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“Estudar ndo é tudo,

mas em certo ponto se torna a base de tudo.”
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RESUMO

Avaliacdo da capacidade deteriogénica do fungo Penicillium simplicissimum

em biodiesel

O biodiesel é um importante biocombustivel dentro da matriz energética brasileira
pois € renovavel, menos poluente e compativel com motores diesel. Porém, durante
0 armazenamento € mais suscetivel a biodeterioracdo do que o diesel, tendo como
consequéncia uma maior formacgdo de sedimentos de origem bioldgica. A presenca
de agua no lastro de tanques e a capacidade dos microrganismos de utilizar tanto o
diesel quanto o biodiesel como fonte de carbono sé&o condi¢cdes importantes para o
desenvolvimento microbiano. O objetivo desse trabalho é avaliar a capacidade
deteriogénica de um isolado do género Penicillium prospectado de residuo de
tanques de estocagem de biodiesel comercial aditivado com antioxidante de uma
usina produtora de Biodiesel. A cada sete dias avaliou-se: formacdo de biomassa na
interface Oleo-agua (gravimetria); deteccdo da producao de enzimas envolvidas na
degradacédo de biodiesel por inoculacdo nos meios rodamina b e tributirina (lipase);
producdo de metabdlitos pelo fungo através de medidas como o pH e tensao
superficial; e a deteccdo da degradacdo das cadeias carbbnicas do biodiesel
realizada através da técnica de espectroscopia do infravermelho (IFTR) nos tempos
iniciais e final. Foi constatado aumento de biomassa ao longo dos 28 dias de
avaliacao tendo seu maior valor no tempo final (28 dias) (372 £ 64 mg). A producédo
de lipase pelo fungo filamentoso foi identificada em todos os tempos. O pH
apresentou reducdo estatistica dos valores de 7,0 para 6,4 + 0,16 apenas aos 28
dias. A medida de tensao superficial da fase aquosa apresentou reducao no inicio do
experimento (7 dias), quando comparada ao meio minimo mineral no tempo inicial,
sem contato com biodiesel. Estes valores se mantiveram inalterados até o fim do
experimento (28 dias), tanto para a condicdo com e sem o fungo, confirmando o
efeito surfactante do biodiesel. A andlise multivariada realizada sobre os dados de
infravermelho na faixa de 1800 — 800 cm™ sugeriu uma biodegradacdo dos ésteres
presentes no biodiesel pelo fungo Penicillium simplicissimum apés 28 dias de
incubacéo, evidenciando a sua capacidade deteriogénica em biodiesel puro.

Palavras-chave: biodegradacédo, biodiesel, Penicillium simplicissimum, fungo
filamentoso.



ABSTRACT
Deteriogenic capacity evaluation of fungus Penicillium

simplicissimum in biodiesel

Biodiesel is an important biofuel within the brazilian energy matrix because it is
renewable, less polluting and compatible with diesel engines. However, during
storage is more susceptible to biodeterioration than diesel, resulting in a higher
formation of sediments of biological origin. The presence of water in the ballast of
tanks and the ability of microorganisms to use both diesel and biodiesel as a source
of carbon are important conditions for microbial development. The objective of this
work is to evaluate the deteriogenic capacity of an isolate of the genus Penicillium
prospected of the residue of commercial biodiesel storage tanks with antioxidant from
a biodiesel production plant. Every seven days it was evaluated: biomass formation
at the oil-water interface (gravimetry); detection of production of enzymes involved in
the degradation of biodiesel by inoculation in the media rhodamine b and tributyrin
(lipase); production of metabolites by the fungus through measures such as pH and
surface tension; and degradation of the carbonic chains from biodiesel realized by
the technique of infrared spectroscopy (IFTR) in the initial and final times. An
increase in biomass was observed over the 28 days of evaluation and its highest
value in the final time (T28) (372 + 64 mg). Lipase production by filamentous fungi
was identified at all times. The pH presented a statistical reduction from 7.0 to 6.4 +
0.16 at 28 days. The surface tension measurement of the aqueous phase showed
reduction at the beginning of the experiment (7 days), when compared to the minimal
mineral medium in the initial time, without contact with biodiesel. These values
remained unchanged until the end of the experiment (28 days), both for the condition
with and without the fungus, confirming the surfactant effect of biodiesel. The
multivariate analysis performed on infrared data in the 1800 - 800 cm - 1 range
suggested a biodegradation of the esters present in the biodiesel by the fungus
Penicillium simplicissimum after 28 days of incubation, evidencing its deteriogenic
capacity in pure biodiesel.

