi realizada a determinagdo do
crescimento de Candida silvicola através da contagem de células viaveis.
Embora sejam metodologias frequentemente utilizadas, a avaliacdo do

crescimento de microrganismos em combustivel também pode ser estimada
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através de medida de ATP (adenosina tri-fosfato), proposta por Passmann
(2003) no Manual ASTM 47, e utilizada em estudo de biodegradabilidade de
biodiesel e de diesel desenvolvido por Passmann (2005). A determinacédo da
concentragdo de ATP pode ser relacionada a biomassa viavel, ou a atividade
metabdlica, ou a concentracdo de ATP por células. Além disso, varios métodos
sao indicados para enumeragao de microrganismos degradadores de petréleo
e derivados como a estimativa da populacao através do método do Numero
Mais Provavel (NMP), contagem de heterotréficos, contagem direta por
epifluorescéncia, ensaios lipidicos, indicadores metabdlicos e métodos por
radiois6topos (Haines et al., 1996; Braddock & Catterall, 1999; Sturman et al.
apud Singh, 2006).

Os maiores valores de biomassa formada e que representaram
diferencas significativas (p< 0,05) de crescimento dos dois fungos filamentosos
foram as formulagdées que continham o maior teor de biodiesel, ou seja, B20 e
B100, indicando que existe uma relacdo entre o teor de biodiesel e a producao
de biomassa. O ensaio preliminar indicou que as leveduras sao capazes de
crescer em todas as formulacdes (B0, B5, B10, B20 e B100), no entanto, na
mistura B20 e em B100, o processo de degradacdo iniciou mais rapidamente,
quando comparado as formulacées com menos biodiesel, ou somente no éleo
diesel. No presente trabalho, utilizou-se o indicador redox TTC (cloreto trifenil
tetrazolio), que é reduzido a TPF (trifenil formazan), mas existem outros
indicadores de degradacéao de hidrocarbonetos por microrganismos isolados de
diferentes ecossistemas. Entre eles, se pode citar o indicador 2,6-
diclorofenolindofenol (DCPIP) (Mariano et al., 2007) e o violeta de iodo-

nitrotetrazélio (INT) (Haines, et al., 1996) que sao indicados para testes rapidos
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de caracterizacao dos potenciais degradadores de biodiesel ou 6leo diesel. O
principio deste teste baseia-se na oxidagcdo microbiana dos hidrocarbonetos,
em que elétrons sao transferidos até aceptores como oxigénio, nitrato e sulfato.
Ao incorporar um aceptor artificial de elétrons, como o DCPIP, ao meio de
cultura, é possivel averiguar a capacidade dos microrganismos em utilizar
hidrocarbonetos como substrato, pois a oxidacdo microbiolégica dos
hidrocarbonetos acarreta na mudanca de cor do meio de cultivo, de sua forma
reduzida, para sua forma oxidada (Souza, et al., 2005; Mariano et al., 2007,
Vieira et al., 2007).

A capacidade de fungos em se desenvolver em diesel metropolitano
e meio mineral Bushnell-Haas foi avaliada por Bento & Gaylarde (2001), que
constataram o crescimento de Hormoconis resinae, Aspergillus fumigatus,
Candida silvicola nestas condi¢cées, a avaliacdo do crescimento do fungo
Paecilomyces variotii indicou a incapacidade deste fungo em se desenvolver
em tais condigdes. O fungo Paecilomyces variotii, embora nao tenha
apresentado crescimento significativo em 6leo diesel no presente trabalho
desenvolveu-se nas misturas de diesel e biodiesel, e ao final dos 60 dias, o
maior crescimento foi na mistura B20. Bento et al. (2005) avaliaram o
crescimento de Aspergillus fumigatus em frascos com capacidade para 100mL,
que continha 30 mL de meio mineral Bushnell-Hass e 5 mL de 6leo diesel, no
primeiro més a produgéo de biomassa foi similar a obtida no presente trabalho,
no entanto, ao final de 60 dias, no trabalho realizado por Bento et al. (2005) a
biomassa produzida chegou a 60mg. A diferenca no crescimento do
microrganismo pode estar relacionado as condi¢gbes de cultivo a que ele foi

submetido, e as caracteristicas da cepa utilizada. Neste estudo, utilizou-se
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25mL de diesel/biodiesel e 25mL de Meio Minimo Mineral, em frascos de
150mL, nestas condi¢des, quando comparado ao estudo de Bento et al. (2005),
temos uma situacdo em que a concentracdo de oxigénio é limitada pela
camada de 6leo sobre o meio mineral, o que pode ter influenciado no
desenvolvimento do fungo. Segundo Passmann (2003), no Manual ASTM 47, o
oxigénio é citado como um fator limitante ao desenvolvimento de populagdes
microbianas aerdbias em sistemas de estocagem, porém, ao mesmo tempo,
pode favorecer o desenvolvimento de populagdes anaerdbias, como as
bactérias redutoras de sulfato (BRS). Embora a cepa utilizada neste trabalho
tenha sido isolada de tanque de armazenamento do Oleo diesel, e sua
capacidade de utilizar este 6leo como fonte de carbono e energia tenha sido
constatada, sua manutencdo em agar malte, pode ter provocado a perda da
capacidade de degradacao. De acordo com a literatura o método escolhido
para o armazenamento de cepas de microrganismos tem influéncia direta na
expressao de suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas, e pode, inclusive,
promover alteracées genéticas (Abadias et al., 2001).

As condicbes de cultivo a que um microrganismo é submetido,
influenciam diretamente seu crescimento, assim, a disponibilidade de uma
fonte de carbono e energia, nutrientes e fatores como pH contribuem
significativamente na formacao de biomassa se observou no crescimento de
Aspergillus fumigatus e Paecilomyces sp. em caldo malte, acompanhado
durante 60 dias, indica a influencia das condicbes de cultivo sobre o
desenvolvimento fungico.

