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POTENCIAL DETERIOGENICO DA MICROBIOTA NATIVA DE BIODIESEL DE
SOJA (RS), BRASIL'

Autora: Juciana Clarice Cazarolli

Orientadora: Prof’. Dr’. Fatima Menezes Bento

RESUMO

Durante a estocagem, o biodiesel é suscetivel a reagdes quimicas e bioldgicas. A
adicdo de aditivos quimicos € indicada para aumentar a estabilidade em relacdo a
degradacao bidtica e abidtica durante o armazenamento. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial deteriogénico de comunidades microbianas presentes em biodiesel
e a possibilidade do uso de compostos naturais como aditivos. O fundo de um tanque
de estocagem de biodiesel foi coletado e a composigdo quimica e microbiana
investigada. A influéncia de diferentes teores de agua foi avaliada com tratamentos
com os fungos Aureobasidium pullulans e Penicillium simplicissimum, biodiesel como
recebido, e um in6culo n&o caracterizado (ASTM E1259). O sedimento coletado foi
definido como sendo ésteres de acidos graxos e ions metalicos e a comunidade
microbiana cultivavel composta por bactérias e fungos filamentosos. A levedura A.
pullulans foi detectada em amostras de biodiesel e caracterizada como deteriogénica,
pois causou a degradagao dos ésteres (10%). Apds 30 dias foi observado que o tempo
de incubacgao, os teores de agua e aporte de nutrientes causaram modificagdes no
crescimento microbiano e na comunidade fungica do inoculo ASTM, por
sequenciamento de alto rendimento (lllumina Miseq). O meio mineral foi considerado
seletivo quanto aos taxons presentes no indculo inicial. Foram avaliados 16
compostos quanto a atividade antimicrobiana frente ao inéculo ASTM. Nao foi
detectada atividade inibitéria nos compostos naturais avaliados nas condi¢coes
propostas. O 6leo de pirdlise de casca de arroz, em concentracdo superior a 5000
ppm, apresentou atividade biocida apds 15 dias. Os valores de biomassa ao final do
experimento indicaram que os aditivos promoveram maior crescimento quando

comparados ao controle.

" 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. (230 p.) Mar¢o, 2019.
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DETERIOGENIC POTENTIAL OF NATIVE MICROBIOTA FOUND IN SOYBEAN
BIODIESEL (RS), BRAZIL?

Author: Juciana Clarice Cazarolli

Advisor: Prof. Dr. Fatima Menezes Bento

ABSTRACT

During storage, biodiesel is susceptible to chemical and biological reactions. The
addition of chemical additives is indicated to increase storage stability related to biotic
and abiotic degradation. The objective of this work was to evaluate the deteriogenic
potential of microbial communities present in biodiesel and the possibility of using
natural compounds as additives. The bottom of a biodiesel storage tank was collected
and the chemical and microbial composition investigated. The influence of different
water contents and contamination levels were evaluated with treatments such as:
Aureobasidium pullulans and Penicillium simplicissimum fungi, biodiesel as received,
and a non - characterized inoculum (ASTM E1259), in simulated storage. The
sediment composition was defined as esters of fatty acids and metal ions and the
microbial community cultivable was composed of bacteria and filamentous fungi. Yeast
A. pullulans was detected in biodiesel samples and characterized as a deteriogenic
species, as it may cause changes in the appearance and degradation of the esters
(10%). After 30 days, it was observed that incubation time, water content and nutrient
supply caused changes in the detected biomass and in the fungal community of the
ASTM inoculum, by high-throughput sequencing (lllumina Miseq). The mineral medium
was considered selective for the taxa present in the initial inoculum. 16 compounds
were evaluated for their antimicrobial activity against the ASTM inoculum. No inhibitory
activity was detected for the natural compounds under the proposed conditions. The
rice husk pyrolysis oil presented biocidal activity after 15 days, in a concentration
higher than 5000 ppm. The biomass values at the end of the experiment indicated that

the additives promoted higher growth when compared to the control.

2 Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (230 p.) March, 2019.
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1 INTRODUGAO

O uso de combustiveis derivados do petroleo, como o diesel e a gasolina,
tem sido a principal fonte energética mundial, no entanto alternativas menos
impactantes e de natureza renovavel, como os biocombustiveis, ja se tornaram uma
realidade. No Brasil, atualmente, o biodiesel é adicionado ao diesel (B10) em uma
proporcao de 10%, devido a determinagao da lei n°. 13.623, de 2016, e a perspectiva
no cenario nacional é de que este percentual aumente nos proximos anos.

A tecnologia para a producédo de biodiesel predominante no mundo é a
transesterificagcdo, definida como a reacdo de um acido graxo com um alcool,
geralmente de cadeia curta (metilico ou etilico). A fonte de acido graxo da reagao de
transesterificagcdo pode ser proveniente de plantas oleaginosas, como soja, palma e
amendoim, de gordura animal e também de 6leos residuais. O biodiesel somente &
liberado para o mercado apoés a realizagdo de algumas analises especificadas pela
Resolugcdo da Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP)
n°. 45, de agosto de 2014. Dentre essas analises estdo o teor de éster, a viscosidade
cinematica a 40 °C, a massa especifica a 20 °C, o teor de agua, o indice de acidez, a
estabilidade a oxidacédo a 110 °C, etc. Os valores de cada analise devem estar de
acordo com os limites impostos pelas normas previstas em lei, sendo essas
caracteristicas indispensaveis para que o biocombustivel tenha o rendimento
esperado no motor.

No cenario atual, segundo o anuario estatistico da ANP de 2017, a soja é
a oleaginosa mais utilizada para a produgao de biodiesel no Brasil, porém no cenario
nacional também temos gordura animal e 6leo de algodao entre outros materiais
graxos. Dependendo da matéria prima utilizada na produgéo de biodiesel, ésteres com
propriedades diferentes podem variar de concentracdes e, consequentemente, alterar
as caracteristicas do biodiesel produzido. Esteres saturados possuem maior nimero
de cetano, parametro que mede a capacidade do combustivel para a autoignigéo
quando injetado no motor. Além disso, ésteres saturados sdo menos propensos a
oxidacdo, porém acabam cristalizando e solidificando em temperaturas mais altas
quando comparados a ésteres insaturados. O biodiesel pode solidificar-se
parcialmente ou perder sua fluidez durante a exposicdo a temperaturas mais frias,

levando a interrupg¢ao do fluxo do combustivel, entupimento do sistema de filtros e
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ocasionando problemas no motor. A utilizagdo deste biocombustivel em regides de
clima mais frio pode ser determinada por meio de alguns parametros: ponto de névoa,
ponto de fluidez e ponto de entupimento de filtro a frio.

A fim de evitar as consequéncias relacionadas a solidificacdo do biodiesel
em climas frios, o tratamento com aditivos quimicos € uma pratica estabelecida.
Alguns aditivos melhoram as propriedades de fluidez a baixas temperaturas e, apesar
de terem sido desenvolvidos para o uso em combustiveis fésseis, apresentam eficacia
também em combustiveis alternativos a base de gordura animal. O uso de aditivos
com capacidade antioxidante e anticongelante visam melhorar caracteristicas do
biodiesel durante a estocagem e sao utilizados pela industria, visto que, apesar dos
Oleos vegetais apresentarem componentes naturais com atividades antioxidantes,
estes sdo perdidos na reagao de producdo do biodiesel. Os aditivos mais utilizados
comercialmente possuem natureza sintética, no entanto, atualmente, ha um apelo
pela substituicdo por naturais provenientes de matérias primas renovaveis.

Durante a estocagem de biodiesel puro ou em mistura com o diesel, é
preciso considerar a suscetibilidade a degradacdo por microrganismos, processo
também conhecido por biodeterioracdo. Devido a composigao de ésteres de acidos
graxos, o biodiesel possui maior facilidade de ser reconhecido enzimaticamente pelos
microrganismos, conferindo-lhe uma maior biodegradabilidade. O d6leo diesel, cujos
constituintes sao basicamente hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e policiclicos
aromaticos (HPAs), sdo comparativamente mais recalcitrantes a degradagado no
ambiente. Essa caracteristica € considerada uma das vantagens do biodiesel ao
diesel considerando-se acidentes ambientais com combustiveis. Porém, durante o
armazenamento de combustiveis em condigbes inadequadas microorganismos
podem desenvolver-se, formando uma massa biolédgica (lodo) no fundo dos tanques
de estocagem.

Procedimentos conhecidos como “Boas Praticas” envolvem drenagens
frequentes e eventuais limpezas dos tanques de armazenamento, podendo ser uma
forma preventiva de controlar o crescimento microbiano. Com a introducdo de
biodiesel foi verificado uma maior suscetibilidade da nova mistura (diesel/biodiesel) a
biodeterioragdo e a instabilidade quimica, o que leva a um aumento na geragao de
sedimentos de natureza biolégica e/ou quimica, os quais, por sua vez, comprometem

a qualidade final do produto armazenado. Nesse sentido, a comunidade usuaria foi
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alertada para a necessidade do estabelecimento de rotinas rigidas de manutengéo no
armazenamento, em especial das misturas diesel-biodiesel. O uso de biocidas com a
funcao de preservacao dos combustiveis em situacdes de armazenamento precarias
ainda nao foi examinado nem aprovado por érgaos ambientais brasileiros.

A proposta desta tese é avaliar o potencial deteriogénico de comunidades
microbianas presentes no biodiesel e no lodo encontrado no tanque de estocagem de
uma usina de biodiesel, abordando aspectos relacionados a deterioragao, degradagao
e possibilidade de identificacdo de moléculas naturais com potencial antimicrobiano

para uso como aditivos em biodiesel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade deteriogénica de uma comunidade microbiana
presente em amostras de biodiesel e de uma borra presente no fundo de um tanque

de estocagem de uma usina produtora de biodiesel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a composi¢gao quimica e microbioldgica de uma borra coletada
do fundo de um tanque de estocagem de biodiesel em uma usina produtora de
biodiesel por meio de métodos quimicos e microbiologicos.

Descrever o potencial deteriogénico da levedura Aureobasidium pullulans
LABBIO17 sobre biodiesel, diesel e sua mistura B20, determinando seu
comportamento na presenca de ésteres de acidos graxos usando técnicas
moleculares e microbioldgicas classicas.

Avaliar o impacto da concentracdo de agua no biodiesel durante a
estocagem com relagdo a propriedades fisicas, quimicas e microbiolégicas com
auxilio de métodos de quimica analitica, microbiolégicos e por metagendémica (lllumina
Mi-Seq).

Avaliar produtos naturais e sintéticos com potencial de uso como aditivos
para biodiesel, como antimicrobianos diante de uma microbiota naturalmente presente

em tanques de estocagem de biodiesel.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MATRIZ ENERGETICA BRASILEIRA

No Brasil, segundo o Balango Energético Nacional, um aumento de 1,8% e
1,7% na producdo e consumo, respectivamente, de energia ndo renovavel e renovavel
foi registrado de 2016 para 2017 (MME, 2018). A matriz energética brasileira
compreende fontes de energia ndo renovaveis (petroleo e derivados, gas natural,
carvao mineral, uranio) e renovaveis (eletricidade hidraulica, solar, edlica, lenha e
carvao vegetal, derivados da cana de agucar), sendo que combustiveis liquidos
(gasolina, dleo diesel, biodiesel, etanol e querosene de aviagéo) representaram 35,5%
de todo o consumo energético final em 2017 (Pottmaier et al., 2013; MME, 2018).
Mundialmente, fontes de energia renovaveis sao responsaveis por 10,4% da energia
consumida, ao mesmo tempo que os combustiveis fosséis sdo responsaveis por
79,5%, sendo os 10% restantes divididos entre energia nuclear e de biomassa
(REN21, 2018).

O Brasil ocupa o 7° lugar no ranking de consumidores de derivados de
petréleo, totalizando 4.791 mil toneladas equivalentes de petrdleo (tep) usadas em
2017 (MME,2018; BP, 2018). No entanto, no campo de combustiveis provenientes de
fontes alternativas, como o biodiesel e o etanol, o Brasil € o 2° pais com maior
producao e consumo, perdendo apenas para os Estados Unidos (REN21, 2018). A
participagdo de biocombustiveis na matriz energética brasileira desponta de 1933,
quando, no governo do presidente Getulio Vargas, foi criado o Instituto do Agucar e
do Alcool e, por meio do decreto-lei n°. 737/1938, tornou-se obrigatéria a mistura de
etanol na gasolina (Pinho & Teixeira, 2015; Almeida et al., 2017).

Mais tarde, em 1975, a experiéncia do Brasil com o etanol intensificou-se
com o Programa Proalcool, logo apds a primeira crise do prego do petréleo em 1973.
O programa Proalcool tinha o objetivo de diminuir a dependéncia das exportagdes do
petroleo e oferecer uma alternativa a queda do pregco do agucar no mercado
internacional. No entanto, em meados de 1990, com a queda do preco do petrdleo e
0 aumento no preco do acgucar, os subsidios para producdo do etanol diminuiram,
causando uma escassez no produto (Santos et al., 2017). O programa foi retomado

em 2003, aliado a queda do prego do agucar e a introducéo dos carros flex-fuel, para
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suprir uma demanda mundial pela substituicdo das energias ndo renovaveis por
aquelas de fontes renovaveis mais limpas (Tavora, 2011; Almeida et al., 2017; Santos
et al., 2017).

A trajetdria do biodiesel no Brasil iniciou-se ainda em 1920, com iniciativas
do Instituto Nacional de Tecnologia, no Rio de Janeiro, de aplicagéo de dleos vegetais,
ainda na forma in natura, como combustivel veicular (Tavora, 2011; Parente Junior,
2016). Entretanto, alguns problemas relacionados a alta viscosidade dos 6leos
vegetais foram sendo observados em motores de injegcao direta, o que inviabilizou
esse processo. Em decorréncia disso, extensivos esforgos foram feitos em relagcéo a
modificagdo quimica de 6leos e gorduras, no intuito de superar esses empecilhos e
possibilitar o uso dessa matéria prima renovavel como combustivel em motores do
ciclo diesel (Parente Junior, 2016).

Diante da necessidade de viabilizar um substituto natural ao diesel, uma
proposta de destaque foi o Prodiesel, coordenado pelo pesquisador Expedito José de
Sa Parente da Universidade Federal do Ceara ainda na década de 1970. O Prodiesel
era composto por 6leo vegetais modificados pela reagédo de transesterificagdo, com
propriedades fisico-quimicas e poder calorifico semelhantes ao do éleo diesel mineral.
Este dleo diesel vegetal, anos mais tarde, foi designado como biodiesel, sendo testado
exaustivamente e promovendo a liberagdo da primeira patente brasileira (PI8007957),
em 1983 (Parente Junior et al., 2016).

O Plano de Producéo de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (Prodleo)
foi criado em 1975 com o intuito de promover inicialmente a substituigdo do 6leo diesel
mineral em 30%. Nesse plano de governo, foi proposta a transesterificagdo ou
alcodlise de 6leos e gorduras como alternativa aos 6leos vegetais in natura, o que
acabou gerando as primeiras patentes brasileiras de processos de transesterificagéo
(Suarez & Meneghetti, 2007; Tavora, 2011; Santos et al., 2017). O programa acabou
sendo encerrado em 1986, para entdo ser retomado efetivamente em 2002 com a
criacao do Probiodiesel (Programa Brasileiro de Biodiesel) sob a coordenacgéao do
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) (Santos et al., 2017).

Em 2004, foi langado o Programa Nacional de Produgé&o e Uso do Biodiesel
(PNPB), uma releitura do Probiodiesel, cujos objetivos foram reduzir a dependéncia
do petréleo; expandir os mercados das oleaginosas; impulsionar a demanda por

combustiveis alternativos; reduzir a emissao de gases poluentes; e diversificar as
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matérias-primas e as regides produtoras, ampliando, assim, a produgdo e o consumo
em escala comercial e de forma sustentavel (Mattei, 2010; Santos et al., 2017;
Sampaio & Bonacelli, 2018). Com a aprovagéao da lei n°. 11.097/2005 todo combustivel
diesel vendido no Brasil, com excecao do diesel maritimo, tem a adicdo de biodiesel
na proporgao fixada em lei. Atualmente essa proporcao € de 10% e a previsao é que
ela seja aumentada nos préximos anos (Knothe & Razon, 2017; CNPE, 2017).

Com o agravamento do aquecimento global, as emissdes de gases do
efeito estufa vém sendo monitoradas e, sendo assim, o uso de biocombustiveis &
amplamente incentivado, tendo como principal objetivo a diminuicdo da poluicéo
atmosférica, a qual é responsavel por danos a saude humana e ao meio ambiente
(Ramos et al., 2017; Oliveira & Coelho et al., 2017). Em 2017, o Brasil registrou uma
participagcdo baixa, de 1,4%, em todas as emissdes de didoxido de carbono (COz2)
registradas (BP, 2018). Os maiores emissores, no mesmo periodo, foram os Estados
Unidos (15,2%) e a China (27,6%), os quais ocupam o primeiro e segundo lugar dentre
0s maiores consumidores de derivados de petroleo (BP, 2018).

Em dezembro de 2017, a lei n°. 13.576 instituiu a Politica Nacional de
Biocombustiveis no Brasil (RenovaBio) com o intuito de aumentar a oferta de energia
sustentavel, impulsionando o desenvolvimento tecnolégico com competitividade dos
biocombustiveis e a inser¢cdo comercial e de novos biocombustiveis na matriz
energética nacional.

Desta forma, €& possivel visualizar a participacdo de combustiveis
renovaveis no consumo de energia nacional. Em 2017, as fontes renovaveis foram
responsaveis por 43,2% de toda a energia consumida, em comparagdo aos nao
renovaveis (56,8%) (MME, 2018). Na Oferta Interna de Energia (OIE), o agregado
“Outras Renovaveis”, que compreende energia edlica, biodiesel, lixivia, biogas,
residuos de madeira, casca de arroz, capim elefante, dentre outros, teve uma alta, de
9,3% quando comparado a 2016, sustentada por fortes altas na geracao edlica e na
producao de biodiesel (MME, 2018). A producgao de etanol apresentou uma queda de
2,1% em comparacgao a 2016 e a produgao de biodiesel subiu 12,9% durante o mesmo
periodo (MME, 2018; ANP, 2018).
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3.2 BIODIESEL: PRODUCAO E PROPRIEDADES

Segundo a legislagdo brasileira, o biodiesel € definido como um
combustivel composto de alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa (ANP,
2014). Sua produgao é realizada a partir de 6leos e gorduras de origem vegetal ou
animal principalmente pelo processo de transesterificagao, representado na Figura 1,
por meio do qual uma fonte de material graxo reage com um alcool, sob a influéncia
de catalisadores, gerando ésteres de acidos graxos e glicerol (Ambat et al., 2018).

Apds a produgado € necessario que o biodiesel passe por um processo de
purificacdo por meio do qual retiram-se os residuos da reagédo, tais como o glicerol,
restos de catalisador e acidos graxos nao esterificados, os quais, se nao forem
removidos, podem reagir e precipitar, formando depdsitos e borras no fundo dos
tanques de estocagem (Dunn, 2012; Pinho et al., 2016). Esse processo é considerado
fundamental para que o biodiesel atinja no minimo 96,5% de pureza de ésteres, um
dos parametros de qualidade exigidos pela Resolugdo da ANP n°. 45, de 2014 (L6bo
et al., 2009; ANP, 2014; Ambat et al., 2018).

Para que o biodiesel possa ser comercializado, este e outros parametros
devem estar em conformidade com os limites impostos pela Resolugdo ANP n°. 45.
Teor de éster, viscosidade cinematica a 40 °C, massa especifica a 20 °C, teor de agua,
indice de acidez e estabilidade a oxidacdo a 110 °C, entre outras caracteristicas,
possuem os limites preconizados em normas e resolugbes governamentais. A
emissao do certificado de qualidade permite a venda do biodiesel, o qual no prazo de

30 dias deve ser resubmetido a algumas analises no caso de sua ndo comercializagao.
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Figura 1 - Esquema da reagao de transesterificagao (ACD/ChemSketch).



33

O alcool mais utilizado na reagéo de transesterificagdo ainda € o metanol,
ja que este apresenta maior reatividade na reagdo e menor custo no mercado
internacional, no entanto existe a inconveniéncia deste ser oriundo de fontes fésseis
(Ramos et al., 2017). O etanol, obtido de fonte renovavel, seria uma alternativa viavel,
porém o seu uso dificulta a separagao das fases biodiesel-glicerina durante o processo
de purificagdo, em adigdo ao baixo rendimento de ésteres da reagao (Parente et al.
2003; Ramos et al., 2017).

Para que o alcool reaja com o 6leo e o rendimento esperado da reagao seja
obtido sao utilizados catalisadores, os quais aumentam a velocidade e eficiéncia da
transesterificagdo. Diversos catalisadores com origem alcalina, acida ou enzimatica,
e denominados homogéneos ou heterogéneos, podem ser indicados, contudo o uso
destes depende da natureza dos 6leos utilizados na reagao (Macedo & Macedo, 2004;
Ramos et al., 2017). Um exemplo disso € o metoxido de sédio (CH3ONa), catalisador
mais utilizado industrialmente, que exige o uso de 6leos neutros, com baixo indice de
acidez e baixa umidade para que evite a formacado de sabdes ou que o catalisador
seja consumido na reagao, desequilibrando a transesterificagao (Tebas et al., 2017).

Como catalisadores alternativos ha as resinas poliméricas de troca-ibnica,
membranas zeolitas, complexos metalicos, metais ativos em suportes solidos, 6xidos
metalicos e enzimas do tipo lipases (Dabdoub et al., 2009; Tacias-Pascacio et al.,
2018). Compostos organometalicos de estanho possuem 6timos resultados ao serem
utilizados na transesterificacdo de 6leo de soja (Meneghetti & Meneghetti, 2015).
Abreu et al. (2005) observou o uso de compostos contendo estanho na produgao de
biodiesel, utilizando metanol como o alcool da reagao, em sistema heterogéneo, com
a vantagem de nao haver formagao de emulsdes no final da reagéo. Neto et al. (2007)
corroboraram a utilizacdo de complexos de estanho como catalisadores e
observaram, comparativamente, que a adicdo desses a reagcdo aumentou
copiosamente o rendimento.

Para cada 90 m® de biodiesel produzidos pela transesterificagcdo sao
gerados, aproximadamente, 10 m?* de glicerina. Desta forma, os derivados do glicerol
sao comumente utilizados como aditivos para combustiveis, fabricacdo de
cosmeticos, saboaria, farmacos, surfactantes, flavorizantes e solventes para uso na
medicina (Mota et al., 2009; Mota & Pestana, 2011; Vignesh & Barik, 2019).

A fonte de acido graxo da reagao pode ser proveniente das mais variadas
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matérias primas. Atualmente, a oleaginosa com maior destaque na producgéo de
biodiesel brasileiro é a soja, sendo responsavel por 71,6% do total (ANP, 2018). A
capacidade de producao dessa matéria prima no territoério nacional € bem extensa,
devido ao Brasil possuir mais de 30 anos de experiéncia no cultivo, sendo o segundo
maior produtor mundial desse grédo, perdendo apenas para os Estados Unidos
(Martins & Carneiro, 2017). No entanto outras fontes graxas também fazem parte das
matérias primas utilizadas na industria de biodiesel, tais como gordura animal (16,8%
do total), seguida por outros materiais graxos (11,6% do total) (ANP, 2018).

O Brasil € um pais com uma vasta biodiversidade, sendo detentor de mais
de 100 plantas oleaginosas elegiveis para a produgdo de biodiesel. Para que se
tornem matérias primas do biodiesel essas fontes de acidos graxos dependem de
aspectos técnicos e da possibilidade da exploragdo comercial dos materiais graxos
gerados a partir delas para propositos energéticos, além de apresentarem uma
viabilidade econémica para entao ser possivel diversificar a cadeia de producao desse
biocombustivel (Souza et al., 2017).

Durante o langamento do Programa Nacional de Produgdo e uso do
Biodiesel (PNPB), em 2004, oleaginosas regionais, como a mamona (Ricinus
communis) receberam especial atengédo (Castro, 2011). Essa matéria prima, porém,
acabou ndo acompanhando a demanda de producao de biodiesel, além de apresentar
entre 80 e 90% de &cido ricinoléico, o qual confere uma viscosidade sete vezes maior
que de outros 6leos, inviabilizando seu uso na produgao de biodiesel (Castro, 2011;
Obermaier & La Rovere, 2012; Maia, 2012; Dias et al., 2013; Keera et al., 2018).

Mais recentemente, pesquisas em torno da produgao de biodiesel a partir
de 6leo extraido de microalgas tém chamado a atengdo do meio académico (Menezes
et al., 2013; Gonzélez et al., 2015; Vignesh & Barik, 2019). Microalgas podem ser
cultivadas em sistemas abertos ou reatores fechados com diferentes designs, sendo
as microalgas mais cultivadas para esse fim pertencentes ao género Chlorella sp.
(alga unicelular) (Pinho et al., 2017). Comparativamente a soja e outras oleaginosas,
o cultivo de microalgas se mostra promissor porque, além de apresentar maior
produtividade em oOleo, exige menores extensdes de terra para a sua produgao
(Franco et al, 2013; Ramos et al., 2017; Carneiro et al., 2018, Cruz et al., 2018).
Menezes et al. (2013) encontraram um rendimento em éleo de 115% maior que a soja,

sendo que o organismo do género Choricystis sp. apresentou o melhor resultado entre
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as microalgas testadas. No entanto, o uso desses microrganismos como precursores
da matéria prima para biodiesel possui alguns aspectos negativos. Ha a possibilidade
de contaminagao por protozoarios e zooplancton em sistemas de tanques abertos; o
alto custo de produgéo e baixo valor de revenda, além do crescimento das algas estar
condicionado a condi¢gbes ambientais, as quais sao dificeis de serem controladas.
Ademais, os 6leos que elas produzem sao poli-insaturados, com alto teor de agua e
acidos graxos livres, caracteristica que impede o0 seu uso direto em processos
alcalinos tradicionais de producao de biodiesel e que aumenta a instabilidade durante
0 armazenamento do produto final (Suarez et al., 2009; Oliveira et al., 2014; Carneiro
et al., 2018).

Cada matéria prima apresenta um perfil de acidos graxos diferente, o qual,
apos a reacgao de transesterificagcao, transfere ao biodiesel propriedades ligadas a
composi¢cédo e forma estrutural de suas cadeias carbdnicas (Ramos et al., 2009).
Matérias primas com um perfil de acidos graxos saturados tendem a cristalizar quando
o biodiesel produzido passa por temperaturas mais baixas, além de apresentarem um
maior numero de cetano (Bankovic-lli¢ et al., 2014; Vargas et al., 2017). No entanto,
ésteres saturados sao mais resistentes a oxidacdo, demonstrando certa estabilidade
durante o armazenamento (Kumar, 2017).

Além de ésteres de acidos graxos, outros compostos, tais como mono, di e
triglicerideos nao esterificados, glicerina e outras impurezas podem ser encontrados
no biodiesel apés a producdo. Entre eles estdo os esterdis glicosideos, lipideos
encontrados em oleos e gorduras, na ordem de ppm (partes por milhdo). A presenca
de esterdis glicosideos no biodiesel pode acelerar a precipitagdo de compostos
insoluveis durante a estocagem do combustivel, formando as borras observadas no
lastro dos tanques (Bondioli et al, 2008; Issariyakul & Dalai, 2014; Plata et al., 2015).

A natureza do residuo solido em biodiesel foi relatada como sendo
composta por ésteres de acidos graxos, esterois, esteril-ésteres, esteril-glicosideos e
esteril-glicosideos esterificados, os quais foram identificados como indutores da
formacao de precipitados em biodiesel de origem vegetal (Bondioli et al., 2008;
Fernandes et al., 2012; Cazarolli et al., 2018). O perfil de esterois glicosideos
presentes nos precursores do biodiesel difere em estrutura e em proporgao para cada
Oleo e gordura, caracteristica que confere a essas substancias a particularidade de

"impressao digital" para a identificagdo da procedéncia de cada matéria prima
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(Fernandes et al., 2012; Bezerra et al., 2015).

3.3 DEGRADAGAO ABIOTICA

O biodiesel é considerado suscetivel a processos de degradacgao abidticos,
que compreendem processos quimicos e fisicos. Reag¢des de natureza hidroliticas e
oxidativas sao naturalmente induzidas durante a estocagem por fatores como calor,
radiacao UV, umidade, ar atmosférico e metais, formando radicais livres e liberando
aldeidos, acidos carboxilicos e polimeros (Karavalakis et al., 2011; Knothe & Razon,
2017).

Entre esses processos, um dos paradmetros mais importante para a
determinacao da qualidade do biodiesel é a estabilidade a oxidacao, a qual pode ser
definida pela resisténcia do combustivel a alteragdes fisico-quimicas. Devido a sua
composicao quimica o biodiesel apresenta uma estabilidade a oxidacdo menor
quando comparada ao combustivel diesel, por exemplo (Yakoob et al., 2014; Ramos
et al., 2017). Isso deve-se ao fato de que o diesel comercializado no Brasil apresenta
um maximo de 10 ppm de enxofre previsto em lei, o qual é removido do diesel original
por um processo denominado de hidrotratamento (HDT). Durante esse processo, o
diesel reage com hidrogénio sob altas temperaturas, procedimento que da origem a
um diesel com teor de enxofre reduzido e maior saturagcao da cadeia carbénica. Essa
saturacao é responsavel pela estabilidade oxidativa do diesel (Carvalho et al., 2016).

A metodologia indicada pela Resolugdo ANP n°. 45/2014 para avaliagédo da
estabilidade oxidativa de biodiesel € a EN 14112, a qual consiste em um teste de
oxidagao acelerado, realizado com auxilio do equipamento Rancimat (ANP, 2014;
Ramos et al., 2017). A oxidagdo do biodiesel pode ocorrer de duas formas: auto
oxidagao e foto-oxidag&o. A auto oxidagao € uma cadeia de eventos que, na presenca
de oxigénio, acabam gerando radicais peréxidos, hidro perdxidos e outros
componentes mais estaveis. A degradacao dos peroxidos resulta na formacao de
aldeidos, os quais sao também sensiveis a oxidacdo, podendo levar a formagao de
um grande numero de acidos graxos com cadeias carbdnicas reduzidas (Yakoob et
al., 2014).

Enquanto a auto oxidagao ocorre na presenga de oxigénio, para a foto-

oxidagdo ocorrer a presenga de oxigénio e luz é necessaria. A reagao de foto-
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oxidagdo, da mesma forma, resulta no surgimento de hidro peréxidos (Ferrari &
Souza, 2009; Yakoob et al., 2014). Os compostos formados durante a oxidagdo do
biodiesel, além de comprometerem a qualidade final do combustivel, podem modificar
o pH de um sistema de armazenamento devido ao seu carater acido, o qual acelera
processos corrosivos nos tanques e instabilidade quimica dos combustiveis,
causando depdsitos no interior dos tanques e sistemas de transporte, armazenamento
e abastecimento (Ambrozin et al., 2009; Ramos et al., 2017).

Na deterioracdo por reacdes oxidativas, o éster presente no biodiesel
possui a tendéncia de hidrolisar-se na presencga de ar, agua ou oxigénio (Yakoob et
al., 2014; Knothe & Razon, 2017). Reagdes hidroliticas, catalisadas por enzimas ou
pela acédo de calor e umidade, resultam no aparecimento de acidos graxos livres, os
quais aumentam o indice de acidez do biodiesel, outro parametro de qualidade que
possui um limite para a comercializacdo e definicdo da qualidade do combustivel
(Yakoob et al., 2014; Ramos et al., 2017).

Uma propriedade do biodiesel que poderia agravar essas reacgdes
deteriogénicas é a sua grande afinidade com agua, a qual se da devido a presenga
de oxigénio em sua composigao (Pinho et al., 2016). A agua pode estar presente de
trés formas: emulsificada, produzida por microrganismos; dissolvida, em gotas
suspensas no biocombustivel; e, dependendo da quantidade, decantada no fundo do
tanque de estocagem, como agua livre, formando um lastro (Bento et al., 2016;
Mahmudul et al., 2017).

Nesse sentido, com o intuito de evitar problemas associados a presenca de
agua durante a estocagem a Resolu¢gdo ANP n°. 45/2014 preconiza um limite em 200
mg Kg' de agua logo apds a produgéo (ANP, 2014). As metodologias exigidas para a
determinacado desse parametro pela Resolucdo sdo as ASTM D6304 e a EN ISO
12937. Ambas sdo baseadas no método de Karl Fischer coulométrico, o qual é um
dos métodos de titulacdo mais frequentemente utilizado e € usado para a
determinacdo de conteudo de agua para uma ampla variedade de aplicacbes e
amostras (Bruttel & Schlink, 2003).
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3.4 DEGRADAGAO BIOTICA

O biodiesel é suscetivel a processos de degradagdao mediados por
microrganismos. A presenga de agua é considerada imprescindivel para que a
microbiota presente naturalmente em sistemas de estocagem possa crescer e
comprometer a qualidade do combustivel durante o armazenamento (Gaylarde et al.,
1999; Hill & Hill 2009; Soriano et al., 2015; Passman, 2013; Bento et al., 2016;
Cavalcanti et al., 2019). Quando ocorre um comprometimento da estabilidade no
armazenamento do combustivel por agcdo da atividade microbiana, denomina-se o
processo de biodeterioracdo (Passman, 2013). Neste sentido, Passman e Dobranick,
em 2005, alertaram para o fato que a adigdo de biodiesel poderia ser uma vantagem,
no caso de um acidente ambiental, e também um problema ou desvantagem, devido
ao seu armazenamento.

O crescimento microbiano as expensas do carbono presente em derivados
de petroleo é de conhecimento desde 1895, quando Miyoshe detectou o crescimento
do fungo Bothritis cinerea em finas camadas de parafina (Miyoshe, 1895). No entanto,
0s problemas associados ao desenvolvimento de microrganismos somente passaram
a chamar atencéo quando a Forga Aérea dos Estados Unidos encontrou uma grande
contaminagcdo do combustivel de aviacdo JP-4, em 1950 (Dodos et al., 2012). No
Brasil, o primeiro estudo avaliando a presenga de microrganismos em tanques de
estocagem foi em querosene de aviagao, realizado por Gutheil (1966) por meio do
isolamento do fungo Cladosporium resinae.

Os primeiros trabalhos avaliando a suscetibilidade do biodiesel ao
crescimento e degradagao por microrganismos sdo datados de 1998. Zhang et al.
(1998) observaram a degradacdo do biodiesel na presenga de agua do mar e
determinaram as taxas de maxima mineralizagc&o (degradag&o completa) de 25 mg L
" dia ' para o biodiesel produzido a partir de 6leo de colza, enquanto para o diesel esse
valor foi de 12,5 mg L dia™".

No Brasil, os primeiros estudos sobre a estabilidade (biética e abidtica) do
biodiesel comegaram em 2006. Vieira et al. (2006) detectaram altas porcentagens de
degradagao de biodiesel de oleo de palma e acumulo de acidos graxos livres (aumento
da acidez no Biodiesel), devido a bactérias deteriogénicas. Bento et al. (2006)

avaliaram a suscetibilidade da introducéo de biodiesel ao diesel metropolitano (com
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no maximo 50 ppm de enxofre) com relagdo a produgédo de biomassa e observaram
um aumento significativo no desenvolvimento da comunidade microbiana na interface
Oleo/agua de um armazenamento simulado em laboratério em diferentes escalas.