Keywords: biodegradation, biodiesel, Penicillium simplicissimum, filamentous

fungus.
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1. INTRODUCAO

As reservas de fontes ndo renovaveis para a producédo de combustiveis, como
o petrdleo, sdo limitadas. Entre as desvantagens no uso de combustiveis fosseis é
importante destacar que durante sua combustdo ocorre a liberagdo de compostos
(CO, NOx e SOx) que tem impactos significativos sobre o meio ambiente (Kumar et
al., 2016). O aumento da producéo e utilizacdo de combustiveis, combinado a busca
por beneficios ambientais, acelerou o desenvolvimento de uma nova geragdo de
combustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis, 0s biocombustiveis
(Demirbas, 2017).

O biodiesel, € um biocombustivel, que pode ser definido como uma mistura
de mono alquil ésteres de cadeia longa, derivados de fontes renovaveis, é obtido
pela transesterificacdo (de 6leo ou gordura) com um alcool de cadeia curta (metanol
ou etanol) e que, na presenca de catalisadores tem sua eficiéncia e velocidade de
reacdo aumentadas (Knothe & Razon, 2017). A fonte de &cido graxo utilizado para a
producdo de biodiesel pode ser proveniente das mais variadas matérias primas

como: gordura vegetal, gordura animal e dleos residuais (Bento et al., 2016).

No Brasil o biodiesel é um importante biocombustivel dentro da matriz
energética. A Lei 11.097/2005, aprovada em 13 de janeiro de 2005, que determinou
a obrigatoriedade da adicdo de biodiesel ao diesel de petrdleo no Brasil. Com
porcentagem atual de biodiesel adicionado ao diesel de 8% (B8), a Lei n°
13.23/2016 determinou um cronograma de aumento do teor de biodiesel a partir de
2017 (ANP, 2016). Em novembro, de 2017, foi aprovada pelo Conselho Nacional de
Politica Energética (CNPE) a antecipacao para marco de 2018, da mistura de 10%
de biodiesel ao diesel (B10) (ANP, 2017). Dentre as diversas matérias primas
utiizadas para sua producédo, a soja representa aproximadamente 77,7% da
producao brasileira, principalmente em virtude da capacidade de cultivo, potencial de
aproveitamento e pela baixa viscosidade quando comparada as outras matérias-
primas vegetais (Cavalett & Ortega, 2010; Macedo, 2013; ANP 2016).



Em 26 de dezembro de 2017 foi decretada a Lei n © 13.576 que cria a Politica
Nacional dos biocombustiveis, o0 RenovaBio. O RenovaBio visa contribuir com a
reducdo e emisséo de gases do efeito estufa, na produgéao, na comercializagao e no
uso de biocombustiveis, expandir o uso e a producdo de biocombustiveis na matriz
energética nacional, dando énfase na regularidade do abastecimento de
combustiveis e viabilizar a oferta de energia cada vez mais sustentavel protegendo

0s interesses do consumidor quanto a preco, qualidade e oferta de produtos.

O biodiesel € uma eficiente e natural alternativa a combustiveis que tem sua
producédo a partir do petroleo, como o 6leo diesel, pois apresenta muitas vantagens
em seu uso (Chand, 2002; Knothe & Razon, 2017). Entre essas vantagens podemos
citar: seguro para uso em todos os motores a diesel convencionais, oferece o
mesmo desempenho e durabilidade que o combustivel diesel de petréleo, néo
inflamavel e ndo toxico, reduz as emissbes de fumaca visivel, vapores e odores
nocivos (Chand, 2002). No entanto, pode apresentar uma suscetibilidade a oxidagéo
durante o armazenamento que é fortemente influenciada pela composicao dos seus
acidos graxos provenientes da matéria prima. Os produtos das reacdes de oxidacao
degradam a qualidade, aumentam a acidez, viscosidade, e componentes insolaveis
do biodiesel (Leonardo et al., 2017). Sabe-se também que reacdes de hidrélises
ocorrem dependendo da umidade do ambiente. A habilidade higroscopica do
biodiesel contribui para que ele eleve seu teor de agua apenas em entrar em contato
com a umidade do ar (Gerpen et al., 1997; Vieira et al.,, 2006). A agua pode
hidrolisar o biodiesel produzindo acidos graxos e alcool que resulta em um aumento
acidez do biodiesel (Silva et al., 2017).

A biodegradabilidade do biodiesel pode ser considerada um fator positivo sob
0 ponto de vista de protecdo ambiental, no entanto € um problema quando ocorre
em sistemas de armazenamento de combustiveis (Allsopp et al., 2016). Dentre as
consequéncias diretas da contaminacdo microbiana destacam-se danos como
entupimento de filtros e tubulagdes, desgastes prematuros do sistema de injecao e
comprometimento da qualidade final do combustivel (Bento et al., 2016). A presenca
de agua e a habilidade dos microrganismos de utilizar o biocombustivel, como fonte
de carbono sdo condi¢cdes importantes para o crescimento microbiano e possivel

contaminagao em tanques de armazenamento (Luz et al., 2011).



