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RESUMO

Mundialmente, a aviacao civil comercial utiliza o querosene de aviagdao que recebe
tradicionalmente especial atencédo durante a estocagem devido a suscetibilidade a
contaminacdo microbiana. Ainda ndo se conhece o impacto da introducéo do
bioquerosene (2,6,10 trimetil dodecano-farnesano) com relacdo a formacao de lodo
biolégico durante o armazenamento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
suscetibilidade do querosene, do bioquerosene e da mistura com 10% de
bioquerosene quanto ao desenvolvimento microbiano durante armazenamento
simulado. Foram conduzidos estudos de prospeccdo e identificagcdo de
microrganismos (ASTM D6974) com amostras de querosene e bioquerosene. Apés
a identificacdo dos microrganismos (fungos filamentosos, leveduriformes e bactérias)
foram realizados ensaios sobre o potencial de deterioracdo de combustivel,
utilizando o indicador redox DCPIP. O fungo Hormoconis resinae (F089) foi utilizado
como controle positivo. A levedura Exophiala phaeomuriformis (UFRGS Q4.2) foi
isolada das amostras de querosene e caracterizada como deteriogénica. Foram
realizadas curvas de crescimento em microcosmos (meio mineral BH e QAV, BioQAV
e mistura 10% BioQAV) com H resinae (F089) e E phaeomuriformis (UFRGS Q4.2)
durante 28 dias. A cada tempo amostral (0, 7 14 21 e 28 dias) avaliou-se: formagéo
de biomassa (interface) pH, tensdo superficial (fase aquosa) e degradacdo dos
hidrocarbonetos por GC-MS (fase combustivel). Os ensaios foram feitos em
triplicata. A maior producéo de biomassa pelo Hormoconis resinae foi em QAV (19
mg) apés 28 dias e pela Exophiala phaeomuriformis na mistura BIOQAV-QAV 10%
(70 mg) apoés 21 dias. Foram degradadas preferencialmente as fragoes de C9-C12
pelo H. resinae, no entanto para a Exophiala phaeomuriformis ndo foi detectada
degradacdo dos hidrocarbonetos avaliados. A condi¢cdo com o bioquerosene puro
(2,6,10 trimetil dodecano) ndo promoveu o crescimento (biomassa) dos fungos,
porém foi constatado a viabilidade dos esporos, durante os 28 dias do ensaio. A
presenca de bioquerosene em futuras misturas na indastria da aviacdo, continuara
exigindo da comunidade usuéaria, cuidados rigidos com as rotinas e boas praticas
durante o armazenamento dos combustiveis.

Palavras-chave: Biodegradacdo. Hormoconis resinae (F089). Exophiala
phaeomuriformis (UFRGS Q4.2). Biocombustivel de aviagdo. GC-MS.

! Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude,Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (171 p.) margo 2022.



BIOKEROSENE STORAGE STABILITY: MICROBIAL APPROACH?
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ABSTRACT

Worldwide, commercial civil aviation uses aviation jet fuel which traditionally receives
special attention during storage due to its susceptibility to microbial contamination.
The impact of the introduction of biojet fuel (2,6,10 trimethyl dodecane-Farnesane) on
the formation of biological sludge during storage is not yet known. The objective of
this work was to evaluate the susceptibility of jet fuel, biojet fuel (farnesane), and
10% farnesane blend to microbial growth during simulated storage. Prospecting and
identification studies of microorganisms (ASTM D6974) were conducted with jet fuel
and farnesane samples. After the identification of microorganisms (filamentous fungi,
yeasts, and bacteria) tests were carried out on the potential for fuel deterioration,
using the DCPIP redox indicator. Hormoconis resinae (FO89) was used as a positive
control. The yeast Exophiala phaeomuriformis (UFRGS Q4.2) was isolated from jet
fuel samples and characterized as deteriogenic. Growth curves were performed in
microcosms (BH mineral medium; jet fuel, farnesane, and 10% farnesane blend) with
H. resinae (F089) and E. phaeomuriformis (UFRGS Q4.2) for 28 days. The biomass
(interface), pH, surface tension (agueous phase) and degradation of hydrocarbons by
GC-MS (fuel phase) were evaluated using triplicates at 0,7,14,21 and 28 days. The
highest biomass production by H. resinae was in jet fuel (19 mg) after 28 days and by
E. phaeomuriformis in the 10% farnesane blend (70 mg) after 21 days. C9-C12
fractions were preferentially degraded by H. resinae, however, for E.
phaeomuriformis, no degradation of the evaluated hydrocarbons was detected. The
treatment using only farnesane (2,6,10 trimethyl dodecane) did not promote the
growth (biomass) of the fungi, but the viability of the spores was verified during the 28
days of the test. The presence of bio jet fuel in future blends in the aviation industry
will continue to require strict routine care and best practices fromthe user community
during fuel storage.

Keywords: Biodegradation. Hormoconis resinae (FO89). Exophiala phaeomuriformis
(UFRGS Q4.2). Biocombbustivel de aviagdo. GC-MS.

% Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Béasicas daSalde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (171 p.)
March, 2022.
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1 INTRODUCAO

A aviacdo civil comercial brasileira faz uso do querosene de aviagao
(QAV-A1), um combustivel utilizado em aeronaves para o transporte de passageiros,
e que tem a necessidade de homologacao e atendimento as especificacfes validas
em qualquer parte do mundo. O querosene de aviagdo é composto por
hidrocarbonetos (alifaticos e aromaticos), sendo um dos combustiveis mais
fiscalizados e certificados, com rotinas muito mais rigidas de manutencdo em
comparacao ao diesel, gasolina e etanol. Apesar do setor de aviacao contribuir com
uma porcentagem pequena na emissao de gases do efeito estufa, existe uma
preocupacao mundial com relagdo ao seu consequente impacto ambiental. Dessa
forma, os querosenes de aviacdo alternativos tém sido apresentados como uma
opcao para os combustiveis derivados do petrdleo. Varias rotas para obtencao
desses novos combustiveis vém sendo desenvolvidas, bem como analises técnico
econdmicas e de ciclo de vida. Alguns combustiveis de aviagdo alternativos podem
ser utilizados puros, ao passo que outros precisam ser misturados ao querosene de
origem féssil.

Os hidrocarbonetos presentes nos combustiveis podem ser utilizados
pelos microrganismos como fonte de energia, sendo o0s impactos do
desenvolvimento microbiano conhecidos desde o0 século passado. O
reconhecimento do crescimento microbiano nos combustiveis de aviacdo e suas
consequéncias datam da década de 50. Em 1958, um acidente com o avido
bombardeiro B-52 foi atribuido diretamente ao entupimento de filtros do sistema de
combustivel por contaminacdo microbiana. Posteriormente foi determinado que o
acumulo de lodo em tanques usados para armazenar combustiveis do tipo
querosene era uma consequéncia de falhas na manutencdo da qualidade final. Os
microrganismos podem ser introduzidos nos combustiveis a medida que os produtos
esfriam nos tanques das refinarias. Inicialmente, as altas temperaturas de destilacdo
fracionada, fazem com que o combustivel seja estéril naguele momento. No entanto,
durante a estocagem em tanques, bactérias, fungos e leveduras podem ser
transportados juntamente com particulas de poeira e goticulas de agua através das
aberturas do tanque. A presenca de agua € essencial para o crescimento e

proliferagdo de microganismos que podem utilizar os hidrocarbonetos presentes nos
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combustiveis como fonte de energia. Como consequéncia direta do crescimento dos
microrganismos nos sistemas com querosene de aviacdo, destacam-se: a obstrucao
dos filtros, interferéncia na separacdo combustivel/agua devido a producdo de
surfactantes microbianos e corrosdo dos tanques. Como formas de controle e
monitoramento s&o utilizadas atualmente rotinas rigidas de drenagem nos tanques,
biocidas e utilizagdo de kits que estimam a densidade das populagdes microbianas.
Desta forma, nas Uultimas décadas os problemas no combustivel de aviacéo
tornaram-se raros, a medida que os padrfes de conscientizacdo e manutencao
rigida das condicbes de estocagem sdo a garantia para a qualidade final dos
combustiveis. Neste sentido, este trabalho tem como objetivo avaliar a formacao de
lodo biolégico durante o armazenamento simulado em querosene fossil,

bioquerosene bem como na mistura 10% bioguerosene em querosene.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da adicdo de querosene de aviacdo alternativo
(bioquerosene) ao querosene de aviagao fossil durante o armazenamento simulado

com relacéo a formacao do lodo biolégico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar a prospeccéo, isolamento e identificagdo de microrganismos a
partir de amostras de combustiveis (querosene e bioquerosene) como
recebidos;

b) Avaliar o crescimento (producédo de biomassa) e medir o pH dos

tempos amostrais (7,14,21 e 28 dias);
Medir a tensdo superficial e estimar a degradacdo por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) dos compostos
do querosene, querosene de aviagdo alternativo (bioquerosene) e da
mistura 10% bioquerosene durante estocagem simulada (28 e 21 dias)
dos fungos Hormoconis resinae (F089) e Exophiala phaeomuriformis
(Q4.2 UFRGS).
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4 CAPITULO 1: PROSPECCAO, IDENTIFICACAO E CAPACIDADE DE
CRESCIMENTO DE MICRORGANISMOS DE QUEROSENE DE AVIAGCAO E
BIOQUEROSENE DURANTE A ESTOCAGEM SIMULADA