O potencial de degradacao de produtos derivados de petréleo, como

6leo diesel, querosene, 6leo lubrificante e de biodiesel por leveduras, tem sido
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investigado entre varias espécies, podendo-se citar 0s microrganismos
pertencentes aos géneros Rhodotorula sp., Candida sp. (Bento et al., 2005;
Miranda et al., 2007; Cruz, et al., 2008), como ao mais frequentemente citados
na literatura. No presente trabalho, também foi investigado o potencial de
leveduras em degradar diesel/biodiesel, neste sentido, verificou-se um aumento
da biomassa de ambas as leveduras, nas duas misturas avaliadas, B20 e
B100. A capacidade de crescimento em 6leo de diesel e meio mineral, por
Candida silvicola fora avaliado por Bento et al. (2005), que verificaram a
capacidade da levedura em crescer, utilizando o diesel como fonte de carbono,
e verificaram que a producdo maxima de biomassa foi 10%célulasml”, aos 7
dias de incubacdo, a partir de uma concentragéo de 10°célulasml™. Miranda et
al. (2007), acompanharam a formacao de biomassa de Rhodotorula aurantiaca
e Candida ernobii durante um periodo de 20 dias de aclimatacao ao 6leo diesel
(Unica fonte de carbono e energia), para isso variaram a concentracao de 6leo
diesel de 2% para 12% em meio mineral Busnehll-Hass, constatando ao final
do experimento que a biomassa formada por R. aurantiaca, foi 4 vezes maior
gue a biomassa formada por C. enorbii. No presente trabalho, a concentracao
inicial de células foi de 10%célulasml™ (contagem em camara de Neubauer) e
verificou-se que Rhodotorula sp., atingiu 10'® UFC.mL'em B100, enquanto C.
silvicola se manteve em 108 UFC.mL'. Contagem em torno desse valor
também foi feita em B20, para C. sivicola, e para Rhodotorula sp. em torno de
10" UFC.mL", apés 7 dias de cultivo. Embora o acompanhamento do
crescimento das leveduras, em meio GYMP, tenha sido feito apenas durante
48 horas, foi possivel perceber que em condi¢gdes em que a fonte de carbono

estda prontamente disponivel para ser incorporada pelo metabolismo dos



91

microrganismos (como proporcionado pelo meio GYMP), o crescimento
populacional de Candida silvicola e de Rhodotorula sp. ocorreu de forma mais
rapida, quando comparada ao crescimento em condicdes cuja Unica fonte de
carbono e energia foi diesel e biodiesel. Neste sentido a populacdo de C.
silvicola, em 24 horas, foi estimada em 10°UFC.mL", e a populacdo de
Rhodotorula sp. em torno de 108 UFC.mL™.

5.1.2 Fase aquosa

O objetivo de acompanhar as modificacbes nas medidas de tensao
superficial da fase aquosa oriunda do crescimento microbiano na presenca de
6leo diesel foi de detectar a producado de compostos com acao surfactante, a o
acompanhamento através do indice de emulsificacdo (IE 24%), foi realizado
para se detectar a produgao de compostos com acdo emulsificante. Ambas séo
utiizadas para detectar-se a producdo de biossurfactantes pelos
microrganismos. Ao reduzir a tensdo superficial e emulsificar, e promover a
solubilizacao dos hidrocarbonetos ou compostos insollveis em agua, facilita o
crescimento dos microrganismos nestes substratos (Desai & Banat, 1997;
Banat et al., 2000; Mulligan, 2005; Singh et al., 2007). Neste sentido, os
biossurfactantes podem afetar a velocidade de biodegradacdo de
hidrocarbonetos de duas formas: (i) aumentando a solubilizacdo nas moléculas
na fase aquosa, e (i) modificando a afinidade entre as células dos
microrganismos e os hidrocarbonetos, ao aumentar a hidrofobicidade celular
(Luis et al., 2000; Mehdi & Giti, 2008; Paria, 2008). Dessa forma, as moléculas
biossurfactantes estdo envolvidas no processo de disponibilizacdo de
substratos insollveis para a célula (Luis et al., 2000; Mulligan, 2005; Singh et

al., 2007; Paria, 2008).
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A reducdo da tensdo superficial das fases aquosas pode estar
relacionada a presenca de ésteres de acidos graxos (Biodiesel) nos
tratamentos, devido a semelhancga entre sua estrutura quimica com a estrutura
de alguns tipos de surfactantes, uma vez que os surfactantes possuem uma
estrutura comum: uma porcao lipofilica usualmente composta por cadeia
hidrocarbbnica de um ou mais acidos graxos, que podem ser saturados,
insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a uma porcao hidrofilica, que
pode ser um éster, um grupo hidréxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato
(Cameotra et al., 1998; Bognolo, 1999). Neste sentido, os ésteres de acidos
graxos podem formar associagdes ordenadas na interface 6leo agua e assim
reduzirem a tensado superficial, tal qual um surfactante (Nitschke & Pastore,
2002).

Neste trabalho, os ensaios com Candida silvicola e com Rhodotorula
sp. apresentaram microemulsdes na fase oleosa, em B100, embora nédo se
tenha obtido resultados de emulsificacdo com o |IE 24%. Essas microemulsdes
indicam que as leveduras podem produzir alguma molécula com capacidade de
emulsificacdo. Embora se tenha observado reducdo das medidas de tensao
superficial, em B100 de 53,8mN.m™ para 35,3mN.m™", para Candida silvicola; e,
para 36,9mN.m™, para Rhodotorula sp., e os resultados tenham apontado
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle (43,5mN.m™),
a reducao da tensao superficial e a emulsificacdo da fase oleosa, podem estar
relacionadas a um composto produzido pelas leveduras em B100, ou pode
estar associado a composicao do biodiesel. A producéo de biossurfactantes por
algumas espécies de leveduras pertencentes ao género Candida tem sido

relatada e estudada utilizando 6leos de origem vegetal (Thanomsub et al.,
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2004; llori et al., 2008) e indicando a capacidade de emulsificacdo da fase
oleosa, caracteristica atribuida aos surfactantes de alto peso molecular,
chamados de bioemulsificantes, formados por polissacarideos, nao
apresentando a composicao anfipatica, ou seja, uma porcao hidrofilica e outra
hidrofébica. No meio aquoso estes bioemulsificantes, sdo responsaveis pela
formagao e estabilidade da emulsdo, porém ndo causam necessariamente a
reducdo da tensdo superficial. (Bento et al., 2008). DeMello et al., 2007
conduziram experimentos para comparar o 6leo diesel com misturas de diesel
e biodiesel, em relacdo a capacidade de promover a dispersdo da fase oleosa
ou exibir estabilidade de emulsdes da fase oleosa, e verificaram que os ésteres
de acidos graxos aumentam a estabilidade de pequenas gotas de 6leos na
agua ao diminuir a tensao superficial da agua e, consequientemente, reduzindo
sua re-agregacao.