Em um sistema de estocagem de combustivel, é possivel encontrar agua
presente em trés formas distintas. A primeira delas € como agua livre, denominada
de agua de lastro, encontrada decantada no fundo do tanque. A segunda é em
pequenas quantidades dissolvida no proprio combustivel e uma terceira forma
considerada emulsionada, juntamente com o lodo biolégico caracteristico do
crescimento microbiano quando presente (Hill & Hill, 2008; Passman, 2013). Como
consequéncia da presenca de microrganismos e de agua, pode ocorrer o
desenvolvimento microbiano, evidenciada pela presenca de biomassa na interface

combustivel-agua (Cazarolli et al., 2014).

O controle da contaminacdo microbiana em tanques de armazenamento
envolve tanto métodos fisicos como méetodos quimicos e ambos visam assegurar a
integridade do combustivel. A remocao de agua, através da drenagem, e a limpeza
fisica regular sdo métodos fisicos efetivos de controle, mas apresentam
desvantagens, pois a localizacdo dos tanques e seu formato podem dificultar a
drenagem de agua. Os biocidas sdo um grupo de produtos com componentes e
estruturas quimicas diversas. Sao utilizados como controle quimico pois possuem a
capacidade de matar ou inibir o crescimento microbiano e para seu emprego €
importante obter conhecimento sobre a populagédo alvo que se deseja eliminar, e
também das condicbes de sistema para a garantia de eficacia do produto. A
utilizacao de biocidas € bastante recomendada em paises da Europa e nos Estados

Unidos, no Brasil ainda néo possui legislacao (Bento et al., 2016; Passman 2013).

O primeiro isolamento de microrganismo em tanques de combustivel no Brasil
ocorreu em 1966, com o querosene de aviacdo. O fungo Cladosporium resinae foi
isolado de tanques de querosene por Gutheil e desde entdo muitos outros
microrganismos foram isolados. Estudos posteriores demonstraram que a adicao de
biodiesel ao diesel nas propor¢des de 5% (B5), 7% (B7) e 100% (B100) faz com que
0S combustiveis sejam mais suscetiveis a contaminagdo microbiana durante seu

armazenamento (Bucker et al., 2011; Zimmer et al., 2013; Gassen et al., 2015).

Dentre 0s microrganismos que tem sido isolados dos tanques de
combustiveis tem se dado uma importancia maior aos fungos filamentosos, pois

estes crescem formando uma malha e s&o extremamente probleméticos no
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entupimento de filtros e sistemas de injecdo nos motores além de serem capazes de
penetrar no revestimento dos tanques. Os organismos representantes dessa classe,
isolados mais frequentemente e considerados deteriogénicos ao diesel, sao
Hormoconis resinae, Apergillus fumigatus, Paecilomyces variotii e Penicillium sp.
(Bento et al., 2016).

Diversos estudos isolaram o g@género Penicilium de tanques de
armazenamento de diesel e de misturas diesel-biodiesel (Gaylarde et al., 1999;
Soriano et al., 2015; Allsopp et al.,2016) e alguns deles demonstram que o género &
encontrado como deteriogénico de misturas diesel e biodiesel além de trabalhos
com biorremediacdo (Al-Nasrawi, 2012; Vanishree, et al 2014; Okougbo & De,
2016). Neste sentido, a espécie Penicillium simplicissimum foi avaliada neste
estudo, quanto sua capacidade de crescer utilizando o biodiesel como fonte de

carbono e energia.

2. HIPOTESE

O fungo Penicillium simplicissimum isolado de uma borra de tanques de
estocagem de wuma wusina produtora de biodiesel, apresenta capacidade
deteriogénica de biodiesel (degradacdo dos ésteres e producdo de biomassa),

comprometendo a qualidade final do biocombustivel estocado.

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do trabalho é avaliar a capacidade deteriogénica de um
isolado da espécie Penicillium simplicissimum prospectado de residuo de tanques de

estocagem de biodiesel comercial de usina produtora de Biodiesel.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o crescimento fungico do isolado Penicillium simplicissimum em
biodiesel durante 28 dias.
Detectar e caracterizar a capacidade de producédo de enzimas degradadoras

e metabolitos acidos ou basicos durante o crescimento do isolado em biodiesel.
11



Caracterizar a degradacdo dos ésteres de acidos graxos presentes no

biodiesel causada pelo crescimento do fungo Penicillium simplicissimum.

4. METODOLOGIA

4.1 Microrganismo utilizado:

4.1.1 Microrganismo e prospeccao:

A espécie Penicillium simplicissimum pertence ao filo Ascomycota e esta
incluso na ordem Eurotiales. O microrganismo foi prospectado de uma borra de
tanques de estocagem de uma usina produtora de biodiesel no Rio Grande do Sul,

Brasil.