4.1 RESUMO

O RENOVABIO, especial incentivo e apoio governamental aos biocombustiveis,
permitirdo ao Brasil protagonizar a¢cdes que envolvem a reducdo das emissdes de
carbono. Atualmente, existe grande esforco na eleicdo de matérias-primas e
definicdo de melhores rotas para a producdo e viabilidade do bioquerosene
brasileiro. Como uma estratégia, a previsao da estabilidade ao armazenamento da
introducé@o do bioquerosene ao querosene estdo sendo avaliadas. O objetivo desse
estudo foi prospectar, identificar e avaliar a capacidade de crescimento de
microrganismos em querosene e bioguerosene de aviagcdo em estocagem simulada.
A partir de amostras dos combustiveis, realizou-se a prospeccédo, caracterizacao e
identificacdo de microrganismos. Avaliacdes do crescimento utilizando indicador
redox-DCPIP e producdo de biomassa em microcosmos, constituidos por fase
aguosa (meio mineral) e fase combustivel: querosene (QAV), bioquerosene
(BioQAV) e misturas bioquerosene (10%; 20%), foram realizadas durante 28 dias.
Foram identificados pelo método de sequenciamento do DNA, os fungos
filamentosos Penicillium sp, Talaromyces diversus, Cladosporium halotolerans, P.
citrinum, Fusarium merismoides, Curvularia spicifera, Cercospora gerberae e 0s
fungos leveduriformes Exophiala phaeomuriformis e Aureobasidium namibiae. O
fungo filamentoso Hormoconis resinae (F087) foi utilizado como controle positivo nos
ensaios, e mostrou a maior producdo de biomassa em querosene e a menor em
bioquerosene, com menor tempo de viragem do indicador redox-DCPIP (48 horas)
no querosene. De acordo com os resultados preliminares, a producao de biomassa
foi variavel entre os fungos avaliados e esta relacionada aos diferentes combustiveis
bem como as suas misturas. Desta forma, a presenca de bioquerosene continuara
exigindo da comunidade usuéria de aviacao, cuidados rigidos com as rotinas e Boas

Préaticas durante o armazenamento destes combustiveis.

Palavras chave: Contaminacdo microbiana. Estocagem; Mistura querosene-

bioquerosene.
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ABSTRACT

RENOVABIO is a special incentive and governmental support for biofuels, and willallow
Brazil to carry out actions that involve the reduction of carbon emissions. Currently,
there is a great effort in the choice of feedstock sources and definition of better routes
for the production and viability of Brazilian biojet fuel. In this sense, the prediction of
storage stabilityfrom the introduction of biojet fuel to jet fuel is being evaluated. The
objective of this study was to prospect, identify and evaluate the growth capacity of
microorganisms in jet fuel and biojet fuel in simulated storage. The prospection,
characterization and identification of microorganisms was carried out from fuel
samples. Growth assessments were conducted using redox-DCPIP indicator and
biomass production in microcosms, one of wich, consisting of agueous phase (mineral
medium) and fuel phase: jetfuel (QAV), biojet fuel (BioQAV) and biojet fuel blends
(10%; 20%), for 28 days. The filamentous fungi Penicillium sp, Talaromycesdiversus,
Cladosporium halotolerans, Penicillium citrinum, Fusarium merismoides, Curvularia
spicifera, Cercospora gerberae and the yeast fungi Exophiala phaeomuriformis and
Aureobasidium namibiae were identified. The filamentous fungus Hormoconis
resinae (FO87) was used as a positive control in the tests. According to preliminary
results, biomass production was variable among the fungi evaluated regarding the
addition of biojetfuel (2,6,10 trimethyldodecane) to commercial jet fuel. In this way, the
presence of biojet fuel willcontinue to demand from the aviation user community and

the good housekeeping is essential.

Key words: Microbial contamination. Storage. Jet fuel-biojet fuel blend.

4.2 INTRODUCAO

Historicamente, o0 querosene de aviagdo sempre recebeu especial
atencdo durante a estocagem, devido a possibilidade de incorporacdo de agua e
suscetibilidade & contaminagcdo microbiana (Gaylarde et al., 1999; Raikos et al.,
2012; Passman, 2013; Martin-Sanchez et al., 2018). Os impactos da contaminacao
microbiana sdo dependentes do tipo de combustivel; tempo de estocagem; adi¢éo
de aditivos e rotinas adotadas na manutencdo. A aviagao civil comercial utiliza o
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querosene de aviagdo (QAV-Al no Brasil), um combustivel de uso em aeronaves
para o transporte de passageiros, com a necessidade de homologagcdo e
atendimento a especificacdes validas em qualquer parte do mundo. O querosene de
aviacdo pode receber a adicdo de aditivos especiais com propriedades
anticongelantes; antimicrobianas; antiestaticos e anticorrosivos (Robbins & Levy,
2005). O querosene de aviacdo é composto por hidrocarbonetos (alifaticos e
aromaticos) sem aditivos de coloracdo, que podem ser utilizados pelos
microrganismos em seu crescimento em condi¢cdes consideradas inadequadas de
armazenamento (Raikos et al., 2012). O QAV Al é considerado um dos
combustiveis mais fiscalizados e certificados, com rotinas mais rigidas de
manutencdo em comparacdo ao diesel, gasolina e etanol. Os problemas e
consequéncias relacionados a contaminacdo microbiana em tanques de estocagem
de querosene de aviacdo datam do século passado. Os primeiros relatos sobre a
natureza microbiana dos residuos formados no armazenamento em querosene de
aviacdo foi realizado por Bakanaukas (1958) nos Estados Unidos e no Brasil por
Gutheil (1966). Na Figura 1 é apresentada uma linha do tempo sobre principais
eventos relacionados ao querosene (deteccdo, monitoramento) e bioquerosene

(iniciativas).

1 Relato 1* Trabatho e Aviation
T, b= e
we  JATA &

o

1895 1945 1958 2003 2005

;

/}
1’) 1932 1954 1966

.

Figura 1 — Principais eventos relacionados a participacdo microbiana durante a estocagem no mundo
e no Brasil com querosene de aviagdo e bioquerosene. Fonte: Cedida por Dra. Fatima Menezes
Bento.
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ApOGs o processo de refino do petrdleo cru, o querosene como um dos
produtos da destilagdo fracionada € isento de qualquer contaminagdo. Porém, na
condicdo de armazenamento em tanques na refinaria ou nos caminhfes tanques
que transportardo o combustivel ou ainda no terminal das empresas distribuidoras
no aeroporto pode ocorrer o inicio da contamina¢cdo com microrganismos (carreados
pela poeira, ar e umidade) (Baena-Zambrana et al., 2013; Passman et al., 2013)
(Figura 2).

SISTEMA DE DISTRIBUICAO E ARMAZENAMENTO
DE COMBUSTIVEL DE AVIACAO

= o

-

Figura 2 — Visualizacdo do sistema de armazenamento de distribuicdo de combustiveis| de aviacgao,

da refinaria ao tanque da aeronave. Fonte: Adaptada de Wipro, 2022.

A presenca de agua no tanque de combustivel ocorre pela condensacéo
da umidade, formando agua na fase livre, no fundo dos tanques, fundamental para o
crescimento de microrganismos com capacidade de se desenvolver as expensas do
carbono presente nos hidrocarbonetos. Os fungos (flamentosos e leveduriformes) e
bactérias (aerébias e anaerdbias) podem formar consorcios microbianos (diferentes
espécies), degradando o combustivel ou seus aditivos, removendo o oxigénio,
solubilizando compostos (Figura 3).