De uma forma geral, ndo foram observadas reduc¢des significativas
das medidas de tensdo superficial, a0 compararmos os tratamentos na
presenca do fungo A. fumigatus e Paecilomyces sp. e seus respectivos
tratamentos controle (em que nao houve inoculacado do fungo). O tratamento
controle foi utilizado para a comparacdo com os tratamentos em que os fungos
foram inoculados, considerando-se que podem ocorrer alteracées por fatores
abidticos, tanto na fase aquosa quanto na fase oleosa. A maior reducgao
ocorreu aos 7 dias de incubagao, no tratamento B0, na presencga de Aspergillus
fumigatus, em que o controle apresentou a medida de 51,5mN.m™”, e o
tratamento com o fungo apresentou a medida de 39,7mN.m™, indicando a
producdo de algum composto com caracteristicas de reduzir a tensao

superficial. Porém, nos demais tempos, as medidas foram semelhantes entre o
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tratamento com o fungo, e sem o fungo. Ao final dos 60 dias, a medida de
tensdo superficial do tratamento foi de 50,6mN.m™, e do controle, foi de
48, 4mN.m™. Lemos & Pereira (2004), avaliaram a producdo de tensoativos,
realizada com in6culo fungico de Aspergillus niger e Penicillium corylophilum,
em trés formulacdes de meio mineral, contendo 6leo de soja. Ap6s 30 dias,
obtiveram valores diferentes nas medidas de tenséo superficial para cada meio
testado, para ambos fungos, e P. corylophilum foi capaz de reduzir a tensao
superficial a um valor inferior a 40,0mN.m™, atingindo o valor de 36,2mN.m™,
no meio mineral em que fora adicionado exirato de levedura. Tanto neste
trabalho, quanto no estudo desenvolvido por Lemos & Pereira (2004), os
fungos avaliados nao demonstraram capacidade de producdo de
biossurfactantes, quando a Unica fonte de carbono foi o éleo diesel, ou, neste
trabalho, misturas de diesel e biodiesel. Varios fatores podem influenciar os
valores de medidas de tensdo superficial, algumas substancias do meio de
cultura, como a peptona ou solventes como o0 metanol ou etanol, podem reduzir
a tensao superficial na auséncia de um surfactante (Miller & Zhang, 1997).
Embora ndo tenha sido observada uma reducgdo significativa das
medidas de tensdo superficial, em comparacdo ao tratamento com o fungo e
seu controle, sem o fungo, observou-se que aos 21 dias de cultivo de A.
fumigatus, nos tratamentos na presenca de biodiesel, houve uma reducédo das
medidas para valores inferiores a 40,0mN.m™, tanto na presenca quanto na
auséncia do fungo. Os menores valores foram nos tratamentos B10 e B20, no
tratamento controle, atingindo o valor de 34,0mN.m™, em B100. No ensaio
realizado para Paecilomyces sp. pbde-se observar um comportamento similar,

ou seja, em tratamentos controle, a medida da tensao superficial foi inferior ao
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tratamento em que o fungo estava presente, indicando que nas condi¢cdes de
cultivo utilizadas no experimento, a cepa do fungo A. fumigatus e do fungo
Paecilomyces spp nao produziram biossurfactantes. As medidas de tensao
superficial, nos experimentos de crescimento em caldo malte, foram bem
diferentes, o tratamento controle apresentou a medida de 51,0mN.m™, ao final
de 60 dias, na presenca de Aspergillus fumigatus a medida de tensao
superficial foi de 61,4mN.m™, e no tratamento com Paecilomyces sp., ocorreu a
reducdo para 28,5mN.m™.

O biodiesel tende a sofrer alteracbes nas suas propriedades ao longo
do tempo devido a reacdes de natureza hidrolitica e oxidativa com o meio
ambiente. O processo de degradacao oxidativa, também conhecido como
rancificagdo oxidativa, ocorre com o biodiesel proveniente de plantas
oleaginosas, por ser composto por ésteres de &cidos graxos insaturados
(linoléico e linolénico) que sao sensiveis a oxidagao (Dunn, 2005; Liang et al.,
2006; Cavalcanti, 2007, Leite et al., 2007). Esses ésteres sob influéncia de
condigbes abidticas como calor, radiagdo UV, umidade, ar atmosférico e
metais, mesmo que por pouco tempo, induzem o biodiesel ao processo
oxidativo, formando radicais livres, combinacdo com oxigénio, formacéo e
clivagem de peroxidos nas insaturagées, liberagdo de aldeidos, &cidos
carboxilicos e polimeros (Knothe, 2007). Neste sentido, o controle de qualidade
do biodiesel leva em consideragéo o indice de acidez do produto que revela o
estado de conservacdo do Oleo, definido como o numero de mg de KOH
necessario para neutralizar os acidos livres de 1 grama da amostra. Neste
estudo o pH foi um dos parametros utilizados para acompanhar o crescimento

dos microrganismos no meio Oleo diesel, misturas de diesel e biodiesel e
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somente biodiesel, e também foi acompanhada nos tratamentos denominados
controles, a fim de se verificar a elevacédo da acidez no meio aquoso devido a
fatores abioticos. A presenga de compostos com caracteristicas acidas em um
tanque de armazenamento pode comprometer a qualidade final do
combustivel, além de levar a corrosao interna dos tanques.