4.1.2 Caracterizacdo molecular:

Foi realizada a extracdo de DNA do fungo pelo método de Ferreira e
Grattapaglia (1996). A identificacdo foi realizada inicialmente pela técnica de
microcultivo e posteriormente através da PCR com a amplificacdo da regido ITS-
5.8S-ITS2 com o0 uso dos primers ITS-1 (TCCGTAGGTGAACCTCGCG) e ITS-4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC). Os produtos de PCR foram purificados com auxilio
do Kit PureLink™ PCR Purification da Invitrogen. As reagbes de sequenciamento
foram realizadas utilizando BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing Reaction kit
(AppliedBioSystems, Foster City, USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
Em seguida, as analises dos fragmentos foram processadas através do
sequenciador automético ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied BioSystems,
Foster City, CA). As sequéncias geradas pelo sequenciamento foram comparadas

com o banco de dados GenBank (ferramenta online disponivel em http://blast.be-

md.ncbi.nim.nih.gov/).

4.2 Biocombustivel avaliado:

O biocombustivel avaliado foi biodiesel puro (B100), produzido a partir de Oleo
de soja, com antioxidante (especificacdo de biodiesel comercial) em sua

composicdo. O biodiesel foi esterilizado utilizando sistema de filtragdo a vacuo com
12
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auxilio de um frasco Kitassato e um filtro com membranas com porosidade de 0,22
pm  (Milipore), sendo todo conjunto previamente esterilizado em autoclave. O

procedimento de filtracao foi realizado em condi¢gBes assépticas.

4.3 Condi¢bes do crescimento fungico:

A avaliacdo do crescimento do fungo filamentoso utilizando o biodiesel de
soja como fonte de carbono e energia, foi conduzido em frascos de vidro,
previamente esterilizados, utilizando-se uma fase agquosa e uma fase oleosa. A fase
aquosa foi constituida por 60 mL de meio mineral Bushnell & Haas (1941). A fase
oleosa foi constituida por 15 mL de biodiesel de soja (B100) esterilizado, conforme
citado previamente. Os fracos foram esterilizados contendo a fase aquosa em
autoclave por 15 minutos, a 121°C, a latm, antes de ser adicionados a fase oleosa.
O experimento foi realizado em triplicata, montado com repeticbes destrutivas, teve
duracdo de 28 dias e foi avaliado nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias. Para
comparacdo dos experimentos foi utilizado um controle (sem adi¢do do inoculo)

esteéril.

4.3.1 Preparacéo do indculo:

A preparacdo do inéculo foi realizada a partir de culturas de Penicillium
simplicissimum com 7 dias, cultivadas em agar BDA em tubo inclinado, mediante a
adicdo de 3mL salina e 2 mL de surfactante, Tween 80, 0,01%. O uso do surfactante
tem como objetivo facilitar a dispersédo dos esporos, uma vez que estes apresentam
propriedades adstringentes. Os esporos foram lavados com solucdo Tween 80 e
esta solucdo adicionada foi mantida em agitacdo a 120 rpm, 28°C, durante 24 horas,
na tentativa de esgotar possiveis reservas nutritivas presentes nos esporos do
fungo. ApGs 24 horas, foi utilizada uma aliquota da suspensédo do inéculo em cada
frasco do cultivo do experimento, em que, por contagem em camara de Neubauer,

obteve-se uma concentracao final no frasco de 10° esporos mL™.
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4.4 Anédlises:

As andlises foram realizadas nos tempos estipulados separando a fase
aguosa, oleosa e a biomassa proveniente do crescimento do fungo em cada tempo
amostral com o auxilio de um funil de separacédo. A fase oleosa foi utilizada para
verificar a degradacao de ésteres do tratamento B100 ao final do experimento (28
dias). A fase aquosa foi monitorada para a producdo de metabdlitos com carater

acido ou basicos através de medidas de pH.

4.4.1 Crescimento microbiano:

Para a quantificacdo do crescimento fungico, foi realizada inicialmente a
separacao da biomassa formada na interface 6leo-agua em sistemas de filtracdo. A

biomassa fungica foi quantificada através de técnica gravimétrica.

4.4.1.1 Quantificacdo de biomassa:

Posteriormente a separagcdo das fases aquosa e oleosa de cada frasco, a
biomassa formada foi filtrada em discos de papel filtro (Marca J Prolab, gramatura
80, espessura 205 pm, porosidade 14 um), previamente pesados balanca de
precisdo. A preparacdo dos discos foi realizada em estufa a 30°C, onde
permaneceram durante 4 dias para remocéo da umidade. Apés esse periodo, foram
transferidos diretamente para um dessecador, de onde foram retirados somente para

a pesagem em balanca de preciséao.

4.4.1.2 Interface: caracterizacao visual da biomassa formada:

A biomassa formada na interface dleo-agua ao final de cada tempo amostral,
foi inicialmente registrada com fotografias do microcosmo e a biomassa foi colocada
em placas de petri de vidro e o aspecto fungico foi avaliado com lupa

estereoscopica.