A principal consequéncia do crescimento microbiano é a producdo de uma
biomassa, que se concentra principalmente na interface combustivel-fase aquosa,
causando a degradacdo dos hidrocarbonetos e producdo de metabdlitos (acidos
organicos e inorganicos) que podem provocar a corrosdo dos tanques. Neste

sentido, a estratégia de monitoramento permitird informar se o sistema de



73

estocagem com relacdo a presenca de microrganismos encontra-se em condi¢cdes
aceitdveis ou de alerta, exigindo por exemplo uma acdo de remediacdo. O
monitoramento da contaminacdo microbiana para combustiveis pode ser conduzido
com metodologias que estimam o numero de microrganismos, tanto na fase
combustivel ou na fase aquosa seguindo Normas internacionais (IP 385; ASTM
D6974 e ASTM D7687). Neste ano, a primeira Norma Brasileira ABNT 16732-19
(Combustiveis liquidos e sistemas associados - Requisitos para prevencéao,

monitoramento e controle de contaminacdo microbiana) foi homologada.

7 %
( 30 ppm

2°
Sle

Nutrientes; temperatura,
pH

Figura 3 — Aspecto ilustrativo de um tanque aéreo de estocagem de querosene, em situacdo
inadequada, devido a a presenca de agua livre (& esquerda), & direita, as condigbes encontradas para
a formagédo de lodo bioldgico: presenga de agua (1°); fungos e bactérias nativos (2°); disponibilidade

de nutrientes minerais, temperatura e pH (3°). Fonte: Cedida por Dra. Fatima Menezes Bento.

O teste mais moderno de deteccdo de contaminacdo microbiana em
querosene foi homologado como Norma ASTM D6974-16, a partir de uma patente
de 2004 (US 2004/0115748 Al). Trata-se de uma primeira geracao do teste,
abordando a deteccdo de composto produzido pelo fungo Hormoconis resinae,
durante seu crescimento no querosene. Uma segunda versao do teste, também
detecta a presenca de outros microrganismos, como fungos e bactérias. Trata-se de
um teste com grande acuracia, com resultados rapidos (10 minutos) e que nao exige
treinamento por parte da equipe nem equipamentos especiais. Como forma de
controle e prevencdo s&o indicados procedimentos que envolvem a drenagem
regular da adgua formada (Norma ABNT NBR 15.512;15.216), limpeza dos tanques e
0 uso de biocidas. A IATA (Associacao de Transporte Aéreo Internacional) aprovou

moléculas antimicrobianas (mistura de isotiazolonas e mistura de dioxiborinanos)
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para uso exclusivo no querosene de aviagdo, armazenado em tanques dentro das
aeronaves. Embora aprovados pelo IATA, o uso destes produtos biocidas comerciais
devem ser liberados pelas agéncias regulatérias de cada pais. De acordo com
Passman (2019) a American Society of for Testing and Materials (ASTM) vem
desenvolvendo orientagbes para avaliar testes que nao utilizem a cultura de
microrganismos como método de referéncia em amostras de combustiveis e de 4gua
associada a combustiveis. As orientacbes (ASTM Practice D6300) baseiam-se em
avaliacdes interlaboratoriais de testes que quantificam o ATP intracelular, método
(ASTM D7687) e testes que utilizam a técnica de imunocromatografia de fluxo lateral
(ASTM D7080/2016).

Os combustiveis de aviacdo derivados de biomassas renovaveis sao
considerados uma alternativa promissora em relacdo aos combustiveis de aviacdo
convencionais. O bioquerosene € um combustivel renovavel, tendo desempenho
testado e aprovado em vdos desde 2012. Ainda ndao se conhece o impacto da
introducdo do bioquerosene ao querosene em possiveis misturas, com relacdo a
processos de biodeterioracdo e biocorrosdo em tanques de armazenagem de
combustivel de aviacdo. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi prospectar,
identificar e avaliar o potencial deteriogénico destes microrganismos na presenca de
guerosene, bioquerosene e misturas com 10 e 20% (querosene-bioquerosene). O
impacto da adicdo do bioquerosene no querosene de aviacado quanto a formacéo de
borra biolégica em estocagem simulada tem sido avaliado por pesquisadores do
LABBIO-UFRGS em parceria com a GOL-Linhas Aéreas, UBRABIO e RBQAV.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Combustiveis utilizados

Foram utilizadas amostras de querosene de aviagdo comercial (QAV) e
amostras do lastro de drenagem coletados de tanques de uma empresa de aviagcao
comercial de Porto Alegre, RS. O volume total recebido foi de 3000 mL. O
bioguerosene utilizado foi produzido a partir da fermentacdo da cana de agucar
(obtido pela rota SlIP-Isoparafinas sintetizadas, basicamente farnesano, 2,6,10
trimetildodecano) pela empresa AMYRIS BIOTECNOLOGIA DO BRASIL, sediada no
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estado de Sao Paulo. O volume de 3 L de bioquerosene foi transportado até o
laboratério e mantido sob refrigeracdo (4 °C). As misturas com 10 e 20% de
bioquerosene ao querosene foram realizadas no laboratério, em condicbes

assepticas.

4.3.2 Prospeccao microbiana

A composicdo da comunidade microbiana foiavaliada com o isolamento
dos microrganismos utilizando a Norma ASTM D6974-09 (modificada), onde
amostras de 500 mL dos combustiveis foram filtradas, em triplicata, em condi¢cdes
assépticas, a vacuo, utilizando membrana de 0,22 ym marca Millipore. Apds a
filtragem, as membranas foram depositadas em meio de cultura apropriados para o
crescimento bacteriano e fungico. As placas foram incubadas em estufa, a 30° C,
durante 7 dias. Apds este periodo as colbnias, com morfotipos diferentes foram

isoladas em novos meios de cultura, visando a purificacdo dos isolados.

4.3.3 Identificacdo dos isolados fungicos por microcultivo

Para identificacdo ao nivel de género de fungos filamentosos, foram
montados microcultivos dos isolados das amostras de querosene e bioquerosene. A
identificacdo por microcultivo permite a observacgéo de estruturas reprodutivas (Molla
et al., 2002, Cazarolli et al.,, 2012). Também foram utilizadas chaves dicotdmicas
com a mesma finalidade. (Stolk & Samson, 1972; Guarro et al., 1999).

4.3.4 Identificagdo molecular dos isolados fungicos e leveduras

Para a identificacdo molecular foi realizado o sequenciamento Sanger. O
DNA utilizado para a identificagdo foi obtido a partir da biomassa de cada fungo
filamentoso e leveduriforme prospectado. A extracdo de DNA foi realizada através do
Método CTAB (Ferreira & Gratapaglia, 1998). O grau de pureza do DNA extraido foi
avaliado utilizando o espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Thermo



76

Scientific, Wilmington, DE, USA). Foram utilizados os primers: ITS1 (5 -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
visando a amplificacdo, por PCR) da regido ITS-5.8S- ITS2. Os produtos da reacao
em cadeia da polimerase foram purificados com o auxilio do Kit PureLink™ PCR
Purification da Invitrogen. As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando
BigDye® Terminator 3.1 Cycle Sequencing Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster
City USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Em seguida, as andlises dos
fragmentos foram processadas através do sequenciador automatico ABI Prism 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City CA). As sequéncias geradas
foram comparadas pelo sistema automatizado com o banco de dados GenBanK®

para a identificacdo da porcentagem de similaridade.

4.3.5 Identificacdo de isolados bacterianos e fungos leveduriformes por maldi-
tof

Para a identificacdo de bactérias e de duas leveduras obtidas a partir das
amostras de querosene e bioquerosene foi utilizada a técnica de espectrometria com
fonte de ionizac&o e dessorcédo a laser assistida por matriz e analisador de tempo de
vbo (Maldi- Tof). As andlises por Maldi-tof foram realizadas a partir de isolados
cultivados nos meios PCA (Plate Count Agar), BDA (Agar Batata Dextrose) e TSA
(Agar Triptona de Soja). Uma colénia de cada bactéria e levedura isoladas foi
utilizada. Os perfis de massa das proteinas dos microrganismos foram adquiridos
com o espectrometro de massas AUTOFLEX Ill Smart Beam e os espectros brutos
foram processados usando o programa MALDI Biotyper (Bruker Daltonics). Os perfis
proteicos foram obtidos em duplicatas, a partir das culturas de microrganismos de

acordo com o protocolo de extragdo com etanol/ acido férmico (Singhal et al., 2015).