Nos ensaios de crescimento com Aspergillus fumigatus e
Paecilomyces sp. ap6s 60 dias de incubacdo ndao se observou uma reducao
significativa das medidas de pH. Aspergillus fumigatus € citado como um fungo
deteriogénico de combustiveis e conhecido pela reducdo do pH da fase
aquosa, pois durante a degradacdao dos hidrocarbonetos ha formacao de
metabdlitos, que podem provocar a reducdo da medida do pH na fase aquosa
(Bento & Gaylarde, 2001; Passmann, 2003; Bento et al, 2005). Aléem dos
produtos metabdlitos formados durante o crescimento em hidrocarbonetos, a
reducao do pH pode estar relacionada a lises celulares, produtos poliméricos e
acidos orgéanicos (Parbery, 1970). Bento et al. (2005) verificaram em ensaio
com Oleo diesel e meio mineral Bushnell- Hass, com o fungo Aspergillus
fumigatus, a reducdo das medidas de pH da fase aquosa, apds 60 dias de
incubacgéo, de 7,0 para 4,8, a autora detectou a presenca de uma série de
metabdlitos, como alcoois e cetonas, além de acidos, como o &cido propiénico
na fase aquosa, através da técnica de microextracéo da fase sélida. Santos et
al. (2007) correlacionaram o aumento da acidez do 6leo bruto de dendé,
durante seu armazenamento, a presenca do fungo Paecilomyces variotii,
indicando que este fungo é capaz de biotransformar o 6leo e gerar acidos
graxos livres. Nos ensaios de crescimento das leveduras Candida silvicola e

Rhodotorula sp. as medidas de pH também nao reduziram de forma
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significativa, ao final de sete dias de incubag¢do, em meio minimo mineral e 1%
de B20 ou B100. Miranda et al. (2007) avaliaram o potencial de degradacgéo de
6leo diesel por leveduras (Rhodotorula aurantiaca e Candida ernobii), antes de
proceder aos ensaios de biodegradacdo as leveduras foram submetidas a
aclimatacao ao 6leo diesel (Unica fonte de carbono e energia), para isso
variaram a concentracao de 6leo diesel de 2% para 12% em meio mineral
Busnehll-Hass, em um periodo de 20 dias. Durante essa fase, o crescimento
das leveduras foi avaliado, e a medida de pH da fase aquosa, aos 7 dias de
cultivo, ficou em torno de 6,8 para as duas leveduras. Neste trabalho, tanto
para Candida silvicola quanto para Rhodotorula sp. em B100, a medida de pH
ficou em torno de 6,7;e, em B20, 6,8 para C. silvicola e 7,0 para Rhodotorula
sp. Na avaliagcdo do crescimento em caldo malte, ao final de 60 dias observou-
se que o pH do meio variou de 5,4 para 6,1, na presenca de Aspergillus
fumigatus; de 5,4 para 7,9, na presenca de Paecilomyces sp. E a variagao nas
medidas do pH do meio, devido ao crescimento das leveduras no meio GYMP,
foi a seguinte: na presenca de Rhodotorula sp. foi de 7,2 para 6,7; € na
presenca de Candida silvicola foi de 7,2 para 6,7, ao final de 48 horas.

Como a variacdo do pH foi muito pequena para todos os
microrganismos, e foi comprovado crescimento (aumento de biomassa),
sugere-se a ocorréncia de baixa concentracdo de metabdlitos acidos ou a
possibilidade de tamponamento do meio. Bento (2001) testou o efeito tampéao
do meio mineral com fosfatos (KH2PO, e K:HPOQO4) presentes no meio mineral
Bushnell-Hass, e observou o efeito tamponante da solucéo, através da adicao
de concentragdes crescentes de um &cido (HCI 0,1N) e de uma base (NaOH

0,1N), verificando que para ocorrer variagao, de 7, 2 para 6,4, foi necessario a
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adicéo de 1 mL de HCI (0,1 N) em 50 ml de meio Bushnell-Hass. Para avaliar o
efeito tamponante dos fosfatos presentes no Meio Mineral M1, utilizado nos
experimentos deste trabalho, conduziu-se um ensaio conforme sugerido por
Bento (2001). Desta forma o poder tamponante do meio mineral utilizado neste
estudo pode ser vizualizado na Tabela 5. Para haver uma reducédo no pH do
meio minimo mineral de 7,1 para 6,7, foi necessario adcionar 0,2 mL de HCI a
1N. A concentragdo de fosfatos do Meio Mineral M1 é de 4,45 g.L". Neste
trabalho a producgao de acidos pelos microrganismos, pode ter sido mascarada
pelo poder tamponante do meio Mineral M1, da mesma forma, caso tenho
ocorrido a formacgao de acidos, por um processo de degradacao abibtica (nos
tratamentos controles), o efeito de reducdo do pH também pode ter sido
influenciada pela presenca dos fosfatos no meio mineral.

5.1.3 Fase oleosa

A degradacao microbiana dos ésteres de acidos graxos depende da
interacdo de uma variedade de parametros como: composicao do biodiesel,
temperatura, aporte de nutrientes, demanda de oxigénio, microrganismos com
potencial de degradagédo. A biodegradabilidade de biodiesel tem sido relatada
na literatura e citada como uma caracteristica positiva deste combustivel de
fontes renovaveis de energia. Desta forma, DeMello et al. (2007), em estudo
sobre o comportamento de biodiesel e misturas de diesel e biodiesel em um
ambiente marinho, avaliaram os efeitos abidticos e da populagdo microbiana
sobre a degradacao dos acidos graxos e dos hidrocarbonetos em experimento
com agua do mar e B100, ou B8, B25 ou somente diesel, durante 53 dias de
experimento. Os ésteres de acidos graxos, das amostras contendo somente

B100, degradaram a um percentual inferior a 10% de sua massa original, em
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trés semanas de avaliacdo. Os controles das amostras (montados com agua do
mar autoclavada), ndo apresentaram mudancas na massa de ésteres de acidos
graxos durante o tempo de avaliacdo (53 dias). Zhang et al. (1998) verificaram
uma alta biodegradabilidade de biodiesel, em estudo sobre o comportamento
de degradacdo em ambiente aquatico, utilizando um in6culo constituido de
aguas residuais (esgoto), matéria organica de solo. Além disso, constataram
um percentual de degradacao de ésteres acima de 90%, em 28 dias. Em um
mesmo periodo de avaliagdo (4 semanas) Pasqualino et al. (2006), observaram
um percentual de 98% de degradacdo do biodiesel utilizando um indculo
proveniente de lodo ativado, de uma estagéao de tratamento de esgoto.