4.4.2 Fase aquosa:

4.4.2.1 Deteccédo da producao de metabdlitos acidos:

14



Foram realizadas medidas de pH da fase aquosa, visando a deteccdo da
natureza de possiveis metabdlitos (acida e ou basica), determinadas a temperatura

ambiente com auxilio de um pHmetro digital (Digimed, modelo DM-22).

4.4.2.2 Tenséo superficial:

A fase aquosa foi avaliada ap0s a filtracdo da biomassa formada na interface
Oleo-agua. As amostras permaneceram por 30 minutos a temperatura ambiente e a
medida de tensao superficial foi determinada em um medidor de tenséo superficial
digital (Gibertini, Mildo, Itélia), utilizando-se o método da placa de Wilhelmy. Para a
medida foram utilizados cerca de 10 mL de fase aquosa. Para a calibracdo do
aparelho utilizou-se como padrdes liquidos a 4gua destilada (72,0 mN.m™) e etanol
(24,0 mNm™).

4.4.2.3 Deteccédo da producdao de Lipase:

Foi realizada a deteccéo da capacidade de producao pelo fungo de enzimas
envolvidas na etapa de degradac&o do biodiesel, como a lipase. Foi inoculado em
todos os tempos 2 ul da fase aquosa, sobre a superficie de meios de cultura como o

meio tributirina (Anderson, 1939) e o meio rodamina B (Kouker & Jaeger, 1987).

4.4.3 Fase oleosa:

4.4.3.1 Espectroscopia de infravermelho:

As andlises nos tempos inicial e final para avaliar a degradacédo das cadeias
carbbnicas do combustivel foram realizadas por espectroscopia de infravermelho
(FTIR/ATR) em espectrofotdmetro Cary 630 Agilent Technologies FTIR acoplado em

acessorio de reflectancia total atenuada horizontal (HATR).

4.4.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio:

A fase oleosa foi analisada quanto a degradacédo das cadeias de ésteres de
acidos graxos pelos microrganismos através da técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (1H RMN) aos 0 e 28 dias, em um equipamento da marca

Bruker, modelo Avance, com intensidade de campo magnético de 94 T
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(correspondente a uma frequéncia de ressonancia de 400 MHz para atomos de
hidrogénio). Aproximadamente 15 mg de amostra de biodiesel foram solubilizadas
em Cloroférmio Deuterado (CDCI3) — 0.5 mL. Como referéncia interna foi usado
Tetrametilsilano (TMS). O tempo de relaxacdo (tempo entre pulsos) foi de 10

segundos, para permitir a quantificacado de todos os hidrogénios da molécula.

4.4  Analises estatisticas:
Foi realizado a andlise de variancia e o teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia, para verificar diferencas entre os diferentes tratamentos, nos tempos

avaliados utilizando o Programa Statistics, Verséo 10.0 (2010).

5. RESULTADOS

5.1 Analises da Interface 6leo-agua:

5.1.1 Biomassa:

O aspecto do crescimento fungico ao longo dos 28 dias de experimento pode
ser observado na Figura 1. Durante o desenvolvimento da biomassa foi detectada a
presenca de um biofilme com aspecto membranoso na interface 6leo-agua (Figura
2).

“B100 P B100 CT ' B10O P “ B100 CT § { B100 P II B100 CT

0 dias Odias isias 7 dias 14 dias 14 dias

B100 P l B100 CT

21 dias 21 dias 28 dias 28 dias

B100O P B100 CT

Figura 1: Aspecto dos frascos ao longo do experimento mostrando a formacao
de biomassa pelo fungo Penicillium simplicissimum as expensas de biodiesel. B100
P: Tratamento com adi¢do de indculo; B100 CT: Meio mineral BH em contato com o
biodiesel sem adic&o de in6culo.
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Biomassa

Figura 2: Aspecto do frasco aos 14 dias de experimento mostrando a
formacao de biomassa de aspecto membranoso separando a fase aquosa da fase
oleosa.

5.1.2 Crescimento fungico:

Os valores de biomassa referentes ao crescimento fungico, foram
avaliados ao longo de 28 dias (Figura 3). Observou-se nos tempos iniciais de 0
(Omg), 7 (72 £ 23 mg) e 14 (72 £ 8 mg) dias a ocorréncia de uma fase de
adaptacdo em que os valores expressos, de crescimento, sdo reduzidos se
comparados com os tempos finais, 21 (268 + 30 mg) e 28 dias (372 £ 64 mg). Os
tempos finais de 21 e 28 dias apresentaram diferencas significativas (p<0,05) em
comparacao com seus respectivos controles. O maior valor de biomassa (372 *

64 mg) foi observado aos 28 dias.