6 Disponivel em: http://blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.3.6 Ensaio de biodegradabilidade preliminar com indicador 2,6 Diclorofenol-
Indofenol (DCPIP)

A biodegradabilidade dos combustiveis foi avaliada utilizando o indicador
2.6-diclorofenol indofenol (DCPIP) (Hanson et al., 1993). O principio desta técnica
esta baseada na oxidacdo microbiana de uma fonte de carbono onde os elétrons
séo transferidos para aceptores de elétrons, tais como oxigénio, nitrato e sulfato na
cadeia respiratoria. A partir da incorporacdo de um aceptor artificial de elétrons
(DCPIP), no meio de cultura é possivel determinar a capacidade de um
microrganismo em utilizar um substrato na medida que ocorre a mudanca de
coloragdo do meio azul (oxidado) para incolor (reduzido). O tempo necessario para
que fungos filamentosos, leveduriformes e bactérias mudassem a coloracdo do
indicador-redox, na presenca dos combustiveis e de uma fase aquosa foi avaliada.
Apés 28 dias, a biomassa formada pelos fungos filamentosos das amostras de
qguerosene (gav), bioquerosene (biogav) e nas misturas gav-biogav) 10% e 20% foi

estimada por peso (mg)

4.3.7 Microrganismos utilizados e preparacdo dos inéculos

O fungo H. resinae, cepa F087, cedida pelo Instituto Nacional de
Tecnologia (RJ) foi utilizado como controle positivo de crescimento em guerosene.
Os microrganismos identificados como: Penicillium sp, Cladosporium halotolorens,
Talaromyces diversus, Penicillium citrinum, Exophiala phaeomuriformis, Rhodotorula
mucilaginosa, Aureobasidium namibiae e Arthrobacter oxydans foram isolados das
amostras de combustiveis avaliados. A preparacdo dos indéculos dos fungos
filamentosos foi realizada a partir de culturas puras com 7 dias, cultivadas em Agar
BDA em tubo inclinado, mediante a adicdo de 2 mL do surfactante Tween 80, na
concentracdo de 0,01%. Aliquotas das suspensfes, dos inoculos dos isolados,
foram contadas em camara de Neubauer e ajustadas a uma concentracdo de 105
esporos mL™. Os isolados, na concentracdo acima citada, foram adicionados
individualmente no microcosmo e incubados a 30 °C por 28 dias protegido da luz
para evitar a fotoxidacdo do DCPIP. A preparacdo dos indculos da bactéria

Arthrobacter oxydans e dos fungos leveduriformes Rhodotorula mucilaginosa,
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Exophiala phaeomuriformis e Aureobasidium namibiae foram realizadas a partir de
culturas puras de 48 horas. Aliquotas das culturas foram padronizadas pela escala
MacFarland em 108 UFC/mL™. Os isolados na concentracdo acima citada foram
adicionados individualmente nos microcosmos e incubados a temperatura ambiente

por 28 dias, protegidos da luz para evitar a fotoxidacao do DCPIP.

Fungos filamentosos

O experimento com os fungos filamentosos foi realizado em quintuplicata,
em frascos de vidro estéreis (20 mL) contendo as fases aquosa e combustivel. A fase
aguosa foi composta por 10 mL do meio mineral Bushnell-Haas (Bushnell & Haas,
1941) (g L% 1.0 KH2PO4; 1.0 KzHPO4: 1.0 NH:NO3; 0,2 MgSO,4; 0,05 FeCls; 0.02 CaCly,
pH 7,2), com o indicador DCPIP (0,25 g/L 1) esterilizados a 121°C por 15 minutos. A
fase combustivel foi composta por 5 mL de querosene, bioquerosene, estéreis e
misturas com 10% e 20% de bioquerosene em querosene comercial em condi¢bes
estéreis. O tratamento controle negativo recebeu as mesmas condicdes, sem a
adicdo do in6culo. Como controle positivo foi utilizado caldo BD (Batata Dextrose)
para os fungos, visando avaliar a viabilidade dos esporos utilizados no in6culo e
para efeito de comparacao do crescimento da biomassa fungica. O experimento foi
conduzido durante 28 dias sem agitacdo. Para avaliar a viabilidade das células
foram plaqueados os tratamentos nos tempos: 0 horas, 48 horas, 7dias, 14 dias, 21

dias e 28 dias.

Leveduras e Bactérias

Os testes realizados com fungos leveduriformes e bactérias foram
realizados em triplicatas. Em frascos de vidros estéreis (15 mL) foram adicionadas a
fase aquosa, composta por 4mL do meio mineral Bushnell- Haas (Bushnell & Haas,
1941) (g L™: 1.0 KH2PO4; 1.0 K;HPO4: 1.0 NH4NOs; 0,2 MgSO4; 0,05 FeCls; 0.02 CacCls,
pH 7,2), com o indicador DCPIP (0,25 g/L ) esterilizados a 121°C por 15 minutos. A
fase combustivel foi composta por 100 pL de querosene, bioquerosene, e misturas
com 10% e 20% de bioguerosene em querosene comercial em condi¢des estéreis. O

tratamento controle negativo recebeu as mesmas condi¢cdes, sem a adicdao do
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in6culo. Como controle positivo foi utilizado caldo BD (Batata Dextrose) para os
fungos leveduriformes e caldo nutriente para as bactérias visando avaliar a
viabilidade dos microorganismos utilizados como inoculo. O experimento foi
conduzido durante 28 dias sem agitacdo. Para avaliar a viabilidade das células
foram plaqueados os tratamentos nos tempos: 0 horas, 48 horas, 7dias, 14 dias, 21
dias e 28 dias.

4.3.8 Crescimento fangico

A biomassa de 4 fungos filamentosos isolados e do fungo H. resinae
formada na interface combustivel/dgua apds 28 dias de incubacao, foi avaliada por
gravimetria (mg). Previamente, as membranas de papel filtro (gramatura 80,
porosidade 14 um) foram colocadas em estufa a 30°C por 48 horas, para remocao
de umidade, e mantidas no dessecador por 24 horas para posterior pesagem em
balanca de precisdo. Ao final do experimento, foi realizada a separacdo da fase
oleosa e aquosa em tubos e microtubos estéreis (tubos tipo Falcon e microtubos
Eppendorf) com a utilizacdo de pipetas. A biomassa fungica foi recuperada utilizando
filtracdo & vacuo em condicBes assépticas. A seguir, as membranas foram colocadas
na estufa por 48horas e em dessecador por 24 horas antes da pesagem. O peso
seco da biomassa, expressa em miligramas, de cada quintuplicata foi obtido, a partir

da diferenca entre o pesofinal e o peso inicial das membranas.

4.3.9 Analise estatistica

Os experimentos, com fungos filamentosos foram conduzidos em
quintuplicata e os valores de biomassa fungica obtidas nos diferentes tratamentos
foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Os dados foram analisados com
auxilio do programa TIBCO Statistica Versédo 13.3 (©1984-2017 TIBCO Software

Inc).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Prospecéo e identificagao

Para realizar o isolamento de microrganismos das amostras de querosene
e bioquerosene foi utilizadaa Norma ASTM D6974-09 (modificada). Foram
identificados, pela técnica de microcultivo, 6 isolados fungicos. A identificacdo de
Cercospora gerberae (fungo isolado de amostra do bioguerosene) foi obtida através
da técnica de sequenciamento conforme Tabela 1, ndo sendo possivel identificacdo
por microcultivo. A analise do sequenciamento de bases da regido 1TS1-5.8S- ITS2
do DNA ribossomal mostrou que os fungos filamentosos isolados das amostras de
guerosene pertencem a 6 espécies sendo elas: Penicilium sp, Talaromyces
diversus, Cladosporium halotolerans, Curvularia spicifera, Fusarium merismoides e
P. citrinum. Os isolados UFRGSQ4.2 e UFRGSQ5.3 obtidos da amostra de
querosene de aviacao, foram identificados através do sequenciamento de bases da
regido ITS do rDNA como fungos leveduriformes das espécies: Exophiala
phaeomuriformes e Aureobasidium namibiae (Tabela 1). Foram identificados através
da técnica por Maldi-tof 6 isolados bacterianos e 2 isolados de fungos

leveduriformes.