O fungo Aspergillus fumigatus é um importante contaminante do 6leo
diesel, com um papel importante na formacdo de biomassa na interface
6leo/agua (Bento & Gaylarde, 1996; Bento & Gaylarde, 2001), e é citado por
Bento et al. (2005) como degradador de 6leo diesel. A formacao de biomassa
de A. fumigatus ocorreu de forma significativa, em B100, aos 7 dias de
avaliacao, mantendo-se praticamente constante até o final dos 60 dias. Assim,
os valores de degradacdo encontrados, poderiam estar relacionados ao
desenvolvimento da biomassa nos primeiros dias da avaliacdo. Paecilomyces
variotti, citado por Santos et al. (2007), foi encontrado como um importante
contaminante do oOleo de dendé bruto, durante seu armazenamento, porém,
ndao foram encontrados na literatura citacbes sobre degradacdo de
combustiveis por fungos do género Paecilomyces sp. Embora este fungo tenha
apresentando continua formagdo de biomassa, ao longo dos 60 dias,
apresentou baixas taxas de degradacao. Neste sentido, os valores encontrados

podem estar relacionados ao fato da degradacao final estar relacionada com os
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valores de degradacdo dos ésteres de acidos graxos encontrados nos
tratamentos controles, ou seja, os tratamentos sem a adicao de inéculo, em
também foi observada a degradacdo de ésteres de acidos graxos. A
estabilidade dos componentes dos acidos graxos € influenciada por fatores
como a presenca de ar, calor, metais, peréxidos, luz, e a préprias
caracteristicas estruturais dos componentes, como a presenca de pontes
duplas de ligacdo (Knothe, 2007) Dependendo da matéria-prima, o biodiesel
pode conter mais ou menos acidos graxos insaturados em sua composicao,
assim, 6leos vegetais ricos em acidos oléicos (C18:1), linoléicos (C18:2) e
linolénicos (C18:3), como o 6leo de soja, conferem ao combustivel uma baixa
estabilidade a oxidagdo, devido a presenca destas cadeias insaturadas.
Cadeias de ésteres de acidos graxos que apresentam ligagdes insaturadas,
tem menor estabilidade oxidativa, influenciando diretamente na degradacao do
combustivel. Além disso, quando a agua esta presente em um sistema de
estocagem pode ocorrer a decomposicao hidrolitica do biodiesel, liberando
acidos graxos livres no sistema, o que por sua vez eleva o indice de acidez do
produto estocado, tornando-o ainda mais instavel (Schleicher et al., 2009). Em
estudo sobre a degradacdo de biodiesel em diferentes situacbes de
armazenamento, alterando fatores como temperatura, exposicdo ao ar e
presenca de agua, Leug et al. (2006) constataram que a presenca de agua
tende a aumentar a degradacao do biodiesel, através da hidrélise, embora os
outros fatores associados tenham efeitos maiores sobre a degradacao. Assim a
presenca da agua livre acarreta numa série de processos degradativos além de
promover o estabelecimento de uma biomassa na interface éleo agua, de

fungos, como observado neste trabalho.
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Outro fator que pode ser relacionado as baixas taxas de degradacgéao
pelos fungos filamentosos,neste trabalho, em relagcdo aos trabalhos realizados
por Zhang et al. (1998), Pasqualino et al. (2006), DeMello et al.(2007) € o
inodculo utilizados nos trabalhos A diversidade dos microrganismos utilizados
nos trabalhos citados é extremamente alta, e provem de locais em que a
microbiota estd em contato com diversificadas fontes de carbono, o que pode
favorecer a degradacado do combustivel. Neste caso pode-se inferir que possa
ocorrer cometabolismo das atividades de degradagcdo, onde espécies sao
responsaveis (competentes enzimaticamente) pela degradacao inicial de um
determinado substrato, disponibilizando-o para outras espécies que sao
incapazes de degradar. Trata-se de uma relacdo complementar de atividade
metabdlica, onde uma populacdo disponibiliza para outra o substrato
(Alexander, 1994).

As maiores taxas de degradacdo foram as apresentadas pelas
leveduras. Leveduras do género Candida e Rhodotorula, sdo citadas na
literatura como contaminantes de 6leo diesel, e também como degradadoras de
fracGes de hidrocarbonetos que o compdem (Bento et al., 2005; Miranda et al.,
2007). Candida silvicola apresentou a completa mineralizagdo dos acidos
graxos ao final de sete dias. Em estudo realizado por Owsianiak et al.(2009),
utilizando um consércio de bactérias isoladas de um local contaminado por
6leo, foi observado completa mineralizagédo dos metil-ésteres em misturas 50%
de biodiesel, ou mais, de diesel.

Pode-se observar que a fracdo C16 foi degradada por todos os
microrganismo avaliados. Neste sentido, Miller e Mudge (1997) também

observaram que alguns ésteres metilicos de acidos graxos (C18) insaturados
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eram degradados mais rapidamente do que os ésteres metilicos de acidos
graxos saturados, em experimentos que focavam determinar a efetividade do
biodiesel na remediacdo de derramamentos de 6leo cru no meio ambiente.
Lalman & Bagley (2001) concluiram em seu trabalho que a degradacao de
acidos insaturados (como linoléico e oléico) é mais favoravel energeticamente
do que para acidos saturados. DeMello et al. (2007), no entanto, observaram
que os ésteres de acidos graxos C16 (acidos saturados) eram degradados
mais rapidamente do que os ésteres de acidos graxos C18. Além de observar
as cadeias preferencialmente degradaveis, também pode se verificar que ao
final da avaliagdo pode ocorrer a formacdo de outros &acidos como Acido
Palmitico, Estearico, Oléico e Linoléico como produtos de degradacao ou de
metabolismo bacteriano (Vieira et al., 2007).

5.2 Controle do crescimento de microorganismos em misturas
de diesel e biodiesel

Como constatado neste trabalho, a adicdo de biodiesel aumenta a
formacao de biomassa na interface 6leo agua. Os problemas que essa
biomassa formada podem causar incluem o entupimento de bombas injetoras e
filtros nos motores, formacdo de sedimentos no tanque de armazenamento,
aléem de comprometer a qualidade final do combustivel. Neste sentido, uma
forma de evitar tais problemas esta relacionada com a avaliacdo de biocidas
para combustiveis. A demanda pelo uso de biocidas esta associada a garantia
de qualidade dos produtos industriais (Fairbanks, 2001, 2008). Segundo
Zaporali (2005) uma expectativa de vendas no setor de biocidas seria para a