O impacto da adi¢ao de biodiesel ao dleo diesel ja foi avaliado por varios
autores em varios paises (Passman & Dobranick, 2005; Pasqualino et al., 2006;
Owsianiak et al., 2009; Schleicher et al., 2009; Bucker et al., 2011; Soriano et al.,
2015). Pasqualino et al. (2006) observaram que quanto maior a adigdo de biodiesel
na mistura menor o tempo necessario para se atingir 50% de biodegradacao.
Owsianiak et al. (2009) confirmaram a preferéncia de consumo dos ésteres de acidos
graxos pela populagdo microbiana. Silva et al. (2012) acompanharam a degradagéo
de varias misturas (B5, B20, B50 e B100) e o aumento da degradagdao dos
contaminantes a partir da utilizacdo da mistura B20 até a B100 foi observado. Blcker
et al. (2011) observaram o aumento da biodegradac&o do combustivel diesel a medida
que biodiesel era adicionado a mistura em concentragdes crescentes. Soriano et al.
(2015) observaram uma mudancga no perfil da comunidade microbiana em amostras
contendo mais de 20% de biodiesel, sendo sugerido que a disponibilidade de biodiesel
no meio favoreceu o crescimento de novos microrganismos, o que seria um fator a ser
considerado no caso da comercializagdo de misturas de diesel com porcentagens
maiores de biodiesel.

Durante a estocagem do biodiesel, reagbes de deterioragcdo sao
reconhecidamente esperadas, na medida que a composicao intrinseca dos ésteres de
acidos graxos facilita o crescimento de microrganismos. As reagdes de oxidagao e
hidrolise s&o facilitadas também, configurando uma maior instabilidade quimica
(Pasqualino et al., 2006; DeMello et al., 2007; Zuniga et al., 2011; Bucker et al., 2011;
Dodos et al., 2012; Ng et al.,, 2015; Tsesmeli et al., 2017). Alguns trabalhos
investigaram o impacto que a redugao de enxofre do 6leo diesel puro e a adicdo de
biodiesel causaria as novas misturas (Dodos et al., 2012; Lyles et al., 2013; Azambuja
et al., 2017). Para testar a hipotese de que a redugao do teor de enxofre no 6leo diesel
nao provocaria um maior desenvolvimento microbiano foram conduzidos ensaios de
crescimento, avaliando-se a produg¢ao de biomassa em diesel com alto e baixo teor
de enxofre, sendo observado que os maiores valores foram encontrados no diesel
com 1.800 ppm de enxofre (Azambuja, 2016).

Existe uma vasta literatura abordando estudos e avaliagcbes sobre o
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crescimento microbiano e as consequéncias deste durante o armazenamento de
combustiveis. Estudos tém focado na composicdo das comunidades microbianas e
nas competéncias destas na producdo de enzimas e detecgdo de metabdlitos dos
mais diversos, como os biossurfactantes, na presencga de hidrocarbonetos presentes
nos combustiveis (Gaylarde et al., 1999; Dodos et al., 2012; Allsopp et al., 2016;
Bucker et al., 2018; Passman et al., 2018).

A biodegradacao de hidrocarbonetos envolve uma série de etapas, as quais
sao mediadas por diferentes enzimas microbianas. Para que esses processos
deteriogénicos ocorram, os hidrocarbonetos e/ou outros compostos presentes nos
combustiveis precisam estar disponiveis, conseguindo, assim, 0s microrganismos
transformar as moléculas presentes nos combustiveis em intermediarios comuns que
possam ser utilizados em suas rotas catabdlicas (Van Hamme et al., 2003; Bento et
al., 2016; Varjani, 2017; Lofthus et al., 2018).

As primeiras fases da degradacao dos hidrocarbonetos sao reagdes de
oxidagao que acabam gerando alcoois, aldeidos e, por ultimo, acidos graxos, os quais
sao posteriormente metabolizados por 3-oxidacao ou utilizados pela célula microbiana
por meio de outras rotas metabdlicas (Bento et al., 2005; Varjani, 2017). Para o
biodiesel, a rota utilizada para a biodegradagéo consiste inicialmente da oxidagéo e
hidrolise do metil ou etil éster por enzimas (esterase ou lipase) que produzem acido
graxo e um alcool (Figura 2) (Jakeria et al., 2014).

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases, as quais catalisam
reacdes de hidrolise, sintese, trans- e intersterificacdo de varios compostos (Ribeiro
et al., 2011). Destacam-se pela estabilidade em solventes organicos, pela alta
especificidade, pelo substrato e pela auséncia de cofatores para que a reacéo ocorra
(Suzuki et al., 20004; Hasan et al., 2006; Tsai, 2016). Essas enzimas sao ativas em
substratos insoluveis, apresentando uma ativagao interfacial tipica, principalmente em
triglicerideos de cadeia longa. A esterase, outra hidrolase, no entanto, possui a
capacidade de atuar em substratos soluveis, ésteres simples de cadeia curta (Jaeger
et al., 1999; Lopes et al., 2011; Ribeiro et al., 2011).
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Figura 2 - Processo de hidrélise da ligagao éster catalisada pelas enzimas lipases ou
carboxilesterases. Fonte: Baseada em Santos, 2009.

A capacidade microbiana de crescer as expensas de combustiveis envolve
estratégias como (1) a utilizagdo direta ou indireta dos hidrocarbonetos para o
metabolismo microbiano, que resulta em aumento de biomassa e perda da qualidade
do produto, (2) a degradagao de aditivos, que podem ser utilizados como nutrientes
facilitadores da incorporacédo do carbono presente no combustivel no crescimento de
bactérias e fungos, e (3) a formagdo de produtos metabdlicos, os quais, com
caracteristicas acidas, podem gerar um ambiente propicio para a corrosdo de metais
presentes nos tanques de estocagem (Bucker et al., 2011; Cazarolli et al., 2014;
Allsopp et al., 2016; Azambuja et al., 2017; Blcker et al., 2018).

Os combustiveis provenientes da destilacao fracionada do petréleo cru sao
degradados por bactérias e fungos presentes no ambiente. O 6leo cru € uma mistura
complexa de compostos alifaticos de cadeia aberta, ciclicos, compostos aromaticos e
heterociclicos (Allsopp et al., 2016; Varjani, 2017). Os produtos fracionados (gasolina,
Oleo diesel, parafina...) também possuem em suas constituicbes misturas de
hidrocarbonetos, diferindo no tamanho das cadeias de carbono, e de consideravel
recalcitrancia no ambiente (Speight et al., 2014; Allsopp et al., 2016). Os produtos
quimicos utilizados como aditivos, como aminas e fendis aromaticos, agentes
quelantes, alcoois e surfactantes, estabilizam o combustivel, evitam processos de
corrosdo e previnem o congelamento (Allsopp et al, 2016; Hosseinzadeh-Bandbafha
et al., 2018).

Algumas modificagbes quimicas na estrutura dos combustiveis fosseis vém
sendo realizadas visando a redug¢ao de gases e emissao de poluentes. A reducao de
enxofre e chumbo nos processos de obtencdo de combustiveis fésseis e a adicdo de
biocombustiveis, como o biodiesel e o etanol, sao estratégias utilizadas para que os
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impactos ambientais sejam diminuidos (Song, 2003; Allsopp et al., 2016; Saavedra et
al., 2018).

O inventariamento das comunidades microbianas, seja por meio de
abordagens classicas, com isolamento e identificagcdo de espécies, ou de métodos
mais robustos, como sequenciamento de alto rendimento (plataformas lllumina e lon
Torrent, por exemplo), geram resultados sobre o potencial de microrganismos crescer
as expensas do carbono presente em combustiveis fosseis e biocombustiveis. De
posse do conhecimento da composi¢cdo da comunidade deteriogénica € possivel,
entdo, estabelecer medidas de prevencao para aumentar a vida de prateleira dos

combustiveis.

3.5 PROPRIEDADES E USO DE ADITIVOS

Um aditivo com potencial de uso para aumentar a estabilidade a oxidagao
e com potencial antimicrobiano atende ao conceito de aditivo multifuncional. Existe,
no mercado brasileiro, um aditivo multifuncional para uso em 6leo diesel e biodiesel
que foi avaliado em varios trabalhos (Bucker et al., 2011, Zimmer et al., 2013; Bucker
etal., 2014; Cazarolli et al., 2014; Zimmer et al., 2017; Da Fonseca et al., 2019). Foram
realizados ensaios em escala laboratorial e piloto e com diferentes concentragdes do
ativo caracterizado, como uma oxazolidina, responsavel por eliminar os
microrganismos do sistema (Zimmer et al., 2013; Zimmer et al., 2017). No entanto,
também foi verificado que subdoses podem ainda promover resisténcia das
populagdes microbianas e que os demais compostos presentes no aditivo podem dar
um suporte extra de nutrientes ao crescimento microbiano (Blcker et al., 2014).

As propriedades e caracteristicas dos combustiveis estdo intimamente
ligadas a sua composigédo quimica (L6bo et al., 2009; Pinho et al., 2016; Ramos et al.,
2017). Dependendo do formato de suas cadeias carbdnicas o combustivel pode
apresentar maior ou menor suscetibilidade as reacdes de deterioracdo durante o
armazenamento. Algumas medidas podem ser tomadas para aumentar a resisténcia
e o rendimento esperado pelo combustivel no motor (Domingos et al., 2007; Knothe,
2007; Ferrari & Souza, 2009). O uso de aditivos pode ser uma forma de superar essas
caracteristicas intrinsecas aos combustiveis, prevenindo reagbes de degradagao e

melhorando as propriedades destes durante a estocagem. A utilizagao de aditivos é
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prevista na Resolucdo ANP n°. 45, de 2014, tendo um limite maximo de uso de 5.000
ppm.

Particularmente para combustiveis, os aditivos utilizados atualmente
possuem atributos que auxiliam algumas propriedades, tais quais antioxidantes,
anticongelantes, anticorrosivos, melhoradores de combustdo, melhoradores de
lubricidade e antimicrobianos, podendo ser usados tanto para combustiveis fosseis
(diesel e gasolina) quanto para biocombustiveis e suas misturas (Ribeiro et al., 2007;
Passman, 2013; Beck et al., 2014).

Uma caracteristica peculiar do biodiesel é a sua utilizagdo durante a
exposicao a temperaturas mais baixas. As propriedades de fluxo a frio, as quais ja
possuem alguns aditivos poliméricos indicados para retardar processos de
congelamento e cristalizagao, sdo importantes para que o biocombustivel apresente
o rendimento esperado no motor (aditivos anticongelantes) (Cavalcanti et al., 2016).

Substancias lipidicas, como o biodiesel, sdo muito sensiveis a reag¢des de
oxi-redugao durante o armazenamento. Sendo assim, aditivos antioxidantes sao
comumente utilizados para que o biodiesel produzido atinja o nivel de estabilidade
necessario para sua comercializagdo, segundo limites propostos por Resolugdes da
ANP (Cavalcanti et al., 2016). Alguns antioxidantes est&do disponiveis comercialmente,
como, por exemplo, pirogalol (PY), acido galico (GA), propil galato (PG), butil-
hidroxitolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e terc-butil hidroquinona (TBHQ) e sao
amplamente recomendados (Jain & Sharma, 2010; Kleinberg et al., 2017).

O uso de aditivos sintéticos torna a utilizagdo de biodiesel cada vez mais
dependente da industria quimica. Como alternativa a esses aditivos de natureza
sintética algumas opg¢des renovaveis sdao também incentivadas e estdo sendo
exploradas pela literatura (Kleinberg et al., 2017; Agarwal et al., 2018; Borugadda et
al., 2018). Entre esses antioxidantes, temos, por exemplo, o cardanol (extraido do
liquido da castanha de caju) e o eugenol (extraido do cravo da india), os quais tém
sido foco de importantes trabalhos sobre avaliacido de antioxidantes para biodiesel
(Cavalcanti et al., 2016).

Canakci et al. (1999) apresentaram o primeiro trabalho com resultados do
uso do butil hidroquinona terciaria (TBHQ) em amostras de biodiesel preparadas a
partir de 6leo de canola, de milho, de girassol, de cartamo e de soja. Naquele estudo

os autores observaram que a eficacia do antioxidante foi dependente da temperatura,
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sendo que as amostras conservadas a 20 °C apresentaram melhores resultados de
estabilidade oxidativa. Apenas trés anos depois Dunn (2002) foi o pioneiro a avaliar a
eficacia de um a — tocoferol (natural) adicionado ao biodiesel quando comparado ao
TBHQ (sintético). Nesta avaliagdo observaram-se resultados similares para ambos os
antioxidantes.

Aditivos antioxidantes naturais podem melhorar a estabilidade a oxidacao,
no entanto ainda ndo sao muito utilizados na pratica devido ao seu rendimento ser
menor quando comparado com o de aditivos sintéticos (Sousa et al., 2014; Balaji &
Cheralathan, 2015). Dentre os aditivos antioxidantes naturais mais estudados podem
ser citados tocoferois, acidos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico, carotenos e
demais extratos de plantas que séo considerados prontamente biodegradaveis e néo
téxicos (Oliveira et al., 2014; Sousa et al., 2014). No Brasil, muitas sdo as pesquisas
cujos resultados se mostram promissores na utilizacdo de alguns elementos
renovaveis como aditivos em diesel e biodiesel. Na Tabela 1, pode-se observar alguns
extratos vegetais testados, como buriti, manjericado, cha verde, tanino de acacia negra,
carogo de abacate e alecrim (Bastos et al., 2013; Ferraz et al., 2016; Mori et al., 2016;
Ribeiro et al., 2016).

Tabela 1 - Compostos avaliados no Brasil com capacidades de uso como aditivos de diesel e

biodiesel.
Produto Testado Propriedades Combustivel Autores
testadas testado
Sementes 'de Moringa Antioxidante Biodiesel de soja Andrade et al.,
oleifera 2016
Esteres poliméricos
derivados de anidrido Anticongelante Biodiesel de soia Baena et al.,
maleico e diferentes 9 J 2016
comondémeros
Limoneno, etilenoglicol, . - . Balen et al.,
tween 80 e alcool isoamilico Anticongelante Biodiesel de soja 2014
Casca de bL{rltl_ e~folhas de Antioxidante Biodiesel de soja Bastos et al.,
manjericéo 2013
Folhas de Alecrim Ant.|o>_<|dan_te e Biodiesel de soja Beker etal,
antimicrobiana 2016
Estanho Antimicrobiano Biodiesel de soja Beker etal,

2016
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Produto Testado

Propriedades
testadas

Combustivel
testado

Autores

Derivados de metacrilato de

Anticongelante

Biodiesel de soja e

Bonaroski et

dodecila diesel S10 al., 2016
Cafeina, L-triptofano e oo Biodiesel de dleo Carrim et al.,
; Antioxidante .
curcumina de fritura 2016
Biodiesel de
girassol, soja,
Curcumina Antioxidante canola, milho, Castro, 2013
babacu e sebo
bovino
Alquil-fenois Antimicrobiano Biodiesel de soja Caza;gq';t al.,
Acido caféico e acido ferulico Antioxidantes Biodiesel de soja Dag:aszcg 1”; et
a-tocoferol e TBHQ Antioxidante Biodiesel de soja Dunn, 2002
Liquido ibnico Dutra et al
hexafluorofosfato de 1-butil- Antimicrobiano - "
o 2016
3-metilimidazdlio
Antioxidante e Feitosa et al
Eugenol propriedades Biodiesel de soja 2016 "
térmicas
. . - . Fernades et
Prépolis Antioxidante Biodiesel de soja al., 2016
Copolimeros de . - . Ferraz et al.,
undecencato de alquila Anticongelante Biodiesel de soja 2016
Carocgo de abacate Antioxidante Biodiesel de soja Ferrzag f’g al.,
Triton X100 e etilenoglicol . o Fortunato et
PA Anticongelante Biodiesel de sebo al., 2016
BHT Antioxidante Biodiesel de soja Guerr2%r$69t al.
BHA, BHT, PG, PY Biodiesel de soja Ha“;(; o al.,
. Biodiesel de sebo Kleinberg et
BHT, BHA e TBHQ Antioxidante bovING al., 2016
Folhas de Cha verde Anticorrosao - Lima et al.,
2016
3,4-diaminotolueno
(DAT), 1,2 diaminobenzeno
(DAB), difenilamina (DIF),
Nfenil-P-fenilenodiamino Antioxidante Biodiesel de Maciel et al.,
(DNP) e N-fenil- algodéao 2016

Ofenilenodiamino (DNO),
acido ferulico, ferulato de
metila
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Produto Testado

Propriedades
testadas

Combustivel
testado

Autores

Formaldeido P.A; brometo
de cetiltrimetilamonio;
glutaraldeido grau | (70% em
agua); 2-metil-4-isotiazolin-3-
one (95%)

Antimicrobiano

Marques Jr. e
Antoniosi
Filho, 2016

Limoneno, terebentina,
X1200 e canfora

Anticongelante

Biodiesel de soja,
canola, milho,
girassol e gordura

Mattos, 2012

suina.
Folhas de alecrim Antioxidante BIOd'eS%I de Medeiros,
algodao 2013
Folhas de ch’a _verde e tanino Antioxidante Biodiesel de soja Mori et al.,
de acacia negra 2016
. . . Biodiesel de Muniz-Wypych
Alquil-fenois Antioxidante canola etal. 2016
Aditivos fendlicos derivados o Muniz-Wypych
de oleato de metila Antioxidante ) etal., 2016
. . . - . Muniz-Wypych
Polimetacrilatos Anticongelante Biodiesel de soja etal., 2016
. Biodiesel de Muniz-Wypych
HQ, CT e TBHQ Antioxidante canola etal, 2016

Folhas de acerola, graviola,

Antioxidante e

Biodiesel de soja e

manga e pitanga pr?prle_dades de sebo Bovino Neuana, 2016
érmicas
Folhas de horteld, alecrim, Oliveira et al
erva-mate, 6leo de candeia e Antioxidante Biodiesel de soja 2014 v
0 sabura, BHT e TBHQ
. L Biodiesel de Ribeiro et al.,
Folhas de alecrim e TBHQ Antioxidante algodso 2016
I . Antioxidante e - . Rocha et al.,
Alquilamino naftoquinona antimicrobiana Biodiesel de soja 2016
Sementes de mostarda Antioxidante Biodiesel de soja Santos et al,,
marrom 2016
Derivados de acido acrilico e . - . Silva et al.,
) Anticongelante Biodiesel de soja
metacrilatos 2016
Folhas de alecrim, sementes Silva et al
de cravo-da-india e agafrdo-da- Anticorrosao Biodiesel de soja 2016 "
terra
Folhas de nim e maracuja Antioxidante - S|Iv2a0$gal.,
Prépolis e polen Antioxidante Biodiesel de soja Soar2e051 gt al.,
Modificagado quimica Qe 6leo Antioxidante ) Vieira et al.,
vegetal com hidroquinona 2016
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Produto Testado Propriedades Combustivel Autores
testadas testado
Folhas e galhos secos Spacino et al
triturados de alecrim, Antioxidante Biodiesel de soja P 2016 v

orégano e manjericao

Mori et al. (2016) obteve resultados referente ao uso de cha verde e tanino
de acacia negra quanto a estabilidade oxidativa do biodiesel e observou a seguinte
sequéncia de efetividade TBHQ>Extrato de cha verde>BHT>Extrato de tanino. Assim
como o cha verde, o carogo de abacate e o extrato de alecrim também mostraram
resultados promissores quanto a atividade antioxidante sobre o biodiesel (Ferraz et
al., 2016; Ribeiro et al., 2016).

Alecrim, orégano, manjericao e outros extratos vegetais apresentam em
sua composicao compostos fendlicos que possuem a capacidade de neutralizar
processos de oxidagao (Wojdyto et al., 2007; Justo et al., 2008; Spacino et al., 2016).
Spacino et al. (2016) observaram a agao antioxidante de extratos dessas plantas e
chegaram a resultados promissores da agao conjunta de um extrato binario de alecrim
e orégano. Sousa et al. (2014) avaliaram concentragdes crescentes de curcumina e
B-caroteno na estabilidade de um biodiesel de soja e observaram, por meio de dois
métodos de avaliacdo da resisténcia a oxidagao (Rancimat e Petro-OXY), que os
melhores resultados foram obtidos para curcumina isolada em todas as concentragdes
testadas (500 a 1.500 ppm).

Na medida em que compostos sintéticos e extratos naturais sdo testados
quanto a possibilidade de uso em combustiveis, especificamente quanto ao aumento
da estabilidade, a oxidacdo com biodiesel e a funcdo como antimicrobiano também
tém sido o foco de varios trabalhos (Beker et al., 2016; Dodos et al., 2017; Costa et
al., 2018). Beker et al. (2016) observaram a agao de um bio-6leo produzido a partir de
Oleo de soja, graos de café e serragem de eucalipto, o qual apresentou, dependendo
do microrganismo alvo, inibigdo no crescimento microbiano quando da aplicagao de
0,25 a 4% de bio-6leo a mistura B10. Segundo os autores, a biomassa lignocelulolitica
consiste em uma fonte natural capaz de diversificar recursos energéticos, sendo todo
o material organico energia em potencial.

O bio-6leo, por sua vez, é caracterizado como um liquido escuro e viscoso

resultante da pirdlise de biomassa vegetais, o qual pode ter variagdo em ambas suas
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composi¢des quimicas e fisicas, dependendo do tecido vegetal utilizado, do método
de preparacéo e da idade da amostra (Beker et al., 2016; Sharifzadeh et al., 2019). O
bio-6leo €& basicamente composto por hidrocarbonetos variados, os quais
compreendem cadeias alifaticas e aromaticas, comumente na forma de fendis e
compostos furanicos (Sharifzadeh et al., 2019). Na industria de combustiveis, o bio-
Oleo produzido a partir das mais variadas biomassas vegetais tem mostrado
capacidade de ser transformado em combustivel usando varios processos e
condi¢des de reacgao (Isa & Ganda, 2018).

Os fenadis fazem parte da composigao dos aditivos mais citados na literatura
utilizados para prevenir a oxidagdo do biodiesel (Medeiros et al., 2014; Nimse & Pal,
2015), além do potencial de agao antimicrobiano bem descrito (Daglia, 2012; Chaaban
et al, 2018). Nesse sentido, o bio-6leo, composto majoritariamente por fendis,
apresentaria as condigdes necessarias para que fosse usado como um aditivo
antioxidante e antimicrobiano de combustiveis.

Por outro lado, modificagdes quimicas nos proprios ésteres do biodiesel
vém chamando ateng¢ao quanto a possibilidade do uso destes como aditivos, tendo,
junto ao biodiesel, a capacidade de inibir alguns microrganismos (Oliveira et al., 2017,
Costa et al., 2018). Costa et al. (2018) avaliaram diferentes aditivos preparados a partir
de 6leo de soja e etilenoglicol e observaram que uma mistura de nitratos de ésteres
de etilenoglicol de soja foi ativo contra duas espécies de fungos filamentosos testados.
Muniz-Wypych (2016) ligou covalentemente compostos fendlicos aos compostos
graxos insaturados do biodiesel e obteve resultados promissores quanto as
propriedades antioxidantes e anticongelantes. No entanto, quando a atividade
antimicrobiana foi testada estes ndo apresentaram capacidade de eliminar a
populagao microbiana nativa de biodiesel (Cazarolli et al., 2016).

Algumas moléculas sintéticas, conhecidas como biocidas, sdo utilizadas
com agdes previstas de inibicdo e/ou eliminacdo do crescimento microbiano em
combustiveis armazenados. Entre elas pode-ses citar isotiazolonas, aldeidos,
oxazolidinas, hexahidrotriazinas e imidazéis (Gaylarde et al., 1999; Rajasekar et al.,
2012; Raikos et al., 2012, Passman, 2013; Zimmer et al., 2017).

Um dos primeiros trabalhos com biocidas em combustiveis foi conduzido
no querosene de aviagado por Crane & Sanders, em 1967. Os autores avaliaram o

biocida Biobor JF, cuja molécula principal € um dioxaborano (95%), e observaram a
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inibicdo do crescimento de microrganismos (Crane & Sanders, 1967; Hill & Hill, 2008).

O maior numero de trabalhos que avaliam a inibicdo de microrganismos
com biocidas em sistemas com combustivel sdo conduzidos com o6leo diesel e
misturas com biodiesel (Bucker et al., 2011; Zimmer et al., 2013; Zimmer et al., 2017,
Luz et al., 2018; Da Fonseca et al., 2019). Este fato deve-se ao problema crénico que
o 6leo diesel tem com contaminagc&o microbiana durante o armazenamento, o qual é
potencializado pela adigdo do biodiesel as misturas (Bento & Gaylarde, 1996;
Pasqualino et al., 2006; Blcker et al. 2011; Zimmer et al., 2013; Luz et al., 2018).

Os antimicrobianos, de uma maneira geral, sdo classificados em duas
categorias de acordo com seu modo de acg&o: oxidantes e ndo oxidantes. O modo
primario de agao dos antimicrobianos oxidantes consiste em interagir diretamente com
os constituintes das células microbianas, sendo, consequentemente, efetivos contra
quase todos os tipos de microrganismos. Os antimicrobianos ndo-oxidantes exercem
atividade antimicrobiana, atuando sobre o metabolismo e/ou pela desintegracao da
parede celular, inibindo enzimas ou desnaturando proteinas (Gaylarde, 1995; Russel,
2003; Myers, 2008; Passman, 2013).

As caracteristicas de um antimicrobiano ideal para uso em combustiveis
incluem: ser seletivo sobre os microrganismos a eliminar; n&o ser corrosivo ao
sistema; ter capacidade de manter o efeito inibidor na presenca de outras substancias;
apresentar propriedades de biodegradabilidade; e, principalmente, ter baixo custo
(Gaylarde et al., 1999; Passman, 2000; Yemanshova et al., 2007; Klinkspon, 2009;
Zimmer et al., 2011; Passman, 2013; Bento et al., 2016).

Entre as avaliagdes conduzidas para conhecer o potencial antimicrobiano
de um dado composto, tem-se a determinagao das concentragdes minima inibitéria e
minima biocida, a qual € uma avaliacao orientativa do espectro do produto conduzida
em condi¢des ideais e padronizada. A Norma ASTM E1259 é recomendada para
avaliar a efetividade de moléculas sintéticas e/ou naturais com microrganismos
isolados (fungos filamentosos, leveduriformes e bactérias) ou com um consoércio nao
caracterizado, prevendo a protecdo da deterioragdo microbiana de combustiveis
liquidos. Essa Norma propde a possibilidade do uso de microrganismos nao
identificados como inoculo, prospectados originalmente do lodo que se forma nos
tanques. Neste sentido, trata-se de uma grande vantagem na medida em que muitos

trabalhos que testam as propriedades antimicrobianas de algumas substancias
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envolvem espécies padrdo (ATCC) de importancia médica e podem néo refletir o
potencial de sensibilidade e/ou resisténcia da comunidade microbiana nativa a ser
tratada.

Os problemas decorrentes da adicdo de biodiesel ao diesel sao
reconhecidos desde a ultima década. Esses tém com consequéncias diretas na
qualidade final da mistura e os aditivos podem ser uma alternativa para estender a
vida de prateleira desses combustiveis, visando garantir a qualidade e evitar os

problemas associados a situagdes de armazenamento precarias.
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4 PUBLICAGAO 1: CARACTERIZAGAO DO MATERIAL INSOLUVEL
ENCONTRADO NO FUNDO DE TANQUES DE ESTOCAGEM DE BIODIESEL
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4.1 RESUMO

Durante o armazenamento de biodiesel podem ocorrer reagdes quimicas
com formacéo de precipitados e borras. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
composicao quimica e microbiana de uma borra encontrada em um tanque de
armazenamento de biodiesel. A borra foi coletada em uma planta de produgao de
biodiesel. O estudo da composicado quimica foi realizado por meio de espectroscopia
de infravermelho (IFTR), espectroscopia de absorgdo atdbmica de chama (FAAS),
cromatografia em fase gasosa (GC), ja a avaliagdo microbiana utilizou técnicas
dependentes de cultivo microbiano. O potencial deteriogénico da comunidade
microbiana nativa foi avaliado usando a borra como um inéculo microbiano em um
experimento durante 60 dias. O crescimento microbiano, a degradagao do biodiesel,
as alteracdoes de pH e a deteccido de ésteres na fase aquosa foram avaliados. A
analise quimica indicou que a composicao da borra é de ésteres de acidos graxos e
ions metalicos, ndo sendo detectados esterdis glicosideos. Sete bactérias e cinco
fungos foram isolados da borra. Os resultados do crescimento indicaram que a
comunidade microbiana nativa ndo possui uma alta capacidade deteriogénica no

biodiesel.
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4.2 INTRODUGAO

O uso de biocombustiveis derivados de matéria prima renovavel tem sido
cada vez mais comum no campo energético mundial. No Brasil, com a aprovagao da
lei n°. 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o biodiesel passou a ser adicionado ao diesel
de petroleo. Atualmente, a concentracédo € de 10% (B10), mas a perspectiva € que
essa propor¢cao aumente nos proximos anos. A produgao nacional de biodiesel ocorre
principalmente pela reagdo de transesterificagdo com o uso de metanol (Knothe &
Razon, 2017). A Resolugdo da Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP) n°. 45, de 2014, apresenta as indica¢gdes de qualidade
exigidas para que o biodiesel seja comercializado.

Por ser comumente composto por ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMEs), o biodiesel possui maior degradabilidade do que o diesel. Essa
caracteristica é considerada uma vantagem ao se adicionar biodiesel ao diesel no
caso de um acidente ambiental. Porém, pode ser uma desvantagem no
armazenamento pois torna a mistura diesel/biodiesel mais suscetivel a contaminacgéo
microbiana (Bento et al., 2016). O biodiesel também pode apresentar em sua
composi¢cao pequenas quantidades de outros elementos, como glicerol e alguns ions
metalicos, os quais tém as concentracdes limites aceitaveis delimitadas pela
resolugdo ANP n°. 45 (ANP, 2014). Além disso, esterois glicosideos, provenientes da
matéria prima de origem também podem ser encontrados no biodiesel apos a
producao deste (Bezerra et al., 2015).

Durante o armazenamento do biodiesel podem ocorrer reagdes quimicas e
biologicas (oxidagdes, hidrdlise e polimerizagbes) que resultam na formagao de
solidos insoluveis, os quais precipitam e constituem um lodo de aspecto viscoso no
fundo dos tanques, podendo este acarretar danos ao sistema de filtragem e
armazenamento (Bondioli et al., 2008; Pinho et al., 2016).

Uma diferenca marcante entre o biodiesel e o diesel é a presenca de
atomos de oxigénio no primeiro, a qual o torna mais polar e capaz de realizar ligagdes

de hidrogénio com a agua. Esse carater higroscopico aumenta a capacidade do
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biodiesel de absorver grandes quantidades de agua e possui seu limite fixado pela
Resolugéo n°. 45 da ANP em até 200 mg kg' (ANP, 2014; Pinho et al., 2016). Com a
adicao de biodiesel ao diesel a formagao de precipitados pode aumentar devido a
diminuicdo da polaridade do meio (Pinho et al., 2016). A presenga dessa borra nos
tanques de estocagem pode ser considerada um evento esperado em tanques de
estocagem de biodiesel e diesel puros e de misturas diesel/biodiesel quando a
manutencao daqueles nao é realizada com frequéncia.

Com o tempo, o aparecimento de uma fase de agua livre nos tanques de
armazenamento torna o ambiente propicio para o crescimento microbiano, além de
facilitar as reagbes de degradacgdo abidtica do combustivel, como oxidagbes e
hidrolises. A presenga de uma biomassa na interface combustivel-agua é a
constatacdo visual da instalacdo da contaminacido microbiana dos tanques
(Meneghetti et al., 2013; Bento et al., 2016; Zimmer et al., 2017). Os microrganismos
deteriogénicos presentes nos sedimentos encontrados no fundo de tanques de
estocagem de biodiesel em usinas produtoras estarao em contato com o biodiesel
produzido e serdo carreados com ele durante o transporte. Ao ocorrer a mistura com
diesel, e dependendo das rotinas adotadas na manutencdo dos tanques de
estocagem, pode ocorrer desenvolvimento microbiano. As principais consequéncias
sdo a saturagdo prematura de filtros e desgastes nos sistemas de inje¢cado devido ao
material biolégico produzido. De acordo com a legislagéo brasileira, a Norma ABNT
NBR 15512-14 aponta algumas medidas simples, conhecidas como Boas Praticas,
para a prevencdo do crescimento microbiano em tanques, como a drenagem diaria
dos tanques, que impede o acumulo da agua livre nos tanques (Beker et al., 2016;
Bento et al., 2016; Zimmer et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a natureza do sedimento
encontrado no fundo de tanques de estocagem de biodiesel de soja comercial
(aditivado) quanto a composi¢géo quimica e microbiana, bem como avaliar o potencial
deteriogénico da populagéao nativa (inéculo ndo caracterizado, norma ASTM E1259-

16 modificada) em um experimento de crescimento em até 60 dias.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1 Amostragem do Fundo do Tanque de Estocagem

As coletas foram realizadas em uma usina produtora de biodiesel de soja
no municipio de ljui, no norte do Estado do Rio Grande do Sul. Com a permiss&o da
diretoria da usina, um tanque de estocagem com capacidade para 2000 m? foi aberto
e seu lastro drenado. O material que permaneceu no lastro, com aspecto viscoso,
apresentado na Figura 1, foi coletado assepticamente. A borra foi armazenada em
temperatura ambiente e avaliada de acordo com suas caracteristicas quimicas e

microbiolégicas, conforme as analises descritas a seguir.

ey
Figura 1 - Aspecto do material coletado de um tanque de armazenamento de blod|esel comercial da
Usina de Biodiesel.

4.3.2 Caracterizacao Quimica

4.3.2.1 Analise por infravermelho

Para a decomposicao da fase sélida, 500 mg foram pesados e transferidos
para frascos de quartzo do forno de micro-ondas, volume maximo dos frascos 80 mL.
Em seguida, foram adicionados a cada frasco 3 mL de HNOs3, 1 mL de H20 (Milli-Q) e
2 mL de H202. Os frascos foram fechados e colocados no forno de micro-ondas
Multiwave PRO Anton Paar. Utilizou-se o seguinte programa de aquecimento: 20 min
de rampa (até 900 W); 20 min de permanéncia (a 900 W); e 20 min de resfriamento (0
W). A temperatura e pressdo maxima atingidas foram 220 °C e 80 bar.

A amostra da borra foi entdo solubilizada em cloroférmio e apds a solucéo
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foi filtrada. A parte sdlida foi deixada em repouso para que secasse antes da
realizagao do teste infravermelho (FT-IR/ATR) em um espectrofotdmetro Agilent Cary,
acoplado num acessorio de reflectancia total (ATR) com cristal de seleneto de zinco
(ZnSe). O espectro foi obtido em triplicata na faixa de 4000-750 cm™', em temperatura

ambiente, com resolugdo de 4 cm™' e 32 varreduras.

4.3.2.2 Andlise da presencga de esteroides por HPLC-MS/MS

Os métodos de anadlise aqui aplicados para as diferentes classes de
esteroides foram desenvolvidos por Bezerra (2017), sendo utilizado um triplo
quadrupolo de massas sequencial MS/MS (SCIEX - USA) acoplado ao sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A fonte de ionizacdo empregada foi a
de ionizagdo quimica a pressado atmosférica (APCI), utilizando o experimento de
monitoramento de reagdes multiplas (MRM) para a quantificacdo. As separacgdes
cromatograficas foram realizadas em coluna C-18 Poroshell 120 (50 mm x 4,6 mm X
2,7 um). Todo o sistema HPLC-MS/MS foi controlado pelo software Analyst 1.5.2. A
Tabela 1 apresenta as particularidades de cada método de ensaio para cada classe
de esteroides. A amostra foi preparada pela solubilizacdo de 1 mL em 10 mL de

diclorometano.