Tabela 1 —Tipo de combustivel, aspecto da colénia em meio de cultura e imagens de estruturas de
reproducdo (em microscopio Otico com 100X aumento) e identificacdo dos isolados por
sequenciamento de bases da regido ITS1-5.8S-ITS2 do DNA, e respectivos cédigos de acesso ao
Genbank

i Resultado do Codigo de

Isolados Origem Imagem ' odae
Seqguenciamento

GenBank

9 Penicilium sp
uerosene >

UFRGS Q1.7 deaviacao Cobertura: 83% MK 577890
Identidade: 100%

Fusarium merismoides
Querosene var.Violaceum strain

de aviagéo Cobertura: 100%
Identidade 100%

UFRGS Q2.4 MK 577888
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Identidade:100%

Talaromyces
diversus
UFRGS Q2.7 Querosene %, MK 577889
§ % Cobertura:100%
Identidade: 98%
Exophiala
phaeomuriformis
UFRGS Q4.2 dQ:Z:/cl’Ze;‘g MK 577887
& Cobertura: 100%
Identidade: 99.4%
@ Cladosporium
| halotolorens
UFRGS Q4.3 dQ; Z:/?:egs MK 577891
§ - ¥ Cobertuta:99%
.. = Identidade:99%
Curvularia
spicifera
UFRGS Q 4.4 dQé‘ Z:/?;egs MK 577892
§ Cobertuta:100%
Identidade:99%
Penicillium
citrinum
UFRGS Q 6.2 Sé‘g;?;egs MK 577893
& Cobertura:100%
Identidade: 99%
Aureobasidium
namibiae
UFRGSQ 5.3 c?; ;ﬁegs MT 094742
& Cobertura: 100%
Identidade: 99.4%
Bioquerose = Cercospora
UFRGSBQ 2.2 |nede S ¢ gerberae MK 577894
. viacdo QS Sl Cobertura:100%

e

Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise por espectrometria de massa por MALDI TOF identificou nas

amostras de querosene de aviagcdo algumas bactérias pertencentes aos filos

Actinobacteria e Firmicutes e fungos dos filos Ascomycota e Basidiomycota. Das

amostras de bioguerosene foram identificadas uma bactéria do Filo Actinobacteriae

uma bactéria do Filo Firmicutes.



82

Tabela 2 — Tipo de combustivel, aspecto das colbénias em meio de cultura pela técnica de

esgotamento eidentificac@o dos isolados por Maldi-Tof

Isolados

Origem

Identificacdo e escore no
Maldi-Tof-

UFRGSQ 1.1

Querosene de Aviacéo

UFRGSQ 1.2

Querosene de Aviagao

Kocuria palustris
/Actinobacteria
Escore: 2.211

Dermacoccus
nishinomiyaensis
Actinobacteria
Escore: 2.198

UFRGSQ 1.5

Querosene de Aviacao

UFRGSQ 2.9

Querosene de Aviacao

Bacillus
megaterium
Firmicutes
Escore: 2.045

Rhodotorula
mucilaginosa
Basidiomycota
Escore:2.285

UFRGSQ 5.1

Querosene de Aviacao

UFRGSQ 6.3

Querosene de Aviacéo

Aureobasidium
pullulans
IAscomycota
Escore:2.157

UFRGSBQ1.3

Bioguerosene de aviacdo

Bacillus pumilus
Firmicutes
Escore: 1.891

UFRGSBQ 1.4

Bioquerosene de aviagdo

Arthrobacter
oxydans
Actinobacteria
Escore: 2.497

Bacillus cereus
Firmicutes
Escore:2.038

Fonte: Elaborada pela autora.

Um dos primeiros trabalhos de prospeccdo de microrganismos em

tanques de combustivel de aeronaves, foi realizado por Bakanaukas em 1958, com

amostras de diferentes bases da forca aérea dos Estados Unidos. Hendey (1964),
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investigou a relacao do fungo contaminante do querosene Cladosporium resinae, (H.
resinae) com a corrosdo de ligas de aluminio. No Brasil, a primeira referéncia de
investigagdo da natureza dos sedimentos, foi com o isolamento do fungo H. resinae
em tanques de querosene (Gutheil, 1966).

Segundo Rauch et al.,, (2006) a identificacdo de microrganismos
encontrados nos combustiveis de aviacdo pode predizer os processos de
biodeterioracdo e seus potenciais danos além de auxiliar no entendimento das rotas
de inoculacdo e vias metabdlicas e determinar métodos de reducédo, prevencao e
eliminacdo da proliferacdo microbiana. Segundo Gaylarde et al.,, (1999) os
microrganismos mais frequentemente isolados de combustiveis durante o
armazenamento (querosene de aviacdo; Oleo diesel e gasolina) sdo fungos do
género Penicillium, Fusarium, Cladosporium e a espécie H. resinae. O fungo H.
resinae é bastante conhecido pela capacidade de utilizar uma grande faixa de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos como fontes de carbono, incluindo, alcanos,
alcenos, hidrocarbonetos ciclicos, benzenos e alquil benzenos (Martin-Sanchez et
al., 2016) e por essa caracteristica, contaminar e degradar varios tipos de
combustiveis (Gaylarde et al., 1999, Rosales & lanuzzi, 2008; Rafin & Veignie, 2019;
Martin-Sanchez et al., 2018; Radwan et al., 2018).

O Método ASTM D6974 que utiliza a técnica de filtragdo do combustivel
para a recuperacdo dos microrganismos, tem sido muito utilizada por varios
pesquisadores para a prospecc¢ao de microrganismos em querosene (Valle, 1991) e
outros combustiveis como 6leo diesel; biodiesel (Bento & Gaylarde, 2001; Bento, et
al., 2004; Bento et al., 2005; Bento et al., 2016; Soriano et al., 2015). Denaro et al.,
(2005), utilizaram a técnica de filtragem de amostras de combustivel de aviacdo para
identificar microrganismos através de cultivo e sequenciamento do DNA. Nesse
estudo, foram identificados 36 géneros de microrganismos sendo que 0S géneros
Arthrobacter, Bacillus e Kocuria também foram encontrados por Graeff (2003) em
amostras de combustiveis da forca aérea dos Estados Unidos e em nosso estudo
conforme a Tabela 2. Rauch et al., (2006), coletaram amostras de combustivel de
aviacdo, de tanques de estocagem subterraneos, caminhdes de reabastecimento e
tanques localizados nas asas das aeronaves para prospectar a contaminacéo
microbiana e avaliar a possibilidade de transferéncia de microrganismos de

diferentes pontos da linha de distribuicdo de combustivel. Os resultados indicaram
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gue os processos de contaminagdo podem ser bem mais complexos uma vez que as
aberturas de ventilacdo sdo possiveis rotas de exposicdo aos microrganismos
ambientais nos 3 tipos de tanques. A identificacdo dos microrganismos, foi realizada
com base em sequenciamento do 16S rRNA. Os microrganismos Bacillus sp,
Aureobasidium pullulans, bem como bactérias do género Arthrobacter ja haviam sido
previamente isolados de combustiveis de aviagdo e também foram observados em
nossa pesquisa conforme a Tabela 2. Em estudo de 2007, Hien et al., avaliaram
amostras do combustivel de aviacdo Jet Al de valvulas dos tanques de estocagem
das asas de duas aeronaves Os resultados obtidos mostraram que 19 amostras
estavam contaminadas por fungos, bactérias e leveduras. Tendo como base as suas
caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e o sequenciamento do 16S RNAr, as
espécies encontradas foram: Aeromonas, Bacillus, Mycobacterium e Micrococcus.
Foram ainda encontradas leveduras do género Rhodotorula e Aureobasidium e
fungos do género Penicillium. Tanto as bactérias do género Bacillus, como as
leveduras do género Rhodotorula, Aureobasidium e o fungo do género Penicillium,
também foram aqui prospectados (Tabela 2). Itah et al., (2009), isolaram
microrganismos a partir de amostras de combustivel de aviacdo Jet-Al retiradas
diretamente do tanque de uma aeronave e de um hidrante de tanque de estocagem
na Nigéria. Nesse estudo foram encontradas bactérias como: Bacillus megaterium,
Bacillus cereus e fungos do género Penicillium. Dois fungos de género Penicillium
(Penicillium sp e P. citrinum) foram isolados do forma semelhante no presente
estudo, bem como as bactérias Bacillus megaterium e Bacillus cereus (Tabela 2).
White et al., (2011) utilizaram a combina¢do de métodos como: cultivo, analise por
DGGE, pirosequenciamento da regido variavel, V6, do gene 16S rRNA e
genotipagem de cepas para avaliar as bactérias envolvidas na contaminacdo de
hidrocarbonetos de combustiveis. Os resultados apontaram que as 152 amostras de
contaminantes cultivados aerobicamente abranjem 3 filos havendo predominancia
de Proteobacterias . As técnicas de DGGE e pirosequenciamento da regido variavel,
V6, do gene 16S rRNA foram utilizadas em um subgrupo de amostras de
combustiveis contaminados. OTUS (unidades taxondmicas operacionais) obtidas
pela analise de DGGE de 15 amostras de combustiveis foram comparadas com
isolados cultivados e os resultados obtidos revelaram que Proteobacterias e

Firmicutes foram identificados por ambos métodos resultados concordantes com o
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método de pirosequenciamento. Em contraste com os métodos dependentes de
cultivo onde o género Pseudomonas € o mais frequente, as analises pelos métodos
independentes de cultivo indicaram que os géneros Marinobacter, Burkholderia e
Halomonas sdo taxons dominantes por essa abordagem. Firmicutes (Bacillus
megaterium, Bacillus cereus e Bacillus pulmillus) foram do mesmo modo isolados no
presente trabalho (Tabela 2). Radwan et al., (2018), isolaram um fungo a partir de
amostras de combustivel de aviacdo Jet Al e o identificaram como Fusarium
fujikuroi FUSO1 baseado em suas caracteristicas morfologicas e alta similaridade
(99%) com o gene 18S rRNA de F. fujikai. Conforme mostrado na Tabela 1, em

nosso estudo foi prospectado Fusarium em amostra de querosene de aviagao.