371,9+64,2mg

P, simplicissimum
s Controle

Biomassa (Peso seco) (mg)
= = ~ N
g8 8 8 8

o
=}

o

§ ‘ 7 I e I 7 I 28
Tempo (Dias)

Figura 3: Valores de biomassa (mg) durante 28 dias de crescimento do fungo
Penicillium simplicissimum. Penicillium simplicissimum: Condi¢cdo do microcosmo
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com a adi¢ao de indculo; Controle: Condicdo do microcosmo com meio mineral BH
em contato com o biodiesel sem adi¢do de indculo.

5.2 Andlises da fase aquosa:

5.2.1 pH:

A analise de producdo de metabdlitos foi feita através da medida de pH da
fase aquosa. O pH apresentou reducéo estatistica (p<0,05) dos valores de 7,0 para
6,4 £ 0,16 apenas aos 28 dias (Figura 4).

B cControle
6,8 | BB P. simplicissimum

14 21 28
Tempo (Dias)

Figura 4. Valores de medidas de pH da fase aquosa durante 28 dias de
incubacédo. Penicillium simplicissimum: Condicdo de microcosmos com adi¢do de
inoculo. Controle: Condigdo de microcosmos com meio mineral BH em contato com o
biodiesel sem adicao de inéculo.

5.2.2 Tensao superficial:

As medidas de tensédo superficial da fase aquosa (Figura 5) apresentaram
reducdo no inicio do experimento (7 dias), quando comparada ao meio minimo
mineral no tempo inicial, sem contato com biodiesel. Estes valores diferiram
significativamente dos tempos controles (p<0,05) e se mantiveram inalterados até o
fim do experimento (28 dias) para ambas as condi¢fes, confirmando o efeito
emulsificante do biodiesel.
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BH
70 M controle
W P. simplicissimum
60 -

50

30

20 -

Tensdo superficial (mN/m)

10

Tempo {Dias)

Figura 5. Medidas de tensédo superficial da fase aquosa durante 28 dias de
incubacgdo. Penicillium simplicissimum: Com adi¢do de in6culo; Controle: Meio
mineral BH em contato com o biodiesel sem adicao de indculo.

5.2.3 Lipase:

Os resultados dos plaqueamentos, em meios rodamina b e tributirina, estao
representados na Tabela 1. A producédo de lipase pelo fungo foi identificada em

todos os tempos para ambos os testes.

Tabela 1. Producdo de enzima através da inoculacdo do fungo, em meios

rodamina e tributirina

DIAS RODAMINA B TRIBUTIRINA
Controle P. simplicissimum Controle P. simplicissimum

0 - + - +

7 - + - +

14 - + - +

21 - + - +

28 - + - +
+: positivo para lipase; — negativo para lipase. Penicillium simplicissimum:

Com adicéo de inéculo; Controle: Meio mineral BH em contato com o biodiesel sem
adicao de inéculo.
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5.3 Analises da fase oleosa:

5.3.1 Degradac&o de Esteres:

Segundo a area dos hidrogénios do grupo metila dos ésteres do biodiesel
obtido pelos espectros de RMN (Figura 6), a degradacéo observada na presenca do
fungo, foi de 2,55%.

5.3.2 Analise das componentes principais:

Os resultados pela analise das componentes principais (PCA) (Figura 7)
sugerem que, com duas componentes principais, foi possivel explicar 78.25% da
variancia dos dados. De acordo com o grafico de pesos da primeira componente a
principal diferenca entre as amostras foi a regido da banda da carbonila. Os
resultados da PC1 mostram que as amostras de B100 contaminadas pelo fungo P.
simplicissimum apos 28 dias, diferiram-se das demais amostras, sugerindo a

degradacéo pelo fungo (Figura 7).

JFerrao-CamilsZ547-2843 001.esp

Normalized Intensity
L] S n =] = o o [=]
1

=
=]

A

T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 5 0 1.5 1.0
Chemical Shift {ppm)

I-\;:__

Figura 6. Espectro gerado pela técnica de infravermelho do biodiesel (B100)
apos 28 dias de incubagédo com o fungo filamentoso.
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PCA - Scores

P - 14, 10%

PC1-8408%

Figura 7. Dados espectrais apresentados pela analise de componentes
principais.

6. DISCUSSAO

A deterioracdo nos tanques de armazenamento de combustiveis e
biocombustiveis vem sendo avaliada e uma das principais consequéncias do
crescimento microbiano € a producdo de biomassa e de metabdlitos acidos que
resultam na diminuicdo do pH da fase aquosa (Gutheil, 1966; Bento et al., 2005;
Mariano et al., 2008; Passman, 2013; Bento et al 2016).