Tabela 1 - Condigbes experimentais dos métodos de analise de esteroides.

Faixade Temperatura Vazaoda Volume de
Classes de varredura da fonte de Composicao de fase mével fase injecao da
esteroides espectral ionizagao no HPLC movel amostra
(m/z) APCI-MS/MS (UL min) (uL)

Gradiente de acetonitrila +
diclorometano:

E"StherSO'(dSe)S 300-450 400 °C 90% + 10% (v/v) 0 a 6 min 1000 5
85% + 15% (v/v) 6 a 7 min
75% + 25% (v/v) 7 a 11 min.
Esteroides Metanol + cloroférmio: (6:4)
esterificados ~ 600-800 430 °C com adigédo de 200 mM de 1000 10
(ES) acetato de amdnio por 10 min.
Gradiente de metanol + 4gua
Esteroides (com 1% de acetonitrila):
glucosideos 500-650 350 °C 85% + 15% (v/v) 0 a 15 min 800 10
(SG) 100% de metanol 15 a 18 min
75% + 25% (v/v) 18 a 20 min.
Esteroides Gradiente de metanol + agua
glucosideos ) o (com 1% de acetonitrila):
acilados 20950 350 °C 85% + 15% (v/v) 0 a 5 min 1200 10

(ASG) 100% de metanol 5 a 30 min.
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Os esteroides monitorados foram: 3-sitosterol, avenasterol, brassicasterol,
campesterol, colesterol, desmosterol, estigmastanol, estigmasterol, lanosterol e
latosterol. Para monitoramento dos esteroides livres, consideraram-se os fragmentos
gerados a partir do ion [M — OH]*. Para esteroides esterificados, considerou-se a
juncao de cada esteroide livre a um acido graxo diferente para formar os ésteres de
esteroides. Os acidos graxos verificados foram: miristico (C14:0); palmitico (C16:0);
palmitoleico (C16:1); estearico (C18:0); oleico (C18:1); linoleico (C18:2); linolénico
(C18:3); araquidico (C20:0); e behénico (C22:0).

Para monitoramento dos esteroides livres consideraram-se os fragmentos
gerados a partir do ion [M + NH4]". Para monitorar os esteroides glucosideos,
considerou-se a ligagado entre cada esterdide livre a uma molécula de glucose
(CeH120s). Assim, foram considerados os fragmentos gerados a partir do ion [M +
H20]*. Por ultimo, o monitoramento dos esteroides glucosideos se deu considerando
a formacgao de ésteres de esteroides glucosideos com cada acido graxo supracitado,

sendo o monitoramento das reagdes de fragmentagao realizado pelo ion [M + H20]".

4.3.2.3 Analise inorgéanica

As concentragdes de sodio (Na), potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg)
foram avaliadas por espectroscopia de absor¢cdo atbmica de chama (FAAS) no
equipamento Analyst 200, PerkinEImer. Os padrdes utilizados (Na, K, Ca e Mg) foram
da marca Fluka, na concentragdo de 1000 mg L-'. Para a determinagdo de Na e K foi
utilizada uma solugao de shinkell (Cs 10 g L' + La 100 g L™"). Na Tabela 2 est&o as

condicdes de analise de cada elemento.

Tabela 2 - Condigbes de anadlise de espectroscopia de absorgdo atdmica de chama (FAAS) para

cada analito.
Fluxo de ar Fluxo de . .
. . , Slit Comprimento
Analito comprimido combustivel (mm) de onda (nm)
oxidante (L min) C2H: (L min-)
K 10 2,5 2,7/0,45 766,49
Na 10 2,5 1,8 589
Mg 8,5 4,0 2,7/1,05 285,21

Ca 10 2,7 2,7/0,6 422,67
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4.3.3 Avaliagcao da Comunidade Microbiana Presente no Sedimento

A primeira abordagem de avaliagao da comunidade microbiana presente
no sedimento envolveu técnicas de sequenciamento de alto rendimento lon Torrent.
Foram realizadas tentativas de extracdo de DNA gendmico, presente no sedimento,
por meio de quatro métodos de extragdes diferentes: PowerSoil Kit (MOBIO), Método
de Fenol-Cloroférmio (Sambrook & Russell, 2001) e os métodos descritos por
Dellaporta (1983) e Ferreira e Grattapaglia (1996). Os rendimentos foram avaliados
por duas técnicas: espectrofotometria (Nanodrop Lite) e fluorometria (Quantus
Promega). No entanto, as quantidade e qualidade do DNA obtido foram muito
inferiores as necessarias para a realizacdo da avaliagdo da composicao da
comunidade microbiana por lon Torrent, exigéncia dos protocolos fornecidos pelo
fabricante. Nesse sentido, partiu-se a uma segunda abordagem na tentativa de
conhecer os microrganismos predominantes na amostra e isola-los por métodos
tradicionais microbiolégicos.

Sendo assim, um volume de 2,5 g de amostra de borra foi adicionado a
erlenmeyers contendo 40 mL de biodiesel de soja estéril (como fase oleosa) e 80 mL
de meio minimo mineral Bushnell e Haas (1941) ou 80 mL de agua ultrapura (como
fases aquosas com diferentes aportes de nutrientes). Esses erlenmeyers foram
armazenados durante 20 dias em cultivo estatico e agitador orbital a 30 °C, em
triplicata. Nos tempos experimentais de 0, 2, 24, 48, 120, 168, 360 e 480 h foram
realizadas diluigcbes seriadas decimais e posterior plagueamento em PCA (meio de
cultura para contagem de bactérias), agar malte (meio de cultura para fungos), TSA
(meio de cultura para bactérias) e R2A (meio de cultura para bactérias de crescimento
lento) para estimular o crescimento microbiano e assim possibilitar o isolamento do

maior numero de microrganismos cultivaveis possivel.
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4.3.3.1 ldentificagcao dos isolados cultivaveis

Posteriormente a prospecgdao de microrganismos procedeu-se a
identificacdo molecular dos isolados por meio de sequenciamento. Realizou-se a
extragdo de DNA dos fungos pelo método de Ferreira e Grattapaglia (1996) e das
bactérias com o Kit PureLink® Genomic DNA e, subsequentemente, procedeu-se a
amplificagdo por PCR da regido ITS (Internal Transcribed Spacer), que separa os
genes 18S e 28S do rDNA (para os fungos) e o0 gene 16S (para as bactérias).

A identificagao das bactérias foi iniciada por coloragao de Gram, morfologia
celular e colonial e, posteriormente, por meio de um PCR com a amplificagdo do gene
16S com o auxilio dos primers F-C27 (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e R-530
(CCGCGGCTGCTGGCACGTA), gerando um produto de 530 pb.

A identificacdo dos fungos filamentosos foi realizada inicialmente pela
técnica de microcultivo e posteriormente por meio de PCR com amplificagdo da regido
ITS-5.8S-ITS2 com o uso dos primers ITS-1 (TCCGTAGGTGAACCTCGCG) e ITS-4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), gerando um produto de 550 pb. Os produtos de PCR
foram purificados com auxilio do Kit PureLink™ PCR Purification da Invitrogen. As
reacbes de sequenciamento foram realizadas utilizando BigDye® Terminator V3.1
Cycle Sequencing Reaction kit (Applied BioSystems, Foster City, USA) de acordo com
as instrugdes do fabricante. Em seguida, as analises dos fragmentos foram
processadas pelo sequenciador automatico ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied
BioSystems, Foster City, CA). As sequéncias geradas foram comparadas com o banco
de dados GenBank (ferramenta on-line disponivel em http://blast.be-
md.ncbi.nim.nih.gov/).

Ap0ds o isolamento e a identificacao, foi realizada uma caracterizagao dos
microrganismos isolados quanto a capacidade de produgdo da enzima lipase,
envolvida na biodegradacéo de biodiesel, pela inoculagdo nos meios agar Tributirina
e Rodamina B (Hasan et al., 2009).

4.3.4 Capacidade Deteriogénica da Borra de B100

Os microcosmos foram montados em frascos de vidro contendo 60 mL de

meio minimo mineral estéril e 30 mL de fase oleosa (biodiesel puro de soja comercial
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[B100]). Foram avaliados trés tratamentos de acordo com o nivel de contaminagao
microbiana. O tratamento controle (CTE - biodiesel comercial esterilizado) constituiu-
se de uma fase oleosa esterilizada utilizando um sistema de filtracdo a vacuo, em
frasco Kitassato e filtro, com membranas de porosidade de 0,22 ym (marca Milipore).
O tratamento como recebido (CR - biodiesel comercial como recebido) constitui-se de
fase oleosa utilizada como recebida da distribuidora, com a contaminag¢éo proveniente
de seu manejo na cadeia de distribuicdo de biodiesel. O unico tratamento que recebeu
in6culo foi o Bl (biodiesel estéril comercial inoculado), ao qual foi adicionado 500 mg
da borra proveniente do lastro do tanque de estocagem, tendo como base a Norma
ASTM E1259-16. O experimento foi realizado em triplicata e incubado em estufa a 30
°C por 60 dias. Todos os tratamentos passaram por agitagdes periddicas (a cada 5
dias, a 90 rpm, 30 °C, por 30 min) com o intuito de simular o abastecimento e retirada
de combustivel que ocorrem nos tanques da industria.

Durante as agitagdes foi observado que, em comparagdo aos momentos
iniciais, no tratamento Bl (biodiesel comercial inoculado) alguns componentes da borra
diluiram-se no biodiesel e/ou fase aquosa, o que fez com que o peso inicial adicionado
(500 mg) fosse desconsiderado. A fim de quantificar o peso inicial da borra para
distingui-la do crescimento microbiano, foi realizada uma determinagdo pods-diluicdo
do in6culo ao tempo inicial de toda a composicdo dos frascos, em ftriplicata. As
mesmas condi¢cdes experimentais foram mantidas.

Nos tempos amostrais de 0, 2, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias foi avaliado o
crescimento microbiano por quantificacdo da biomassa total formada na interface
Oleo-agua de cada frasco, por método gravimétrico (peso seco). Aos 60 dias de
avaliagao a fase aquosa do tratamento como recebido foi inoculada em placas de petri
contendo meio de cultura para o isolamento de fungos e bactérias (malte e PCA [plate
count agar]), visando a identificagdo da biomassa produzida pela microbiota residente
do biodiesel comercial.

O morfotipo predominante foi identificado por meio das analises descritas
no item 4.3.3.1. Nos tempos iniciais e finais do experimento, medidas de pH da fase
aquosa foram avaliadas. Nos tempos 2 e 60 dias as fases aquosas de todos os
tratamentos foram avaliadas por GC/FID, visando observar os compostos do biodiesel
que poderiam ter migrado para a fase aquosa e seu respectivo consumo pelos

microrganismos presentes nos tratamentos contaminados. Procedeu-se a extragao da
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fase aquosa por meio de 3 lavagens sequenciais de 10 mL da fase aquosa com 20
mL de diclorometano (Merck) e posterior concentracdo da amostra até 500 pL.
Passou-se a amostra para um vial de 1,5 mL, no qual foram adicionados 130 uL de
padrao interno nonadecanoato de metila (Sigma) e, subsequentemente, completou-
se o volume com diclorometano para 1 mL de amostra mais padrédo interno. As
amostras foram injetadas em um equipamento Shimadzu GC-17A, equipado com uma
coluna Agilent EN14103 e procedeu-se a identificagao dos ésteres presentes na fase
aquosa com as seguintes condigbes de analise: injetor e detector a 250 °C, coluna
100 °C, seguida de aquecimento a 4 °C min' até 240 °C, temperatura na qual
permaneceu por 25 min em isoterma.

Os tempos iniciais e finais da fase oleosa foram avaliados por
espectroscopia no infravermelho a fim de identificar possiveis mudangas nas cadeias
carbdnicas do biodiesel causadas pelo crescimento microbiano. Foram avaliadas as
amostras correspondentes ao tempo inicial (B100 TO: biodiesel sem a adigdo de fase
aquosa e/ou inéculo); ao tempo inicial logo apés a adi¢ao da borra como in6culo (Bl
TO) e aos tempos finais de todos os tratamentos (CTE T60: controle, CR T60: como

recebido e Bl T60: borra como in6culo).

4.3.5 Analises Estatisticas

Os dados obtidos neste trabalho foram estatisticamente analisados com
auxilio do programa BioEstat versdo 5.0 (Analystsoft). Analises de variancia e teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia foram realizadas. A avaliagdo dos dados
gerados pela técnica de espectroscopia de infravermelho foi realizada com o auxilio
do software Chemostat.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.41 Analise quimica do sedimento de B100

4.4.1.1 Analise por infravermelho

O material coletado do fundo dos tanques e avaliado neste trabalho
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apresentou um aspecto viscoso e, segundo a analise de infravermelho da fase sdlida,
0 espectro gerado é predominantemente composto por ésteres de acidos graxos,
entre outros compostos. Na Figura 2, a banda que aparece aproximadamente na
regido de 1.740 cm™" é referente as vibragdes do grupo carbonila de ésteres (C=0) e
na regido 1.080 a 1.030 cm™ encontram-se as bandas de absorgdo referentes as
vibragdes da ligagdo C—-O que estao presentes nos ésteres alifaticos constituintes do
biodiesel. As bandas que aparecem na regido de 2970 a 2840 cm™ podem ser
atribuidas as vibracdes das ligagdes C—H dos grupamentos metila (CHs) e metileno

(CH2). A absorgdo em 3400 cm" pode ser atribuida as vibragbes de grupos —OH.
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Figura 2 - Espectro de Infravermelho médio da amostra de Borra do tanque de estocagem de
biodiesel.

Durante o processo de produg¢ao do biodiesel podemos encontrar, na fase
Oleo, acidos graxos ndo esterificados ou ainda em processo de esterificagdo. Os
mono, di e triglicerideos e outros compostos considerados impurezas do biodiesel, se
nao forem removidos completamente durante o procedimento de limpeza da reacao
de transesterificagdo, podem reagir e precipitar, formando a borra que encontramos
no lastro da estocagem da usina (Dunn, 2012; Pinho et al., 2016). Além disso, a
presenca de esterdis glicosideos, compostos com baixa solubilidade em biodiesel, tem
sido apontada, na literatura, como a principal causa da formacao desses sedimentos
(Bondioli et al, 2008; Plata et al., 2015). Sendo assim, durante a estocagem onde o
biodiesel permanece estatico, aqueles podem decantar junto a outros elementos ja
detectados na literatura (Bondioli et al., 2008; Bezerra et al., 2015).

Plata et al. (2015) avaliaram materiais insoluveis encontrados em biodiesel
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de O6leo de palma (dendé) e os identificaram como sendo monopalmitina
(monoglicerideo saturado) e esterdis glicosideos. Bondioli (2009) identificou
monoglicerideos saturados e acidos graxos em sedimentos provenientes de biodiesel
de soja. Borras encontradas em biodiesel de outras matérias primas, como o sebo
bovino, também foram identificadas como sendo constituidas preponderantemente
pelos monoglicerideos saturados monopalmitina e monoestearina (Fernandes et al.,
2012).

Outro aspecto importante na formacdo de sedimentos no biodiesel é a
estabilidade oxidativa. Durante o periodo de armazenamento essa propriedade
também pode agravar o surgimento de sedimentos. Um biodiesel com baixa
estabilidade a oxidagdo pode aumentar a concentragdo de acidos graxos livres no
combustivel, aumentando a viscosidade e causando a formagdo de gomas e
depositos (Brito, 2013).

Pinho et al. (2014) identificou em biodiesel, apos processo de
envelhecimento acelerado, bandas que aparecem na regido de 1680-1820 cm™' como
sendo caracteristicas de acidos carboxilicos, cetonas e aldeidos, resultado da
oxidagao dos constituintes do biodiesel. Os espectros gerados por esses produtos de
oxidagdo podem elevar a absorgdo na regido de 1740 cm™', o que poderia aumentar
falsamente a quantidade de ésteres detectados. Porém, excetuando-se a banda dos
ésteres (C=0) nos dados apresentados em nosso trabalho, ndo foram observadas

outras bandas nesta faixa espectral.

4.4.1.2 Analise da presencga de esterdis glicosideos na borra

As principais classes de esteroides foram analisadas no material insoluvel
com o objetivo de evidenciar a presenga desses compostos. A Figura 3 apresenta os
cromatogramas obtidos pela analise de esteroides por HPLC-MS/MS no material em
estudo, o que nao o caracteriza como composto de esteroides. Os resultados mostram
que nao foi possivel detectar ou mesmo quantificar qualquer esteroide na matriz de
estudo. A intensidade de sinal foi muito baixa frente aos limites de detec¢ao dos
métodos utilizados (Bezerra, 2017).
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Figura 3 - Cromatogramas referentes a andlise das principais classes de esteroides por HPLC-
MS/MS.

Os resultados de alguns autores (Bondioli et al., 2008; Ering & Ozcan, 2009)
sugerem que esteroides glucosideos sdo a classe de esteroides mais propensa a
precipitacdo no biodiesel, isso devido principalmente a sua alta polaridade frente aos
ésteres de acidos graxos. Outras publicagcbes da area de esteroides afirmam, no
entanto, que esses compostos podem levar a interconversdo entre suas classes

(livres, esterificados, glucosideos, acilglucosideos) (Piironen et al., 2000).
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4.4.1.3 Analise inorgéanica da borra de B100

A analise por FAAS evidenciou uma alta concentracao de Na: 10,8 + 0,5
mg g''; e baixas concentragbes de K em 26,1 + 0,3 uyg g!, de Caem 18,3 + 0,5 ug g™
e de Mgem 26,1 +0,3 ugg™.

O sodio, maior constituinte inorgénico presente nas amostras de borra,
pode ter sua origem nos catalisadores da transesterificacdo (NaOH) (Verma &
Sharma, 2016) e pode, apos a produgao do biodiesel, caso o processo de limpeza
seja deficiente, decantar junto com os demais elementos do biodiesel anteriormente
identificados por analises quimicas no lastro dos tanques de estocagem da usina.

O dano a motores por corrosao e a propria deterioracdo do biocombustivel
podem ser induzidos pela presenga de Na, K, Ca e Mg no biodiesel. Além disso, a
presenga de Ca e Mg aumenta a formacgdo de sedimentos e sabdes na cadmara de
combustdo, levando a danos em algumas partes de motores. Reagbes de
neutralizagdo e lavagem com agua séo agodes efetivas recomendadas para remogao

desses compostos (Banga & Varshney, 2010).

4.4.2 Isolamento de Microrganismos Cultivaveis

Foram prospectados sete bactérias e cinco fungos filamentosos. Todos os
fungos filamentosos foram isolados do tratamento em agitagdo e provenientes do
tratamento com meio minimo mineral como fase aquosa. Cinco bactérias diferentes
foram isoladas do tratamento em agitagdo, ao passo que o cultivo estatico favoreceu
apenas o aparecimento de dois isolados bacterianos. A utilizagdo de agua ultrapura
nao favoreceu o isolamento de microrganismos, visto que os mesmos isolados foram
recuperados também no cultivo com meio minimo mineral Bushnell e Haas (1941). Os
resultados obtidos para cada isolado estdo descritos na Tabela 3. Os géneros e

espécies obtidos ja foram propostos na literatura.
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Tabela 3 - Identificacdo por Sequenciamento Sanger e detecgéo de enzimas pelos isolados obtidos

da borra.
Strain Accession Meio Meio

Identificagao Number Rodamina o o
LAB-BIO (GenBank) Ba Tributirina
LABBIO3 Penicillium citrinum MG595219 + +
LABBIO4 y n’: ;ﬁéfs”s”l‘,fn”; - MG595220 . +
LABBIOS Penicillium corylophilum MG595221 + +
LABBIO7 Micrococcus luteus MG595223 - +
LABBIO8 Microbacterium sp. MG595224 - -
LABBIO11 Bacillus megaterium MG595227 - +
LABBIO13 MG595229 + +

Bacillus pumilus

O género Micrococcus € descrito como um género de microrganismos
deteriogénicos de combustivel (Soriano et al., 2015). Géneros como Curtobacterium,
Bacillus e Microbacterium também ja foram relacionados a degradacédo de
hidrocarbonetos e o género Cellulomonas a degradacdo de celulose (Pavic et al.,
2013; Kane, 2015; Ferreira et al., 2016; Yadav et al., 2016; Qin et al., 2017). O género
Penicillium é encontrado nos mais diversos ambientes e € amplamente discutido na

literatura como deteriogénico de diesel e biodiesel (Allsopp et al., 2016).

4.4.2.1 Deteccdo da capacidade de produgao de enzimas hidroliticas

Os meios de cultura utilizados para a detecgao da enzima lipase foram os
meios Rodamina B e Tributirina, os quais sdo amplamente utilizados para a
prospeccao de microrganismos com capacidade de producado dessa enzima cuja
importancia industrial € bem estabelecida (Hasan et al., 2009). Apds o isolamento, os
microrganismos obtidos foram inoculados nesses meios e os resultados obtidos estao
apresentados na Tabela 3. As lipases sao enzimas do grupo das hidrolases que,
juntamente com as esterases, estdo envolvidas na hidrélise de ésteres, glicerinas e

acidos graxos de cadeia longa (Lopes et al., 2011).
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Os mecanismos envolvidos no processo de biodegradacdo do biodiesel
permanecem pouco elucidados. Uma provavel rota para a biodegradacéo de ésteres
de acidos graxos envolve a participagao de enzimas como as esterases (carboxylic-
esterhydrolases; EC 3.1.1.1) e lipases (triacylglycerolacylhydrolases; EC 3.1.1.3)
(Casas-Godoy et al., 2012). Inicialmente, ocorre uma hidrolise do metil ou etil éster
por uma esterase (ou lipase), a qual produz um acido graxo e um alcool (David Lee
Nelson, 2008; Hausmann & Jaeger, 2010). Na segunda etapa, os acidos graxos sao
oxidados via B-oxidacao, incorporando produtos finais desta ao ciclo de Krebs que,
por sua vez, podem ser utilizados no metabolismo para a sintese de biomassa celular,
por exemplo (David Lee Nelson, 2008; Hausmann & Jaeger, 2010; Khoury et al.,
2011).

Os microrganismos obtidos a partir da borra encontrada no fundo dos
tanques de estocagem apresentaram capacidade para produzir enzimas relativas a
degradagao de biodiesel, o que nos sugere que o sedimento pode ter capacidade

deteriogénica ainda nao investigada.

4.4.3 Capacidade Deteriogénica de Microrganismos Nativos da

Borra

Com o intuito de avaliar se a populacdo microbiana, cultivavel e nao
cultivavel, presente no sedimento coletado possuiria a capacidade de, em condicdes
otimas, crescer e se desenvolver as expensas do biodiesel de soja, causando danos
ao biocombustivel, foi realizado uma estocagem simulada utilizando microcosmos

durante 60 dias.

4.4.3.1 Crescimento Microbiano

4.4.3.1.1 Peso seco

O valor de peso registrado dos frascos do tratamento com a borra como
inoculo (Bl) ndo alcangou em nenhum dos tempos avaliados a quantidade adicionada

inicialmente (500 mg), o que sugere a diluicdo de seus componentes nas fases

constituintes do microcosmos. Nao foi observado crescimento visual na interface éleo-
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agua do tratamento Bl. O tratamento CR (biodiesel como recebido) apresentou
crescimento microbiano estatisticamente diferente dos valores obtidos dos controles
apos 40 dias de analise, indicando que a populagdo microbiana nativa provavelmente
estava em baixa densidade. No entanto, apdés 60 dias, a biomassa recuperada da
interface dos frascos foi de 52,9 + 9,9 mg.

Na Figura 4A é possivel visualizar a biomassa com aspecto escuro
proveniente do desenvolvimento de microrganismos nativos do biodiesel comercial.
Apds 60 dias, a prospeccgao do material em meio de cultivo (PCA) indicou a presencga
da levedura Aureobasidium pullulans, identificada molecularmente pela mesma
técnica descrita no item 4.3.3.1 como pertencente ao grupo das leveduras negras, ou
black yeasts (Figura 4B e 4C) (Deshpande et al., 1992). Na Figura 4D, no entanto, n&o
foi constatada a presenca de biomassa retida no filtro apenas de material particulado
de natureza n&o bioldgica, produto de degradagao abiotica. Estes resultados devem-
se provavelmente a baixa densidade de microrganismos na borra utilizada como

in6culo e pelo uso do biodiesel comercial estéril.

4A

Figura 4 - Aspecto dos frascos experimentais com a fase oleosa (biodiesel) e a fase aquosa ao final
de 60 dias do experimento. 4A: Tratamento com biodiesel comercial como recebido (CR); 4B: Detalhe
do tratamento CR, aspecto das coldnias da levedura em meio de cultura; 4C: Fotomicrografias da
levedura Aureobasidium pullulans; e 4D:Tratamento com biodiesel estéril inoculado com a borra (Bl) e
aparéncia da biomassa retida na membrana filtrante.
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A formagao de borras oriundas da degradacgéo biotica e abiotica tem sido
investigada durante o armazenamento de diesel e de suas misturas com biodiesel.
Desde a introdugcdo do biodiesel, a comunidade usuaria percebeu uma maior
tendéncia a formagao de borras durante a estocagem de combustiveis (Bucker et al,
2011; Yakoob et al., 2014). A borra presente em tanques de armazenamento de B100,
oriundas de usinas de biodiesel, passa despercebida, ja que essa pode ser reutilizada
no processo de obtencao do biodiesel pela propria usina.

A natureza quimica desse residuo ja foi bem explorada na literatura
(Bondioli, 2009; Fernandes et al., 2012; Plata et al., 2015). No entanto, nenhum
esforco foi realizado para verificar se essa borra, a qual entra continuamente em
contato com o biodiesel produzido pela empresa e somente é drenada poucas vezes
ao ano, poderia ser uma fonte de contaminagdo com microrganismos deteriogénicos
de biodiesel, os quais, ao encontrarem uma condig¢ao favoravel, poderiam crescer e
degradar o combustivel estocado.

Neste trabalho foi observado que a borra apresenta baixa densidade
microbiana capaz de crescer nas condigbes estabelecidas pelo experimento. Os
resultados de biomassa formada indicaram que o biodiesel que passou por toda a
cadeia de distribuicdo e foi cedido para o experimento (tratamento como recebido —
CR) apresentou uma comunidade microbiana mais adaptada a crescer e formar

biomassa as expensas do biodiesel.

4.4.3.2 Medidas de pH

Os resultados de medidas de pH da fase aquosa sugerem uma tendéncia
a acidificagdo do meio minimo mineral a partir de 40 dias de incubagdo dos
microcosmos contaminados com microrganismos quando comparados aos frascos
controle estéreis (p<0,05). Entre esses, os valores permaneceram similares até o final
do experimento, atingindo 6,63 + 0,11 (CR) e 6,65 + 0,10 (Bl) e n&o diferindo entre si
estatisticamente (p>0,05). Na primeira etapa de degradacdo, ambos ésteres
saturados e insaturados s&o transformados por microrganismos via B oxidagao,
produzindo acidos organicos (Aluyor et al., 2009). Produtos de oxidagao, metabdlitos

produzidos durante a degradacgao de hidrocarbonetos podem diminuir o pH da fase
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aquosa durante o armazenamento e acelerar processos de corrosao dos tanques de
estocagem (Bucker et al., 2011). Os resultados obtidos na caracterizagdo quimica da
borra indicam que provavelmente a queda detectada no pH da fase aquosa no
tratamento Bl pode ser devida aos produtos de oxidacdo presentes no sedimento
coletado e utilizado como inéculo nesse tratamento.

O crescimento microbiano em combustiveis produz varios metabdlitos
como acidos carboxilicos, alcoois e cetonas, porém o tamponamento dos meios de
cultura utilizados como fase aquosa dos experimentos pode mascarar a detecg¢ao
desses (Bento et al., 2005; Cazarolli et al., 2016). Bento et al. (2005) observaram a
queda do pH de 7,0 para 4,8 do meio minimo mineral Bushnell e Haas (1941) durante
o crescimento do fungo filamentoso Aspergillus fumigatus, em oleo diesel como fonte
de carbono. A fase aquosa foi avaliada com SPME (microextragdo em fase sdlida) e
foram identificados compostos, como alcoois, aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos,
como, por exemplo, o acido propibnico.

Liang et al. (2017) caracterizaram a comunidade microbiana de aguas
residuais oleosas e seu papel na degradacao de diesel marinho (F76 e FT-F76) e na
corrosao do aco carbono sob condigdes anaerdbias. As presencas de compostos
como alcanos ramificados que variaram de C13 a C19 foram identificadas na agua
residual oleosa. Além disso, foram também detectadas uma série de alcanos lineares
(C10-C14) e potenciais metabolitos &acidos associados a biodegradagcdo de

hidrocarbonetos (acidos benzdico, hexandico, hexadecandico e octadecandico).

4.4.3.3 Avaliacdo da migracdo de compostos do biodiesel para a fase
aquosa e o seu consumo pela comunidade microbiana presente

nas amostras

Na fase aquosa, foram detectados compostos identificados como ésteres
de acidos graxos e estdo apresentados com suas respectivas concentragbes na
Tabela 4. Também foram detectados picos provenientes de compostos presentes nas
amostras, mas que nao foram correlacionados a nenhum éster esperado proveniente
do biodiesel. Esteres de cadeias longas (com mais de 16 carbonos) foram detectados
em todos os tratamentos nas fases aquosas de 2 e 60 dias. Alguns ésteres com

cadeias maiores de 20 carbonos foram detectados para algumas amostras (CTE T2;
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CR T2 e T60; e BI T60).

Tabela 4 - Concentragédo dos ésteres de acidos graxos detectados por GC/FID na fase aquosa do
experimento aos 2 e 60 dias. Valores entre os tratamentos com a mesma letra sobrescrita sdo
estatisticamente indistinguiveis pelo Teste de Tukey, com P>0.05.

Esteres
detectados
na fase CTE t2 CTE t60 CRt2 CR t60 Bl t2 Bl t60
aquosa
(Mg mLT)
C16 56,9+2,9AB 43,349,098 40,3+9,98 52,4+9,68 154,1+12,0~0 41,4+6,18
C18 24, 1+1,3A8 17,5+4,48 16,4+4 .18 24,0+3,78 61,6+4,07 16,2+2,48
C18:1 123,0+2,84B  99.6+18,68 94,2+13,3B 132,5+17,3B 314,1+38,94 97,7+14,1B
C18:2 270,4+7 48 219,0+42 58 206,4+24,6B 249,3+92 08 708,9+89,44 213,7+27,68
C18:3 32,940,748 26,5+5,58 24 5+2 58 25,5+13,08 84,5+9,9~ 25,3+2,78
C20:1 - - 17,4+0,0* - - -
C20:4 8,7+0,0* - - 13,4+0,0* - -
C22:1 elou
C20:3 - - 18,9+0,0* - - 8,2+1,4*

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre as quantidades
detectadas para todos os ésteres nas condigdes controle e como recebido (CR).
Esses resultados sugerem que a microbiota nativa ndo degradou os ésteres
monitorados presentes na fase aquosa. Estudos anteriores constataram baixa
degradagao dos ésteres por microrganismos em condi¢des similares de crescimento
(Bucker et al., 2011; Cazarolli et al., 2014). Outros compostos, tais como glicerol,
mono, di e triglicerideos nao esterificados e esterdis glicosideos podem ser utilizados
como carbono para o crescimento microbiano.

Para o tratamento Bl foi observada uma reducdo significativa na
concentracio dos ésteres C16, C18, C18:1, C18:2 e C18:3 apos 60 dias de incubacao,
porém esse nao foi o tratamento que apresentou biomassa decorrente do crescimento
microbiano, sugerindo uma degradacado abidtica desses ésteres. Essa redugao
também pode estar associada a processos de degradacdo natural (oxidagcédo e
hidrolise) agravados pela presenga da borra coletada dos tanques de estocagem. O
excesso de ions metalicos pode catalisar reagdes de oxidacado e polimerizagao de
hidrocarbonetos (Banga & Varshney, 2010). A presenca de ions observados na
amostra de borra pelas analises de FAAS pode ter sido responsavel pela reducéo dos

ésteres detectados na fase aquosa do tratamento BI.
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Esteres como C22:1 e/ou C20:3 presentes em duas amostras (CR t2 e Bl
t60) ndo puderam ser separados pelas condigbes aplicadas ao cromatégrafo. Em
ambas as amostras esses ésteres apareceram aos 60 dias de incubacao, ndo sendo
detectados no tempo inicial na fase aquosa. Esses resultados sugerem que os ésteres
gue migraram nos tempos iniciais foram prontamente transformados e/ou consumidos
pela microbiota presente, ou que esses ésteres com cadeias mais longas e, por
consequéncia, mais hidrofébicas demoraram mais tempo para migrar do que os outros
componentes.

Outros autores utilizaram metodologia semelhante para detectar ésteres
provenientes da fase oleosa nas fases aquosas do experimento (Wu et al., 2015; Wu
et al., 2016). Wu et al. (2015) e Wu et al. (2016) observaram a biodegradagao
anaerobia de biodiesel de soja e misturas de diesel em condigbes metanogénicas e
de reducdo de sulfato e concluiram que com o aumento da fracdo do biodiesel
adicionado ao diesel a taxa de biodegradacdo da fase oleosa foi correlacionada com

a concentragdo de FAMEs soluveis na agua.
4.4.3.4 Analise de infravermelho: biodegradac&o da fase oleosa

O conjunto de espectros gerados de todos os tratamentos pela técnica de
infravermelho referente as amostras da fase oleosa do experimento € mostrado na
Figura 5. Os resultados indicam que nao houve uma degradagao significativa ao longo

do experimento e nas condi¢cdes avaliadas.
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Figura 5 - Espectros gerados pela técnica de infravermelho das amostras de biodiesel coletadas
antes e ap6s 60 dias de incubacdo a 30 °C.

Os dados espectrais foram avaliados pela analise de componentes
principais (PCA), sendo o grafico de escores apresentado na Figura 6. Os resultados
da PCA indicam que, com duas componentes principais, foi possivel explicar 91,68%
da variancia dos dados. De acordo com o grafico de pesos da primeira componente a
principal diferenga entre as amostras foi a regido da banda da carbonila. Os resultados
da PC1 sugerem que as amostras B100 t0O (tempo inicial), ou seja, a forma como o
Biodiesel se apresentava anteriormente ao experimento, separou-se dos demais
grupos avaliados com escores positivos. Esses dados sugerem que apés 60 dias de
armazenamento simulado a estrutura de cadeias carbOnicas presentes no biodiesel
se modificou, provavelmente devido a degradagao abidtica, ocorrida em todas as

amostras, inclusive na controle.
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Figura 6 - Analise de PCA dos dados gerados pelos espectros de Infravermelho das amostras de
biodiesel coletadas antes e ap6s 60 dias de incubagéo a 30 °C. (B100 — tratamento fase oleosa
inicial; CTE — tratamento controle; CR - tratamento como recebido; Bl — tratamento com a borra como
indculo).