preservacao durante a estocagem de biodiesel.
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A escolha por um determinado biocida, ndo esta relacionada
somente a concentragdo a ser aplicada. Algumas caracteristicas definem um
biocida ideal para combustiveis, como estabilidade quimica e térmica; atividade
biocida em concentragdes que nao afetem a qualidade do combustivel, afim de
manté-lo dentro das especificacdes, € que nao danifigue bombas, motor;
apresentar compatibilidade quimica e fisica com o combustivel e outros
aditivos; ser biodegradavel, atuar sobre amplo espectro de microrganismos; ter
boa solubilidade em agua e no 6leo, e apresentar boa relagdo entre custo-
beneficio da aplicacdo ao consumidor (Gaylarde, 1995; Gaylarde et al., 1999;
Chelossi & Faimali, 2006; Yemashova et al,, 2007). No entanto, dificilmente
sera encontrado um biocida que atenda a todas essas caracteristicas, por isso,
o critério de selecdao de um biocida deve ser rigoroso, de forma que ele
apresente a efetividade necessaria, atendendo a maioria das qualidades
listadas. Dependendo da finalidade de uso dos biocidas, eles devem ser
capazes de eliminar diversos de microrganismos como bactérias (bactericida),
fungos (fungicida) e algas (algicida). Esta exigéncia fez com que aparecesse,
no mercado, o conceito de polivaléncia dos biocidas, pois um composto
quimico pode ter acao sobre bactérias, mas nao necessariamente sobre fungos
e/ou algas (Gaylarde, 1995; Bento, 2001; Passmann, 2003). No Manual ASTM-
47 (Passmann 2003), € apresentada uma lista de microbiocidas aprovada pela
Agéncia de Protecdo Ambiental Americana, para uso em combustivel, que
apresenta uma variada composi¢do, oferecendo ao consumidor o mais
apropriado ao sistema a ser tratado.

As concentragbes minimas biocida e minima inibitéria direcionam a

aplicacao do biocida quanto a concentracdo de modo que nao seja aplicado em
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concentracdes acima das necessarias, ou numa concentracdo que nao seja
suficiente para controlar o desenvolvimento das populacdes (ANVISA, 2002;
Chelossi & Faimali, 2006; Cury et al., 2007). As concentracdes obtidas neste
trabalho através da CMI e da CMB mostraram-se eficientes no controle dos
microrganismos, quando aplicadas junto as diferentes formulacdes de diesel e
biodiesel, indicando que a determinacdo do perfil de suscetibilidade dos
microrganismos, através desta metodologia, pode servir de orientacdo para o
controle de populacbes em tanques de armazenamento. No entanto, como os
valores da CMI e CMB, sao determinados a partir de meios de cultura ricos em
nutrientes, utilizando-se organismos de laboratério, nem sempre as
concentracdes obtidas podem nao ser aquelas necessarias para controlar a
populagdo em outras condigdes no ambiente real (Gaylarde, 1995; Chelossi &
Faimali, 2006). Neste sentido, a concentracdo de biocida requerida para
controlar o crescimento de microrganismos €& afetada pela propria substancia a
ser tratada, pela natureza de seus componentes, e nas condicdes que o
biocida devera agir (Chelossi & Faimali, 2006). A acdo dos biocidas difere
também em relacdo a varios géneros de microrganismos devido aos
mecanismos de acao do biocida, como se pode verificar com os testes de CMB
e CMI. Entdo estes testes apenas orientam a faixa de suscetibilidade do
microrganismo aos seus ingredientes ativos, indicando a necessidade de
investigar a populacdo de cada sistema e ver sua suscetibilidade ao biocida a
ser aplicado, a fim de evitar que dosagens muito altas sejam utilizadas, ou
mesmo concentracdes que nao tenham eficacia sobre o sistema contaminado.
Neste sentido, uma medida a ser adotada é um constante monitoramento em

tanques de armazenamento, para se verificar se o biocida e o regime de
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tratamento adotado sédo eficientes, ndo somente logo ap6s o processo de
descontaminacao, mas também em intervalos regulares a fim de se verificar o
momento em que a aplicacao deve ser retomada (Gaylarde,1995; Passmann,
2003).

Um das exigéncias de um bom biocida que se pode ressaltar € com
relacdo ao coeficiente de particdo (ou seja, solubilidade em agua e no 6leo),
pois apresenta um papel importante em dois aspectos, velocidade de
efetividade e tempo de preservacao. O coeficiente de particdo de um biocida,
descreve a afinidade que o biocida tem pela fase combustivel ou pela fase
agua. Um biocida que tem alto coeficiente de particdo, pode favorecer a fase
combustivel mais do que a fase aquosa e o de baixo coeficiente de particao
(maior afinidade pela agua), pode atuar mais na fase aquosa que no
combustivel (Dorris & Pitcher, 1988). Por isso, a avaliacao da efetividade dos
biocidas em um sistema contendo uma fase aquosa e uma fase oleosa, e
contaminado por uma populagcdo microbiana, como montado neste trabalho,
tornam-se imprescindiveis para se determinar a eficacia do produto.

O biocida isotiazolona vem sendo investigado com relacdo a sua
efetividade a baixas concentragdes com microrganismos isolados de 6leo
diesel contaminado, desde 1992. Os resultados obtidos neste estudo
corroboram com os encontrados na literatura. Bento & Gaylarde (2001) em
uma avaliacdo em laboratério de diferentes concentragbes do biocida
isotiazolona, observaram que 1 e 10 ppm de ingrediente ativo foram capazes
de prevenir o crescimento de microrganismos em meio Bushenll-Hass e 6leo
diesel, até 450 dias. No presente trabalho a concentracdo de 1,6ppm (ou

100ppm do produto) se mostrou eficiente, prevenindo o crescimento dos quatro
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microrganismos, inviabilizando as células e os esporos ap6s 15 minutos de
contato, em quase todas as misturas de combustivel avaliadas. A concentracao
de 5 ppm (ou 300ppm do produto) inviabilizou as células e os esporos ap6s 15
minutos, em todas as misturas. A concentracdo minima biocida sobre os
esporos de Aspergillus fumigatus foi de 250ppm. No estudo de Bento &
Gaylarde (2001) a levedura Candida silvicola foi caracterizada como um dos
microrganismos mais sensiveis as concentracées de 1 e 10ppm (ou 60 e 600
ppm do produto, respectivamente). Tal suscetibilidade a essas concentragbes
também foi verificada no presente trabalho.