Em um sistema de armazenamento de combustiveis, a contaminacgao
microbiana pode ter diversas fontes, as mais comuns sao ar e agua ja contaminada,
que é usada na limpeza de tanque. Para que ocorra crescimento microbiano é
necessario um ambiente em condi¢cdes ideais como a presenca de nutrientes tais
como: carbono, oxigénio e a presenca de agua, em quantidades minimas (10 ppms),
para que microrganismos passem a crescer na interface 6leo e agua (Bento et al.,
2005; Passman, 2013; Allsopp et al. 2016). No presente estudo, a producéo de
biomassa na interface 6leo-agua foi observada durante todos os tempos avaliados

tendo a maior producéo no tempo final de 28 dias. O crescimento pode ser explicado
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pela facil metabolizacdo de biodiesel puro propiciada por conta de sua composicao
de acidos graxos e/ou a utilizacdo do meio minimo mineral como aporte minimo de
nutrientes, que estimula o desenvolvimento de microrganismos, demonstrando a
capacidade do fungo de desenvolver-se em um sistema de armazenamento simulado
(Zhang et al., 1998; Bento et al., 2001). Este tipo de avaliacdo tem sido conduzida em
véarios estudos que avaliam a biodeterioracdo de microrganismos de combustiveis e
biocombustiveis (Bento et al., 2005; Schultz, 2010; Bucker et al., 2011; Zimmer.,
2014; Cazarolli et al. 2014; Azambuja et al, 2017; Boelter, 2017).

Bicker et al. (2011), avaliaram a suscetibilidade a biodegradacdo do diesel
puro (BO), das misturas B5, B10 e B20, e de biodiesel puro (B100) por Aspergillus
fumigatus e Paecilomyces sp durante 60 dias. Os autores verificaram que a
biomassa formada pelos fungos aumentou conforme a elevacdo percentagem de

adicéo de biodiesel ao diesel, se comparadas ao diesel puro (BO).

Cazarolli et al. (2010), observaram por 60 dias o crescimento de um fungo
filamentoso ao utilizar Biodiesel de sebo bovino produzido com os catalizadores
NaOH e KOH e purificado com diferentes métodos (via agua e via magnesol) como
fonte de carbono e de energia. Ao final de 60 dias de avaliacdo observou que os
biodieseis KOH-Magnesol e KOH-Agua favoreceram a formacdo de biomassa
(891mg e 930mg, respectivamente) diferindo significativamente da biomassa
formada em NaOH-Agua NaOHAgua (576mg), em que se foi observado menor

crescimento.

Varios autores (Bento et al., 2005; Zimmer et al., 2014; Cazarolli et al. 2014;
Passman, 2003) utilizando medidas de pH demonstraram a producdo de metabdlitos
acidos e em alguns casos foram identificados compostos de degradacéao do diesel
(Bento et al., 2005) e com as misturas diesel e biodiesel (Azambuja 2017). A
producdo desses metabdlitos pode ser uma justificativa para explicar a reducéo
observadas nos valores de pH aos 28 dias, que indicam a formacdo metabdlitos
acidos apenas ao final do experimento, enquanto a composicdo de fosfatideos do
biodiesel pode estar interferindo nas medidas de pH para os controles, visto que eles
podem migrar para a fase aquosa e causar alteracdes nas concentracbes de

fosfatos para os microcosmos (L6bo et al, 2009).

22



Zimmer et al. (2014) em experimento com biocidas para a mistura B10
utilizando um consorcio microbiano, observou que o pH ndo apresentou variacdo na
fase aguosa, mantendo-se em 7 até o final dos 35 dias de experimento para todos
os tratamentos. Justificando que a composi¢cdo do meio mineral BH utilizado como
fase aquosa, apresenta efeito tampao devido as altas concentracdes de fosfato (2
g/L) na sua composicdo que impedem variacdes bruscas no pH. Cazarolli (2013),
avaliou o pH da fase aquosa, oriunda do crescimento de trés fungos filamentosos -
Pseudallescheria boydii, Scedosporium aurantiacum e Paecilomyces variotii — em
trés diferentes biodieseis (oliva, soja e linhaca). Nos tratamentos com os fungos néo
foram observadas diferencas significativas entre os biodieseis testados (oliva, soja e

linhaga) em nenhum tempo amostrado.

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem porc¢des hidrofilicas e
hidrofébicas que atuam na interface entre as fases de um fluido com diferentes
graus de polaridade e de ligacdo de hidrogénio. Essas propriedades tornam os
surfactantes capazes de reduzir a tensao superficial e interfacial e formando micro
emulsdbes em que os hidrocarbonetos podem solubilizar em agua. Os
biosurfactantes sdo aqueles produzidos por microrganismos (Nitschke et al., 2002;
Banat et al., 2000). As medidas de tensdo superficial da fase aquosa foram
menores, em comparagao com o0s controles, no tempo inicial de avalicdo (7 dias)
mantendo os mesmos valores até o final do experimento (28 dias). Estes
resultados,deve-se provavelmente, devido a compostos que migraram para a fase
aquosa. O. biodiesel também é considerado um surfactante, pois apresenta a
capacidade de reduzir a tensao superficial quando em contato com uma fase aquosa
(Miller & Zhang, 1997; Bucker et al, 2011; Azambuja, 2016 ).