Pela perspectiva da PC2, as amostras foram separadas entre CR t0 e CR
t60 (com escores positivos) e CTE t60, Bl t0 e Bl t60 (com escores negativos). Como
consequéncia desses resultados podemos supor que as amostras do tratamento CR
apresentaram uma tendéncia a biodegradacéo, ja que nessas amostras a presenca
de microrganismos autoctones do sistema de transporte e estocagem de combustiveis
foi detectada. A degradagéao, porém, de acordo com o0s espectros gerados pela técnica
de infravermelho (Figura 4), ndo foi significante. Os graficos de pesos da PC2
mostraram que as amostras controle e as do tratamento Bl preservaram suas
estruturas de forma similar. Sendo assim, a diferengca observada dessas para as
amostras de B100 t0 pode sugerir que a propria borra, ao ser adicionada e diluida nas
amostras de biodiesel do tratamento Bl, tenha interferido na composicao do biodiesel
utilizado nesse experimento de 60 dias. Outros autores utilizaram a técnica de leitura
do espectro infravermelho para detectar a biodegradacdo de combustiveis diesel e
biodiesel (B5 e B10) (Souza et al., 2016), porém em nossas analises nao foi possivel

relacionar as diferengas encontradas a biodegradagao.
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4.5 CONCLUSOES

Os resultados de avaliagao quimica do sedimento indicaram a presenca de
ésteres de 4acidos graxos e ions metalicos, ndo sendo detectados esteroides
glicosideos. Foram isolados sete bactérias e cinco fungos filamentosos, evidenciando
uma comunidade microbiana cultivavel associada ao sedimento. No entanto, a
populagao microbiana presente na borra coletada nao foi capaz de produzir biomassa
significativa em 60 dias na presenca de biodiesel como fonte de carbono e meio
minimo mineral como fonte de nutrientes. Isto se deu, provavelmente, devido a baixa
densidade microbiana inicial. Os baixos valores de degradag¢éao obtidas na analise de
infravermelho sugerem que a borra coletada avaliada nédo representa uma fonte

deteriogénica potencial durante a estocagem de biodiesel em até 60 dias.
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Introduction

The use of biofuels derived from renewable raw materials
has been increasingly common in the global energy field. In
Brazil, with the approval of law 11.097/2005," on January
13, 2005, biodiesel has been added to petroleum diesel.
Currently, the concentration of biodiesel in mineral diesel is
10% (B10), and the perspective is that this percentage will
increase in the following years in the country. The national
production of biodiesel occurs mainly by transesterification
reaction using methanol * The Brazilian National Agency of
Petroleum, Natural Gas, and Biofuels (Agéncia Nacional do
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Petréleo, Gés Natural e Biocombustiveis, ANP) Resolution
No. 45/2014° (henceforward called ANP 45) describes the
quality requirements for commercialized biodiesel.
Because it is commonly composed of fatty acid methyl
esters (FAMESs), biodiesel has a higher degradability than
diesel. In case of an environmental accident, the higher
degradability of biodiesel, when mixed with diesel, is
advantageous. However. this feature can be a disadvantage
in storage since it makes diesel/biodiesel blends more
susceptible to microbial contamination.* Biodiesel can also
be composed of small amounts of other elements such as
glycerol and some metallic ions. The ANP 45 determines
the acceptable limit of concentrations of these substances
in biodiesel.” In addition, sterols glycosides from the
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5.1 HIGHLIGHTS

A levedura A. pullulans foi capaz de crescer na presenca de biodiesel,
formando biomassa e degradando 10% dos ésteres.

Foi possivel observar a producdo de clamidésporos, vesiculas de 6leo e
lipase induzidos pela presenca de biodiesel.

O composto palmitaldeido foi identificado como um metabdlito produzido
pelo fungo durante o crescimento em biodiesel.

5.2 RESUMO

A presencga e o crescimento de microrganismos em combustiveis fosseis e
biocombustiveis durante a estocagem ja é registrada na literatura desde o século
passado. No entanto, nem toda a populacdo microbiana prospectada pode apresentar
significativa capacidade deteriogénica com o comprometimento da qualidade final dos
combustiveis. Um fungo leveduriforme foi isolado de biodiesel de soja puro e

identificado como Aureobasidium pullulans. O fungo foi avaliado quanto a sua
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capacidade de crescer em biodiesel, em 6leo diesel e em mistura de diesel e biodiesel
(B20). As modificagbes morfololoégicas e metabodlicas na presenga de biodiesel e
outros meios de cultura também foram avaliadas. O crescimento fungico foi estimado
pela biomassa produzida e por gPCR do gene 18S. Metabdlitos oriundos do seu
crescimento foram avaliados por SPME e pela analise do pH da fase aquosa. Ja a
producao de lipase, enzima envolvida em processos de degradacgao de biodiesel, foi
avaliada por 25 dias e a morfologia dessa na presenca de biodiesel foi examinada por
Microscopia eletronica de Varredura. Foi possivel observar a producado de lipase
durante 25 dias pelo isolado na presenca de biodiesel. Além disso, o biodiesel
provocou a produgao de um biofilme pela levedura. A biomassa do microrganismo
apos 25 dias foi de 74,2 + 13,5 mg e 12,3 £ 3,7 mg em biodiesel puro de soja e na
mistura B20, respectivamente, apresentando 10% de degradagao do grupo éster no
biodiesel puro e sendo caracterizado neste estudo como uma espécie potencialmente

deteriogénica.

5.3 INTRODUGAO

Os biocombustiveis representaram o percentual de 43,2% de consumo na
matriz energética brasileira em 2017 (MME, 2018). A troca de combustiveis fosseis
por combustiveis renovaveis vem sendo incentivada no Brasil desde a década de
1970, impulsionada pela crise do petrdleo que forcou a busca por outras fontes de
energia (Mattei, 2010; Lima et al., 2015). Com a aprovacgéo da lei n°. 11.097 pelo
Congresso Nacional, em 13 de janeiro de 2005, a adi¢édo de biodiesel ao diesel tornou-
se uma medida mandatéria. Atualmente, a proporcao de biodiesel adicionada ao
diesel é de 10% de biodiesel (B10), e a perspectiva é que essa propor¢gdo aumente,
visto que, mais recentemente, o governo brasileiro aprovou, em dezembro de 2017, a
lei n°. 13.576, a qual pretende reconhecer o papel estratégico de todos os tipos de
biocombustiveis na matriz energética brasileira (RENOVABIO).

O biodiesel é definido como um combustivel renovavel e ambientalmente
aceitavel. Composto por ésteres de acidos graxos, a produgdo desse € realizada
principalmente pelo processo de transesterificacdo, uma reagao entre um acido graxo,
de origem animal ou vegetal, e um alcool, geralmente de cadeia curta (metilico ou

etilico). A utilizagdo do biodiesel apresenta algumas vantagens, quando comparado
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aos outros combustiveis, como, por exemplo, o diesel e a gasolina (Knothe & Razon,
2017). Muitos estudos enfatizam a biodegradabilidade do biodiesel e como isso pode
influenciar a degradagao de misturas com o diesel (Pasqualino et al., 2006; Blicker et
al., 2011; Dodos et al., 2012; Blcker et al., 2014; Cazarolli et al., 2016). A presenca
de compostos como os ésteres de acidos graxos, que podem ser facilmente
reconhecidos pelas comunidades microbianas, torna o biodiesel mais biodegradavel
(Jakeria et al., 2014).

Atualmente, diversos estudos evidenciam o potencial deteriogénico de
varias espécies microbianas em combustiveis, como diesel, biodiesel e querosene por
bactérias (Saadoun, 2002; Mojarad et al., 2016); fungos filamentosos (Bento et al.,
2005; Saratale et al., 2007; Bucker et al., 2011; Cazarolli et al., 2014; Covino et al.,
2015; Cazarolli et al., 2016), e leveduras (Itah et al., 2009; Soriano et al., 2015, Martin-
Sanchez et al., 2018a).

O fungo Aureobasidium pullulans é uma levedura reconhecidamente
classificada como uma levedura negra pela sua capacidade em produzir melanina
(Singh et al., 2015; Prasongsuk et al., 2017). Este apresenta caracteristica polimérfica,
podendo apresentar crescimento, como células leveduriformes ou micélio,
dependendo das condigdes ambientais. A coloragao escura que a colénia adquire ao
longo do crescimento, resultado da produgao de melanina, é devido a formagao de
clamiddsporos, os quais sdo uma estrutura de resisténcia (Singh et al., 2015). Os
isolados de A. pullulans sdo considerados seguros para propositos biotecnolégicos e
ja foram caracterizados quanto ao potencial de produgdo de produtos naturais e a
capacidade em produzir enzimas envolvidas em processos de biodegradagédo, como
a lipase (Leathers et al., 2013; Prasongsuk et al., 2017).

Essa espécie pode ser encontrada nos mais variados ambientes: rochas,
monumentos, ambientes naturais osmoticamente estressantes, como aguas
hipersalinas, e biofilmes microbianos em lava-lougas (Botic et al., 2014). Tal fungo
teve sua presencga detectada em combustiveis (McNamara et al., 2005; Rauch et al.,
2006; Lee et al., 2010; Allsopp et al., 2016), no entanto a capacidade deteriogénica
deste em combustiveis como o diesel e o biodiesel ainda nao foi avaliada.

Com a introducado de biodiesel ao diesel no Brasil tem-se verificado uma
maior suscetibilidade da nova mistura (diesel/biodiesel) a biodeterioragdo e

instabilidade quimica, o que leva a um aumento na geragcdo de sedimentos de
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natureza biolégica e/ou quimica, comprometendo a qualidade final do produto
armazenado (Bucker et al. 2011; Bento et al. 2016; Pinho et al., 2016). Procedimentos
como drenagens frequentes e limpeza dos tanques de armazenamento, medidas
simples, traduzidas como Boas Praticas, sdo propostas na prevencao do crescimento
microbiano nos tanques, conforme sugerido na norma ABNT NBR 15512 (Gaylarde et
al., 1999, Bento et al., 2016; Beker et al., 2016). Os métodos quimicos consistem no
uso de produtos antimicrobianos, compostos quimicos que quando adicionados a
combustiveis podem inibir ou matar microrganismos contaminantes (Hill & Hill, 2008;
Zimmer et al., 2013, Cazarolli et al., 2014; Bento et al., 2016; Luz et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de biodeterioragdo de um
fungo leveduriforme em meio aquoso com biodiesel de soja comercial, diesel de
petréleo e mistura B20, caracterizando o crescimento do fungo na presenga desses

compostos.

5.4 MATERIAIS E METODOS

5.4.1 Fungo

O fungo leveduriforme utilizado no estudo foi o Aureobasidium pullulans,
pertencente ao filo Ascomicota. Ele foi isolado de biodiesel produzido a partir de dleo
de soja proveniente de uma distribuidora de combustiveis.

Para a identificacdo, a levedura foi transferida para o meio Agar Batata-
Dextrose (extrato de batata 4 g L-'; Dextrose 20 g L', agar 15 g L™"; pH Final: 5,1 £ 0,2
a 25 °C), incubada por 3 dias a 30 °C e identificada por espectrometria de massas
com um MALDI Biotyper 4.0 (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany), utilizando o
protocolo de transferéncia direta de acordo com as instrugdes do fabricante. Uma
colbnia isolada foi transferida diretamente para uma placa de ago inoxidavel de 96
pocos e deixada para secar ao ar. Sobre ela foi adicionada 1 yL de uma matriz proteica
(Bruker Matrix HCCA; a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) e foi novamente deixada a
secar. Em seguida foram realizadas as leituras em duplicata dos espectros de massa
das amostras que foram comparados aos espectros do banco de dados do
equipamento.

A identificacao preliminar foi obtida por MALDI-TOF e, subsequentemente,
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confirmada por sequenciamento. O DNA foi extraido de uma coldnia isolada em placa
de petri contendo meio Agar Batata-Dextrose com uso do Kit PureLink® Genomic DNA
(Invitrogen). A partir deste DNA foi realizada a amplificagdo por PCR da regido ITS-
5.8S-ITS2, sendo utilizado o Kit Platinum Supermix (Brasil) (Invitrogen) com os
primers ITS-1 (TCCGTAGGTGAACCTCGCG) e ITS-4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), gerando um produto de 550 pb. A reacdo de PCR foi
realizada com 5 pyL de Tampao de PCR 10X, 2,5 pL de solugédo MgClz (50 mM), 200
mM dNTPs, 100 mM de cada primer, 2,5 U de Taq DNA polimerase e
aproximadamente 50 ng de DNA, em um volume final de 50 pyL. A amplificagao foi
realizada com uma temperatura de denaturagao inicial de 95 °C por 5 min, seguida de
35 ciclos de 95 °C por 45 s, 54 °C por 45 s, e 72 °C por 90 s. Uma etapa final de
elongamento por 7 min a 72 °C foi realizada. O produto de PCR foi purificado com
auxilio do Kit PureLink™ PCR Purification (Invitrogen). As reagdes de sequenciamento
foram realizadas utilizando BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing Reaction kit
(Applied BioSystems, Foster City, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Em seguida, as analises dos fragmentos foram processadas com o sequenciador
automatico ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied BioSystems, Foster City, CA).
A sequéncia gerada foi comparada as do banco de dados GenBank (ferramenta on-
line disponivel em http://blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov/).

5.4.2 Ino6culos

Os indculos utilizados neste trabalho foram obtidos de duas formas
diferentes e denominados de Indculo 1 e Inéculo 2, dependendo da intencido de uso

nos experimentos descritos a seguir.

5.4.2.1 In6culo 1

O inéculo 1 foi preparado com auxilio de uma alga microbiolégica. Nesta,
uma colénia de um cultivo prévio foi colocada em frascos contendo caldo batata-
dextrose que foram deixados em agitagéo por 3 dias a 30°C. Posteriormente, o caldo
foi centrifugado a 6000 rpm, a 10 °C, por 20 min. O pellet foi lavado com uma solugéo

salina (0,85%), centrifugado novamente e apds ressuspendido em 20 mL de solugao
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salina. A solugao de células permaneceu em agitagédo por 24 h com o intuito de esgotar
possiveis reservas nutritivas que a ceélula leveduriforme poderia conter (técnica de
Starvation). Apos esse periodo, a concentragdo do indculo foi determinada pela
contagem das células presentes na solugdo, em Camara de Neubauer, para que a

concentragéo final do experimento fosse de 102 células mL".

5.4.2.2 Inbculo 2

O in6culo 2 foi preparado a partir de colénias obtidas por semeadura em
placas de meio BDA com 4 dias de incubacdo. Uma porgdo das col6nias isoladas
contidas no meio de cultura foi obtida com o auxilio de uma alga microbioldgica
descartavel padrao de 1 yL (Marca Cral). Essa porgao foi adicionada a 1 mL de
solugao salina (0,85%) estéril e agitada em vortex com o intuito de diluir as células na
solugdo. Posteriormente, apos a decantagao dos aglomerados de células, a solugéo
acima do sedimento foi removida (+/- 800 yL) e utilizada para contagem em camara
de Neubauer, para que seu uso ndo ultrapassasse o valor de 103 células mL" em

cada frasco.

5.4.3 Avaliacao da Producao de Lipase pelo Isolado Aureobasidium

pullulans

Para avaliar a produgdo de lipase (E.C. 3.1.1.1) pela levedura, um
microcosmos foi montado contendo 15 mL de biodiesel e 60 mL de meio minimo
mineral Bushnell e Haas (1941) (meio BH), em triplicata. O inéculo foi preparado de
acordo com o item 5.4.2.1 e adicionado aos frascos. O experimento foi incubado em
agitador orbital, a 90 rpm, a 30°C. As analises foram realizadas durante 25 dias nos
seguintes tempos amostrais: 0, 24, 48, 72, 120, 168, 240, 360, 480 e 600 h. A cada
tempo amostral uma aliquota do meio minimo mineral foi coletada e avaliada para a
producdo da enzima lipase de acordo com Winkler e Stuckmann (1979), pela
metodologia do p-nitrofenilpalmitato (p-NPP, massa molecular = 377,5 g Mol,
substrato para a enzima, 298 %, Marca Sigma-Aldrich), na presencga e na auséncia de
células apos centrifugagao por 3 min a 10000 rpm. Uma unidade de lipase foi definida

como a quantidade de enzima capaz de catalisar a produg¢ao de 1 ymol por minuto de
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p-nitrofenol, de coloragdo amarela, nas condigbes estabelecidas (pH 8,0, 37°C, 30

min).
5.4.4 Deteccao de Genes de Lipases/Carboxilesterases

O desenho dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para identificar os
genes potenciais responsaveis pela produgao de enzimas degradadoras de biodiesel
no isolado A. pullulans foi baseado na amplificacdo de um gene de cépia simples de
uma carboxilesterase (sinbnimo de lipase E.C. 3.1.1.1). Para o desenho do
oligonucleotideo da carboxilesterase foi realizada uma busca inicial no banco de
dados GenBank, no qual foi encontrado um exemplar da mesma espécie com genoma
completo  sequenciado  (Aureobasidium  pullulans  EXF-150;  Bioproject:
PRJNA207874). Foi realizada uma busca e selegdo de sequéncias relativas a
carboxilesterases no genoma e, apds, por meio da analise da CDS, prosseguiu-se ao
site Mycocosm (https://genome.jgi.doe.gov/) pelo link presente no registro. Neste site
as sequéncias foram analisadas e, posteriormente, com o auxilio da ferramenta de
desenho de oligonucleotideos do Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome), foram obtidos os oligonucleotideos
relacionados na Tabela 1, os quais amplificariam uma porgédo de cada gene

encontrado.

Tabela 1 - Primers desenhados tendo como alvos carboxilesterases (E.C. 3.1.1.1) baseados no
genoma de mesma espécie (A. pullulans) depositado no banco de dados NCBI, sob o cédigo de
Bioproject: PRUINA207874.

Cédigo . . v o Tamanho do
GenBank Primer Obtido (5 - 3') fragmento (pb)

76 Forward primer TCAACTGTCAACGATGGGGG
KL584976.1 ) 194
76 Reverse primer GCCTCCGTGTATCCAAACCA

77 Forward primer TGATGTCGCTCACATCCCTG
KL584977.1 ) 233
77 Reverse primer TCTCAGTACCGTGAGTGGGT

79 Forward primer  ACGTCCAAGTTCACGACCTC
KL584979.1 ) 198
79 Reverse primer AGCCTTGACCCAAACCACAA

80 Forward primer CGTCATCGATGGCACGTTTC
KL584980.1 ) 234
80 Reverse primer CGCATTCTATCACGGTCCGA

95 Forward primer TCGAGCAAAGTACGGTGTCC
KL584995.1 . 201
95 Reverse primer  AATGCAGCCCAAGCTCTCAT
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Apds o desenho dos oligonucleotideos foi realizado uma PCR, com o
mesmo DNA extraido no item 5.4.1, com o objetivo de detectar qual dos genes
oriundos da mesma espécie, mas com origem diferente, era presente na amostra alvo
do estudo. Iniciou-se a avaliagao variando as condi¢oes da PCR com uma curva de
concentragdes crescentes de MgClz, cofator da enzima Taq DNA polimerase Platinum
(Invitrogen), variando de 1,5 a 3 mM. Também foram variadas as quantidades de
oligonucleotideos (0,2 a 0,4 uM), DNTPs (0,2 a 1 mM), DNA (10 a 400 ng pyL") e
temperaturas de anelamento dos oligonucleotideos (54°C a 50°C).

Os oligonucleotideos que apresentaram amplificacdo tiveram seus
produtos da PCR sequenciados por Sanger e posteriormente comparados com a
sequéncia alvo do organismo Aureobasidium pullulans EXF-150; Bioproject:
PRJNA207874, tanto a nivel de nucleotideos quanto a nivel de aminoacidos, com o
auxilio das ferramentas Nucleotide Blast, Blastx e Protein Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), bem como das plataformas Kalign,
MView (www.ebi.ac.uk) e Translate Tool do ExPASy Bioinformatics Research portal

(www.expasy.org/).

5.4.5 Producido de Vesiculas de Oleo na Presenca de Duas Fontes
de Carbono Distintas

A capacidade da levedura Aureobasidium pullulans em acumular 6leo
durante seu crescimento foi avaliada e comparada a outras duas leveduras do acervo
do laboratério LABBIO: Meyerozyma quilliermondii LABBIO16 (cddigo Genbank:
MHO047241) e Rhodotorula mucilaginosa LABBIO18 (cédigo Genbank: MK078575). O
experimento foi realizado em duplicata em frascos erlenmeyers com capacidade para
250 mL contendo 100 mL de um meio confeccionado com 10% de glicose, 0,1% de
(NH4)2S04, 0,1% de KH2PO4 e 0,05% de MgCl2.6H20 (Meio A), de acordo com Rosa
et al. (2014). Como fonte de carbono alternativa, a glicose foi substituida por 10% de
biodiesel de soja comercial (Meio B). A cada meio foi adicionado um indéculo das
leveduras ja mencionadas, confeccionados de acordo com o item 5.4.2.2.
Posteriormente, os frascos foram mantidos durante 72 h em agitador orbital (IKA, KS
4000, IKA®Works Inc., Rio de Janeiro, Brasil) a 150 rpm e 30 °C.

Apds 72 h uma aliquota de 1 mL do meio foi coletada e centrifugada por 3-
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5 minutos a 5000 rpm, sendo o sobrenadante removido e as células ressuspendidas
e lavadas em 1 mL de Tween 80 (0,01%). Esse procedimento foi realizado trés vezes
para cada amostra com o intuito de remover potenciais gotas de ésteres presentes no
biodiesel em meio as células, as quais poderiam comprometer a visualizacdo das
vesiculas lipidicas. Ao final desta etapa as células foram ressuspendidas em 250 yL
de Tween 80 0,01%. Com esta suspenséo foi preparado um esfregago (10 pyL da
suspensao) em uma lamina, deixando-a secar ao ar. Subsequentemente, 10 uL da
solugao estoque de vermelho de Nilo (0,1 mg de vermelho de Nilo para 1 mL de
acetona) foi adicionada ao esfregago com o objetivo de corar os lipideos acumulados
dentro das células das leveduras, permanecendo assim durante 5 minutos ao abrigo
da luz. Posteriormente, a ldmina foi lavada com agua destilada para a retirada do
excesso de corante e analisada em microscoépio de fluorescéncia com luz UV (450 —
500 nm), com aumento de 400x.

Com o objetivo de quantificar a produgéo de vesiculas lipidicas foi realizado
uma extracdo do 6leo com protocolo adaptado de Bligh e Dyer (1959) a partir da
biomassa total formada em ambos os meios (A e B). Para tal, todo o conteudo dos
frascos foi centrifugado em tubos de 50 mL (6000 rpm, 5 min) e o sedimento lavado
com uma solugdo com Tween 80 (0,01%), procedimento repetido trés vezes.
Posteriormente, o pellet foi congelado em freezer a -80 °C e liofilizado. O crescimento
das leveduras foi entdo quantificado por método gravimétrico, sendo descontado o
valor inicial de cada tubo do valor final com a biomassa seca.

Apoés a pesagem, cloroférmio e metanol foram adicionados a biomassa
liofilizada na proporg¢ao de 1:2. Essa solugéo foi, ent&o, cisalhada na presencga de gelo
com o auxilio de um homogeneizador Turrax (ULTRA-TURRAX T18; IKA, S&o Paulo,
Brasil) (3 vezes de 2 min). Posteriormente, os tubos permaneceram sob agitagao
durante 30 min (150 rpm) e a cada tubo foi adicionado mais um volume de cloroférmio
contendo 0,02% de BHT (antioxidante) e sulfato de sddio anidro a 1,5% (na proporgéo
de 1:1). Essa solucéo foi misturada em agitador orbital por 2 min e centrifugada a 6000
rom a 15°C por 5 minutos. Subsequentemente, a fase inferior foi transferida com
cuidado, usando pipeta Pasteur para tubos tipo Falcon de 15 mL contendo 1g de
sulfato de sédio anidro. Apds agitar por inverséo o tubo, todo o seu conteudo foi filtrado
em discos de papel filtro em novos tubos de 50 mL, onde foram deixados para

evaporar a fase cloroférmica em estufa a 50 °C até que seu peso ndo demonstrasse
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mais alteragédo, sendo mantido em dessecador durante 24h para a pesagem.

5.4.6 Morfologia Celular da Levedura em Diferentes Substratos por

Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia celular da levedura foi avaliada na presenga de diferentes
fontes de carbono. Um inéculo da levedura A. pullulans foi preparado de acordo com
o item 5.4.2.1 e adicionado a frascos contendo meio minimo mineral e biodiesel (15
mL de cada), caldo GYMP (30 mL), caldo batata dextrose (30 mL) e uma laminula de
vidro (24 mm x 32 mm), usada para permitir a aderéncia celular e facilitar a
visualizagado por microscopia eletronica de varredura (MEV).

Apds 15 dias foi avaliada a presenca de capsula para os meios GYMP e na
presenca de Biodiesel, quando foi adicionado a uma aliquota do crescimento
microbiano uma gota de tinta Nanquim para que fossem visualizadas, em microscépio
optico, estruturas reconhecidas como capsula polissacaridea (ANVISA, 2016). Ao
mesmo tempo amostral, para visualizagcdo em MEV, a laminula foi removida com
cuidado e colocada imersa em uma solugéo de glutaraldeido 3% e tampao fosfato 0,1
M (pH 7.2) para fixacdo da amostra, conforme protocolo adaptado de Silva et al.
(2014), durante 2 semanas.

As amostras, entdo, passaram por trés lavagens em tampao fosfato 100
mM e foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona. A dessecacao
foi realizada pela técnica de ponto critico CO2 (CPD 030 Balzers, Liechtenstein). As
amostras foram fixadas em stubs de aluminio e metalizadas com ouro (SCD050
Balzers, Liechtenstein) para a visualizagdo em microscépio eletrénico de varredura
JEOL JSM 6060, usando o modo de emissao de elétrons secundarios com tensdes

de aceleragao de 10 kV e ampliagdes de 300x, 2.700x e 20.000x.

5.4.7 Curva de Crescimento do A. pullulans em Biodiesel de Soja,

em Diesel de Petroleo e na Mistura B20

A curva de crescimento foi montada em frascos de vidro com 60 mL de
meio mineral. Apds a sua esterilizacdo, adicionou-se 15 mL de cada fase oleosa em

condi¢des assépticas. As fases oleosas utilizadas foram biodiesel de soja comercial
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puro (B100), diesel de petréleo puro (BO) e uma mistura contendo 20% de biodiesel
adicionado ao diesel (B20). Estas foram esterilizadas por meio de um sistema de
filtracdo a vacuo em frasco Kitassato com membranas de porosidade de 0,22 ym
(marca Milipore). O experimento foi realizado em triplicata, e os frascos foram
mantidos no escuro durante todo o experimento para evitar a fotoxidagdo do
combustivel. O in6culo da levedura foi adicionado a metade dos frascos de cultivo do
experimento em concentragéo de 102 esporos mL-'. Os frascos nos quais nao foram
adicionados in6culos foram considerados como controles. Os experimentos foram
incubados em agitador orbital a 90 rpm a 30 °C. As analises foram realizadas durante
25 dias nos seguintes tempos amostrais: 0, 8, 24, 48, 72, 120, 168, 360, 600 horas.
Em cada tempo amostral aliquotas da fase aquosa e oleosa foram retiradas para a

realizacao de analises.

5.4.7.1 Quantificagbes do crescimento fungico

54711 PCR Real Time

A técnica de qPCR foi utilizada para a quantificacdo absoluta do numero de
cépias do gene 18S na biomassa formada pela levedura A. pullulans na interface oleo-
agua as 0, 8, 24, 48, 72, 120, 168, 360, 600 horas.

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para quantificar o
crescimento da levedura A. pullulans foram baseados na amplificagao parcial da
regiao V4 e V5 do gene 18S rRNA, de acordo com Bucker et al. (2014). O numero de
cépias do gene 18S rRNA em cada amostra foram quantificados por gPCR utilizando
SYBR® Select MasterMix (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) em placas oOpticas de 96
pocos MicroAmp Fast Optical (0,1 mL) (Applied Biosystems®, Sdo Paulo, Brasil) no
equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems®, S&do Paulo,
Brasil).

A amplificacdo foi realizada de acordo com Bucker et al. (2014), em
triplicata, em reagdes de 10 uL, contendo 1 uL de DNA (0,2 a 0,5 ng uL"), 0,15 uM de
cada primer (foward e reverse), 5 yL do MasterMix e agua ultrapura estéril (dgua para
Injecdo) para completar a reagdo. As condi¢gdes de amplificagdo foram 2 min a 50 °C
e 2 min a 95 °C seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 15 s; 56 °C por 30 s e 60 °C por
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30 s.

O numero de cépias do gene alvo foi calculado a partir da padronizagao de
curvas (curva padrdo) contendo concentragbes conhecidas dos respectivos
oligonucleotideos controles (gDNA) em diluigbes seriadas de 1:10, em triplicata e com
um coeficiente de determinacéo (R?) de 0,998. A especificidade da amplificagdo por

PCR foi determinada pelas curvas de melting.

5.4.7.1.2 Biomassa formada pela levedura A. pullulans (peso seco)

Aos 25 dias, a biomassa formada na interface oleo/agua foi avaliada por
microscopia optica com o intuito de visualizar potenciais modificagdes causadas pela
fonte de carbono. Ao tempo final de avaliagao foi realizada a separagao das fases
aquosa e oleosa de cada frasco com auxilio de um funil de separagdo. A biomassa
formada na interface oleo/agua foi removida dos frascos e avaliada por meio de
pesagem, sendo filtrada em um sistema a vacuo com discos de papel filtro (Marca
J.Prolab, gramatura 80, espessura 205 um, porosidade 14 um). Os discos foram
mantidos em estufa a 30 °C por 7 dias previamente a filtracdo, conservados em
dessecador até o seu uso, e pesados em balanga de precisdo (Marca Marte — modelo
AL200C). Apds a retencao da biomassa, 3 mL de hexano foram adicionados ao filtro
para a remocao do excesso de 6leo aderido a biomassa. Os discos foram entéo
colocados em estufa a 30 °C durante 4 dias para secagem, sendo pesados novamente
em uma balanga de precisao, e retornados para estufa até que atingissem seu peso
constante. Para o calculo da biomassa produzida dos valores finais foram subtraidos

os valores iniciais das membranas.

5.4.7.1.3 Analises da fase aquosa

Apds a separagcdo das fases aquosa e oleosa, a fase aquosa foi
armazenada em frascos plasticos estéreis de 15 mL. Foram monitoradas possiveis
modificagcdes no pH da fase aquosa como indicativo da presenca de metabdlitos
acidos produzidos durante o crescimento fungico. As medidas dos valores de pH
foram realizadas aos 25 dias a temperatura ambiente com o auxilio de um pHmetro

digital da Digimed, modelo DM-22A. Aos tempos 3 e 25 dias, aliquotas de 2 mL da
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fase aquosa foram coletadas e filtradas com auxilio de filtros de seringa de PTFE,
sendo feitas a microextracdo em fase sélida e a cromatografia gasosa acoplada a um

espectrdmetro de massas.

5.4.7.1.4 Microextragao em fase sdlida e cromatografia gasosa

A amostragem por microextragao por fase solida-headspace (HS-SPME)
foi realizada em frascos de vidro com capacidade de 15 mL e com 2 mL de amostras
de fase aquosa. Foi utilizada uma fibra de PDMS (Polidimetilsiloxano) e aquecimento
da amostra a 60 °C por 15 minutos antes da exposicéo da fibra. O tempo de exposi¢ao
da fibra foi de 15 minutos. As analises foram realizadas em triplicata por cromatografia
a gas acoplada a espectrometria de massas (GC-MS, Shimadzu, modelo QP-2010
SE) equipado com coluna VA-1 (60 m x 1 um x 0,5 mm). As condigdes de analise do
aparelho foram: Tinjetor = 250 °C, forno com Tiniciai= 70 °C, por 2 min, seguido de
aquecimento de 10 °C/min até 200 °C, por 5 min, seguido das taxas de 10 °C/min até
270°C e mantendo esta temperatura por 8 min.

Os compostos presentes na amostra foram tentativamente identificados por
comparacao dos seus espectros de massas com aqueles da biblioteca NIST. Esta
analise visou caracterizar a natureza dos metabolitos dos contaminantes envolvidos
no processo de degradagdo, como metabdlitos acidos, que podem causar a
diminui¢cado do pH do meio mineral ou, ainda, de compostos provenientes da migragao

da fase 6leo.

5472 Analises da Fase Oleosa

5.4.7.2.1 Escala Haze

O impacto do crescimento da levedura na turbidez (e/ou a presenga do

pigmento escuro) das fases oleosas foi avaliado nas amostras aos 0 e 25 dias, de
acordo com a norma ASTM D4176 — 04 (2014).
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5.4.7.2.2 Infravermelho

Os tempos iniciais e finais da fase oleosa foram avaliados por
espectroscopia no infravermelho a fim de identificar possiveis mudancgas nas cadeias
carbdnicas do biodiesel, causadas pelo crescimento microbiano. Para as analises de
FT-IR/ATR foi utilizado um espectrofotémetro Agilent Cary, acoplado a um acessério
de reflectancia total (ATR) com cristal de seleneto de zinco (ZnSe). O espectro foi
obtido em triplicata na faixa de 4000-750 cm', em temperatura ambiente, com

resolugdo de 4 cm™' e 32 varreduras.

5.4.7.2.3 RMN

A fase oleosa também foi avaliada aos 0 e 25 dias quanto a degradagéo
das cadeias de ésteres de acidos graxos pelo fungo leveduriforme, utilizando a técnica
de 1H RMN em um aparelho Varian VNMRS 300 MHz (H = 7,0 T). Aproximadamente,
15 mg de amostra de biodiesel foram solubilizadas em 0.5 mL de cloroférmio
deuterado (CDCIs3) a 99,8% (Cambrige Isotope Laboratories, EUA). As condi¢des de
analise foram: pulso 90° e tempo de relaxacao de 3 s. As amostras foram analisadas
em triplicata.

5.4.8 Analises Estatisticas

Os dados obtidos neste trabalho foram estatisticamente analisados com
auxilio do programa BioStat 5.0 (https://www.analystsoft.com/br/products/biostat/).
Andlises de variancia e Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia foram
realizadas com os resultados oriundos da producao de lipase, producéo de vesiculas
de Oleo, crescimento microbiano e pH. A avaliacdo dos dados gerados pela técnica

de espectroscopia de infravermelho foi realizada com o auxilio do software Chemostat.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.1 Identificagao do Isolado

Tanto a identificagédo preliminar (Maldi-TOF) quanto a molecular do isolado
realizada por amplificacéo da regido ITS confirmou a espécie Aureobasidium pullulans
(Query Cover 100% e ID 99%). A sequéncia gerada foi posteriormente adicionada ao
banco de dados do NCBI (Genbank), sob o nome de Aureobasidium pullulans
LABBIO17, podendo ser acessada sob o codigo MH047242.

O fungo A. pullulans tem sua presenca associada a folhas de plantas,
principalmente em frutos de Vitis vinifera, e seu papel em infec¢cbes clinicas de
pacientes imunocomprometidos € frequentemente relatado (Singh et al., 2017,
Bozoudi et al., 2018). Aquele teve a presenga detectada em amostras de 6leo diesel
e, mais recentemente, em biodiesel, sendo que seu papel deteriogénico nesses
combustiveis ainda nao foi elucidado (Lutterbach & Galvao, 2010; Allsopp et al., 2016;
Cazarolli et al., 2018).

5.5.2 Avaliacao da Producao de Lipase pelo Isolado Aureobasidium
pullulans e Triagem de Genes de Lipases Apresentadas Pelo

Isolado

Durante 25 dias, a producao da enzima lipase pela levedura A. pullulans na
presenca de biodiesel como fonte de carbono foi observada. Os valores de lipase para
cada tempo amostral sdo apresentados na Figura 1. Os dados obtidos por meio da
técnica descrita por Winkler e Stuckmann (1979) mostram que a presenga das células

leveduriformes podem representar diferencas significativas na lipase quantificada.
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Figura 1 - Atividade de lipase por A. pullulans detectada nas condigbes determinadas.