4.4.2 Testes preliminares com DCPIP

O fungo H. resinae utilizado como controle positivo foi 0 que apresentou
menor tempo de viragem do indicador DCPIP (48 horas) para as seguintes
condicbes avaliadas: querosene puro e misturas biogav 10% e 20%. No
bioquerosene puro, o tempo de viragem do indicador por H. resinae foi de 9 dias.
Varios estudos foram realizados, utilizando indicadores-redox para avaliar de forma
preliminar a degradacao de combustiveis e petréleo por microrganismos (Miranda et
al., 2007; Junior et al., 2009; Mariano & Tomasella, 2010; Souza et al., 2018; Fosso-
Kankeu et al., 2017; Ime et al., 2018). Siporin e Cooney (1976) foram o0s pioneiros
em utilizar o indicador-redox DCPIP como indicativo da capacidade do fungo
Cladosporium (H. resinae) em oxidar hexadecano, através da atividade da enzima
sucinato desidrogenase. Parberry (1967) isolou uma cepa de C. resinae, de postes
com creosoto e de amostras de solos na Australia, e em 1969 a prospeccgao e
distribuicdo do fungo foram avaliadas na Australia, Bretanha e Europa (Parberry,
1969). As conclusdes obtidas a partir desse estudo apontam que esse fungo é
comum em amostras de solo e bastante distribuido na natureza. O fungo H. resinae
tem sido isolado de ambientes naturais (solo, agua fresca e agua do mar) e também
de produtos manufaturados. Em particular, esse fungo cresce em substratos ricos
em hidrocarbonetos, como combustivel de aviacdo, diesel, petrdleo e madeira
preservada com creosoto, ou alcatrdo de carvao. Essa espécie tem sido relatada

como uma das mais deteriogénicas de combustiveis (Rafin & Veignie, 2019) e tem
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sido isolada de tanques de estocagem, de refinarias, de postos de combustiveis, de
Oleo diesel, de tanques internos de combustiveis em aeronaves e de sistemas de
combustiveis de aeronaves civis e militares (Gaylarde et al., 1999; Araya et al., 2007,
Rosales & lanuzzi, 2008; Itah et al., 2009).

Os resultados com o isolado P. citrinum, mostraram que foram
necesséarias 96 horas, para a viragem de cor com querosene puro, e nas misturas
com bioquerosene 10% e 20%. Na amostra de bioquerosene puro, o tempo
observado foi de 7 dias. O isolado identificado como Penicillium sp, no entanto,
mostrou a viragem do indicador redox com todos os combustiveis testados, apds 7
dias. A degradacao de querosene comercial de aviacéo foi avaliada preliminarmente,
através do indicador-redox DCPIP, por trés espécies do género Penicillium (P.
Griseofulvum, P. aurantiogriseum e P. Corylophilum) isolados de solo contaminado
com petroleo (Maciel et al.,, 2013). Os resultados indicaram que P. griseofulvum
promoveu a oxidacdo do DCPIP, em menor tempo quando comparada com as
outras duas espécies, sendo essa a estirpe selecionada como a com maior potencial
de biodegradacdo de querosene de aviacdo e indicada para a aplicacdo na
degradacdo de compostos xenobidticos em processos de remediacdo ex situ. O
fungo filamentoso Cladosporum halotolerans nédo apresentou viragem do indicador
DCPIP em 28 dias (tempo final do experimento) em nenhum dos tratamentos
utilizados: querosene, bioquerosene e bioquerosene 10% e 20%, ainda que fosse
observada formacdo de biomassa no tratamento bioquerosene. Akintokun et al.,
(2013) avaliaram o potencial preliminar de biodegradagéo, de diesel e biodiesel,
pelos fungos, Penicillium, Aspergillus e Cladosporium sp, isolados de solos
contaminados na Nigéria, pelo método do DCPIP. Os resultados obtidos apontaram
que ocorreu mudanca de coloracdo do meio DCPIP nas amostras dos combustiveis
com os fungos do género Penicillium e Aspergillus indicando o potencial de
degradacédo destes fungos o que foi posteriormente confirmado pelo método de
espectroscopia de infravermelho (FT-IR). No entanto, o fungo do género
Cladosporium, igualmente testado, ndo provocou mudanca de cor no DCPIP
corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho. O fungo filamentoso
Talaromyces diversus, isolado de amostras de querosene, ndo apresentou mudanca
de coloracdo em 28 dias (tempo final), e tdo pouco, apresentou producdo de
biomassa na interface combustivel/fase aquosa, porém apresentou producdo de
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biomassa no caldo Dextrose Batata (Controle Positivo). Esse resultado demonstra
que apesar dos esporos do fungo T. diversus serem viaveis em caldo nutriente ndo
conseguiram se desenvolver nas condicfes avaliadas no presente estudo. Com
relacdo as leveduras, o menor tempo de viragem do indicador-redox DCPIP foi
observado para os fungos leveduriformes E. phaeomuriformis e Aureobasidium
namibiae, 7 dias em amostras de querosene, bioguerosene e misturas de
bioquerosene 10% e 20%. Outro fungo leveduriforme, isolado de amostra de
guerosene de aviagao, utilizado no teste do DCPIP foi identificado pela técnica de
Maldi-Tof como Rhodotorula mucilaginosa. Nao foi observada mudanca de coloragéo
do meio, nem producdo de biomassa, por esse microrganismo, indicando que
provavelmente essa espécie ndo consiga se desenvolver nas condic¢des utilizadas. A
bactéria Arthrobacter oxydans, isolada da amostra de bioquerosene, oxidou 0 meio
DCPIP em 28 dias (tempo final) nos tratamentos bioquerosene e na mistura
bioquerosene 10%. Isola et al., (2013) utilizaram o método do indicador redox 2.6-
diclorofenol indofenol (DCPIP) para avaliar fungos com potencial de biodegradar
toluenos, na ltalia. O crescimento flngico foi estimado pelo peso seco, sendo que foi
evidenciado aumento de biomassa nos mesmos tubos quando comparados com 0s
controles negativos. Os ensaios com o DCPIP indicaram que 35% dos isolados
testados apresentaram mudanca na coloracdo dentro de 7 a 10 dias e incubacé&o.

4.4.3 Formacéao de Biomassa

Em relagdo a formacdo de biomassa formada pelos fungos filamentosos
na interface oleo/ agua foi verificado que, ao final dos 28 dias de ensaio 0 maior
valor de biomassa observado durante crescimento em querosene e 0 menor em
bioquerosene, foi exibido pelo fungo H. resinae (Tabela 3). O fungo filamentoso C.
halotolerans, no entanto, foi o fungo com o maior valor de biomassa produzida em
bioquerosene, seguido pelos demais isolados de Penicillium. As misturas com 10 e
20% de bioguerosene, apresentaram valores de biomassa variaveis entre os fungos,
sendo o maior valor observado para o H. resinae e o menor para o P. citrinium
(Tabela 3). A biomassa do fungo filamentoso H. resinae foi cerca de 12 vezes maior
no tratamento querosene, do que no tratamento com bioquerosene, e em tornode 1,5

vezes maior nos tratamentos com a mistura bioquerosene 10% e bioquerosene 20%.
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O menor crescimento foi observado em bioquerosene. Houve diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) entre os valores de biomassa produzidos no
guerosene e no bioguerosene puro e 0s demais tratamentos pelo teste de Tukey
(Tabela 3). O farnesano, como € conhecido a molécula de bioquerosene utilizada, &
uma isoparafina (2,6,10 trimetildodecano). Provavelmente, o farnesano nao tenha
sido reconhecido com um potencial substrato pela presenca de ramificagcbes que
pode dificultar a degradacdo devido aos efeitos conhecidos como estéricos. Em
adicdo e efeitos estéricos, grupos funcionais podem contribuir com efeitos
eletrbnicos, que podem dificultar a biodegradacéo afetando a interagdo entre os
contaminantes e as enzimas (Maier, 2009).