Schultz (2010) que obteve uma pequena reducdo dos valores de tensao
superficial com fungos, atribuindo essa reducdo, a presenca de biodiesel. Bucker
(2009) encontrou alteracdo nas tensdes superficiais de apenas um de seus fungos
filamentosos em relagéo ao seu controle, e em apenas um dos tempos amostrados,
enquanto os outros tratamentos permaneceram sem reducdes com relacdo aos seus
respectivos controles. Atribuiu-se a reducdo encontrada as substancias que podem

estar presentes no biodiesel e possuem capacidade de reduzir a tensao superficial.
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A lipase estad associada com uma possivel rota para a biodegradacdo do
biodiesel, pois sdo enzimas que catalisam a hidrolise de triacilglicerol gerando
glicerol e &cidos graxos. Os fungos sdo considerados 6timos produtores de lipases
por conta de sua atividade catalitica, baixo custo de producéo e facil manipulagcéo
genética (Thakur, 2012: Marek & Bednarski, 1996). No presente estudo foi
identificada a producdo de lipase pelo fungo avaliado, em todos os tempos de
incubacdo com biodiesel, o que indica que o Penicillum Simplicissimum uma

possivel capacidade de metabolizar o biodiesel.

Rodrigues et al. (2017) estudou a producao de lipases por diferentes géneros
de fungos filamentosos obtendo como resultado alta atividade extracelular do género
Penicillium sp. quando comparado com as demais ao usar 0leo de soja como

substrato demonstrando a capacidade do fungo de produzir lipase.

A degradacéo foi avaliada pela técnica de infravermelho e de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). A ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio vem
sendo aplicada em outros estudos na quantificacdo de ésteres presentes no
biodiesel de soja e 6leo de mamona em misturas com trés tipos diferentes de diesel
(Monteiro et al., 2009). Na andlise de degradacédo dos ésteres do Biodiesel puro de
soja (B100) foi observada apenas 2,55% de degradacdo. A analise das
componentes principais separou o tempo 28 dias com inodculo das demais, indicando
a alteracdo nas cadeias carbbnicas sendo influenciada pela presenca do fungo
filamentoso. O biodiesel € definido como uma composicdo de alquil ou metil ésteres
de acidos graxos de cadeia longa e é essa composicao que faz com que ele seja
considerado mais facilmente degradado do que o diesel (Mariano et al., 2008) e a
capacidade de produzir enzimas como, como as lipases e esterases sao
responsaveis por atuar na degradagdo de ésteres e acidos graxos (Cazarolli et al.,
2014).

Cazarolli (2013), analisaram a degradacdo dos ésteres pelo fungo
Pseudallescheria boydii ao longo de 60 dias de experimento e observaram
diferencas significativas de 5, 11, e 10% nas porcentagens de ésteres de biodiesel

de linhaca, soja e oliva, respectivamente quando comparados com 0s controles.
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Boelter (2017), observou as percentagens de degradacdo dos biodieseis B10
e B100 ao 20 e 45 dias também pelo fungo filamentoso Pseudallescheria boydii. Os
resultados para B10 demonstram degradacgéo de 34,9% aos 20 dias e 48,6%, aos 45
dias, nos maiores valores. Os maiores valores de degradacdo para B100 sao de
3,4% e 4,4% nas mesmas condicdes. A analise foi baseada na observacdo da
funcdo carbonila (C=0) dos ésteres metilicos do biodiesel através da técnica de

espectroscopia de infravermelho.

Azambuja (2016), ao estudar a degradacdo pelos fungos Pseudallescheria
boydii e Paecilomyces variotii no diesel puro S50, S500 e S1800 e nas blendas
confeccionados com 10 % de biodiesel v/v observaram na analise de RMN H-1 para
o diesel puro e a mistura B10 a presenca de grupos etilénicos, metilénicos e
aromaticos do diesel identificando que, tanto no diesel puro quanto na mistura B10
com até 500 ppm de enxofre (S500), houve maior teor de compostos aromaticos
comparados aos S50 e S1800. Os resultados sugerem uma explicagao para a baixa
biodegradabilidade de S500 observada no diesel puro e na mistura B10,
especialmente pelo fungo P. varioti. A condicAo que apresentou menor
biodegradabilidade, devido as ramificacbes ou a presenca de compostos aromaticos
foi o diesel S500, seguido de S50 e S1800.
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7. CONCLUSOES

O fungo filamentoso P. simplicissimum foi capaz de crescer na presenca de
biodiesel de soja, com valores de 2,55% de degradacdo dos ésteres de &cidos
graxos;

A enzima lipase foi detectada durante todos os tempos analisado do
crescimento do fungo P. simplicissimum em biodiesel.

As medidas de tenséo superficial e de pH durante o crescimento do fungo
ndo indicaram producdo de biossurfactante e compostos de natureza &cidas,

respectivamente quando comparadas aos tratamentos controle.
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