Podemos observar que os maiores valores da produg¢ao da enzima lipase
(4,3 £0,5 U L") ocorreram as 168 h (7 dias) na presencga das células, enquanto para
o centrifugado esses valores representaram 0,4 + 0,3 U L', durante o mesmo tempo
amostral (P<0,05). Ao final de 25 dias os resultados obtidos foram considerados
similares estatisticamente (P>0.05) para ambas as amostras, com e sem células (2,0
+1,6e0,9+0,7UL" respectivamente).

Lipases fazem parte de um grupo diverso de hidrolases, enzimas as quais,
juntamente com as esterases, realizam a clivagem e a formagéao de ligagdes ésteres,
sendo o mecanismo para tal considerado o mesmo para ambas as enzimas (Schauer
& Borriss, 2004). Segundo Jaeger e Reetz (1998) a lipase € uma carboxilesterase que
catalisa a hidrdlise de acilglicerois de cadeia longa, majoritariamente ativa contra
substratos insoluveis em agua (principalmente 6leos e gorduras), enquanto as
esterases hidrolisam preferencialmente ésteres mais simples, com cadeias carbdnicas
menores que seis carbonos (Lopes et al., 2011; Bornscheuer, 2018).

Entre varias leveduras cuja produgdo de lipase tem sido relatada na
literatura, cepas de A. pullulans tém sido consideradas eficientes quando o assunto é
lipases extracelulares (Prasongsuk et al., 2017). Liu et al. (2008) classificaram a lipase
avaliada e produzida pela cepa de Aureobasidium pullulans HN2.3 como extracelular.
Esta cepa foi isolada de agua do mar e na presencga de 6leo de oliva foi capaz de
produzir 8,02 + 0,24 U mL-' em 96h.

Em outro experimento, 39 cepas, representando 12 clados filogenéticos de

Aureobasidium pullulans, foram avaliadas quanto a produgao de lipase com 6leo de
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oliva como indutor (Leathers et al., 2013). Utilizando a mesma técnica de deteccéo,
na auséncia de células, valores de 0,57 + 0,03 U mL"" foram observados para a cepa
com melhor performance, tendo as demais apresentado valores menores ou auséncia
de atividade lipolitica relatada.

Microrganismos, de um modo geral, sdo capazes de produzir diversas
lipases que podem estar localizadas em varias estruturas celulares e apresentar
multiplas propriedades (extracelular, ligada a membrana ou com atividade intracelular)
(Vorapreeda et al., 2015). Nas condigdes testadas, a enzima detectada para o isolado
LABBIO17 apresentou valores que a caracterizam como localizada ligada a
membrana celular, sendo pouco secretada para o meio extracelular (Figura 1).

Bussamara et al. (2010) observaram a produgdo da enzima lipase na
presenga de gordura bovina e 6leo de soja por varias espécies de leveduras. A
levedura Pseudozyma hubeiensis HB85A com melhor performance apresentou
610,40 + 15,55 e 385,6 + 21,7 U L' em cada fonte oleosa, respectivamente. Quando
comparada a outras quatro cepas diferentes de A. pullulans e Aureobasidium sp.
(HB64, HB41, HB47 e HBO7) valores de 5,36 + 0,04, 5,93 + 0,38 ¢ 7,58 + 0,20 U L
foram observados para a gordura bovina, e no 6leo de soja ndo puderam ser
detectadas atividades lipoliticas. Apenas para a cepa HBO7 os valores encontrados
foram de 90,48 + 4,30 e 1,15 + 0,1 U L para gordura bovina e 6leo de soja,
respectivamente.

A transformacdo de lipideos envolve principalmente enzimas como as
lipases e algumas fosfolipases. Monoxigenases, lipoxigenases, alcool
desidrogenases, hidratases e muitas outras enzimas também podem estar envolvidas
nesse processo (Bornscheuer, 2017). Além de serem responsaveis pelo metabolismo
de alcanos, acidos graxos comuns podem ser oxidados por monoxigenases do
citocromo P450, sendo convertidos em um acido dicarboxilico, o qual, entdo, entra na
B-oxidagao, processo denominado de w-oxidacdo. Amplamente documentado em
leveduras, essa rota metabdlica produz acidos dicarboxilicos de cadeias medias e
longas, os quais possuem uso comercial em perfumes, polimeros, lubrificantes de alta
qualidade, etc.

Além disso, os intermediarios da metabolizagdo de alcanos e acidos graxos
pelas enzimas do citocromo P450 também podem ser importantes na formacgao de

constituintes celulares como esfingolipideos (Van Bogaert et al., 2010). De posse
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dessas informacgodes, pode-se sugerir que a lipase avaliada para o isolado A. pullulans
pode ter preferéncia por outro substrato que n&o o utilizado durante a avaliacdo, bem
como outros mecanismos enzimaticos podem estar sendo utilizados pela levedura
para utilizar o carbono presente nos ésteres em seu crescimento.

Quando os genes de carboxilesterases foram avaliados apenas um par de
primer apresentou amplificagdo positiva detectada por gel de agarose 1,5% (Figura
2). O primer desenhado com base na carboxilesterase com cédigo KL584977.1
(primer 77) teve seu produto de PCR avaliado quanto a similaridade com a sequéncia
alvo, proveniente da cepa de Aureobasidium pullulans EXF-150 (Bioproject:
PRJNA207874). Foi observado um percentual de identidade de sequéncias (pid) de
79,4%. Além disso, esse produto foi traduzido para proteina com auxilio do portal
ExPASYy e teve seu frame de leitura (5'3' Frame 3) selecionado com a maior identidade
(87%) com a sequéncia de proteinas alvo (5'3' Frame 1 — com similaridade 100% com
a sequéncia completa KEQ86817.1). Ambos resultados estdo expressos na Figura 3.

PM 76 77 79 80 95

500pb

100pb

Figura 2 - Gel de agarose 1,5%, corado com Gelred e Bromofenol mostrando as amplificacdes
detectadas para o conjunto de primers referentes a carboxilesterase (legenda: 76: conjunto de primer
76; 77: Conjunto de primer 77; 79: conjunto de primer 79; 80: conjunto de primer 80; 95: conjunto de
primer 95; - : controle negativo; A.p.: DNA utilizado do A. pullulans LABBIO17; PM: peso molecular).
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Figura 3 - Alinhamentos das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos gerados por comparagao
com a cepa A. pullulans EXF-150.

Gostin¢ar et al. (2014) analisaram os genomas de quatro variedades de A.
pullulans e observaram um numero de genes codificando para a enzima lipase,
variavel entre os isolados, sendo que a menor quantidade de genes descritos foi
encontrada na cepa A pullulans var. melanogenum. A variabilidade encontrada entre
o isolado alvo desse estudo e o isolado usado como referéncia pode ser explicada
pelas pressodes seletivas que o ambiente pode causar no genoma de cepas da mesma
espécie (Gerstein et al., 2006; Dhar et al., 2011; Gostincar et al., 2014).

A presenca de ésteres de acidos graxos em excesso e de nutrientes
limitados, tipicos de um tanque de estocagem de combustivel, por exemplo, podem
servir como pressao seletiva para que esse microrganismo se desenvolva com
competéncia suficiente para utilizar o carbono presente no biodiesel ou na fase

aquosa como precursor de suas estruturas celulares.

5.5.3 Produgio de Vesiculas de Oleo na Presenca de Duas Fontes

de Carbono Distintas

O acumulo de lipideos com diferentes fontes de carbono como indutores foi
avaliado para a levedura A. pullulans, alvo deste estudo, e comparado a outras

leveduras da colecao do laboratério. PGde-se observar que a coloracdo de vermelho
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de Nilo foi suficiente para detectar o conteudo oleoso presente no citoplasma das
leveduras durante o seu crescimento utilizando glicose e ésteres de acidos graxos.
Apos 72 h de cultivo foi possivel observar que as leveduras A. pullulans e R.
mucilaginosa foram capazes de acumular lipideos em ambas fontes de carbono
(Figuras 4 e 5). A levedura M. guilliermondii nao apresentou resultado positivo para o
meio de cultura com glicose, porém quando a fonte de carbono mudou para biodiesel

as vesiculas foram observadas em aumento de 400x (Figura 6).

Aureobasidium pullulans - Meio A

Coloragao a fresco - Visualizagao Luz Branca Aumento 400x Coloragao a fresco - Visualizagdo Luz UV Aumento 400x

Aureobasidium pullulans - Meio B

Coloragdo a fresco - Visualizacdo Luz Branca Aumento 400x Coloragdo a fresco - Visualizagdo Luz UV Aumento 400x

Figura 4 - Avaliagao da producéo de vesiculas de d6leo pela levedura A. pullulans.



101

Rhodotorula mucilaginosa - Meio A

Coloragéo a fresco - Visualizagdo Luz Branca Aumento 400x Coloragéo a fresco - Visualizagdo Luz UV Aumento 400x

Rhodotofula mucilaginosa - Meio B

Coloragdo a fresco - Visualizagdo Luz Branca Aumento 400x Coloragao a fresco - Visualizagdo Luz UV A to 400x

Figura 5 - Avaliagdo da producao de vesiculas de 6leo pela levedura R. mucilaginosa.
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Meyerozyma guilliermondii - Meio A

Coloragao a fresco - Visualizagdo Luz Branca Aumento 400x Coloragao a fresco - Visualizagao Luz UV Aumento 400x

Meyerozymé guilliermondii - Meio B

Coloragao a fresco - Visualizagdo Luz Branca Aumento 400x Coloragao a fresco - Visualizagdo Luz UV Aumento 400x

Figura 6 - Avaliagao da producéo de vesiculas de 6leo pela levedura M. guilliermondii.

A capacidade de leveduras de acumular lipideos dentro de seu citoplasma
€ bem explorada pela literatura (Fakas, 2017; Graef, 2018). Esses sao armazenados
em estruturas intracelulares hidrofébicas que podem ser denominadas de goticulas
lipidicas, corpos lipidicos, corpos oleosos, globulos de 6leo ou oleossomas. As
funcbes dessas estruturas incluem armazenamento de energia, sintese lipidica,
degradagao, trafico de vesiculas, secrecao de lipidios e sinalizagdo celular baseada
em lipidios (Goold et al., 2015; Pyc et al., 2017).

A biomassa formada em cada meio diferiu entre as leveduras e pode ser
observada na Figura 7. A levedura A. pullulans apresentou diferengas significativas
entre as fontes de carbono, sendo que a glicose favoreceu o seu crescimento (179,3
* 6,8 mg) (P<0,05). Quando comparada as demais leveduras, essa foi a que menos
cresceu com biodiesel como fonte de carbono, atingindo 20,4 + 0,7 mgem 72 h, sendo
que ao mesmo tempo esses valores atingiram 68,8 + 8,0 mg (P<0,05) para M.

guilliermondii. Os valores de biomassa encontrados para esta levedura quando glicose
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foi o substrato adicionado foram de 8,0 £ 8,3 mg. Para a levedura R. mucilaginosa nao
houve diferencas significativas entre as fontes de carbono utilizadas, sendo 52,6 +
26,4 mg encontradas no meio com biodiesel e 10,2 £ 4,2 mg no meio com glicose

como fonte de carbono (P>0,05).
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Figura 7 - Biomassa formada em cada fonte de carbono e porcentagem de 6leo produzido para cada
levedura. Em cada tratamento, separado por cores, valores entre os tratamentos com a mesma letra
sobrescrita sao estatisticamente indistinguiveis pelo Teste de Tukey, com P>0.05.

Ao avaliarmos a porcentagem correspondente a massa lipidica do
crescimento de cada levedura nos diferentes substratos podemos observar que para
os isolados A. pullulans e R. mucilaginosa a maior biomassa nao correspondeu com
a maior porcentagem de 6leo recuperado. O tamanho e a quantidade dos corpos
lipidicos variam dependendo da espécie, estagio de crescimento e condigdes
ambientais (Goold et al., 2015). Com os dados apresentados na Figura 7, podemos
concluir que o substrato, a unica variavel entre os tratamentos, pode ter tido influéncia
no tamanho e acumulo desses corpos oleosos para essas duas leveduras, nas
condig¢des propostas. Além disso, para que a levedura seja considerada oleaginosa a
producao de lipideos deve superar de 20 a 25% o0 peso de sua biomassa. Sendo
assim, o isolado A. pullulans LABBIO17 pode ser considerado uma levedura produtora
de 6leo com biodiesel como substrato (Dey & Maiti, 2013; Rosa et al., 2014).

O acumulo de lipideos em leveduras ocorre quando o nitrogénio se
encontra limitado no meio de crescimento (Xue et al., 2018). Se a levedura nao é

capaz de estocar lipideos, o carbono em excesso no meio pode ser transformado em
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polissacarideos de reserva, ao passo que, em espécies oleaginosas, a rota
preferencialmente utilizada é a sintese lipidica (Rosa et al., 2014; Xue et al., 2018).

Zhou et al. (2013) avaliaram o potencial de uso da levedura
Rhodosporidium toruloides no tratamento de aguas residuais de bioetanol e o
respectivo acumulo de lipideos durante o seu crescimento. A produgcdo maxima de
27,7% de conteudo lipidico em suas células foi observada durante o crescimento em
aguas residuais com alta DQO (Demanda Quimica de Oxigénio). Quando 1,2 gL' de
glicose foi adicionado, a producéo de biomassa e lipidios pela levedura R. toruloides
aumentou em 39,5% e 53,8%, respectivamente.

Os isolados A. pullulans e R. mucilaginosa obtiveram porcentagens de 9,9
1+ 0,0% e 21,9 + 0,08%, respectivamente, de 6leo quando comparado a biomassa por
eles formada quando o substrato utilizado em seu crescimento foi a glicose. O isolado
M. guilliermondii, apesar de demonstrar crescimento em ambos os meios, foi incapaz
de acumular 6leo na presenca de glicose, provavelmente pela disposigdo de fontes
soluveis de carbono. Quando a fonte de carbono presente no meio foi modificada para
ésteres de acidos graxos, o biodiesel induziu a formagao e o acumulo de lipideos pelos
trés isolados, sendo que as porcentagens detectadas foram de 39,9 £ 0,1%, 30,5
0,03% e 13,9 + 0,03% para A. pullulans, M. guilliermondii e R. mucilaginosa,
respectivamente.

Liu et al. (2014) observaram o crescimento da levedura Aureobasidium
pullulans var. melanogenum em meio de cultura suplementado por 120,0 g L' de
glicose e 0,1 % licor de maceragao de milho, no qual foram encontrados cerca de 22,5
g L' de lipideos secretados pelo fungo em questdo. Manitchotpisit et al. (2011)
reportaram que ao considerar mais de 50 variedades diferentes de A. pullulans, ao
menos 21 cepas foram capazes de secretar oleos pesados. Neste trabalho foi
observado o acumulo de lipideos pelas trés leveduras em questéo, sendo que o alvo
do estudo, A. pullulans, apresentou corpos lipidicos em ambos meios utilizados e

condi¢coes aplicadas.
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5.5.4 Morfologia Celular da Levedura na Presenca de Diferentes
Substratos por Microscopia Optica e Microscopia Eletrénica

de Varredura

A morfologia da levedura A. pullulans foi avaliada quanto a possiveis
modificagcdes causadas pela diferenca da natureza dos substratos avaliados. Foi
possivel observar a formacao de uma capsula polissacaridea em ambos os substratos
por meio da técnica que utiliza Nanquim como marcador da estrutura (Figura 8).
Quando observado e detalhado com a microscopia eletrénica de varredura (MEV),
confirmou-se a presenga da capsula encobrindo as células leveduriformes (Figura 9 —
A.1). No meio BH contendo biodiesel como fonte de carbono foi observado a formagéao
de uma biomassa na interface 6leo-agua na laminula, a qual apresentou hifas,
pseudo-hifas e células livres, todas interligadas com uma estrutura similar a uma
matriz cristalizada, possivelmente produzida pela propria levedura (Figura 9 — B.1 e
Figura 10).

A1) B.1)

Figura 8 - Céapsula polissacaridea produzida pela levedura A. pullulans detectada por microscopia
Optica no meio GYMP (A.1 — microscopia 6ptica com aumento de 400x) e na presenca de biodiesel
(B.1 - microscopia 6ptica com aumento de 400x).
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A1)

18kU

Figura 9 - Capsula polissacaridea produzida pela levedura A. pullulans detectada por microscopia
eletrbnica de varredura no meio GYMP (A.1 — microscopia eletrénica de varredura com aumento de

2.500x e 20.000x) e na presenca de biodiesel (B.1 — microscopia eletronica de varredura com
aumento de 2.700x e 20.000x).

No ambiente, microrganismos tendem a crescer em comunidades,
formando aglomerados, os quais estdo normalmente imersos em uma matriz
polimérica secretada por um ou mais microrganismos. Esta estrutura pode ser
chamada de biofilme, que naturalmente oferece protecao e pode auxiliar na adesao
as superficies, na agregacgao celular, no reconhecimento célula a célula e na retengao
de agua e nutrientes, constituindo uma barreira contra condi¢des adversas ambientais
(Salama et al., 2015). A estrutura do biofilme contém secregbes -celulares,
caracterizadas por compostos como exopolissacarideos, proteinas, acidos nucléicos,
fosfolipideos e substancias humicas (Salama et al., 2015; Wachowska et al., 2016). A
presenga de um biofilme bem organizado, como demonstrado na Figura 10 — C,
sugere que o biodiesel é capaz de induzir a formagéao de tal estrutura pelo isolado A.
pullulans. Esta espécie demonstrou um alto potencial de crescimento em biodiesel
puro, formando uma estrutura especializada de maneira superior ao observado em
meios de cultura considerados ricos em nutrientes e com carbono de facil assimilagao
(GYMP e BDA). A producao de biofilme na presenga de biodiesel em tanques de

estocagem ja fo descrita pela literatura, sendo a presenga de bactérias e fungos
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observada para todos os tipos de combustiveis durante o armazenamento,
predominantemente na interface agua-combustivel (Sorensen et al, 2011).

Ao observamos o crescimento da levedura nas diferentes fontes de
carbono pdde-se constatar algumas modificagdes morfologicas, possivelmente
causadas pela disponibilidade de nutrientes do meio de cultivo. Com o meio GYMP,
foi observado crescimento na forma de células livres de tamanhos variados,
evidenciando o metabolismo leveduriforme e a produ¢cdo das denominadas células
inchadas, produtoras de melanina. As hifas e pseudo-hifas, também caracteristicas
de A. pullulans, foram encontradas apresentando uma estrutura em forma de rede
sobre e entre suas células, possivelmente utilizada para aderéncia a laminula utilizada
durante o crescimento (Figura 10 — A).

Quando o meio base de crescimento BDA foi utilizado, a levedura
apresentou o crescimento em forma de hifas e pseudo-hifas com uma origem em
comum, 0 que evidencia um ponto de aderéncia dessa estrutura a superficie da
laminula (Figura 10 — B).

A)

iBkU  X2@, 088 e Thim 1@kl

Figura 10 - Microscopia eletrénica de varredura do crescimento da levedura A. pullulans nas
diferentes fontes de carbono, utilizando meio de cultura Gymp (A), meio BDA (B) e meio minimo
mineral com biodiesel (C).
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A levedura A. pullulans, devido as suas caracteristicas morfoldgicas, pode
ser classificada como sendo dimorfica, ou seja, exibe um polimorfismo onde pode
apresentar crescimento na forma de levedura de brotamento ou de um micélio,
dependendo das condi¢gdes ambientais (Deshpande et al.,, 1992; Bamadhaj et al.,
2015; Prasongsuk et al., 2017). Em biodiesel, o crescimento se concentrou na regido
da interface 6leo-agua, onde pdde ser observada uma biomassa densa com a
presenca de todos os tipos de células e estruturas desenvolvidas pela levedura A.
pullulans: hifas, pseudo-hifas e células leveduriformes, normais, de tamanho maior
(células inchadas) e produtoras de melanina (clamiddsporos).

A levedura A. pullulans produz naturalmente um polissacarideo
denominado de pululano, o qual € composto por unidades de polimaltotriose e pode
ter sua producgéao afetada pelo tipo e pela concentragéo da fonte de nitrogénio do meio
de cultura. Esse polissacarideo € produzido pela célula de duas formas, um
componente insoluvel que circula a célula e hifas, formando uma capsula, e uma
fragdo soluvel secretada para o meio (Andrews et al., 1994; Prasongsuk et al., 2017).
O crescimento detectado neste trabalho com diferentes fontes de carbono demonstra
as diferencas no desenvolvimento dessa levedura quanto a producdo de
polissacarideo extracelular e composi¢cdo da biomassa, evidenciadas pela literatura,
com o acréscimo de informacgdes acerca do comportamento da levedura como uma

deteriogénica de biodiesel.

5.5.5 Curva de Crescimento da Aureobasidium pullulans em
Biodiesel de Soja, em Diesel de Petréleo e na Mistura B20

5.5.5.1 Biomassa

Ao final de 25 dias foi possivel observar diferengcas no crescimento da
levedura A. pullulans em diferentes proporcdes de diesel e biodiesel. Estes valores
estdo expressos na Tabela 2 e a aparéncia dos frascos estd demonstrada na Figura
11.
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Tabela 2 - Peso seco (mg), pH da fase aquosa e ASTM D4176 (Escala Haze) da fase oleosa
recuperada dos frascos contendo crescimento da levedura A. pullulans em biodiesel puro (B100),
diesel puro (BO) e mistura B20. Em cada coluna valores entre os tratamentos com a mesma letra

sobrescrita sdo estatisticamente indistinguiveis pelo Teste de Tukey, com P>0.05.

Tratamentos Peso seco (mg) pH
B100 74,2+13,52 5,610,122
B100 Controle 0,00 6,8+0,01°
B20 12,04£3,70 5,740,082
B20 Controle 0,00 6,9+0,02°
BO 4,1+0,5° 6,910,060
B0 Controle 0,00 6,9+0,02°

A BO 25d A. pullulans BO 25d Controle

B20 25d Controle

- | o) L v
Figura 11 - (A) Aspecto visual dos frascos e do crescimento da levedura A. pullulans em B100, BO e
B20 apds 25 dias de incubacgéo; (B) visualizagdo da biomassa formada por microscopia 6ptica,
corada com azul de lactofenol (A: 400x).

O fungo A. pullulans foi capaz de crescer em biodiesel e na mistura B20,
porém nao foi observado o crescimento visual nos frascos, tampouco a formagao de
biomassa em diesel puro de petréleo (BO). O aspecto dos frascos e do crescimento
leveduriforme esta apresentado na Figura 12. As biomassas recuperadas dos frascos
ao final do experimento corroboram essa constatagao, sendo 74,2 + 13,5mge 12,3 +

3,7 mg encontrados em B100 e B20, respectivamente, enquanto o valor encontrado
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para o diesel foi de 4,1 £ 0,5 mg.
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Figura 12 - Crescimento microbiano em biodiesel puro (B100) e na mistura B20, avaliado pela
técnica de qPCR.

Boelter et al. (2018) avaliaram o crescimento do fundo filamentoso
Pseudallescheria boydii em biodiesel, em diesel e na mistura B10. Os autores
observaram que as maiores biomassas produzidas pelo fungo em questdo eram
encontradas nos tratamentos nos quais o biodiesel estava presente. Em outro
experimento, o crescimento do fungo Paecilomyces variotii foi avaliado em biodiesel
puro, em diesel puro e na mistura B7, sendo, em geral, as biomassas recuperadas
maiores em amostras contendo biodiesel (Gassen et al., 2015).

Por nao haver apresentado biomassa nem crescimento visual na presenca
de diesel puro (B0), o crescimento microbiano foi quantificado utilizando a técnica de
gPCR apenas para os tratamentos com B100 e B20. Por meio dessa técnica foi
possivel acompanhar o crescimento da levedura A. pullulans nas diferentes fontes de
carbono durante os tempos amostrais determinados e observar alteragdes marcantes
no seu comportamento com relagao a fase oleosa utilizada. De acordo com a Figura
12, os valores de copias do gene 18S encontrados evidenciam uma preferéncia do
isolado pelo biodiesel puro (B100). Nesse tratamento, valores de 10° numero de
copias pL-' foram observados aos cinco dias de crescimento, permanecendo nessa
ordem de grandeza até os sete dias, tendo decaido para 10 nimero de coépias yL™’
apos 15 dias de incubagao.

Para o tratamento cuja fonte oleosa era composta pela mistura (B20) os

valores de crescimento nio diferiram dos mesmos dados do B100 até os cinco dias
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(120h) (P>0,05). Aos sete dias (168h), porém, para essa fonte de carbono, o numero
de cdpias do gene 18S decresceu para 107 nimero de copias pL', mantendo-se esse
decréscimo até o final do experimento. Esses resultados sao indicativos de morte
celular no tratamento B20 entre cinco a sete dias de incubacédo. Quando avaliamos o
crescimento em ésteres de acidos graxos puros (B100), entretanto, esse
comportamento é apenas detectado a partir de sete dias.

Blcker et al. (2018) avaliaram o crescimento microbiano de um inéculo nao
caracterizado em diesel e biodiesel puro e nas misturas B5, B10 e B50 por qPCR,
monitorando os genes 16S rDNA (bactérias), 18S rDNA (fungos) e alkB (responsavel
pelo metabolismo microbiano de alcanos, presentes em combustiveis). As copias dos
genes 18S rDNA (para fungos) detectadas foram de 10°-10"2 cépias por miligrama de
biomassa em todos os tratamentos. A concentracdo de bactérias, bem como o
crescimento monitorado pelo numero de coépias do gene alkB apresentaram
magnitudes 103-10* niumero de copias mg~'. Neste estudo foi possivel acompanhar o
crescimento da levedura A. pullulans de 107 nimero de cépias uL-! até a magnitude
de 10° numero de coépias puL' em biodiesel puro e na mistura B20.

A técnica de gqPCR também foi utilizada para elucidar processos de
degradagado de combustiveis e possiveis mudangas na comunidade microbiana.
Cyplik et al. (2011) observaram que a presenga de biodiesel nas amostras de
combustivel ndo afetou a estrutura da comunidade microbiana presente em um
in6culo composto por sete bactérias. No entanto, a presenca desse biocombustivel
teria influéncia nas diferentes taxas de degradacéao.

Bucker et al. (2018) detectaram resultados similares com um inoculo n&o
caracterizado em diesel, biodiesel e misturas. Ao contrario do observado por esses
autores, com os dados apresentados pela levedura A. pullulans, uma preferéncia
dessa cepa em utilizar o carbono imobilizado nos ésteres de acidos graxos como

precursores para o seu crescimento foi observado.
5.5.5.2 pH
Os valores de pH detectados ao final de 25 dias de crescimento estao

expressos na Tabela 2. Os resultados observados atestam o crescimento da levedura

nas fontes de carbono contendo ésteres de acidos graxos (B100 e B20). Valores de
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pH de 5,6 £ 0,12 e 5,7 £ 0,09 foram observados nas fases aquosas referentes ao
tratamento B100 e B20, respectivamente. Para o tratamento com diesel os valores
foram similares aos dos controles 6,9 £ 0,02 e 6,9 + 0,06 (controles 6,8 + 0,02 e 6,9
0,02).

Durante o metabolismo microbiano de hidrocarbonetos e ésteres de acidos
graxos constituintes do biodiesel, alguns produtos podem ser detectados na fase
aquosa, resultado do consumo do carbono contido no combustivel, entre eles acidos
organicos, aldeidos e acetonas (Bento et al., 2005; Azambuja et al., 2017). Ching et
al. (2016) observaram o crescimento de outra levedura negra (black yeast), a
Moniliella wahieum (cepa Y12), em biodiesel e notaram também uma diminuigdo no
pH da fase aquosa, de 7,0 para 5,3, em 30 dias de crescimento no tratamento no qual
a levedura estava presente. Em outro experimento com biodiesel e 6leo de fritura
como fonte de carbono, Leuchtle et al. (2017) detectaram a redug¢do do pH do meio
mineral para 78% dos isolados, sendo que os 6 microrganismos cujos pH mais
decresceram eram eucariotos. Por exemplo, o fungo Ustilago maydis foi capaz de
reduzir o pH inicial de 6,8 para 2,3 durante o tempo de incubacdo (de duas a trés
semanas).

A redugéo do pH nos sistemas de estocagem representa um desafio pois
os acidos produzidos podem influenciar os processos de corrosao e deterioragdo do
préprio tanque de estocagem, levando a prejuizos econdmicos e passivos ambientais
(Allsopp et al., 2016; Leuchtle et al., 2017). Os resultados observados para a levedura
A. pullulans a classificam como de grande importancia no sistema de armazenamento,
pois ja é vista a capacidade dela de formar biofilme por meio de produg&o de biomassa
(Figura 12), capsula (Figura 8) e grandes quantidades de acidos organicos, capazes
de, em 25 dias, alterar o pH da fase aquosa em quase 20%, independentemente da
fonte de carbono utilizada (Tabela 2).

Nos experimentos em microcosmos, normalmente s&o utilizados meios
minerais, visando atender as relagdes de nitrogénio, fésforo e potassio para a célula
microbiana. A adigao de sais ao meio (fonte de nitrogénio, fosfato, potassio, sédio,
etc.) atende a necessidade nutricional dos microrganismos e, ao mesmo tempo,
alguns desses compostos podem atuar como tamponantes, como os fosfatos, por
exemplo. Neste sentido, para ocorrer a reducao significativa de medidas de pH, é

preciso que ocorra uma grande produgao de acidos (organicos e/ou inorganicos) pelos
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microrganismos. Normalmente, os estudos de degradacdo de hidrocarbonetos
utilizam como fase aquosa o meio mineral Bushnell e Haas (1941) para avaliar o
crescimento de microrganismos, sendo que este meio apresenta em torno de 2 g de

fosfato por litro.

5.5.5.3 SPME/GCMS

Com as técnicas de micro extragao em fase sélida (SPME) e cromatografia
gasosa foi possivel observar compostos volateis presentes na fase aquosa, oriundos
da migracédo dos componentes da fase oleosa. Além disso, indicativos de metabolismo

microbiano foram observados. Esses resultados estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Compostos detectados por GCMS na fase aquosa apds 25 dias de incubacgao de A.
pullulans em meio aquoso com biodiesel puro e mistura B20.

B20 B100

Phenol, 2,4-di-tert-butyl-; 2,6-
Di-tert-butyl-4-sec-butylphenol;
Pentanoic acid, 2,2,4-trimethyl-

Phenol, 2,4-di-tert-butyl-; 3-carboxyisopropyl, isobutyl
Pentanoic acid, 2,2,4-trimethyl- ester; Salicylic acid, 2-
Controle 3-carboxyisopropyl, isobutyl  ethylhexyl ester; Salicylic acid,
ester; Salicylic acid, 2- 3,3,5-trimethylcyclohexyl ester;
ethylhexyl ester; Myristic acid, Myristic acid, methyl ester;
methyl ester Nonanoic acid, 9-oxo-, methyl

ester; Methyl myristoleate;
Methyl palmitoleate; Linoleic
acid, methyl ester

Phenol, 2,4-di-tert-butyl-; 2,6-
Di-tert-butyl-4-sec-butylphenol;
Pentanoic acid, 2,2,4-trimethyl-

3-carboxyisopropyl, isobutyl

ester; Myristic acid, methyl
ester; Methyl elaidate;
Palmitaldehyde.

Phenol, 2,4-di-tert-butyl-; 2,6-
Di-tert-butyl-4-sec-butylphenol;
Aureobasidium  Pentanoic acid, 2,2,4-trimethyl-
pullulans 3-carboxyisopropyl, isobutyl
ester; Myristic acid, methyl
ester; Palmitaldehyde.

Segundo as andlises realizadas foram constatados, apds 25 dias de
incubagao, os mesmos compostos em todos os tratamentos, com e sem a presenca
da levedura A. pullulans. Tratam-se de substancias presentes em antioxidantes e
provenientes do préprio biodiesel e de sua matéria prima, a soja (Lam & Liese, 1990;
Alghamdi et al., 2018). No tratamento com a presenga da levedura, no entanto, foi

observada a preseng¢a do composto palmitaldeido que, conforme a literatura, trata-se
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de um metabdlito (Sims et al., 2004; Singh & Poeta, 2016).

Regulez et al. (1980) postularam que esse composto seria proveniente do
crescimento do microrganismo denominado de Pullularia pullulans. Ainda segundo os
autores, o composto seria produzido mais especificamente durante a transigdo das
células leveduriformes para clamiddsporos, células tipicas produtoras de melanina
pelo isolado.

Em outros organismos, o palmitaldeido desempenha um papel relacionado
ao metabolismo de esfingolipideos, os quais fazem parte da membrana plasmatica
das células leveduriformes. Sendo assim, durante a reciclagem desses lipideos, o
palmitaldeido seria considerado um metabdlito intermediario, sendo gerado em um
dos ultimos passos de degradacgéo desses lipideos de membrana (Singh & Poeta,
2016). Os resultados observados por SPME reforgam a ideia do crescimento e
metabolismo ativo do fungo A. pullulans com combustiveis como fonte de carbono

durante o tempo e nas condigdes avaliadas.

5.5.5.4 Escala Haze

Nao foi observada turbidez significativa referente ao crescimento de A.
pullulans durante 25 dias em nenhum dos tratamentos. No entanto, o escurecimento
do biodiesel foi observado no tratamento B100 aos 25 dias de experimento (Figura
13).

B100 N 520 § ‘ “ 3100 25d| T1B100 25d B2025d | 'B3025d | Bo25d | B0 25d
t0 0 CTE A.p. CTE A.p. _CTE
. L i“‘ ‘

4

‘r

Figura 13 - Escala Haze de acordo com a norma ASTM D4176. Amostra que apresentou leve
escurecimento indicada pela flecha vermelha. (A.p. — tratamento contendo inéculo fungico; CTE —
tratamento controle estéril).

Durante o crescimento da levedura A. Pullulans, na presenga de certas

fontes de carbono, a parede celular aumenta, podendo o tamanho desta atingir 500-
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1200 nm. Além disso, muitos melanossomas séo vistos no interior das células. Em
clamidésporos jovens os melanossomas estao presentes apenas na parede celular e
localizados principalmente préximos a camada interna. Porém, com o envelhecimento
celular, a localizacdo desses torna-se mais internalizada e bastante mais numerosa
(Gniewosz & Duszkiewicz-Reinhard, 2008).

O escurecimento observado na amostra B100 (Figura 13) pode ter origem
na formagéo de melanina pelo isolado ao longo do crescimento em biodiesel. Além
disso, mortes celulares seguidas por lises apds 7 dias de incubagédo, demonstradas
pela Figura 14, poderiam liberar a melanina intracelular para o meio de cultura em
questao.

Mudancas na turbidez do biodiesel podem ser causadas pela presenca de
agua. O biodiesel é altamente higroscopico, sendo assim, durante o armazenamento
deste ha uma tendéncia na absorgao de agua, o que pode modificar a Escala Haze
(D4176) (Fregolente et al., 2012). Altas temperaturas também podem acelerar a
absorcao de agua pelos ésteres de acidos graxos, facilitando, assim, o surgimento de
crescimento microbiano, o qual beneficia-se da presenca de umidade (Fregolente et
al., 2012; Passman, 2013; Zimmer et al., 2017). No entanto, em nosso experimento, a
turbidez dos combustiveis avaliados ndo apresentou alteragbes durante o processo

de avaliagcédo nas condigdes propostas.
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Figura 14 - Espectro de Infravermelho das amostras de (A) diesel puro (B0), (B) mistura B20, (C)

biodiesel puro (B100).