Tabela 3 — Valores do peso seco da biomassa (mg) formada na interface combustivel-agua dos
fungos filamentosos no querosene, bioquerosene e nas misturas bioquerosene 10% e 20%, apo6s 28
dias em meio mineral Bushnell-Haas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de

5% de probabilidade pelo teste de Tukey

Microrganismos QAV BioQAV BioQAV 10% BioQAV 20%
Hormoconis resinae 7,1+0,062 0,6+0,40° 5,7+0,502 5,710,702
(INT)
Penicillium sp 1,1+0,302 1,2+0,102 1,2+0,102 2,3+0,20°
Cladosporium 1,9+0,20% | 2,7+0,70° 1,6+0,30° 2,5+0,40%
halotolerans
Penicillium citrinum 1,8+0,202 1,8+0,402 1,3+0,702 1,610,602

Fonte: Elaborada pela autora.
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O fungo filamentoso C. halotolerans, no entanto, foi o fungo com o maior
valor de biomassa produzida em bioquerosene, seguido pelos demais isolados de
Penicillium. As misturas com 10 e 20% de bioquerosene, apresentaram valores de
biomassa varidveis entre os fungos, sendo o maior valor observado para o H.
resinae e o menor para o P. citrinium (Tabela 3). A biomassa do fungo filamentoso
Hormoconis resinae foi cerca de 12 vezes maior no tratamento querosene, do que
no tratamento com bioquerosene, e em torno de 1,5 vezes maior nos tratamentos
com a mistura bioguerosene 10% e bioguerosene 20%. O menor crescimento foi
observado em bioquerosene. Houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
entre os valores de biomassa produzidos no querosene e 0 bioguerosene puro e 0s
demais tratamentos pelo teste de Tukey (Tabela 3). O fungo H. resinae apresenta
pigmentacdo escura devido a presenca de melanina, um pigmento do alto peso
molecular composto de vérios tipos de monémeros fendlicos e inddlicos. Esse
pigmento é altamente vantajoso para o fungo, promovendo sua sobrevivéncia em
ambientes dificeis e conferindo uma vantagem competitiva em condi¢cées ambientais
extremas como: variagdes de temperatura, pH e pressao (Rafin & Veignie, 2019). O
H. resinae é reconhecidamente um dos fungos mais deteriogénicos de combustiveis,
especialmente em querosene de aviacdo, devido a competéncia em metabolizar os
hidrocarbonetos alifaticos e produzir biomassa (Gaylarde et al., 1999; Edmonds &
Cooney, 1967; Raikos et al., 2011, Martin-Sanchez et al., 2018). As consequéncias
do crescimento do micélio de H. resinae em sistemas de combustiveis e tanques de
estocagem incluem a formacdo de um revestimento microbiano que pode bloquear
0S encanamentos, valvulas e filtros (Martin-Sanchez et al., 2016; Rafin & Veignie,
2019). O fungo C. halotolerans produziu valores de biomassa no bioquerosene (2,7
mg) um pouco mais elevados que nos tratamentos querosene e mistura
bioquerosene 10% e bioquerosene 20% (1.9, 1.6 e 2,5 mg, respectivamente)
havendo diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os tratamentos
bioquerosene e mistura de bioquerosene 10% e entre a mistura bioquerosene 10% e
20%. Os resultados da pesagem da biomassa do fungo filamentoso Penicillium sp
mostraram que esse isolado produziu cerca de duas vezes o valor de biomassa, na
mistura bioquerosene 20% (2,3 mg) quando comparado aos tratamentos querosene
puro (1,1 mg), bioquerosene puro (1,2 mg) e na mistura com 10% bioquerosene (1,2

mg). bioquerosene (Tabela 3). A biomassa formada pelo fungo P. citrinum nao
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mostrou diferenca estatisticamente significativa para nenhum dos tratamentos
(querosene, bioquerosene, mistura de bioquerosene 10% e mistura de bioquerose
20%). Khan et al. (2015), utilizou o fungo Penicillium janthinellum SDX7, isolado de
solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, na India, para realizar estudos
de otimizacdo de parametros de crescimento, como pH, temperatura, agitacdo e
producdo de biomassa em diferentes concentragdes de querosene (1,3 e 5%). Os
resultados mostraram que a producdo de biomassa pelo fungo Penicillium
janthinellum SDX7, diminuiu consideravelmente a partir que a concentracdo de

guerosene aumenta (a partir de 3%).

Figura 4 — Estocagem simulada em microcosmos com Querosene (A) e Bioquerosene (B) com o
fungo Hormoconis resinae e com o fungo Cladosporium halotolerans em Querosene (C) e

Bioquerosene (D) apés 28dias. As setas indicam biomassa fangica.
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Figura 5 — Aspecto da biomassa retida pela filtracdo em membrana apos 28 dias em
Querosene (A) com o fungo Hormoconis resinae e em Bioquerosene (B) com o fungo

Cladosporium halotolerans.

4.5 CONCLUSAO

Foi possivel caracterizar 7 fungos filamentosos, 6 bactérias e 4 fungos
leveduriformes. O potencial preliminar de biodegradabilidade com o indicador redox
foi indicativo na triagem de microrganismos capazes de utilizar o carbono, dos
combustiveis de aviacdo, como Unica fonte de energia. O fungo filamentoso
Hormoconis resinae € reconhecido como um dos mais deteriogénicos de
combustiveis armazenados, e conforme os resultados mostrou a maior producéo de
biomassa em querosene e menor em bioquerosene, com menor tempo de viragem
do indicador redox-DCPIP (48 horas). No entanto, observou-se que a producao de
biomassa foi variavel entre os fungos avaliados quanto a adicdo de bioquerosene
(2,6,10 trimetildodecano) ao querosene comercial e nas misturas (10 e 20%). Desta
forma, a presenca de bioquerosene continuard exigindo da comunidade usuéria de
aviacdo, cuidados rigidos com as rotinas e Boas Praticas duranteo armazenamento

dos combustiveis.
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6 CONCLUSAO DA TESE

Foram realizados estudos de prospeccdo a partir de amostras de
combustivel e biocombustivel de aviacdo. Das amostras de querosene de aviagao foi
possivel identificar 6 fungos filamentosos, 4 fungos leveduriformes e 4 bactérias. Por
sua vez, das amostras de bioquerosene de aviacdo (Farnesano) foi possivel
identificar 1 fungo filamentoso e 2 bactérias.

A levedura Exophiala phaeomuriformis UFRGS Q4.2 foi selecionada para
ensaios de estocagem simulada a partir do tempo de viragem do indicador redox
(DCPIP). Os resultados das analises da biomassa da E. Phaeomuriformis indicou
maior crescimento na mistura 10% BioQAV-QAV do que no QAV e BioQAV.

N&do foram observadas diminuicbes com significancia estatistica
(degradacdo) dos compostos do tratamento 10% BioQAV-QAV com inéculo da
lavedura E. Phaeomuriformis pela técnica de GC-MS, mesmo sendo esse o
tratamento onde houve maior valor de biomassa recuperada.

Os resultados obtidos a partir da andlise do peso seco e das analises de
degradacdo do composto decano, no QAV e dos compostos nonano e decano no
10% BioQAYV indicam gue o fungo Hormoconis resinae foi capaz de utilizar esses
compostos dos combustiveis para seu crescimento.

E importante ressaltar que embora no tenha sido observada producéo de
biomassa nos tratamentos de BioQAV com nenhum dos fungos utilizados no estudo
o farnesano ndo apresentou toxicidade aos esporos, uma vez que foi observado o
crescimento dos fungos quando inoculados em meio de cultura.

Estudos, subsequentes, de analises metagenémicas e transcriptdmicas
bem como analises laboratoriais deverdo ser realizados para uma maior elucidacao
do funcionamento (papel) de cada microrganismo nos combustiveis e sistemas de
aviagao.