No entanto, no presente trabalho, a concentracdo de 0,16ppm (ou
10ppm do produto) foi considerada esporicida pois detectou-se a inviabilidade
dos esporos fungicos, em no maximo 4 horas para A. fumigatus, e em até 48
horas para Paecilomyces sp. No entanto, os fungos Aspergillus fumigatus e
Hormoconis resinae no trabalho desenvolvido por Bento (2001), foram
caracterizados como mais resistentes, sugerindo uma maior concentracao e
tempo de contato do biocida para a inviabilidade do esporo. O biocida
oxazolidina de uma forma geral foi eficiente na inviabilizagdo das células de
leveduras e sobre os esporos fungicos, porém em sua eficiéncia esporicida ou
biocida foi observada apés um maior periodo de contato com os esporos e
células (quando se compara a atuacao de ambos biocidas na concentracao a
100ppm). Os mecanismos precisos da acdo esporicida tem sido pouco
estudados e podem envolver a interacdo de um ou mais sitios dentro da
membrana (capa que envolve o esporo), o cértex ou o protoplasma do
enddsporo ou esporo. Em geral, o mecanismo inicial de acdo dos biocidas em

relacdo ao esporo e a célula da levedura € correspondente ao das células
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vegetativas, com o comprometimento da superficie celular, através de reacdes
especificas com grupos tiol (-SH) presentes em proteinas (cisteina) da
membrana celular, inativando ou inibindo a sintese de esterdis (Bento, 2001).
Um biocida é considerado efetivo quando é capaz de atravessar o envoltério
celular e provocar danos irreparaveis, como a perda de constituintes celulares
(Diehl & Chapman,1999).

O tratamento de tanques de armazenamento com biocidas, para
evitar a contaminagcdo microbiana ou para erradicar uma populacédo
estabelecida, pode ser efetivo, mas exige um cuidado relacionado ao descarte
da agua de lastro, por exemplo, apds o tratamento. Além do descarte da agua,
podem ocorrer acidentes, como derramamento de 6leo, tanto no solo como em
corpos de agua, disponibilizando o biocida no ambiente. Os biocidas podem ser
degradados por fatores quimicos ou fisicos (pH, temperatura), bioldgicos
(atividades enzimatica) (Gaylarde, 1995). No entanto, quando o biocida nao
apresenta uma rapida degradacdo no ambiente (em compostos nao téxicos),
sem uma rapida dispersao no ambiente que resulte em uma baixa
biodisponibilidade aos organismos nao alvo, apresente minima toxicidade e
niveis minimos de bioacumulacdo aos organismos nao alvo, (Jacobson &
Williams, 2000; Chelossi & Faimali, 2006), pode ocorrer sérios danos
ambientais. Quando nao ocorre a inativacao do produto conforme previamente
indicado em informes técnicos fornecidos pela empresa produtora do biocida, a
presenca de residuos do biocida no ambiente, pode resultar na diminuicao da
suscetibilidade ou resisténcia dos microrganismos aos ingredientes ativos dos
biocidas (Gaylarde 1995, Russel, 2003; Cloete, 2003). Neste sentido, deve

haver uma preocupacdo quanto a biodegradabilidade do produto ou
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desenvolver produtos que tenham a capacidade de desativar o ingrediente
ativo presente no biocida, como a aplicacdo de nucledfilos como o meta-
bissulfito de sodio que atacam as isotiazolonas, resultando em sua clivagem
em acido alquil- malondmico, um composto inerte (Jacbson & Williams, 2000).
Os trabalhos de avaliacao da efetividade de biocidas sobre espécies
isoladas, contribuem para o conhecimento da suscetibilidade de determinados
grupos microbianos. No entanto, em tanques contaminados, ou seja, em um
sistema real, temos a presenca de um biofilme ja estabelecido (maduro) na
superficie dos tanques e na interface éleo/agua, produtos de corroséo e outras
substancias (organicas e inorganicas) decorrentes do crescimento microbiano.
A utilizacdo de biocida, neste caso, deve contemplar a presenca de um sistema
mais complexo com muitas interagbes a considerar na escolha da

concentragao..



6. CONCLUSOES

Os maiores valores de biomassa formada pelo crescimento dos dois
fungos filamentosos foram as formulagbes que continham o maior teor de
biodiesel, ou seja, B20 e B100, indicando que existe uma relacéo entre o teor
de biodiesel e a producédo de biomassa, indicando que a presenca do biodiesel
nas misturas testadas aumenta a suscetibilidade do combustivel a
contaminacao e crescimento microbiano.

As medidas de tensao superficial e o indice de emulsificagcdo nao se
mostram adequados para detreminar a producdo de biossurfactantes,
indicando quem nas condicbes estabelecidas, provavelmente ndo houve
producdo de biossurfactantes pelos fungos filamentosos. No entanto, as
leveduras podem ter produzido algum composto com caracteristicas
surfactantes.

Nao foram observadas reducdes significativas nas medidas de pH na
presencga dos microrganismos.

Candida silvicola apresentou maior capacidade de degradacdo do
biodiesel puro (B100).

As concentracdes determinadas por Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI) e da Concentragao Minima Biocida (CMB) foram eficazes no controle do
crescimento dos quatro microrganismos, em meio mineral com as diferentes

composigdes do combustivel testadas.



7. PERSPECTIVAS

Realizar ensaios de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas para avaliar a biodeterioragdo dos hidrocarbonetos, do éleo diesel,
e dos ésteres de &cidos graxos do biodiesel em BO, B5, B10 e B20,
caracterizando a fracdo consumida pelos microrganismos.

Avaliar a produgdo de enzimas que possam estar envolvidas no
processo de degradacao do biodiesel.

Investigar a producgéo de biossurfactantes pelas leveduras.

Caracterizar ao nivel de espécie os microrganismos Paecilomyces
spp. e Rhodotorula spp. que apresentaram capacidade de crescimento
significativo nos sistemas estudados por técnicas de biologia molecular.

Isolar e identificar, por técnicas de biologia molecular,
microrganismos de borras formadas em tanques de armazenamento das
misturas de diesel e biodiesel, e quantificar genes que estdo relacionados com
a biodegradacéo do biodiesel.

Avaliar o efeito da degradacdo de hidrocarbonetos (policiclicos
aromaticos e alcanos) em presenca de biodiesel.