5.5.5.1 Infravermelho e RMN

O conjunto de espectros gerado para todos os tratamentos com a técnica

de infravermelho referente as amostras de B0, B20 e B100 do experimento é mostrado
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nas Figuras 14. Os resultados indicam que nas amostras de BO ndo houve
modificagcdes quando comparadas aos controles e tempos iniciais, 0 que esta de
acordo com os dados de crescimento e com a inabilidade da cepa de A. pullulans em
utilizar o diesel puro como fonte de carbono nas condi¢cdes avaliadas. No entanto, para
as amostras de B20 e B100, tratamentos estes que apresentaram biomassa resultante
do crescimento da levedura, podemos observar alteracdées nas cadeias carbdnicas da
fase oleosa. De acordo com o grafico de pesos da primeira componente, a principal
diferenca entre as amostras foi na regido da banda da carbonila (1800-1600 cm™),
presente no biodiesel.

Os dados espectrais de todos os tratamentos foram avaliados pela
perspectiva da andlise de componentes principais (PCA) e por agrupamento
hierarquico (HCA). Os resultados observados na Figura 15 para o diesel puro (B0)
indicam que, com duas componentes principais (PCA), foi possivel explicar 75,66%
da variancia dos dados. De acordo com os dados apresentados pela PCA e pelo
grupamento hierarquico (HCA), n&o foi possivel observar alteragao representativa da

composicao das cadeias carbdnicas presentes nas amostras com o tratamento BO.
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Figura 15 - Andlise de componentes principais e grupamento hierarquico das amostras de diesel puro
(BO).

Os resultados observados na Figura 16 para o diesel com 20% de biodiesel
(B20) indicam que 91% da variancia dos dados puderam ser explicados pelas duas
primeiras componentes principais (PCA). Os resultados observados em ambas
analises de PCA e HCA indicam que as amostras se separaram em dois grandes
grupos. A partir da PC1 podemos concluir que o grupamento contendo a levedura
evidencia modificagdes em sua estrutura quando comparado as amostras do tempo
inicial e aos tratamentos controle. Tal dado € indicativo de que o crescimento
microbiano causou deterioracdo do combustivel durante o experimento, porém
diferengas temporais, entre os 15 dias e os 25 dias de incubacgao, ndo puderam ser

claramente demonstradas pela técnica de infravermelho.
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Figura 16 - Analise de componentes principais e grupamento hierarquico das amostras de diesel com
adicéo de 20% de biodiesel (B20).

O grafico da PCA gerado para os dados de B100 explicam 97,95% da
variabilidade das amostras, também com duas componentes principais (Figura 17).
Entretanto, ndo houve diferengas evidenciadas no tratamento B20 quanto ao tempo
do experimento. Os resultados observados na PCA para o biodiesel puro (B100)
sugerem que, a partir da perspectiva da PC1, as amostras B100 t0O (tempo inicial), ou
seja, a forma como o Biodiesel se apresentava anteriormente ao experimento,

agruparam-se com 0s grupos controle de ambos os tempos avaliados e separaram-
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se dos demais grupos contaminados.
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Figura 17 - Andlise de componentes principais e grupamento hierarquico das amostras de Biodiesel
puro (B100).

Os grupos contaminados, por sua vez, separaram-se quanto ao tempo
avaliado (15 e 25 dias), 0 que sugere que apos 15 de armazenamento simulado a
estrutura de cadeias carbdnicas presentes no biodiesel se modificou devido ao

crescimento da levedura A. pullulans. Além disso, a acao deteriogénica ndo somente
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persistiu como aumentou até o final do experimento (25 dias), evidenciando a
capacidade da levedura alvo deste estudo de crescer e utilizar o carbono presente
nos ésteres de acidos graxos do biodiesel como fonte de carbono.

A partir dos dados de Infravermelho foi selecionado a fase oleosa B100
para analise por RMN. A fase oleosa na forma inicial esta indicada na Figura 18. A
partir dessa figura podemos observar as varias fragdes de hidrogénios presentes nas
diferentes cadeias dos ésteres constituintes do biodiesel, caracterizados pela técnica
de RMN. Entre eles os hidrogénios do grupo B, os quais estao presentes em todos os
constituintes do biodiesel por fazerem parte do grupo metil ligado ao grupo éster,
resultante da transesterificagdo com o alcool de cadeia curta metanol.
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Figura 18 - Espectro de RMN da amostra de biodiesel de soja puro em sua forma inicial. Cada sinal
esta indicado por uma letra e a regido a qual ele representa € indicada nos ésteres mais abundantes
da amostra.

Apods 25 dias de incubagdo com a presenga do fungo A. pullulans, uma
reducao de 10% na presenca dos hidrogénios do grupo B foi observada, o que sugere
que essa foi a principal parte das moléculas utilizada como fonte de carbono (as
metilas do grupo éster ligadas ao oxigénio com ligagdes simples) pelo microrganismo.
Quando observamos o outro lado da cadeia, a parte apolar das moléculas, uma
modificagdo no grupo de hidrogénios do tipo H é observada. Sendo que esses estao
presentes apenas no éster linolénico (Metil Linolenato) (o mais insaturado) e cerca de
10% deles estdo sendo usados como fonte de carbono, o que nos indica serem essas

as segundas preferéncias do microrganismo estudado.
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A biodeterioragdo de combustiveis por fungos vem sendo bem explorada
pela literatura (Bucker et al., 2011; Cazarolli et al., 2016; Boelter et al., 2018). Ye et al.
(2017) avaliaram o crescimento de dois fungos (Moniliella wahieum e Byssochlamys
nivea), isolados de agua contaminada com a mistura B20, nas misturas de diesel e
biodiesel BS e B20 e observaram que a agdo do cometabolismo dos fungos aumentou
a degradacgao da fragéo diesel das misturas. Além disso, foi descrita uma preferéncia
por biodiesel puro pelo fungo Moniliella wahieum, quando isolado. O mesmo pdde ser
observado para o microrganismo A. pullulans LABBIO17, o qual n&do apresentou
crescimento na presenca de diesel e, quando na presenga da mistura, produziu menor
biomassa do que quando em biodiesel puro (tratamento B100). Os dados
apresentados neste trabalho indicam ser, esse fungo, capaz de crescer e degradar
preferencialmente ésteres de acidos graxos e, como consequéncia, de assimilar o

carbono contido nessas estruturas ao seu metabolismo celular.

5.6 CONCLUSOES

Aureobasidium pullulans mostrou capacidade deteriogénica em biodiesel e
na mistura B20, observada pela producdo de biomassa e respectiva curva de
crescimento determinada por qPCR, sendo detectada, por infravermelho e RMN, uma
preferéncia por ésteres de acidos graxos, constituintes do biodiesel, no metabolismo
do microrganismo. Foi constatada a produgdo da enzima lipase e o acumulo de
lipideos, bem como a formacao de biofilme com a presencga de clamidésporos na

presenca de biodiesel.
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6 PUBLICAGAO 3: IMPACTO DO TEOR DE AGUA PRESENTE NO BIODIESEL
NO CRESCIMENTO E ESTRUTURA DE COMUNIDADES MICROBIANAS
DURANTE ESTOCAGEM SIMULADA

Juciana Clarice Cazarolli?, Thais Livramento Silva?, Mariane Rodrigues Lobato?,
Jhonata Rodrigues de Brito?, Jo&o Victor de Souza Rocha®, Aline Oliboni de
Azambuja?, Michelle Bertoni Mann?, Marco Flores Ferrao®, Maria do Carmo Ruaro
Peralba®, Marcia Martinelli®, Ana Paula Frazzon?, Jeverson Frazzon?, Patricia Door

de Quadros?, Flavio Anastacio Oliveira Camargo?, Fatima Menezes Bento?®

a | aboratdrio de Biodeterioragdo de Combustiveis e Biocombustiveis (LABBIO), Departamento de
Microbiologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Rua Sarmento Leite, N° 500, CEP: 90050-
170, Porto Alegre, RS, Brasil.

b Departamento de Quimica Inorgéanica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Av. Bento
Gongalves, N° 9500, CEP: 91501-970, Porto Alegre, RS, Brasil.

6.1 HIGHLIGHTS

O fungo filamentoso Penicillium simplicissimum foi considerado
deteriogénico de biodiesel pois produziu 12,6 £ 0,52 mg de biomassa com 200 ppm
de agua.

Teores de agua superiores ao permitido em lei podem alterar propriedades
quimicas, fisicas e microbiologicas do biodiesel durante o armazenamento do
combustivel.

A composicao da comunidade fungica foi afetada pelo teor de agua
presente no biodiesel, bem como pelo aporte de nutrientes durante o periodo de

estocagem simulada.

6.2 RESUMO

Durante a estocagem, caracteristicas fisicas e quimicas do biodiesel
podem o predispor a rea¢des de degradagao, mediadas ou ndo por microrganismos.
O teor de agua é considerado uma das propriedades expeditas para a liberagdo do
biodiesel para o mercado e o principal fator para o crescimento microbiano. Um

volume de biodiesel de soja comercial foi contaminado com teores de agua ultrapura
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diferentes e com a adigdo de meio minimo mineral Bushnell e Haas (BH) como aporte
mineral e comparativo. As avaliagées seguiram por 30 dias e ao final avaliou-se o
acumulo de agua total pelo biodiesel, a estabilidade a oxidagao, a deterioracéo e o
crescimento microbiano durante a estocagem simulada. As condigdes estabelecidas
para os niveis de contaminagdo microbiana foram: contaminag&o como recebida (RE),
com um fungo filamentoso (Penicillium simplicissimum) (PE) e com um indculo n&o
caracterizado preparado de acordo com a norma ASTM E1259 (ASTM). Diferengas
na composi¢cado da comunidade microbiana sob a influéncia do teor de agua foram
avaliadas para a condicdo ASTM por sequenciamento de alto rendimento. Aos 30 dias
maiores biomassas foram observadas recuperadas dos tratamentos com maiores
teores de agua e com aporte mineral. A condigdo ASTM apresentou comunidades
microbianas distintas relacionadas ao tempo e aos teores de agua, sendo que o0 meio
BH foi responsavel por selecionar os taxons presentes no indculo inicial. O teor de
agua final aumentou de 470 a 900% e a estabilidade a oxidagao diminuiu apés 30 dias
de incubacgdo. Apods esse periodo, foram observadas modificagcdes nas estruturas
carbbnicas presentes no biodiesel causadas pela presenca de agua e

microrganismos, indicando uma deterioragdo do produto nas condi¢des avaliadas.

6.3 INTRODUCAO

Os combustiveis fosseis tém sido a principal fonte energética mundial,
representando 78% de todas as emissdes de gases do efeito estufa no periodo de
1970 a 2011. Estratégias para reduzir as intensidades de geragdo de emissdes de
carbono dos combustiveis incluem o uso de eletricidade, hidrogénio e biocombustiveis
(IPCC, 2014). O uso de biocombustiveis, como o biodiesel e o etanol, & proposto como
uma alternativa aos combustiveis fésseis considerada menos impactante ao meio
ambiente.

O Brasil consumiu 4.791 mil toneladas equivalentes de petrdleo (tep) em
2017, ao passo que, no mesmo periodo, o pais foi considerado o 2° maior produtor de
combustiveis de fontes renovaveis (MME, 2018; BP, 2018; REN21, 2018). Desde a
aprovacao da lei n°. 11.097, de 2005, o biodiesel vem fazendo parte da matriz
energética brasileira devido a medida mandatdria de adigao de biodiesel ao diesel de

petréleo. Atualmente, essa proporgéo € de 10% de biodiesel adicionado ao diesel
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(B10) e a perspectiva no cenario nacional sinaliza para um aumento dessa
porcentagem.

O biodiesel somente é liberado para o mercado apds a realizagdo de
algumas analises especificadas pela Resolugdo ANP n°® 45, de 2014. Dentre as
analises exigidas estdo: o teor de éster, a viscosidade cinematica a 40°C, a massa
especifica a 20 °C, o teor de agua, o indice de acidez, a estabilidade a oxidagdo a 110
°C, etc. O teor de agua, até a publicagdo da Resolugao n°. 14 da ANP, de 11 de maio
de 2012, era de 500 mg Kg', determinada pelos métodos ASTM 6304 e EN I1SO
12937. Posteriormente, o limite admitido até 60 dias apds a publicagdo da Resolugao
era de 380 mg Kg'. A partir de 1° de janeiro de 2013 até 31 de dezembro de 2013 o
limite maximo estabelecido foi de 350 mg Kg' e desde 1° de janeiro de 2014 o limite
maximo é de 200 mg Kg' (ANP, 2012; ANP, 2014). Os valores de cada analise devem
estar de acordo com os limites impostos pelas normas e séo indispensaveis para que
o biocombustivel tenha o rendimento esperado no motor (Lobo et al., 2009; Hoekman
et al., 2012).

O biodiesel é produzido pela reagao de transesterificagdo, na qual uma
fonte de acido graxo reage com um alcool, gerando ésteres de acidos graxos e glicerol
(L6bo et al., 2009; Knothe & Razon, 2017). Uma das diferengas entre o biodiesel e o
diesel é a sua resisténcia a processos oxidativos. O biodiesel, possui em sua
composi¢ao duplas ligagdes entre os carbonos, presentes nos ésteres, as quais séo
suscetiveis a processos de autoxidagao, o que diminui a estabilidade do combustivel
durante o armazenamento. Outro fator muito importante é o potencial em acumular
agua durante os processos de produgdo, transporte e estocagem, o que pode
provocar naturalmente uma nao conformidade desse teor com os limites impostos em
lei (L6bo et al., 2009; Knothe & Razon, 2017).

O biodiesel € considerado mais higroscépico que o diesel devido a
presencga de atomos de oxigénio, que o torna mais polar e capaz de realizar ligagdes
de hidrogénio com a agua (Pinho et al., 2016). Essa caracteristica aumenta a
capacidade do biodiesel de absorver quantidades de agua, alterando esse parametro
de qualidade ao entrar em contato com a umidade do ar (L6bo et al, 2009; Fregolente
et al., 2012; Pinho et al., 2016). Vieira et al. (2007) avaliaram biodiesel de mamona e
soja e constataram que em suas misturas com diesel a absor¢ao de agua aumenta de

acordo com o aumento do teor de biodiesel. Fregolente et al. (2012), em estudo com
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biodiesel de soja e sebo bovino, detectaram a absorgéo de 1500 a 1980 mg kg™ de
agua em diferentes temperaturas, teores de 10 a 15 vezes maior que os apresentados
por amostras de diesel puro nas mesmas condigbes. Ao avaliar as misturas de
biodiesel e diesel os autores observaram que o aumento da porcentagem de biodiesel
aumenta a capacidade da mistura em reter agua.

A composic¢ao das cadeias carbdnicas do diesel e do biodiesel também se
mostra distinta. O biodiesel € composto por ésteres de acidos graxos, e é considerado
de mais facil degradagao que o diesel, ja que essa estrutura pode ser mais facilmente
reconhecida por enzimas microbianas quando comparada aos hidrocarbonetos
presentes no diesel (Pinto et al., 2005; Mariano et al., 2008). Do ponto de vista
ambiental, essa diferenga pode ser muito vantajosa, pois, no caso de um acidente
ambiental, a remog¢do desses contaminantes seria facilitada pela presenca de
biodiesel. Porém, no armazenamento essa caracteristica € considerada uma
desvantagem, ja que os microorganismos nativos presentes no combustivel podem
tornar o sistema mais suscetivel as consequéncias indesejaveis associadas a
contaminagao microbiana (Zimmer et al., 2013; Bucker et al., 2014; Bento et al., 2016).

A contaminacdo microbiana de combustiveis armazenados € influenciada
por diversos fatores. A presengca de agua € fundamental para inicio do
desenvolvimento microbiano e em um sistema com combustivel estocado ela pode
estar presente em quatro fases distintas: agua livre, agua decantada no fundo do
tanque, pequenas quantidades de agua dissolvida no combustivel e emulsionada na
interface 6leo/agua (Passman, 2013; Bento et al., 2016).

A capacidade microbiana de utilizar o combustivel como fonte de carbono
também ¢é um fator de grande importancia para seu crescimento. Uma vez
estabelecida uma condigao favoravel e iniciado o crescimento é observado o
surgimento de uma massa biolégica na interface combustivel/agua a partir de
microrganismos presentes no combustivel (Gaylarde et al., 1999; Passman &
Dobranick, 2005; Meneghetti, Meneghetti & Brito, 2013; Blcker et al., 2014; Zimmer
et al., 2017).

Uma maneira de controlar o crescimento de microrganismos em
combustiveis durante o armazenamento é a adogao de drenagens frequentes,
centrifugagcdo do combustivel e limpeza nos tanques de armazenamento (ABNT NBR

15512), medidas que fazem com que a presenca de agua seja diminuida ou removida



137

totalmente (Allsopp et al., 2016; Bento et al., 2016). Considerando que o biodiesel
dentro do territorio brasileiro percorre grandes distancias das usinas produtoras até as
distribuidoras de combustiveis, onde é adicionado ao diesel, a incorporagédo de agua
€ inevitavel. Neste sentido, avaliagcbes com diferentes teores de agua auxiliariam o
entendimento sobre a vulnerabilidade do biodiesel a mudangas quimicas e
microbioldgicas durante o transporte e armazenamento, os quais poderiam influenciar
diretamente a deterioragao do produto.

Este trabalho visa avaliar o efeito da presencga de agua em teores distintos
sobre uma comunidade microbiana deteriogénica de biodiesel e sobre a qualidade
final do produto estocado. Serdo avaliadas propriedades tais como teor de agua,
estabilidade a oxidacao, crescimento microbiano e deterioracdo do biodiesel durante

estocagem simulada.

6.4 MATERIAIS E METODOS

O biodiesel utilizado no experimento foi cedido por uma usina produtora de
biodiesel de soja. Este foi recebido no laboratério e processado imediatamente para
evitar o acumulo de agua durante o processo. O biodiesel continha 300 ppm de
antioxidante terc-butil hidroquinona (TBHQ). Todos os demais materiais utilizados nas

analises foram de grau para analise (P.A.).

6.4.1 Avaliagdo da Influéncia do Teor de Agua em Biodiesel Durante
Estocagem Simulada

Com o intuito de avaliar possiveis modificagdes na qualidade do biodiesel
durante a estocagem quanto a estabilidade quimica e microbiolégica, um experimento

de estocagem simulada foi monitorado como descrito a seguir.
6.4.1.1 Contaminacgé&o do teor de agua
Foram montados microcosmos em frascos de vidro contendo 100 mL de

biodiesel como fase oleosa e os referidos teores de agua como fase aquosa. O

biodiesel fornecido foi recebido originalmente com 158 ppm de agua, como descrito
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no laudo no Anexo C, sendo os frascos abertos somente para o processamento.
Foram montadas 3 condi¢des quanto ao teor de agua: 200, 2.000 e 100.000 ppm (mg
kg™).

Para o tratamento denominado 200 ppm foi utilizado o biocombustivel
assim como recebido e processado. Os demais teores de agua foram divididos de
acordo com a fase aquosa (agua ultrapura [A] ou meio mineral Bushnell e Haas [BH]
[1941]). Para o tratamento denominado 2.000 ppm uma aliquota de 200 uL de agua
ultrapura ou meio mineral BH foi adicionada a cada frasco contendo 100 mL de
biodiesel, formando uma pequena pelicula imperceptivel ao fundo do frasco e/ou
sendo dissolvida no biodiesel. Para o tratamento considerado 100.000 ppm foram
adicionados 10 mL de &agua ou meio mineral BH com a mesma finalidade,

caracterizando uma fase livre aquosa visivel ao fundo do frasco.

6.4.1.2 Contaminag¢ao microbiana

O biodiesel com tratamento controle (Tratamento CTE) foi esterilizado por
filtragdo, utilizando um sistema a vacuo em frasco Kitassato e filtro com membranas
de porosidade de 0,22 um (marca Milipore). Outro tratamento a utilizar biodiesel estéril
foi o que recebeu inéculo de um fungo filamentoso isolado em estudos anteriores no
laboratorio LABBIO/UFRGS (Penicillium simplicissimum LABBIO4 [Codigo Genbank:
MG595220] — Tratamento PE). Para os demais tratamentos o biodiesel foi utilizado
assim como recebido (tratamento RE), ou seja, com a contaminagdo natural do
procedimento de producgao e transporte, e acrescido de um inéculo nao caracterizado,
denominado de Tratamento ASTM.

Os tratamentos que receberam contaminacido proposital de
microrganismos (ASTM e PE) foram acrescidos de 10 células mL"' de indculos
microbianos. O indculo ndo caracterizado (ASTM) foi preparado de acordo com a
norma ASTM E1259-18 modificada para biodiesel, determinado por diluicao seriada
decimal e posterior inoculagdo em meio de cultura para contagem (PCA). O in6culo
fungico (PE), por sua vez, foi preparado a partir de culturas com sete dias de cultivo
em agar batata (BDA). A este cultivo foi adicionado agua destilada estéril e 2 mL de
um surfactante (Tween 80, preparado na concentragao de 0,01%), para facilitar a

remogao dos esporos. A solugao obtida foi mantida em agitagédo a 120 rpm a 30 °C
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por 24 h na tentativa de esgotar possiveis reservas nutritivas presentes nos esporos.
A concentragdo do inoculo fungico foi determinada pela contagem dos esporos
presentes na solugcdo, em Camara de Neubauer.

O experimento foi montado em triplicata, com repeticdes destrutivas, e
armazenado sob temperatura e umidade ambiente. O monitoramento foi realizado
durante 30 dias, durante os quais temperatura, umidade, aspecto fisico dos frascos,
crescimento microbiano, teor de agua, estabilidade a oxidagdo e deterioragcdo do

biodiesel foram observados.

6.4.1.3 Analises quimicas e fisicas

A temperatura e umidade foram anotadas durante os 30 dias com intervalos
nao maiores que 3 dias. O aspecto fisico dos frascos foi avaliado com a escala Haze,
de acordo com a norma D4176-04 (2014).

O teor de agua foi realizado baseado na norma ASTM D6304 com
modificacdes, utilizando o equipamento de Karl Fischer coulométrico da Metrohm
modelo 756 com eletrodo de platina sem diafragma, onde uma quantidade de +/- 1 g
(diferenca de massa) foi injetada ao frasco contendo 100 mL da solugédo de Karl
Fischer Coulométrica APURA MERCK (CombiCoulomat Fritless). A calibragdo foi
realizada utilizando como padrdo agua ultrapura (10000 mg kg') e uma amostra
referéncia de diesel padrao contendo 105 mg kg' de agua. As analises foram
realizadas em triplicata para cada replicata do experimento.

A analise da estabilidade oxidativa foi realizada de acordo com a norma EN
14112, em um equipamento 873 Biodiesel Rancimat (Metrohm). A deterioragcédo do
biodiesel, causada pelo teor de agua durante o armazenamento ou pela presenca e
consequente desenvolvimento de microrganismos durante os 30 dias de incubacgéo,

foi avaliada por espectroscopia do infravermelho (1V).
6.4.1.4 Analises microbioldgicas
O crescimento microbiano foi avaliado estimando-se gravimetricamente a

biomassa produzida nas trés condi¢des determinadas: PE, RE e ASTM. A biomassa

formada foi coletada durante os 30 dias, sendo filtrada em um sistema a vacuo com
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discos de papel filtro previamente pesados (Marca J. Prolab, gramatura 80, espessura
205 ym, porosidade 14 ym). Apods a retencao da biomassa no filtro foram adicionados
3 mL de hexano para a remocao do excesso de 6leo aderido sobre cada disco. Os
discos contendo a biomassa foram colocados em estufa a 30°C durante 4 dias para
secagem e ap6s mantidos durante 24 h em dessecador. Apos esse periodo, foram
pesados em uma balanga de precisdo (Marca Marte — modelo AL200C). Para o calculo
da biomassa produzida os valores iniciais foram subtraidos dos pesos finais das

membranas.

6.4.1.4.1 Analise da comunidade fungica por Sequenciamento de Alto

Rendimento

O tratamento designado como ASTM possui em sua composicdo uma
comunidade microbiana n&o caracterizada, tipica das borras biolégicas. Sendo assim,
a avaliagdo das mudancgas efetivas causadas pelo teor de agua poderia auxiliar a
identificar quais grupos entre a comunidade fungica seriam beneficiados por qual
condigao aplicada ao experimento. O rastreamento da composicdo da comunidade
fungica foi escolhido para essa avaliag&do pois os maiores produtores de biomassa em
combustiveis estocados sao principalmente representantes do grupo dos fungos.

O tratamento ASTM, entao, teve sua composigéo fungica avaliada por meio
de sequenciamento de alto rendimento, sendo aos 30 dias de avaliacdo a biomassa
produzida nesse tratamento filtrada em membranas de acetato de celulose de 0,22
pm (marca Milipore). Subsequentemente a filtragem, a membrana foi adicionada a
tubos do tipo falcon com capacidade para 50 mL, onde foram sequencialmente
lavadas com tween 80 (0,01%) com a intencdo de remover a maior quantidade de
biodiesel sem alterar a microbiota presente na biomassa. Apdés a adi¢cdo dessa
solugdo, o material foi centrifugado a 7000 rpm por 20 minutos a 10 °C e a extragéo
de DNA foi realizada a partir do sedimento recolhido.

A extracao de DNA da biomassa foi realizada de acordo com as indicagoes
e orientacdes do fabricante do Kit PowerSoil (MOBIO). Cada triplicata foi utilizada na
extracdo e o DNA resultante foi analisado para pureza, utilizando espectrofotdmetro
NanodropLite (Nanodrop Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), e quantificado com

auxilio do fluorimetro Quantus™ (Promega Corporation, Wisconsin, EUA), utilizando
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o Kit QuantiFluor® ONE dsDNA, de acordo com as instrugdes do fabricante.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para quantificar a comunidade
fungica foram baseados no trabalho de Azambuja et al. (2017) e Borneman e Hartin
(2000), cujas sequéncias amplificam uma por¢ao do gene 18S rDNA e sdo Forward
(nu-SSU-0817-5 TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA e Reverse (nu-SSU-1196-30)
(TCTGGACCTGGTGAGTTTCC), com a adicao das sequéncias de barcodes e 0s
adaptadores do lllumina. A reacao de PCR foi realizada utilizando 5 yL de Tampao de
PCR 10X, 2,5 yL de solugao MgCl2 (50 mM), 200 mM dNTPs, 100 mM de cada primer,
2,5 U de Taq DNA polimerase e aproximadamente 20 ng de DNA, em um volume final
de 50 pL. A amplificagao foi realizada com uma temperatura de denaturacao inicial de
94 °C por 3 min, seguida de 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 56 °C por 50 s, e 72 °C por
90 s. Uma etapa final de elongamento por 5 min a 72 °C foi realizada. O produto de
PCR foi purificado com auxilio de esferas Agencourt AMPure XP e o preparo da
biblioteca foi realizado como descrito pelo fabricante lllumina MiSeq (lllumina Inc., San
Diego, Califérnia, EUA), a partir de uma quantidade inicial de 12,5 ng de produto de
PCR. O sequenciamento foi realizado em uma maquina de genoma pessoal do
sistema lllumina MiSeq (PGM) (Thermo Fisher), seguindo as instrugdes do fabricante.

As analises de bioinformatica foram realizadas com o software Qiime 2
(Caporaso et al., 2010). Utilizou-se o FastQC para checar a qualidade das sequéncias
cruas. As sequéncias R1 e R2 foram acopladas e os oligonucleotideos e barcodes
foram removidos. As sequéncias foram agrupadas com o Usearch61 (Edgar, 2013).
Sequéncias de baixa qualidade (menores que 150 pb) e homopolimeros (sequéncias
< 6pb) foram removidas. As sequéncias filtradas foram agrupadas utilizando o Uclust
e comparadas com o banco de dados Silva (Quast et al., 2013) SSU/LSU verséao 132,
resultando em uma tabela de unidades taxondmicas. Os parametros para identificacao
das unidades taxondmicas foram 80% de similaridade para filo, 85% para classe, 90%

para ordem, 95% para familia, 97% para género e >97% para espécie.
6.4.2 Analises Estatisticas
Os dados obtidos neste trabalho foram estatisticamente analisados com

auxilio do software BioEstat Versao 5.0 (Analystsoft). Analises de variancia e Teste

de Tukey ao nivel de 5% de significancia foram realizados. A avaliagcdo dos dados
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gerados pela técnica de espectroscopia de infravermelho foi realizada com o auxilio
do software Chemostat. Os resultados do sequenciamento de alto rendimento foram
analisados por meio do teste de Dunnet (ANOVA) com auxilio do software BioEstat
5.0 (Analystsoft) para comparagédo dos grupos principais de fungos gerados nos
tratamentos por lllumina Miseq em relagdo ao tempo inicial. A diversidade de grupos
de fungos encontradas para as amostras ASTM foi avaliada pelo indice de Shannon,

calculado no software Excel (Microsoft).

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Analises Quimicas e Fisicas

O biodiesel possui 24 parametros, quimicos e fisicos, os quais sao
responsaveis pela certificacdo de qualidade necessaria para a sua comercializagao
em territério nacional (ANP, 2014). Neste trabalho apenas trés desses parametros
foram detectados.

O experimento foi incubado a temperatura ambiente com o intuito de
mimetizar a realidade durante o armazenamento. A umidade relativa do ar (expressa
em %) e temperatura (°C) e suas variagdes foram monitoradas. Os resultados
detectados estao expressos na Figura 1. Durante 28 dias de avaliacdo a temperatura
variou entre 15 °C e 23 °C e a umidade relativa do ar ficou entre 48 e 74%. Como
discutido anteriormente, o biodiesel & altamente higroscopico e pode absorver
grandes quantidades de agua somente ao contato com o ar (Vieira et al., 2007;
Siegert, 2009; Fregolente et al., 2012; Geary et al.,, 2016). Essas variaveis foram
monitoradas durante todo o tempo de avaliagdo, sendo os efeitos da temperatura e
umidade passiveis de serem detectados posteriormente por meio da analise do teor
de agua e crescimento microbiano.

Ao longo do experimento, a aparéncia da fase oleosa foi avaliada para
possiveis alteragdes na sua escala de turbidez e presenca de particulados ou
impurezas. Cada amostra teve sua turbidez comparada a um quadro padréo, cujos
niveis de turbidez v&o de 1 (amostra clara) a 6 (alto nivel de turbidez). Os resultados

observados para as amostras avaliadas neste estudo estdo na Tabela 1.
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Figura 1 - Variagdes na temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) durante 28 dias de incubagéo
do experimento.

Tabela 1 - Avaliagdo da turbidez das amostras oleosas segundo critérios determinados pela escala
Haze, de acordo com a norma ASTM D4176.

Dias

T
ratamentos 10 14 21 30

o

200 ppm
2.000 ppm BH
Controle 2.000 ppm agua
100.000 ppm BH
100.000 ppm agua
200 ppm
2.000 ppm BH
Recebido 2.000 ppm agua
100.000 ppm BH
100.000 ppm agua
200 ppm
2.000 ppm BH
2.000 ppm agua
100.000 ppm BH
100.000 ppm agua
200 ppm
2.000 ppm BH
ASTM 2.000 ppm agua
100.000 ppm BH
100.000 ppm agua

P.
simplicissimum
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As amostras que apresentaram menor turbidez durante o experimento
foram aquelas as quais nao se adicionou propositalmente agua ou meio mineral, em

qualquer quantidade, para todos os tratamentos (200 ppm). As amostras nas quais
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foram observadas alteragdes na turbidez atingiram niveis medianos na escala, como
o Controle e na condicdo de adigdo de um in6culo n&o caracterizado (Tratamento
ASTM). Em contraste, as amostras que apresentaram maior turbidez segundo a
escala, nivel 6, foram aquelas as quais as maiores quantidades de fases aquosas
(100.000 ppm) foram adicionadas, correspondentes aos tratamentos como recebido,
e as quais foram adicionados os esporos do fungo (P. simplicissimum).

Na Resolugcao ANP n°. 45/2014 ha a descricao de cada propriedade, fisica
€ quimica, que o biodiesel deve apresentar para ser certificado para comercializacao.
Entre elas esta o aspecto visual, sendo que a exigéncia é que esse se apresente
limpido e isento de impurezas. No caso de duvida, se o teor de agua e/ou
contaminacao total estiverem fora dos conformes, as amostras devem ser
descartadas. Fregolente et al. (2012) avaliaram a turbidez entre amostras da mesma
origem (B100 ou a mistura B5) e observaram que uma centrifugagdo, a qual forgaria
a separagado da agua dissolvida do combustivel, era suficiente para observar a
mudanca da escala Haze do nivel 6 para o nivel 1, aceito pela legislagao. Além disso,
uma redugao na quantidade de agua de 50 a 60% foi observada nas amostras
centrifugadas. Os dados apresentados na Tabela 1, juntamente com os dados da
literatura, nos indicam que a turbidez detectada esta relacionada a quantidade de
agua das amostras, a qual esta dissolvida no proprio biodiesel.

Os resultados da avaliacdo da estabilidade a oxidagao pelo biodiesel de
soja utilizado no experimento estdo apresentados na Figura 2. P6de-se observar uma
reducdo no tempo de indugdo, mesmo na presenga de antioxidante (TBHQ a 300
ppm), sendo que, apos 30 dias, o biodiesel em questado ainda se encontrava dentro
das especificagbes, embora algumas amostras tenham apresentado valores proximos
ao limite da Resolucdo ANP n°. 45/2014 (6 h). Apenas os valores atribuidos aos
tratamentos contendo o fungo P. simplicissimum n&o diferiram estatisticamente do

tempo zero (P>0,05).
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Horas

Figura 2 - indice de estabilidade & oxidagdo a 110°C da fase oleosa (Rancimat). Limite minimo
preconizado pela Resolugao ANP n°. 45/2014 de 6 h.

As condigbes de temperatura, exposicdo a agua e exposi¢cao ao oxigénio
sdo importantes fatores que influenciam a taxa de oxidagao (Karavalakis & Stournas,
2010). A presencga de agua, em especial, tem fortes efeitos sobre as propriedades dos
combustiveis e pode acelerar processos de degradacgao dos ésteres, ja que aumenta
o potencial de hidrdlise destes, diminuindo a qualidade do combustivel estocado
(Yang et al., 2013; Jakeria et al., 2014). Além disso, como observado em nossos
resultados, a presenga de agua facilita o desenvolvimento de microrganismos, os
quais podem afetar a estabilidade a oxidacdo e catalisar reacdes de hidrolise do
biodiesel, alterando a acidez deste (Dodos et al., 2012).

Apods 30 dias de incubagédo, todas as amostras avaliadas excederam o
maximo teor de agua estabelecido para o biodiesel pela Resolugao ANP n°. 45/2014
(Figura 3). Os teores de agua aumentaram significativamente quando comparados ao
laudo inicial (158 ppm). As amostras de biodiesel chegaram ao laboratério e foram
prontamente processadas para evitar que o conteudo de agua se alterasse pela
capacidade do biodiesel em absorver agua do ar. As amostras cujo tratamento foi
designado 200 ppm aumentaram em média 600% quando comparados ao laudo, com
resultados proximos a 1.100 ppm apds 30 dias de avaliagdo. Nessas amostras nao
foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos contaminados e
estéril (P>0,05).
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Figura 3 - Teor de agua nas amostras de biodiesel determinadas pela técnica de Karl Fischer. Limite
maximo preconizado pela Resolugdo ANP n°. 45/2014 de 200 ppm.