Deverao, igualmentente, serem considerados estudos com delineamento
experimental que utilizem técnicas analiticas (GC, GC-MS, e GC-GC) com diferentes
proporcdes de fase aquosa/combustivel a fim de avaliar se pequenas variagdes

produzidas pelos microrganismos poderédo ser discriminadas.
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8 ANEXO A - ESPECIFICACAO DE QUEROSENE DE AVIACAO JET A,
JETA-1EJETC

TABELA | - ESPECIFICACAO DE QUEROSENE DE AVIACAO - JET A, JET A-1 e JETC

METODO
CARACTERISTICA UNIDADE LUINITE ABNT
NBR ASTM
APARENCIA
Claro, limpido e isento de Sgua 14954
Aspecto - n3o dissolvida e material sélido (1) D4176 (1)
A temperatura ambiente
D156
Cor - Anotar 14921 D604S
Particulas Contaminantes, méx. (2) mg/L 10 - g:x
COMPOSICAO
Acidez total, méx. mEKOMW/g 0.015 - D3242
D1319 (29)
Arométicos, méx. (3) % volume 250 14932 | D8267 ::g:
% volume 26,5 - D6379
D1266
D2622
Enxofre total, méx. % massa 0,30 14533 D208
DS4s3
Enxofre mercaptidico méx. ou % massa 0,0030 6298 D3227
Ensaio Doctor (4) negativo 5275 D4952
COMPONENTES NA EXPEDICAO DA REFINARIA PRODUTORA (5)
FracSo hidroprocessada % volume Anotar
Fracio severamente hidroprocessada (6) % volume Anotar
VOLATILIDADE
Destilagio
Ponto Inicial de Ebuligio (PIE) C anotar
10% vol. Recuperados (T10), méx. g o 205.0 086 (7)
S0% vol. Recuperados (T50) i anotar 9619 D2887 (8)
90% vol. Recuperados (T90) “C anotar ) D7344 (8)
Ponto Final de Ebulicio (PFE), ménc. = 3000 D7345 (8)
Residuo, méx. % volume 15
Perda, méx. (9) % volume 15
D56 | D93
Ponto de fulgor, min. (10) g > 380 7974 D3828
D7236 (31)
Massa especifica 3 20°C kg/m® 771328366 17410?5 m
FLUIDEZ
D2386
Ponto de congelamento, méx (11) e o ‘:b‘.’on:::?:‘";::A:) 7975 g:z;;
D7154
D4aas (12)
Viscosidade a 20°C negativos, méx. mm’/s 8,000 10441 | D7042(12)
D7945




METODO
CARACTERISTICA UMiDADE LIRITE ABNT
MIEBR

COMBLUSTAD

Da529
Poder calorifico infericr, min. bl kg 42 & D333y

DA
Ponta de fuligern, min. au mm 250 11900 OAA32
Ponta de fuligern, min. « mm 18,0

i , 01840
Haftalenas, max. |13) % wolurne 3,00 DEZ0S {30)
CORROSAD
Corrosividade ao cobre [2h a 100°C], mdéx. | 1 14359 [ ]
ESTABILIDADE
Estabilidade termica 2,5h - min. 260°C
queda de pressSo no filbra, rmdx. mmkig 25
rmeEnar gue 3
depdsito no tubo - metodo visual (14 {15) (sem depdsito de car D324
anarmal au dée pav3al

depdsite no tubo - metodo instrumental,
midix. [14] {16} nm as
COMNTAMINAMNTES
Goma atual, madx. [17) g’ 100 mil i 14525 DEa1
Chumiba, mde. {18]) 148 0,005 03237
indice de separagdo de dgwea, MSEP (19)
com dissipador de cargas estdticas, min. 0 D3948
sem dissipador de cargas estiticas, min. a5
COMDUTIVI D DE
Condutividade ebétrica [20) pSfm | S0 a B0 D2&624
LUBRMIDADE
Lubricidade BOCLE, mdx. [F1] mm | 0,85 LS00
ADTIVOS
A ptiaxidiante, mds mgfL 4.0
Desativador de metal [aditivacsa inicial),
rradixe [22] - mglL 20
Desativador de metal [aditivacsa
cumulativa), méx (23] - mg/L 57
Diszipador de cargas estaticas (aditivacia
inicial), méx. |z:q|E ) mafl .
Dissipador de cargas estiticas (aditivacio
cumulatival, rnd'Jl.sl.I]'l : mg/L ;
indbidor de forrmacio de Eeln- % wolurme 007 a 0,15
Detechor die varsmentos, mbs. |24) m&."l-ig 1
Methorador de lubricidade, max. [25] mgflL 23
ENSAMYS COMPLEMENTARES (26)
Tear de bisdiesel, max. (27] m&."kg_ 50 nOFred
.:-::m: redutor de arrasto erm dwbas [DRA), gL 73 D7ET3
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9 ANEXO B - REQUISITOS ADICIONAIS DA ESPECIFICACAO DO JET C

TABELA I - REQUIITOS ADICIONAS DA ESPECIRICACAD 00 JET €

{1000
CARACTERSTICA UNDROX Tt AT
" Y
{compOsicho
LT
Aromitces, i (3] T v ad 08305 (K
A volume u %
VOLATLIOANE
Destiacks oM
%5 m
150 mencs T30, mn X % m | onum
190 mencs T30, min ; ° & sl
| LWARODANE
Lubricdade BOCLL mix | »m | 0 | oson
R
Vicoudade s ' reptver mie ) | ey 0 0y D;;‘:’
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10 ANEXO C - CERTIFICADO DE QUALIDADE BIOQUEROSENE- AMYRIS

COAJET_GOA 015717 Ty
CERTIFICADO DA QUALIDADE O S ican. ¥
Parte |: MerkFeagho
Cee: > NomeWPAC: 26, 10rimeshydodecans
R mwﬂ Lote: 17RO 183060003
SR #1383
Parte It Reguisitos detalades o bte; Synchenized ho-acalfie(S9) a parir 63 hidrogrocessarmento de agucares fermentados
Desrigho 6 testn | Método [ Espacifcagie ] Rehado | Dsposiho [ Laboratsrio
Compoagle
[ Acder Tow WO I oug [ Mas 0,015 1 o | Passa | soor
Velatibdade
| Destilagho Fiska
 Temperatura e destigho, C
108 Pecuperads tergerat (130) Mix250 u hassa
0% Banperade, oot (144 Pt | M Pows
0% Rcuperade, tempertr 16 e |0 o
oo de shuilo i, mpertan 035 waxs | M s
™0 wis'$ [ Passy s
Arsidsn de destingia, X Wirls 1 Passa
Perda da destilo X W13 (3] Paisa
Ponto de b, 'C ] o 10 i Paisa

£330 docemerts ¢ propriedads S Amyris Brasd Lida
Condoncial, dduglo probids Pignatdeld
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‘ COA_JET_GQA_015/17 et
Sl CERTIFICADO DA QUALIDADE “’;’:m’(’lg’c;;:':;v
Densdade 4 15°C, kg | 04052 I 765780 I ms ] Passa l Saybolt
Fluidez
Ponto de congelamento, °C. I 02386 l Méx-60 ‘ <78 l Passa l Saybolt
Contaminantes
Goma existente, mg/100mL 0381 M7 < Passa Saybolt
reir:;mmi gﬂmﬁomaamxo 03348 MingS o Passa Anatech
Estabilidade Térmica
(2,5h & temperatura controlada)
Temperatura, ‘C, Min 355 355 Passa
Queda de pressao o filtro, mmHg. D341 Mix 25 <1 Passa Saybolt
Depdsito tubo de clasiicaglo Max3 1 Passa
Combustio
Calor luido de combustlo, Mg I 04809 I Min35 l “o I Passa Saybolt
Aditivos
Antoridantes mgl. ‘ P40 | 104 ] n [ Passa Dixe
Parte Il: Outros Requerimentos detalhados; Synthesized Iso-Paraffin(SIP) a partir do hidroprocessamento de agicares fermentados
Composigdo do Hidrocarboneto
Hidrocarbonetos saturados, massa % Min 98 100 Passa
Famesano, massa %, X001 Min97 % Passa Saybolt
Hoxahidrofaresol, massat. MixLs 00 Passa

Esse documento & propriedade da Amyris Brasil Ltda.
Confidencial, distribuicdo proibida g Pégina2de 3



COA_JET_GQA_015/17

Rus James Clork Maxwell, 315 -
Cordaminio Tachno Park

r L] Cep: 13069-380 Campinas — SP
CERTIFICADO DA QUALIDADE (empatpuotim e
Olefinas, mgr2/100g o Max 300 a2 Passa Sayolt
Aromaticas, massa% 02425 Max05 01 Passa Saybolt
Carbono e Hidroginio 05291 Min 99,5 100 Passa Saybokt
de Nio.
Nitrogénio, me/kg 04629 Mix2 <1 Passa Saybolt
Agua, mg/kg 06304 Mix75 7 Passa Saybolt
Enxofre, m/kg 02622 Mix 2 <1 Passa Saybolt
Metals, (Al, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Passa Dixie
N, P, Pb, Pd, P, 51, Se,Ti,V, 2n), me/kg. UOP 389 Mix 0,1/metal <01 |
Halogénio, mg/Kg. 7359 Max /halogénic <1 Passa Saybokt
concLusko H Jéssica Correia Ramella Sdes
(X ) Aprovado. : Coordenadora de Quimica Analitica !
H CRQ: 104.269 - 4" Regido :
() Reprovado. ! Date of approval: 07/06/2017 :
i Signature electronics, authenticated by system. :
T e S U —
Observacdes:
£sse documento ¢ propriedade da Amyris Brasil Ltda,
Confidencial, distribuigdo proibida Pigina3de 3
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