Investigar metabdlitos  produzidos pelo metabolismo de
microrganismos, que apresentem capacidade de degradacao do combustivel, e
que possam acarretar danos ao tanque de armazenamento e as pegas do

veiculo.
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9. Anexos

9.1 Meios de cultura utilizados

9.1.1 Meio Minimo Mineral

Macronutrientes

KCI 0,7 g/L

KH,PO4 2,0 g/L ou K:HPO, 1,55 g/L
Na_HPO, 3,0g/L ou NaH,POs 2,9¢g/L
NH4NO3 1,0 g/L

Micronutrientes

MgSO4 4,0 g/L
MgSQO,4.7H.0 8,2 g/L
FeSOq4 2,0 g/L
FeSO4.7H,0 0,36 g/L
MnCl; 0,2 g/L
MnCl,.4H,0 0,31 g/L
CaCl, 0,2 g/L

pH 7,2



9.1.2 Agar malte
Extrato de malte
Peptona
Agar

pH 5,4

9.1.3 Caldo malte
Extrato de malte
Peptona

pH 5,4

9.1.4 Caldo GYMP
Extrato de malte
Extrato de levedura
Fosfato de s6dio monobasico

Glicose

9.2 Peso seco
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30g/L
5¢9/L

15 g/L

30g/L

5¢9/L

20g/L
59/l
29g/L

20g/L

Curvas de crescimento com os fungos filamentosos

Célculo para a obtencao do crescimento fungico através do acompanhamento

de peso seco em fungdo do tempo de imersdo nos sistema fase aquosa/éleo

diesel.
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Peso inicial - Peso final = Variagao de massa (g)

A técnica utilizada de peso seco para o monitoramento do
crescimento fungico em sistemas com 6leo diesel, exige alguns cuidados que
sdo brevemente apresentados. E importante a observacdo dos passos
utilizados na obtencdo do valor final da biomassa quantificada, pois alguns

fatores podem interferir, tais como:

* incorporagdo de fragcdes de diesel a “biomassa quantificada”
decorrente da composicdo do combustivel, podendo ficar retida e causar
desvios na determinagdo, uma vez que nao sao volatilizadas a 70°C
(temperatura de secagem que foi colocado, os filtros com a biomassa). Por
esta razdo, apos a filtragem, a biomassa foi lavada com 15 mL de hexano.

* dificuldade de homogeneizagdo, decorrente da existéncia, nas
diversas etapas de cultivo de fracdo de hidrocarbonetos ndo degradada,
degradada parcialmente (formacdo de emulsédo na interface), e da presenca de
longas hifas na fase oleosa e de conidiosporos na fase aquosa.

9.3 Efeito tampao das solucées contendo fosfato:

As solucdes tampdes apresentam a propriedade de resistir a uma
modificacdo de pH, por efeito de uma diluicdo ou adicdo de pequenas
quantidades de acido ou base fortes. As solucbes mais usadas sao as
constituidas da mistura de &cidos fracos e seus sais ou de bases fracas e seus

sais.
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A capacidade tamponante de um par tampao depende ndo somente
da relagdo das concentracbes de seus componentes, mas também das
concentracoes efetivas destes componentes. No presente caso temos:

KH2PO4 2,0 g/L ou KyHPO, 1,55 g/L
NagHPO4 3,0g/L ou NaH2P04.HQO 2,9 g/L
Em termos mais qualitativos, a capacidade tamponante € definida

como sendo o numero de moles de base forte requerida para ocasionar o
incremento de uma unidade de pH em 1 litro de solucdo tampéo. Na pratica
utiliza-se solugcdes tampdes com os componentes em concentracdes de 0,05 a
0,2 M.

9.4 Degradacao de ésteres de acidos graxos

Célculo para a obtencao da percentagem de degradacao do biodiesel
(B100), submetido aos ensaios de imersdo com os microrganismos testados,
com a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa.

Os dados obtidos como tempo de retencédo, area de cada pico e
percentual da &rea de cada pico foram calculadas através de um programa
especifico de um computador (em interface com o cromatdgrafo), que utiliza
métodos padrdes utilizados na cromatografia gasosa para o célculo das areas
dos picos (integracao das areas).

O percentual de degradacao de cada pico C16; C18; C18:1;C18:2;
C18:3; para cada microrganismo testado, foi calculado com base nos dados
fornecidos pelo programa de computador, em termos de % de area de cada
pico apresentado pelo controle. O controle corresponde ao biodiesel (B100)
submetido as mesmas condicdes de incubacdo que os demais tratamentos,
mas sem contato com microrganismo.

Exemplo: % de degradacao do pico C1 aos 60 dias
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* % da area do pico do C16 para o controle: 884826,50

* % da area do pico do C16 para o Aspergillus fumigatus: 749671,73

Temos: 884826,50--'100%

749671 ,73-----x

* Para saber o percentual de degradacao do pico Cy:

100-84,72= 15,27 %

Consideracoes sobre o Ensaio Controle: A importancia de se
realizar a analise cromatografica, com o hidrocarboneto que foi submetido as
mesmas condicdes da incubacdo com o0s microrganismos, reside no fato da
possibilidade de perdas decorrentes de evaporacdes, de cadeias carbbdnicas
durante o periodo de incubagao (Do Valle, 1991) ou até mesmo pela adsorcao
nas paredes dos frascos ( Olson et al., 1999). A autoxidacédo e a fotoxidagéao
pode mudar a natureza do hidrocarboneto, embora a magnitude estimada de
perda devido a esses processos varia mais rapido que a biodegradacao (Oslon
et al,, 1999). Caso contrario, poderao ocorrer interpretacdes falsas a cerca do
potencial de degradacgao das espécies microbianas em estudo.

9.5. Cromatogramas

9.5.1 Cromatogramas obtidos para a avaliacao da degradacao por

Aspergillus fumigatus
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9.5.2 Cromatogramas obtidos para a avaliacao da degradacao por

Candida silvicola
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9.5.3 Cromatogramas obtidos para a avaliacao da degradacao por

Rhodotorula sp.
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Cromatogramas mostrando a degradacgéao de biodiesel (B100) apés

7 dias de avaliacao. 1)Tratamento Controle (sem indculo). 2 e 3) Tratamentos

com incubacao de Rhodotorula spp.
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