O aumento do teor de agua nessas amostras pode ser explicado pela
propriedade altamente higroscopica que o biodiesel possui. Durante os 30 dias foram
registrados dados de umidade relativa do ar de mais de 48%, chegando a 74% em um
dado momento. O tratamento contendo 2.000 ppm também nao apresentou diferencas
na quantidade de agua apoés 30 dias de incubagdo, na presenga ou auséncia de
microrganismos e independentemente do tratamento recebido (agua MiliQ ou meio
BH) (P>0,05). Quando comparado ao laudo, o tratamento com 2.000 ppm apresentou
aumento de 470 a 600%.

Os maiores teores de agua, conforme o esperado, foram observados para
os tratamentos aos quais foi adicionado 100.000 ppm de agua MiliQ ou Meio minimo
mineral BH, simulando a presenga de agua livre. Para o tratamento ao qual foi
adicionado 100.000 ppm de agua MiliQ, o controle apresentou teores de agua maiores
quando comparado ao tratamento contendo o fungo filamentoso (PE) (P<0,05). O
mesmo pbde ser observado no tratamento com meio mineral BH para esse fungo e
com a comunidade microbiana autoctone (P<0,05). A redugao na quantidade de agua
nos tratamentos contaminados na presenga de 100.000 ppm de agua, adicionada na
forma de meio minimo mineral, pode estar relacionada ao consumo da agua dissolvida
no metabolismo fungico, considerando-se que as maiores biomassas foram
observadas nesse tratamento.

Os dados apresentados na Figura 3 confirmam a tendéncia da condi¢ao de
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equilibrio para a agua passivel de ser absorvida pelo biodiesel, e que estaria limitada
a faixas de 1.500 a 2.000 ppm, conforme as condi¢des pré-determinadas por este
estudo. Fregolente et al. (2012) observaram o biodiesel atingir um equilibrio na
absorgdo de agua apés 10 dias de incubacdo na presenca de 10% de agua. A
temperatura de 20 °C, o biodiesel chegou a absorver 15 vezes mais agua do que o
diesel, sendo que valores proximos a 2.800 ppm foram detectados para o biodiesel
puro as 48 h de incubacgéo, previamente a um processo de centrifugagcdo das
amostras. Posteriormente a esse processo, os valores detectados foram de 1.700
ppm.

Passman e Dobranick (2005) observaram um aumento de 300% na
quantidade de agua presente em amostras de biodiesel apds 3 meses de avaliagao.
Os autores concluiram, a partir dos dados de crescimento microbiano, que esse
crescimento ndo afetou a quantidade de agua detectada, visto que um dos
tratamentos considerado estéril (controle) apresentou a mesma proporgao de
aumento no teor de agua.

Os resultados observados neste trabalho quando confrontados com a
literatura demonstram que pode haver dindmicas diferentes em sistemas de
estocagem quanto a influéncia do crescimento microbiano no teor de agua detectado
no biodiesel. O teor de agua pode ser dependente de fatores como temperatura,
tempo de residéncia do combustivel e rotinas estabelecidas de manutencdo dos
tanques desde a usina até a distribuidora, passando pelos caminhdes-tanque
responsaveis pelo transporte. Os microrganismos podem produzir agua com seu
metabolismo e, ao mesmo tempo, utilizar-se da agua dissolvida no biodiesel como
suporte para o seu desenvolvimento (Pasmman & Dobranick, 2005; Hill & Hill, 2008;
Bento et al., 2016).

6.5.2 Analises Microbioldgicas

A avaliagcédo da formacao de biomassa nos diferentes teores de agua pelos
microrganismos avaliados € apresentada na Figura 4. Trés niveis diferentes de teor
de agua no biodiesel foram avaliados, sendo possivel detectar diferengas na formagéo
de biomassa. Os maiores valores de biomassa encontradas foram nos tratamentos

com maior teor de agua (100.000 ppm) e maior aporte de minerais (BH), conforme o
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esperado (P<0,05). Nao foram detectadas diferengas significativas entre os
tratamentos contaminados com menor teor de agua (200 ppm) ao final do experimento
(P>0,05).
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Figura 4 - Valores de biomassa recuperada da interface 6leo/agua dos tratamentos com diferentes
comunidades microbianas em diferentes teores de agua, apés 14 e 30 dias.

Na condi¢cdo em que o fungo P. simplicissimum foi adicionado, os valores
de biomassa foram estimados aos 14 e 30 dias. Os resultados iniciais indicam nao
haver diferencas significativas, aos 14 dias, entre o crescimento microbiano observado
para os teores de agua 200 ppm e 2.000 ppm, independentemente do aporte de
nutrientes (P>0,05). Além disso, ndo foram detectadas diferengas entre 200 ppm e o
tratamento de 100.000 ppm ao qual foi adicionado Agua Miliq (P>0,05) (8,6 + 1,4 mg),
evidenciando que a presenga de sais minerais, conforme o esperado, pode
impulsionar o crescimento fungico inicial, como observado no tratamento 100.000 ppm
com o meio Bushnell e Haas (1941), simulando uma fase de agua livre (39,0 + 5,4
mgQ).

Aos 30 dias, os valores de biomassa para o tratamento 200 ppm
aumentaram de 7,4 £ 0,7 mg para 12,6 £ 0,5 mg, porém essa diferenca nao foi
considerada significativa (P>0,05). No mesmo tempo amostral, foram produzidos 51,2
* 4,9 mg na condigdo com 10 mL de meio minimo mineral (100.000 ppm BH), um

aumento de 24% quando considerado o peso seco obtido desse fungo aos 14 dias de
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incubacédo (39 * 5,4 mg) (P<0,05). Em contraste, no tratamento ao qual nao foi
adicionada agua, 200 ppm, foram produzidos 12,6 £ 0,5 mg, 75% menos do que
quando a melhor condigéo para o crescimento foi aplicada (P<0,05).

No tratamento cujo teor de agua foi de 2.000 ppm, nédo foram observadas
diferencas significativas na biomassa produzida, causadas pela presenca de
nutrientes (tratamentos com agua MiliQ ou meio BH) (P>0,05). No entanto, apds 30
dias de incubacgao, a diferenca entre os tratamentos foi de 44%, um aumento de 10,5
mg na média de biomassa detectada, sugerindo que em menor quantidade de agua e
nutrientes o tempo requerido para o desenvolvimento microbiano deve ser maior, o
que também foi observado para os demais tratamentos com o fungo filamentoso
inoculado.

Na condigado com microrganismos nativos (RE), a presenga do meio BH na
concentragdo de 100.000 ppm produziu 34,1 £ 3,9 mg de biomassa. Quando
comparado ao tratamento com a mesma quantidade de agua, porém sem nutrientes,
esses valores cairam para aproximadamente metade da biomassa produzida (15,6 +
3,0 mg) (P<0,05). Para essa condigao (RE), a biomassa recuperada nos tratamentos
contendo 100.000 ppm com agua MiliQ e nos tratamentos com 2.000 ppm n&o
diferiram estatisticamente (P>0,05). Com 200 ppm, no entanto, os valores foram de
11 + 1,5 mg, diferindo do tratamento de 100.000 ppm com meio BH (P<0.05).

A biomassa encontrada nos frascos contendo maior quantidade de agua e
aporte mineral (100.000 ppm BH), cujo inéculo utilizado foi baseado na norma ASTM
E1259, foi 48% maior (28,1 + 6,9 mg) que o crescimento microbiano detectado no
tratamento com 200 ppm (14,4 + 0,9 mg). As mesmas influéncias observadas no
tratamento RE e PE aos 14 dias foram observadas para esse tratamento. Neste caso,
confirma-se que tanto a agua quanto os nutrientes minerais sao fatores limitantes do
crescimento microbiano. Apenas quando a variavel tempo foi aplicada, o fungo isolado
apresentou diferengas quanto ao aporte mineral e a presenga de agua. Além disso,
podemos confirmar que a agua, mesmo em baixa concentragao (200 ppm), dissolvida
na fase oleosa, promove o crescimento microbiano. Esses resultados alertam para a
chegada aos tanques de armazenamento de um biodiesel que, mesmo com baixa
contaminagdo microbiana, com o passar do tempo de estocagem pode acusar a
presenca de borra bioldgica.

A atividade e o consequente crescimento microbiano somente sao
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possiveis na presenca de agua, cuja auséncia pode causar a morte celular e a
sobrevivéncia apenas de microrganismos com formas esporuladas (em estagio de
dorméncia). Sendo assim, para que microrganismos se desenvolvam em
combustiveis, primeiramente, é necessario que aqueles estejam presentes neste e,
ainda, que haja uma quantidade de agua minima para promover o desenvolvimento
microbiano (Siegert, 2009; Allsopp, 2016). Em geral, 100 ppm de agua, considerada
insignificante ao olho humano, ja é capaz de induzir a germinagdo de esporos e
multiplicagao celular (Siegert, 2009).

Hill e Hill (2009) observaram o efeito da presenca de agua na atividade
microbiana em biodiesel. Os autores concluiram que se pode esperar um numero
muito maior de microrganismos recuperados de tanques de estocagem com agua na
fase livre, ou seja, quanto maior a quantidade de agua presente no sistema, maior a
comunidade microbiana se desenvolvera as expensas do combustivel durante o
armazenamento. Posteriormente, foi avaliada a influéncia do conteudo de agua e da
porcentagem de biodiesel em misturas com diesel quanto a susceptibilidade a
contaminagao microbiana. Hill et al. (2017) concluiram que as porcentagens de agua
e biodiesel estdo intimamente ligadas a contaminagc&o microbiana, sendo que quanto
maior o teor de agua em misturas com maiores teores de biodiesel, maior o
crescimento microbiano detectado.

Os resultados obtidos neste trabalho também apontam para a mesma
tendéncia observada pela literatura, sendo que nos tratamentos com maiores
quantidades de agua (100.000 ppm) foram detectadas as maiores biomassas. Para
os tratamentos em cujos maiores valores de biomassas foram encontrados, os valores

de pH foram avaliados ao final dos 30 dias, e estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Valores de pH observados aos 30 dias de experimento para os tratamentos com maiores
teores de agua.

Os tratamentos controles ndo diferiram estatisticamente, em nenhum
tempo amostral, dos valores de pH determinados inicialmente (P>0,05). Na condigao
em que o fungo filamentoso foi avaliado, quando comparados aos controles, foi
detectado um decréscimo nos valores de pH de 9% para o tratamento com agua MiliQ
(6,07 £ 0,02), considerado sem diferenca significativa (P>0,05), e de 41% para o
tratamento com meio BH (4,24 £ 0,85) (P<0,05). Os valores de pH das fases aquosas
diferiram quanto as condi¢gbes com diferentes aportes minerais (P<0,05), confirmando
gue quando ocorreu crescimento fungico a produgao de metabdlitos com carater acido
também pdde ser observada.

Para o tratamento como recebido (RE) os valores encontrados de pH para
as amostras contendo agua MiliQ e Meio BH apés 30 dias foram de 5,3 + 0,3 € 6,02
0,2, representando uma reducgao de 20% e 16% quando relacionado aos controles,
respectivamente. Apesar de haver uma relagcdo similar entre as biomassas
encontradas nos tratamentos RE e ASTM, os valores de pH dos tratamentos ASTM
(com agua MiliQ e meio BH) ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os valores
encontrados para os controles e tempos iniciais (P<0,05).

A acidificagdo do sistema de estocagem pode afetar a qualidade do
combustivel estocado e levar a processos de corrosdo interna dos tanques (Passman
& Dobranick, 2005; Bento et al., 2005; Hill & Hill, 2008; Blcker et al., 2011). A redugéao
do pH da fase aquosa € uma consequéncia da ag¢do microbiana sobre
hidrocarbonetos, sendo que esse processo esta intimamente ligado a producéo de
agua como um co-produto, juntamente com acidos de cadeia curta e outros produtos
(Passman & Dobranick, 2005; Hill & Hill, 2008; Ching et al., 2016). O crescimento de
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fungos em biodiesel, por exemplo, € capaz de reduzir em média 25% os valores de
pH do meio Bushnell e Haas (1941) em 30 dias (Ching et al., 2016). Bento (2001)
testou o efeito de tamponamento do meio mineral Bushnell e Haas (1941) e verificou
que para ocorrer a variacao de 7,2 para 6,4 foi necessario a adicao de 1 mL de HCI
(0,1 N) em 50 mL de meio. Em nosso trabalho, durante 30 dias, foi possivel observar
a reducao do pH nos tratamentos contaminados tanto para a microbiota autéctone do
biodiesel utilizado no estudo (RE) como para um fungo filamentoso isolado (PE).
Apenas o tratamento ASTM n&o apresentou uma reducdo estatistica nos valores
detectados.

No tratamento com o fungo filamentoso P. simplicissimum (PE) e com o
meio BH foi observada uma reducao do pH, provavelmente devido a producéo de
acidos organicos. O fungo pode ter metabolizado fosfatos presentes no meio BH em
sua biomassa. Bento et al. (2005), avaliando o meio mineral Bushnell e Haas (1941),
encontraram um pH de 4,8 ao final de 60 dias de estocagem simulada,
correlacionando-o ao consumo dos fosfatos presentes no meio pelo microrganismo
Aspergillus fumigatus. A presenga de acido propiénico foi identificada como um dos
metabalitos resultantes do metabolismo fungico e principal causador da queda do pH
observado.

Aos 30 dias de incubagdo, a comunidade fungica presente no tratamento
com inéculo ndo caracterizado (ASTM) foi avaliada quanto a sua composigao a partir
do DNA total extraido da biomassa. Foi possivel classificar os microrganismos
presentes no inéculo com base nas sequéncias de DNA obtidas pelo sequenciamento
ao nivel de filo e classes. Um total de 1.251.921,00 sequéncias foram obtidas pra os
seis tratamentos avaliados, estando os valores de cada tratamento expressos na
Tabela 2. As abundancias relativas aos grupos encontrados (20,1%) estéo
apresentadas na Figura 6. Os filos Basidiomicota e Ascomicota foram os mais
representativos, sendo que o ultimo foi detectado em todos os tratamentos, inicial e
final. O filo Basidiomicota ndo foi detectado nas amostras dos tratamentos com
maiores teores de agua e aporte de nutrientes (2000 ppm BH, 100.000 ppm Agua e
100.000 ppm BH). O filo Chitridiomicota, representado apenas por uma classe
(Chitridiomicetes), foi observado em valores menores que 0,04% no tratamento 200
ppm, porém nos demais tratamentos nao foi detectada sequéncia relacionada a esse

grupo de fungos.
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Tabela 2 - Valores totais de sgquéncias obtidas por Sequenciamento de Alto Rendimento para o
tratamento ASTM e respectivos Indices de Diversidade de Shannon para cada teor de dgua avaliado.

2.000 ppm 2.000 ppm  100.000 100.000
agua BH ppm agua ppm BH

Inicial 200 ppm

Quantidade
total de 166.960,00 152.689,00 246.879,00 240.361,00 176.482,00 268.550,00
sequéncias
indice de
Diversidade de 1,10 1,37 0,92 0,08 0,93 1,26
Shannon

Unidentified INICIAL 200 PPM
Others (including Eukarys organism)

Others (including

Eukarya organism)

Fungi;environmental

Basidiomycota

Ascomycota
Unidentified
Fungi;Other___ — —
s~ 1
Ascomycata Fungi;Environmental A _Basidiomycota
2000 PPM A 2000 PPM BH
Ascomycota
Others (including
Eukarya organism) Ascomycota
___Basidiomycota
I . Others (including Eukarya
. - organism)
Unidentified ~ _Fungi;Other
100000 PPM A 100000 PPM BH
Others (including Eukarya
organismy) A
Ascomycota

Others (including

Eukarya organism) s z

_Fungi;environmental
Unidentified
Unidentified
Ascomycota

Fungi;environmental |

Figura 6 - Abundancia relativa dos grupos fungicos até nivel de Filo encontrados nas amostras do
tratamento com um inéculo n&o caracterizado (ASTM).

A baixa incidéncia desses grupos em amostras de 6leo diesel com teores

diferentes de enxofre ja foi identificada em trabalhos anteriores, nos quais os filos
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Chytridiomicota, Basidiomicota e Glomeromicota apresentaram abundancia igual ou
inferior a 0,1% (Azambuja et al., 2017). Por meio da abordagem microbiolégica de
isolamento de microrganismos cultivavel, foi observado que a maioria dos isolados de
combustiveis como diesel, biodiesel e querosene, indicados por Allsopp et al. (2016),
sao pertencentes ao filo Ascomicota.

Mais de 99% dos microrganismos ndo podem ser cultivados, além de
haver, ainda, uma gama muito grande de microrganismos nao identificados
(Srivastava et al., 2019). Em nossas amostras pdde-se observar um aumento nas
sequéncias cuja identificagcao € deficiente, no entanto, devido a grande diversidade de
numero de sequéncias entre as replicatas, essa diferengca nao foi estatisticamente
significativa (P>0,05).

As classes identificadas pela técnica de sequenciamento de alto
rendimento estdo apresentadas na Figura 7. Ao todo foram observadas trés classes
pertencentes ao filo Ascomicota: Saccharomicetes, Schizosaccharomicetes e
Taphrinomicetes. Representantes do filo Ascomicota sao microrganismos
considerados saprobios, patdégenos de plantas e animais, simbiontes de algas
(liquens), plantas (micorrizas e endofitos) e insetos e podem ser terrestres e aquaticos
(Harms et al., 2011). A classe Saccharomicetes foi a mais abundante, aparecendo em
todos os tratamentos e chegando a representar mais de 50% no tratamento 100.000
ppm com o meio Bushnell e Haas (BH). De acordo com as analises de ANOVA, nao
foram observadas diferengas significativas nas densidades detectadas para essa
classe nos tratamentos avaliados (P>0.05). Géneros de leveduras como Candida,
Sacharomyces, Meyerozyma, Pichia, Hansenula e Geotrichium fazem parte desse
grupo e alguns espécimes desses géneros ja foram isolados e identificados em
combustiveis, bem como tiveram seu potencial deteriogénico de biodiesel avaliado
(Bucker et al., 2011; Chandran et al., 2011; Soriano et al., 2015; Allsopp et al., 2016;
Boelter et al., 2018). As demais classes pertencentes ao filo Ascomicota n&o
superaram 0,01% de abundancia quando comparadas aos demais grupos, em todos
os tratamentos, sendo que para o tratamento 2.000 ppm BH essas classes foram

inexistentes.
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Figura 7 - Abundancia relativa dos grupos fungicos até nivel de classes encontrados nas amostras do
tratamento com um in6culo n&o caracterizado (ASTM).

Um total de sete classes foram observadas para o filo Basidiomicota, entra
elas Agaricomicetes, Tremellomicetes, Agaricostilbomicetes, Atractiellomicetes,
Cystobasidiomicetes, Microbotryomicetes e Exobasidiomicetes. As classes mais
abundantes foram Agaricomicetes e Tremellomicetes, as quais atingiram
porcentagens de 2 e 1%, respectivamente, no tratamento 200 ppm. Tratamentos com
maiores teores de agua nao registraram a presenca de representantes das classes
identificadas para esse filo.

O filo Basidiomicota possui uma gama de espécies potenciais

degradadores de diversos materiais, como madeira, alcanos, fendis, petréleo cru,
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alcanos, compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e os xilenos), éleo cru,
alcatrdao de carvao, pesticidas, corantes e polimeros sintéticos, cresdis e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) (Baldrian & Valaskova, 2008; Harms et
al.,, 2011; Mallo et al., 2017). Sendo assim, sua presenga, mesmo em baixas
porcentagens, ndo pode ser desconsiderada.

O grande numero de sequéncias atribuidas a “Outros grupos (incluindo
outros eucariotos)” obtidas para todos os tratamentos e observadas tanto na Figura 3
quanto na Figura 4 pode estar relacionado ao oligonucleotideo utilizado para o gene
18S rDNA. Esses oligonucleotideos visam selecionar principais filos fungicos, porém
existem limitagbes em estudos de diversidade fungica em comparagédo aqueles que
amplificam a regiado ITS (Borneman & Hartin, 2000; Tedersoo et al., 2018). Borneman
e Hartin (2000) observaram a especificidade dos mesmos primers usando o banco de
dados do Genbank e detectaram mais de 15% de n&do conformidade com
microrganismos do grupo dos fungos.

A diversidade encontrada para cada tratamento foi analisada por meio do
indice de Diversidade de Shannon (H’), o qual avalia a importancia da riqueza e das
abundancias relativas de espécies para cada grupo. Os valores encontrados estédo
apresentados na Tabela 1. Quanto maior o valor de H’, maior a diversidade de
especies encontradas no tratamento. Podemos observar que os maiores valores
encontrados para esse indice foram nos tratamentos de 200 ppm, 2.000 ppm Agua,
100.000 ppm BH e no indculo inicial. O tratamento 2000 foi responsavel pelo menor
valor de H’ observado entre os tratamentos. Os dados encontrados informam uma
representatividade de 98% da categoria “Outros grupos (incluindo outros eucariotos)”
no tratamento 2.000 ppm BH, evidenciando a grande inespecificidade do primer, bem
como sugere uma selegcao dos grupos identificados pela presenga do meio minimo
mineral Bushnell e Haas (1941).

Para os demais tratamentos com menores teores de agua (200 ppm e
2.000 ppm Agua) pdde-se observar um aumento dos valores de H’, quando
comparados ao inicial. Classes como Schizosaccharomicetes, Agaricomicetes e
Tremellomicetes foram mais detectadas nos tratamentos 200 ppm e 2.000 ppm Agua
apos 30 dias de incubagao. Esses resultados sugerem que as variaveis tempo e
acumulo de agua podem favorecer o crescimento de alguns grupos de

microrganismos, provavelmente deteriogénicos, capazes de desenvolver-se e
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produzir a biomassa detectada (Figura 4).

Nos tratamentos com maiores teores de agua pdde-se ver uma diferenca
entre os valores de H’, para os quais 0,93 e 1,26 foram obtidos para 100.000 ppm
Agua e 100.000 ppm BH, respectivamente. A Classe Saccharomicetes, por exemplo,
apresentou um aumento de 25%, quando comparada ao inéculo ASTM (inicial). Leff
et al. (2015) observaram o crescimento de comunidades microbianas em pastagem e
observaram que a disponibilidade de nutrientes provocou alteracdées na composicao
das comunidades microbianas, sendo os grupos microbianos que possuem certas
caracteristicas funcionais mais abundantes. A disponibilidade de minerais como
nitrogénio, fosforo e ferro € um fator essencial para espécies fungicas e muitos
estudos sdo baseados na adicdo desses nutrientes como uma solucido de sais
minerais, resultando em um desenvolvimento maior de fungos em um sistema de
combustivel (Srivastava & Nandan, 2012). A maior biomassa encontrada para o
tratamento ASTM foi no tratamento 100.000 ppm com a adicdo do meio BH, o qual
forneceu um melhor aporte de nutrientes. De posse desses resultados podemos
concluir que a presenga de nutrientes selecionou os grupos durante o crescimento em

biodiesel.

6.5.3 Infravermelho

O conjunto de espectros gerado para todos os tratamentos por meio da
técnica de infravermelho referente as amostras de B100 do experimento € mostrado
na Figura 8. Os dados espectrais de todos os tratamentos foram avaliados pela
perspectiva da andlise de componentes principais (PCA) e por agrupamento
hierarquico (HCA).
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Figura 8 - Espectros obtidos pela técnica de infravermelho das fases oleosas (biodiesel) das
condi¢cdes ASTM (A), RE (B) e PE (C), comparados aos controles (CTE) e tempo inicial (B100).

Os resultados indicam que para as amostras controles e nos tempos iniciais
nao foram observadas diferencgas relativas a estrutura dos ésteres de acidos graxos
presentes. De acordo com o grafico de pesos, expressos na Figura 9, quando
comparamos essas amostras com a amostra contaminada Como Recebido podemos
observar que a PC1 esta relacionada com o tempo e a degradagao da carbonila, as

amostras do tempo inicial se separam das demais no gréfico.
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Figura 9 - Andlise de componentes principais (PCA) dos dados espectrais referentes aos tratamentos
controle (CT) e como recebido (RE) em tempos inicial (B100) e aos 30 dias (200 ppm — 20; 2.000 ppm
Agua — 2A; 2.000 ppm BH — 2B; 100.000 ppm Agua — 1A; 100.000 ppm BH — 1B).

A PC2, nesse caso, nos mostra a influéncia da concentragdo de agua. A
maior parte das amostras contendo 100.000 ppm estao separadas das amostras que
tiveram adicdo de agua e meio BH de 2.000 ppm e 200 ppm, isso sendo explicado
devido a agua ter uma de suas bandas caracteristicas proxima a 1735 cm™'. N&o
houve diferencas entre as amostras contaminadas e as amostras controle,
evidenciando que, se houve degradagao essa foi de natureza abidtica. De acordo com
os dados apresentados pela PCA e pelo grupamento hierarquico (HCA) (Figura 10)
para o tratamento como recebido (RE) ndo foi possivel observar alteracdo da

composicao das cadeias carbbnicas presentes nas amostras.
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Figura 10 - Agrupamento hierarquico (HCA) dos dados especitrais referentes aos tratamentos
controle (CT) e como recebido (RE) em tempos inicial (B100) e aos 30 dias (200 ppm — 20; 2.000 ppm
Agua — 2A; 2.000 ppm BH — 2B; 100.000 ppm Agua — 1A; 100.000 ppm BH — 1B).
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A estabilidade do biodiesel durante o armazenamento e a sua
suscetibilidade a deterioragao causada por fatores quimicos e fisicos ja € bem relatada
pela literatura (Jakeria et al., 2014). A permanéncia do biodiesel durante 30 dias nas
condicdes aplicadas ao experimento favoreceu os resultados observados, indicando
que a comunidade microbiana presente no tratamento RE poderia exigir mais tempo
para que, nessas condi¢des, causasse degradacéo de origem bioldgica ao produto.

Os resultados de PCA e HCA para o tratamento ASTM estdo demonstrados
nas Figuras 11 e 12. Quando comparamos os dados com o tratamento contaminado
denominado ASTM, a PC1 (Figura 11) retrata a degradagédo da carbonila, a parte
positiva mostra os grupos que mantiveram a carbonila (controle e tempo inicial) e a
negativa, os tratamentos contaminados (2.000 ppm e 100.000 ppm com agua e meio
BH), indicando haver aqui uma influéncia na contaminagao microbiana na composi¢ao
quimica do biodiesel apos 30 dias de incubagdo. O grafico de pesos da PC2 (Figura
11), por sua vez, mostra novamente uma banda, como a da agua, na regiao de 1735
cm'. Os resultados observados em ambas analises de PCA e HCA indicam que essas
amostras se separaram em dois grandes grupos, sugerindo uma degradacéo causada

pela comunidade microbiana presente na contaminacao detectada.
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Figura 11 - Analise de componentes principais (PCA) dos dados espectrais referentes aos
tratamentos controle (CT) e ASTM nos tempos inicial (B100) e aos 30 dias (200 ppm — 20; 2.000 ppm
Agua — 2A; 2.000 ppm BH — 2B; 100.000 ppm Agua — 1A; 100.000 ppm BH — 1B).

A comunidade microbiana presente no inéculo ASTM e caracterizada na
Figura 7 foi responsavel pela biodegradacdo observada no biodiesel durante os 30
dias de avaliagao. Foi possivel observar classes de fungos distintas, porém os maiores
representantes dos grupos detectados ja foram observados em trabalhos envolvendo
deterioragdo e degradacado de combustiveis e outros xenobidticos (Bento et al., 2005;
Bucker et al., 2011; Cazarolli et al., 2016; Ye et al., 2017; Azambuja et al., 2017).
Dentro de uma comunidade microbiana, varios perfis metabdlicos podem ser
observados, sendo assim, na natureza, a degradagdo total de uma molécula
xenobidtica pode ser resultado da agdo de varios microrganismos em conjunto
(Kocamemi & Cegen, 2010; Jagtap & Bapat, 2017).

O cometabolismo ocorre quando um substrato € utilizado por um
microrganismo e o efeito do seu metabolismo resulta em outros compostos, os quais
sdo consumidos por outros taxons (Ye et al., 2017). A presenca de uma comunidade
fungica diversa no indculo ASTM é compativel com os resultados observados. Maiores
tempos de estocagem poderiam resultar em maiores diferengas entre os grupos, bem

como em uma maior biomassa resultante do crescimento dos microrganismos.
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Figura 12 - Agrupamento hierarquico (HCA) dos dados espectrais referentes aos tratamentos
controle (CT) e ASTM aos tempos inicial (B100) e aos 30 dias (200 ppm — 20; 2.000 ppm Agua — 2A;
2.000 ppm BH — 2B; 100.000 ppm Agua — 1A; 100.000 ppm BH - 1B).

Os dados referentes a analise da fase oleosa proveniente do crescimento
do fungo P. simplicissimum estdo demonstrados nas Figuras 13 e 14. Quando
observamos o crescimento do fungo P. simplicissimum por meio dos escores da PCA
e dos pesos de cada componente principal, podemos inferir que o tempo de incubagao
teve mais interferéncia nas modificacdes das cadeias carbbénicas do biodiesel do que
a presenga do microrganismo em si. A PC1 separou as amostras do biodiesel no
tempo inicial das demais amostras, passados 30 dias. A PC2, por sua vez, mostrou,
outra vez, a influéncia da concentragcdo de agua. Amostras com 100.000 ppm se
localizam na parte positiva enquanto as com 200 ppm e 2.000 ppm, na parte negativa.
Para esse fungo em especifico, a analise da PC3 mostrou, no entanto, que o grupo
com P. simplicissimum e 100.000 ppm de agua (com o meio BH) apresentou grandes
diferengcas do restante das amostras, identificando essa diferengca como uma
degradagao, embora pequena, dos ésteres do biodiesel causada pela presenga do

fungo nas amostras.
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Figura 13 - Anélise de componentes principais (PCA) dos dados espectrais referentes aos
tratamentos controle (CT) e com o fungo P. simplicissimum (PE) nos tempos inicial (B100) e aos 30
dias (200 ppm — 20; 2.000 ppm Agua — 2A; 2.000 ppm BH — 2B; 100.000 ppm Agua — 1A; 100.000
ppm BH - 1B).

Esse resultado fica evidenciado quando observamos o grafico de HCA,
onde vemos dois grupos formados, separando as amostras do tempo inicial das
demais, e entre as ultimas, quatro grupos podem ser observados. Quando
observamos esses grupos evidenciamos a separagao das amostras com 100.000 ppm
com meio BH das demais. Esse tratamento foi o tratamento com maior biomassa e
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consequente reducgao do pH, indicativo de metabolismo microbiano.
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Figura 14 - Agrupamento hierarquico (HCA) dos dados espectrais referentes aos tratamentos
Controle (CT) e com o fungo P. simplicissimum (PE) nos tempos inicial (B100) e aos 30 dias (200
ppm — 20; 2.000 ppm Agua — 2A; 2.000 ppm BH — 2B; 100.000 ppm Agua — 1A; 100.000 ppm BH —
1B).

Estudos envolvendo fungos filamentosos e leveduriformes e seus
respectivos crescimentos utilizando combustiveis como fontes de carbono sdo bem
estabelecidos na literatura, no entanto, os resultados encontrados neste estudo
trazem informagdes quanto ao desenvolvimento em teores de agua e suportes
minerais diferentes. Como pdde ser observado, maiores teores de agua e a presenga
de N, P e K impulsionaram o crescimento do fungo filamentoso P. simplicissimum,
porém quantidades de agua menores, quase imperceptiveis, também favoreceram o
desenvolvimento de biomassa as expensas do biodiesel.

Yamada-Onodera et al. (2002) observaram a taxa de degradagao de 26%
a 51% de alcanos de cadeia longa, provenientes de 6leo combustivel, pelo fungo P.
simplicissimum (cepa YK). Outros estudos revelaram o potencial do fungo P.
simplicissimum de produzir enzimas relacionadas a degradacéao de biodiesel. A lipase
produzida por um isolado dessa espécie foi caracterizada como sendo inespecifica,
pois hidrolisaria cada uma das trés ligagdes do triacilglicerol (Sztajer et al., 1992).
Gutarra et al. (2009) observaram a producao de lipase pelo fungo P. simplicissimum

utilizando torta de babagu suplementada com melago de cana-de-agucar como
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indutores e obtiveram enzimas capazes de hidrolisar todos os ésteres de p-nitrofenil
testados (C4:0 — C18:0), mostrando maior atividade em substratos com ésteres graxos
de cadeia média.

Sendo assim, pode-se concluir que o crescimento apresentado pelo fungo
P. simplicissimum em biodiesel nas condi¢cdes aplicadas a este estudo sugere a alta
adaptabilidade desse organismo ao substrato e aos mais variados teores de agua. Os
resultados observados por infravermelho apés 30 dias de contato desse fungo no
biodiesel também apontam para a grande capacidade de degradagao de ésteres de

acidos graxos por esse isolado.

6.6 CONCLUSOES

Foi observada a influéncia do teor de agua sobre o crescimento de
microrganismos e a estabilidade quimica do biodiesel durante o armazenamento
simulado. Altos teores de agua favoreceram o crescimento microbiano, no entanto,
biomassas quase imperceptiveis foram observadas em teores de 200 ppm de agua.
O armazenamento simulado durante 30 dias provocou a absor¢do de agua pelo
biodiesel, retirando-o das especificacdes previstas em lei. O aporte nutricional contido
nos teores de agua maiores foi responsavel por selecionar a comunidade fungica a se
desenvolver as expensas do biodiesel. Maiores tempos de incubacdo poderiam
provocar maiores danos de origem bioldgica as cadeias carbénicas do biodiesel por
essa comunidade microbiana.

O fungo filamentoso P. simplicissimum beneficiou-se das condicdes
avaliadas, produzindo biomassa em todos os tratamentos e provocando alteraces na
estrutura dos ésteres do biodiesel ao final de 30 dias. Os resultados observados neste
trabalho indicam haver grande influéncia do teor de agua na estabilidade quimica e
microbiolégica do biodiesel durante o armazenamento, sendo necessario uma maior
atencdo as condicbes durante a estocagem desse biocombustivel, puro e nas
proporcdes cada vez mais crescentes utilizadas em diesel de petroleo, demandada

pela industria.
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7.1 HIGHLIGHTS

Os compostos naturais avaliados nao apresentaram capacidade
bioestatica ou biocida sobre os microrgaismos presentes no indculo nao
caracterizado.

As modificagbes quimicas dos ésteres do biodiesel, com propriedades
antioxidantes e/ou anticongelantes, ndo foram capazes de controlar o crescimento
microbiano na presenca de biodiesel.

O dleo de pirdlise de casca de arroz apresentou agao biocida apds 15 dias
de contato com o in6culo ndo caracterizado em um sistema bifasico, com biodiesel e

meio minimo mineral.
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7.2 RESUMO

A estabilidade do biodiesel e de suas misturas com diesel a degradacao
durante o armazenamento tem sido considerada em estudos desde a introducdo do
biocombustivel na matriz energética brasileira. Além de reagbes de natureza
hidrolitica e oxidativa, os quais contribuem para alteracbes nas propriedades do
biodiesel, o desenvolvimento microbiano durante o armazenamento pode resultar na
formacéao de polimeros soluveis e insoluveis, sob a forma de depdsitos e borras, que
geram entupimentos e perdas durante a estocagem do combustivel. Algumas medidas
podem ser tomadas para aumentar a resisténcia do biodiesel a degradagao oxidativa
e ao crescimento microbiano. O uso de aditivos € amplamente estudado e muitas
moléculas com capacidade de aumentar o tempo de prateleira do biodiesel e de sua
mistura com diesel ja foram identificadas. Com o intuito de observar o potencial
antimicrobiano de aditivos de origem natural e sintética, foram realizados testes
quanto ao desempenho desses produtos para eliminar uma populacdo microbiana
autéctone do sistema de estocagem de biodiesel. Foram avaliados 12 produtos
naturais e 4 produtos sintéticos, sendo que n&o foi observada atividade
antimicrobiana, nem inibitoria, tampouco biocida em nenhum dos produtos testados.
Apenas um deles foi capaz de eliminar a populagdo microbiana apos 15 dias de
incubagao, no entanto a concentracdo excedeu o limite imposto pela Resolucdo ANP

n°. 45, de 2014, (5.000 ppm) para o uso em biodiesel.

7.3 INTRODUCAO

De acordo com a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), o biodiesel € um combustivel composto por alquil ésteres de
acidos carboxilicos de cadeia longa, os quais sao produzidos a partir de um processo
conhecido como transesterificagao e/ou esterificagao, e cujas matérias primas podem
ser material graxo, de gorduras de origem vegetal ou animal (ANP, 2014). No Brasil,
por meio da lei n°. 11.097, de 2005, o biodiesel vem sendo adicionado ao diesel de
petroleo, de forma mandatoria.

De acordo com a ANP, atualmente existem dois tipos de dleo diesel

comercializados no pais, o 6leo diesel maritimo e o rodoviario. O éleo diesel rodoviario
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é classificado como tipo A (sem adigdo de biodiesel) ou tipo B (com adigdo de
biodiesel) (ANP, 2013). Atualmente, a proporgéo de biodiesel no diesel comercializado
no territério brasileiro € de 10%, denominado B10, e a perspectiva no cenario nacional
€ que esse percentual aumente nos proximos anos.

A producéo de biodiesel ocorre pela reagdo de um acido graxo com um
alcool, geralmente de cadeia curta (metilico ou etilico), denominada de
transesterificagao (Lobo et al., 2009). A fonte de acido graxo mais utilizada no territério
brasileiro como matéria prima para a reacao de transesterificagdo € a soja, além dela,
outras matérias primas também s&o utilizadas, estando entre elas o éleo de algodéo,
a gordura animal e os 6leos residuais (Knothe et al., 2006; ANP, 2018).

Cada matéria prima tem um perfil de acidos graxos diferente, transferindo
ao biocombustivel produzido caracteristicas intrinsecas a elas, ou seja, as
propriedades e atributos dos combustiveis estdo intimamente ligadas a sua
composi¢cédo quimica (Lébo et al., 2009; Pinho et al., 2016; Ramos et al., 2017). Um
perfil de acidos graxos saturados tende a apresentar incoeréncias durante a exposi¢ao
do biodiesel a temperaturas baixas (Bankovic-lli¢ et al., 2014). Quanto maiores e mais
saturadas as moléculas do acido graxo, maior o numero de cetanos e a cristalizagéo
durante a exposicao ao frio, a qual diminui a sua fluidez, dificultando a combustao do
combustivel (Bankovi¢-Ili¢ et al., 2014; Vargas et al., 2017). Por outro lado, ésteres
saturados sdo mais resistentes a oxidagcao, demonstrando maior estabilidade durante
o armazenamento (Kumar, 2017).

Entre as matérias primas utilizadas como precursoras para a produg¢ao de
biodiesel, as gorduras animais acabam despertando um grande interesse devido ao
seu baixo custo de obtengao. Sebo bovino, gordura de frango, banha de porco e 6leo
de peixe podem ser utilizados como fonte de material graxo da reagdo de
transesterificagdo. Estes sdo considerados residuos industriais e ndo uma fonte
renovavel de energia, além de serem subprodutos com custo relativamente baixo
quando comparado a oleaginosas como a soja, por exemplo, as quais demandam
tratamento e destinagao correta (Moura, Silva & Souza, 2007; Meneghetti, Meneghetti
& Brito, 2013; Bankovié-lli¢ et al., 2014). O sebo & constituido por triacilglicerideos que
tem na sua composigéo, predominantemente, os acidos palmitico (C16:0), estearico
(C18:0) e oleico (C18:1) (Moura, Silva & Souza, 2007; Meneghetti, Meneghetti & Brito,
2013). No estado do Rio Grande do Sul, o biodiesel puro B100 pode apresentar,
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dependendo da estacdo do ano, diferentes proporgdes quanto a origem do
biocombustivel, soja e sebo (Soares et al., 2014).

O biodiesel somente é liberado para o mercado apds passar por algumas
analises especificadas pela Resolucao ANP n° 45, de 2014. Entre as analises
exigidas estdo: o teor de éster, a viscosidade cinematica a 40 °C, a massa especifica
a 20 °C, o teor de agua, o indice de acidez, a estabilidade a oxidagédo a 110 °C, etc.
Alguns parametros também sao utilizados para avaliar o comportamento desses
biocombustiveis em regides de clima mais frio, entre eles Ponto de névoa (cloud
point), Ponto de fluidez (pour point) e Ponto de entupimento de filtro a frio (cold filter
plugging point) (Moser, 2013).

Com o intuito de contornar problemas relacionados a solidificagao do
biodiesel em climas frios, a utilizacdo de aditivos quimicos é amplamente indicada.
Alguns aditivos melhoram as propriedades de fluidez a baixas temperaturas e, mesmo
tendo sido desenvolvidos para o uso em combustiveis fosseis, apresentam eficacia
também em combustiveis alternativos a base de gordura animal. Aqueles também tém
seu limite de aplicagdo em biodiesel fixado em resolugdo, a qual exige que nao se
ultrapasse 5.000 ppm (Liu, 2015; ANP, 2014).

Por ser composto por ésteres de acidos graxos, o biodiesel possui maior
degradabilidade do que o diesel, cujos constituintes s&o basicamente hidrocarbonetos
de cadeias longas e, comparativamente, pode ser de mais dificil degradagdo no
ambiente (Pinto et al., 2005; Mariano et al., 2008). Essa propriedade é considerada
uma das vantagens de se adicionar biodiesel ao diesel em relacdo a contaminagao
ambiental. Porém, ela pode ser uma desvantagem quando analisada pelo ponto de
vista da armazenagem, visto que normalmente ha microrganismos presentes no
combustivel e a nova formulagdo do combustivel diesel, agora com uma porcentagem
de biodiesel, torna o sistema mais suscetivel a contaminag&o microbiana (Passmann
et al., 2005; Dodos et al., 2012; Zimmer et al., 2013; Bucker et al., 2014). Uma vez
estabelecida uma condicdo favoravel e iniciado o crescimento microbiano, é
observado o surgimento de uma massa bioldgica (lodo) no tanque de estocagem
(Gaylarde et al., 1999; Van Hamme et al., 2003; Meneghetti, Meneghetti & Brito, 2013;
Blcker et al., 2014).

Procedimentos como drenagens frequentes e limpeza dos tanques de

armazenamento podem ser uma forma preventiva de controlar o crescimento
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microbiano e evitar o comprometimento da qualidade final do produto armazenado
(Gaylarde et al., 1999; Bucker et al., 2011; Bento et al., 2016). Como alternativa, o uso
de produtos quimicos sintéticos, puros ou em formulagdes com outras moléculas,
denominados pacotes multifuncionais, € amplamente incentivado (Passman, 2013).
No entanto, pouco se sabe sobre a influéncia que o uso de produtos aditivos,
responsaveis pelo melhoramento de propriedades dos combustiveis quando em
situacbes desfavoraveis durante o armazenamento, possui sobre a comunidade
microbiana presente naturalmente no sistema de estocagem. Neste contexto, este
trabalho visa avaliar a ac&o antimicrobiana de compostos melhoradores de
propriedades como anticongelantes e antioxidantes com potencial de uso em
biodiesel, diesel e suas misturas frente a comunidades microbianas autéctones do

sistema de armazenamento de combustiveis.

7.4 MATERIAL E METODOS

7.4.1Pesquisa Bibliografica

Uma busca na base de dados  Web of  Science
(https://clarivate.com/products/web-of-science/), que disponibiliza acesso a mais de
9.200 titulos de periddicos, foi realizada com o intuito de identificar artigos e trabalhos
académicos cujo foco principal € o uso de aditivos em diesel e biodiesel. A base de
dados utilizada foi a Principal Colecdo do Web of Science e foram utilizados,
inicialmente, os termos “diesel” ou “biodiesel” (como titulo) e, posteriormente, os
termos “additive” e “natural” foram adicionados como tentativa de selecionar, entre os

resultados, trabalhos cujo foco poderia ser aditivos de origem natural.

7.4.2 Compostos avaliados

As avaliagbes descritas a seguir foram um esforgo conjunto entre as
Universidades Federais do Rio Grande do Sul (UFRGS), da Fronteira Sul (UFFS) e
do Parana (UFP), totalizando 16 compostos, entre extratos naturais e produtos

sintéticos, relacionados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Relagdo dos compostos testados.

Produto testado pelo LABBIO Estado Fisico Fabricagdo/Marca Comercial
Erva-mate (P) (folhas) Pé Fabricagao propria
Erva-mate (folha e galhos) Pé Erva-mate Laranjeiras
Jabuticaba (Casca da fruta) Po Heide — Extratos vegetais
Alho (bulbo) Po Active Farmacéutica
Limoneno Liquido Citrosuco
PA18HQ Liquido Fabricagao proépria
1MB3 Liquido Fabricagao propria
3MB3 Liquido Fabricagao propria
6MB3 Liquido Fabricacao prépria
Tanino Quebracho Pé Silva Team
Tanino Castanheiro P6 Silva Team
Tanfood Pé TANAC
Tara Powder P6 Silva Team
e o e o | viawas
Oleo driiz:'?ollr?gacjse(ﬁ)lljr?:g) to por Liquido Fabricagao propria
Oleo de pirdlise de casca de arroz Liquido Fabricacao prépria

7.4.3 Selegao de Aditivos com Propriedades Antimicrobianas

Com o intuito de observar o potencial antimicrobiano dos aditivos
selecionados foram conduzidos ensaios para determinacédo da concentragdo minima
inibitéria (CMI) e concentragdo minima biocida (CMB), em frascos de vidro

esterilizados com 20 mL de capacidade (Figura 1).

CONCENTRAGAOQ DE ADITIVO
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Figura 1 - Esquema ilustrativo sobre as diluicbes dos aditivos e avaliagcdo da viabilidade microbiana
(técnica de drop-plate) na determinagédo das CMI e CMB.
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Os ensaios foram realizados de duas formas: com caldo de cultivo (meio
rico em nutrientes LB — Luria Bertani) e na condigdo simulada com biodiesel e meio
minimo mineral. A forma de avaliacdo escolhida para cada aditivo foi dependente da
solubilidade em biodiesel, quando nao soluvel a acao antimicrobiana foi avaliada pelo

meio de cultivo caldo LB.

7.4.3.1 Determinagédo da CMI e CMB

Solugdes estoque de 12 a4 g L' (12.000 a 4.000 ppm) de cada aditivo em
caldo LB — Luria Bertani (Himedia) — foram preparadas e entao realizada dilui¢des
sucessivas, a partir das quais concentragdes entre 6 e 0,250 g L' foram avaliadas.
Um frasco contendo apenas caldo LB sem aditivos foi considerado a condicéo
controle. Apos as dilui¢gdes foi adicionada a cada frasco uma aliquota de um inéculo
ndo caracterizado na concentragédo de 10% células mL-', preparado de acordo com a
norma ASTM E1259-18 adaptada para biodiesel. As analises foram realizadas durante
15 dias por meio da determinacao da CIM, que foi realizada visualmente tendo-se
como critério a formagao de biomassa/turbidez do meio LB. A determinagao da CMB
(concentragdo capaz de promover a inviabilidade celular e/ou dos esporos) foi
realizada inoculando, em cada tempo amostral, uma aliquota do meio LB em placas
de petri contendo meio de cultura para Contagem Celular (PCA) e meio de cultura
para fungos Agar Batata-Dextrose (BDA). Subsequentemente, as placas foram
incubadas em estufa a 30 °C por 24 h.

Para a avaliagdo em meio mineral e biodiesel, foram preparadas solugoes
estoque de 12 a 4 g L' de cada aditivo em biodiesel de soja puro (B100) e entdo
realizada uma diluigdo sucessiva, a partir das quais concentragdes entre 6 e 0,250 g
L-! foram avaliadas. Da mesma forma, um frasco contendo 6 mL de biodiesel sem os
aditivos foi considerado a condi¢ao controle. Apds as diluigdes foi adicionado a cada
frasco 1,5 mL de meio minimo mineral contendo um indculo n&o caracterizado na
concentragéo de 10° células mL™", preparado de acordo com a norma ASTM E1259-
18 adaptada para biodiesel. As analises para a determinagéo da CIM e da CMB foram
realizadas da mesma maneira que a descrita anteriormente para o meio LB.

A biomassa formada pelos microrganismos presentes no inéculo ASTM na

presenca dos aditivos foi avaliada ao final dos 15 dias por meio do método
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gravimétrico, pelo qual ela foi filtrada em um sistema a vacuo em discos de papel filtro
previamente pesados (Marca J. Prolab, gramatura 80, espessura 205 um, porosidade
14 pm). Os discos contendo a biomassa foram colocados em estufa a 30 °C durante
4 dias para secagem e apo6s mantidos durante 24 h em dessecador. Apos esse
periodo, foram pesados em uma balanga de precisao (Marca Marte, modelo AL200C).
Para o calculo da biomassa produzida os valores iniciais foram subtraidos dos pesos

finais das membranas.

7.4.4 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com os dados da biomassa
recuperada dos frascos ao final do experimento foram estatisticamente analisados
com auxilio do software BioEstat Versdo 5.0 (AnalystSoft). Analises de variancia e
Teste de Dunnet ao nivel de 5% de significancia foram realizados com o intuito de
comparar os resultados obtidos para cada concentragao de aditivo quanto ao controle,

sem aditivo.

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca na base de dados Web of Science possibilitou identificar artigos
académicos cujos assuntos fossem diesel e biodiesel com foco em uso de aditivos e
aditivos naturais. Correlacionando os termos “diesel” ou “biodiesel” (como titulo)
observou-se que a plataforma apresentou um total de 38.539 publica¢des no periodo
entre 1945 e 2019. A partir desses dados a pesquisa foi refeita, inserindo entao o
termo “additive”. Os resultados gerados foram de 1.768 publicagbes, as quais
representam 4,5% do total de trabalhos identificados inicialmente. Quando o termo
“natural” foi adicionado, os resultados diminuiram mais de 90%, sendo 136 trabalhos
académicos encontrados com foco em trabalhos com aditivos naturais para uso em
diesel e biodiesel. Baseando-se nesses resultados pdde-se concluir que ainda ha
muito a ser explorado no campo de aditivos provenientes de fontes renovaveis.

Um produto considerado ideal com capacidade antimicrobiana para uso em
combustiveis possui algumas caracteristicas especificas, tais como: ter amplo

espectro de agao antimicrobiana (eliminar fungos e bactérias), ndo ser corrosivo,
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manter o seu efeito na presenca de outras substancias, ser biodegradavel e ter baixo
custo (Gaylarde et al., 1999; Yemanshova et al., 2007; Zimmer et al., 2011; Passman,
2013).

Dos 16 produtos testados nas condi¢cdes pré-determinadas, 9 foram
testados na condicdo com biodiesel e meio mineral pelo critério de solubilidade em
biodiesel. Essa avaliagdo € uma tentativa de simular as condigdes de estocagem, com
a microbiota presente em contato com o combustivel e o aditivo. Os demais, os quais
nao puderam ser diluidos no biodiesel, foram avaliados com meio de cultura rico em
nutrientes, condigdo 6tima para o crescimento microbiano.

Os resultados observados para a concentracdo minima inibitéria e para a
concentracdo minima biocida para os compostos aditivos testados neste trabalho
estao apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Pdde-se observar que as 4
h de incubagcdo a maioria dos produtos testados apresentou crescimento microbiano
na maior concentragéo avaliada (2.000 ppm), turvando o meio LB ou 0 meio minimo
mineral, com excecdo das amostras contendo Oleos de pirdlise, Limoneno, PA18HQ
e PA12A18HQ. Para todos os produtos testados apos 24 h de incubacéao, foi
observado crescimento em todas as concentragbes testadas. Nao foi possivel
determinar a CMI para os quatro taninos testados pois estes ja demonstraram uma
turbidez no momento da diluicdo sucessiva. Sendo assim, seguiu-se apenas com a

CMB para a avaliagao desses compostos.

Tabela 2 - Valores da Concentragdo Minima Inibitéria dos compostos testados com um inéculo ndo
caracterizado (ASTM E1259-18).

Concentragao Minima Inibitéria (CMI)

Produtos
4h 10 h 24 h 72h 120 h 240 h 360 h
Erva-mate (P) >2000  >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Erva-mate >2000  >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Jabuticaba >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Alho >2000  >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Limoneno 1000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
PA18HQ 1000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
PA12A18HQ 1000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
1MB3 >2000  >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
6MB3 >2000  >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000

Tanino Quebracho - - - - - - -
Tanino Castanheiro - - - - - - -
Tanfood - - - - - - -
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Tara Powder - - - - - - -
Oleo de pirdlise de
eucalipto (convencional)
Oleo de pirdlise de
eucalipto (microondas)
Oleo de pirdlise de
casca de arroz <750 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000
(convencional)

<750 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000

<750 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000

Tabela 3 - Valores da Concentragdo Minima Biocida dos compostos testados com um inéculo nao
caracterizado (ASTM E1259).

Concentragado Minima Biocida (CMB)

Produtos
4h 10 h 24 h 72 h 120 h 240 h 360 h
Erva-mate (P) >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Erva-mate >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Jabuticaba >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Alho >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Limoneno >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
PA18HQ >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
PA12A18HQ >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
1MB3 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
6MB3 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Tanino Quebracho >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Tanino Castanheiro >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Tanfood >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
Tara Powder >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000

Oleo de pirdlise de
eucalipto (convencional)
Oleo de pirdlise de
eucalipto (microondas)
Oleo de pirdlise de
casca de arroz <750 >6000 >6000 >6000 >6000 6000 6000

(convencional)

<750 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000

<750 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000 >6000

Para a maioria dos compostos duas diluicdes foram testadas, sendo que
alguns aditivos, por disponibilidade de material, puderam ser testados em diluicbes
mais concentradas (4.000 a 6.000 ppm). Os resultados observados na Tabela 3
indicam ndo haver acgdo antimicrobiana dos produtos testados sobre os
microrganismos presentes no inéculo ASTM.

Apenas para o composto proveniente de 6leo de pirdlise de casca de arroz
foi possivel observar a morte celular a partir dos 10 dias de contato do aditivo com a
comunidade microbiana avaliada. Esse composto apresentou efetividade em controlar
a contaminagao microbiana quando utilizado na concentracdo de 6.000 ppm. Apesar

de ter tido resultados positivos, o uso desse 6leo como um aditivo de biodiesel, da
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forma como se apresenta, estaria descartado pois € visto que seu espectro de agao
esta acima do limite preconizado pela legislagédo (5.000 ppm - Resolugdo ANP n°. 45,
de 2014).

Apods 14 dias, os valores de peso seco relativos ao crescimento microbiano
foram obtidos por filtracdo e estdo apresentados na Figura 2. Os resultados para cada
produto, e respectiva concentragcdo, sugerem que a presencga da maioria dos aditivos
estimulou o crescimento microbiano, sendo que os maiores valores de biomassas
foram observados nas concentragdes mais altas aplicada. Alguns trabalhos confirmam
o potencial antimicrobiano de diversos compostos fendlicos cujos modos de agéo
envolvem a desnaturagao de proteinas e a alteracéo da permeabilidade celular com
comprometimento da membrana plasmatica (Park et al., 2001; Almeida, 2007; Daglia,
2012; Chaaban et al., 2018).
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Figura 2 - Valores de biomassa recuperada dos frascos apos 15 dias de incubagdo com os
compostos testados.

O potencial de uso de extratos de erva-mate (llex paraguariensis) como
antioxidantes e antimicrobianos ja € bem discutido pela literatura (Burris et al., 2012;
Martin et al., 2013). O potencial antioxidante deve-se a composigao dos extratos dessa
planta, a qual inclui uma variedade de polifendis, xantinas, derivados de cafeaoill,
saponinas e minerais (Burris et al., 2012). O potencial antimicrobiano foi avaliado
utilizando microrganismos considerados patdégenos alimentares. Os extratos

alcoolicos de erva-mate apresentaram atividade contra cepas de Staphylococcus
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aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 07644, Salmonella enteritidis
ATCC 13076 e Escherichia coli ATCC 25922 (Martin et al.,, 2013). Os autores
identificaram polifendis na erva-mate como responsaveis pela agao antimicrobiana.
Exemplos de polifendis que podem ser encontrados nos extratos de erva-mate
incluem acido caféico, cafeina, derivados de cafeoilo, acido cafeoilchiquimico, acido
clorogénico, acido feruloilquinico, kaempferol, quercetina, acido quinico, rutina e
teobromina (Burris et al., 2012). Nossos resultados mostraram que a presenga dos
extratos de erva-mate promoveu o crescimento microbiano, servindo como um aporte
de nutrientes, pois foi verificado uma maior biomassa nos frascos contendo 2.000 ppm
de erva-mate (6,10 £ 0,20 mg) (P<0.05). No entanto, para as demais concentragdes
e para a erva-mate (fabricagao prépria — p) os valores obtidos nao diferiram do controle
(P>0,05).

Para o extrato de jabuticaba, a biomassa recuperada dos frascos nao se
alterou quando comparada ao controle (P>0.05). Autores ja identificaram que extratos
dessa planta possuem altos teores de compostos fendlicos (Araujo et al., 2013). No
entanto, quando frente a comunidade microbiana autdctone de biodiesel, esses nao
foram efetivos em controlar o crescimento microbiano.

O extrato de alho demonstrou reducao estatistica nos valores de biomassa
recuperados nos tratamentos aos quais foi aplicado, quando comparado com o
controle sem aditivos. O uso de alho é historicamente conhecido e suas atividades
antibacterianas, antifungicas, antivirais e antiprotozoarios ja foram exploradas (Harris
et al., 2001; Milani et al., 2016; Felix et al., 2018). A efetividade de extratos de alho no
controle do crescimento de cepas ATCC foi testada e a capacidade antimicrobiana de
Allium sativum foi relacionada a variacéo do tipo de extrato, da concentracdo aplicada
e do tipo de microrganismo (Felix et al., 2018). Outros autores determinaram, a partir
de varios métodos de extragao, que o extrato etandlico de alho exibiu as propriedades
mais antimicrobianas, sendo o composto alicina responsabilizado pelos resultados
observados (Cavallito & Bailey, 1944).

Em nossos resultados foi observado um aumento na biomassa do
tratamento com 1.000 ppm (P<0,05), sugerindo que concentragdes menores que
1.000 ppm podem ter servido como a fonte de nutrientes/carbono que promoveu o
crescimento dos microrganismos presentes no indculo. Quando a dose utilizada foi

duplicada para 2.000 ppm, a biomassa recuperada dos frascos chegou a se equiparar
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com a condig&o controle (0 ppm) (P>0.05).

O limoneno € um terpeno monociclico formado por duas unidades de
isopreno (Ciriminna et al., 2014). Produzido na natureza como um metabdlito
secundario de plantas, esse composto € alvo de variados estudos que viabilizam seu
uso como um aditivo de biodiesel (Mack et al., 2014; Mewalal et al., 2017; Micheli et
al., 2018). A biomassa recuperada dos frascos contendo 1.000 ppm de limoneno foi
maior que o crescimento detectado para os frascos controle (P<0,05), sendo que com
2.000 ppm igualaram a biomassa recuperada ao tratamento sem o aditivo, controle
(condicao sem aditivo (P>0,05). A degradacgao de limoneno e consequente uso de sua
estrutura como fonte de carbono para o crescimento microbiano é extensivamente
explorada pela literatura. As biotransformagdes de D-limoneno por leveduras e fungos
parecem ser iniciadas por enzimas denominadas monoxigenases (mediadas pelo
citocromo P-450) (Duetz et al., 2003; Marmulla & Harder, 2014). Além disso, varios
estudos indicam que as enzimas responsaveis pelas rotas de degradagéo do
limoneno, podem ser constitutivas, fazendo com que mais microrganismos possam
reconhecer e degradar terpenos naturalmente (Duetz et al., 2003). Desta forma, esse
composto ndo apresentou potencial como aditivo antimicrobiano para uso em
biodiesel.

Com base nos resultados apresentados, ndo foi observada atividade
antimicrobiana dos taninos vegetais, alvos deste estudo, nas concentragdes, nos
tempos e nas condi¢cdes avaliadas. Taninos sdo metabdlitos secundarios de plantas.
Eles sdo compostos fendlicos de grande interesse econdbmico e ecologico e
apresentam solubilidade em agua e s&o responsaveis pela adstringéncia de muitos
frutos e produtos vegetais (Monteiro et al., 2005). Sdo amplamente usados na
industria do couro, na qual, juntamente com o cromo, sdo considerados reagentes de
bronzeamento, responsaveis pela fase de curtimento do couro (Agustini et al., 2018;
Prigione et al., 2018). Com sua composi¢ao basicamente fendlica, os taninos possuem
alto potencial antimicrobiano, sendo que a concentragao de taninos superior a 0,2 g
L' poderia inibir fortemente a atividade microbiana, enquanto 2 g L' de taninos
cessariam completamente a atividade microbiana (Agustini et al., 2018).
Provavelmente, o mecanismo de acdo estaria ligado a ligagbes de hidrogénio
realizadas entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados sitios das proteinas,

fazendo com que ocorra a desnaturagao de proteinas (Monteiro et al., 2005; Daglia,
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2012). No entanto, o crescimento de microrganismos, autéctones de um sistema de
estocagem de biodiesel, na presencga de taninos foi determinado na Figura 2.

Para os taninos de Castanheiro e Tanfood, quanto maior a concentragao
aplicada, maior o crescimento microbiano em comparagao com o tratamento controle
(P<0,05). Esses resultados podem estar relacionados a capacidade da comunidade
microbiana n&o caracterizada em produzir, entre outras enzimas, a enzima tanino acil
hidrolase. Conhecida como tanase (E.C: 3.1.1.20), essa enzima é produzida por
fungos, bactérias e leveduras e é responsavel por hidrolisar ésteres e ligagdes laterais
de taninos hidrolisaveis, gerando glicose e acido galico, os quais s&o fontes de
carbono facilmente assimilaveis (Macedo et al., 2005; Prigione et al., 2018).

Outra abordagem a ser utilizada consiste em modificagdes quimicas nos
proprios ésteres do biodiesel, as quais vém chamando a atencédo quanto ao potencial
de uso como aditivos e que, junto ao biodiesel, teriam capacidade de controlar o
crescimento de alguns microrganismos (Oliveira et al., 2017; Costa et al., 2018). O
aditivo 1MB3 (Octadecanoato de metila-9-catecol) e o 6MB3 (Octadecanoato de
metila-9-hidroquinona; derivado de biodiesel de canola puro) foram preparados a partir
de esteres de acidos graxos, com a adigdo dos grupamentos catecol e hidroquinona,
respectivamente (Muniz-Wypych, 2016). P6de-se observar que doses menores que
4.000 ppm do aditivo 6MB3 foram responsaveis por induzir a formagao de biomassa
pela comunidade microbiana (P<0,05). A partir de 4.000 ppm a biomassa recuperada
foi igual a do controle (P>0,05). O aditivo 1MB3 ndo apresentou diferengas entre as
doses aplicadas e o tratamento controle (P>0,05).

Elementos como o catecol sdo compostos fendlicos resultantes da
degradagao no ambiente de hidrocarbonetos aromaticos e lignina por microrganismos
e o potencial antimicrobiano destes tem sido extensamente estudado (Schweigert et
al., 2001; Amato et al., 2018). Os catecodis possuem potenciais antioxidantes e pro-
oxidantes, sendo que esse ultimo danificaria moléculas como o DNA e proteinas.
Devido a sua atividade de ciclagem redox, eles também podem afetar o
funcionamento da membrana plasmatica (desnaturacdo proteica e alteragdo da
permeabilidade) de células microbianas (Schweigert et al., 2001; Dodos et al., 2017).
Dodos et al. (2017) observaram a ag&o antioxidante e antimicrobiana de 10 aditivos
sintéticos e naturais, sendo que entre os naturais, compostos com derivados de

pirocatecol, MCT (metil catecol) e TBC (tert-butil catecol) provaram ser eficientes em
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inibir o crescimento microbiano da bactéria Bacillus stearothermophilus em biodiesel,
semelhante ao comportamento observado para os aditivos sintéticos TBHQ e
propilgalato (PG). No entanto, tal atividade nao foi observada nas condi¢des aplicadas
em nosso estudo, durante o cultivo de microrganismos presentes no inéculo ASTM na
presencga de aditivos contendo esse grupamento.

Os aditivos PA18HQ (poli[acrilato de oleila]) e PA12A18HQ (poli[acrilato de
dodecila-co-acrilato de oleila-co-acrilato de estearila]) foram sintetizados a partir da
homopolimerizacado de mondmeros acrilicos com a adi¢gao de hidroquinona (Muniz-
Wypych, 2016). Para ambos aditivos, foram observados aumentos nos valores
recuperados de peso seco quando comparados aos controles, ndo apresentando
diferengas entre as doses aplicadas (P>0,05).

O TBHQ (terc-butil hidroquinona), aditivo antioxidante disponivel
comercialmente e amplamente recomendado, possui em sua cOmposicdo o
grupamento hidroquinona e ja apresentou atividade antimicrobiana contra
microrganismos isolados provenientes de tanques de estocagem de diesel e biodiesel
(Jain & Sharma, 2010; Beker et al., 2016a; Kleinberg et al., 2017). Beker et al. (2016a)
observaram o efeito antimicrobiano do aditivo TBHQ nas concentragdes de 250 ppm,
500 ppm e 1.000 ppm no crescimento de B. pumilus, P. boydii e C. guilliermondii e P.
variotii, respectivamente. No entanto, frente a comunidade microbiana presente em
um in6culo ASTM o TBHQ nado apresentou efetividade em controlar ou inibir o
crescimento dos microrganismos.

Outros trabalhos apresentaram a abordagem de modificagdes dos ésteres
do biodiesel a fim de evitar algumas desvantagens durante o seu armazenamento. A
hidroformilagao de ésteres de acidos graxos foi o recurso utilizado por Ramalho et al.
(2016). Esta consiste na adicdo de um grupo formil (H-C=0) as liga¢gdes duplas
presentes nos ésteres do biodiesel. Os autores observaram que, a partir de 5% de
mistura dos ésteres modificados no biodiesel, a atividade antimicrobiana foi detectada
para todos os fungos testados. Para todas as bactérias alvo, essa proporgéo foi de
10%. Além disso, a reducio de 25% de biomassa formada pelo isolado A. fumigatus
foi observada aos 28 dias de incubagdao na mistura de ésteres modificados com
biodiesel de 5%.

Os valores de biomassa recuperados dos frascos dos tratamentos com 6leo

de pirdlise, em todas as concentracdes utilizadas, nao diferiram dos controles,
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estatisticamente (P>0,05). A aparéncia da biomassa avaliada por microscopia optica
€ apresentada na Figura 3. O tratamento com 6leo de pirdlise de casca de arroz na
concentragao de 6.000 ppm foi responsavel pela morte celular de fungos e bactérias,
sendo observada apds 15 dias de contato do indéculo com o aditivo diluido em
biodiesel. P6de-se observar a auséncia de hifas no tratamento com casca de arroz a
6.000 ppm apos os 15 dias de incubagao, quando comparados aos demais 6leos de
pirdlise preparados a partir de biomassa de eucalipto, o que confirma que os
componentes presentes naquele 6leo de pirdlise possuem potencial esporostatico e
esporicida sobre os fungos observados no inéculo ASTM.

A pirolise realizada a partir de biomassa vegetal € geralmente definida
como a sua decomposicao na auséncia de ar a pressao atmosférica, em temperaturas
entre 450 e 550 °C, a qual produz bio-6leo liquido, biocarvao sélido e produtos de gas
nao condensavel. Outros nomes para o bio-6leo liquido sdo 6leo de pirdlise ou
somente bio-0leo (Qi et al., 2007; Kan et al., 2016).
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Eucalipto Microondas 15 dias 6000 ppm

Figura 3 - Microscpia Optica da biomassa detectada para os tratamentos com 6leos de pirdlise, na
concentracdo mais alta aplicada apos 15 dias de incubagao. Coloragdo com Azul de Lactofenol e
Aumentos de 400x e 1.000x (imers&o).

Os bio-6leos sdo misturas de diferentes moléculas derivadas da
fragmentagao da celulose, hemicelulose e lignina, sendo assim, a composigcao desses
difere de combustiveis derivados do petréleo e biodiesel, por exemplo (Qi et al., 2007).
A composicao dos oleos de pirdlise € dependente do tipo de biomassa utilizada como
matéria prima. O bio-6leo produzido a partir da casca de arroz € semelhante a outros
bio-6leos quanto a sua composigao quimica, sendo constituida basicamente de agua,
alcanos, cetonas, acidos carboxilicos, aldeidos, ésteres, compostos nitrogenados,
compostos aromaticos, alcoois e éteres (Qiang et al., 2018).

A avaliagédo de um bio-6leo como um antimicrobiano foi realizada por Beker
et al. (2016b). Os autores observaram o potencial de agcado antimicrobiana de um bio-
6leo produzido a partir de 6leo de soja, graos de café e serragem de eucalipto quanto
ao uso como um antimicrobiano aplicado a mistura de diesel B10 de 0 a 10%. Foi
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observado o controle do crescimento dos fungos Paecilomyces variotii e Candida
silvicola com 4% de bio-6leo adicionado ao diesel. Para a bactéria Bacillus pumilus
esse valor foi de 1%. Quando um inéculo ndo caracterizado foi utilizado, esse néo
apresentou crescimento a partir de 0,25%. Esses resultados sugerem que o 6leo de
pirélise possui capacidade de inibir o crescimento de varios tipos de microrganismos.
Beker et al. (2016b) observaram a presencga de varios compostos fendlicos no meio
de cultura utilizado como fonte de nutrientes para o crescimento microbiano e
conferiram a esses compostos a atividade observada.

O extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.) apresenta compostos
fendlicos, carnosol, acido carndsico e acido rosmarinico. Aquele tem alto poder
antioxidante e foi avaliado, ao ser aplicado em biodiesel, quanto a sua capacidade
antioxidante e antimicrobiana (Ribeiro et al., 2016; Beker et al., 2016c¢). Beker et al.
(2016c¢), avaliando o mesmo extrato contra microrganismos isolados de combustiveis,
Bacillus pumilus, Pseudomonas aeruginosa, Candida guillermondii, Paecilomyces
variotii € um inéculo ndo-caracterizado (Norma ASTM 1259) em meio de cultura, ndo
observaram efeito antimicrobiano em concentragdes de 1.000 mg kg™.

Moléculas sintéticas, conhecidas como biocidas, sdo compostos orgénicos
e inorgénicos com alto potencial de desinfeccdo, comumente utilizados para remogéo
de microrganismos de um ambiente (Bautista et al., 2016). Os biocidas sao utilizados
nos Estados unidos e na Europa como uma forma de preservacdo dos combustiveis
(Gaylarde et al., 1999; Passman, 2013; Zimmer et al., 2017). Os grupos quimicos
indicados como biocidas sdo isotiazolonas, carbamatos, tiocarbamatos,
organoboranas, oxazolidinas, hexahidrotriazines, aldeidos, imidazois, fendis,
morfolina e tiocianatos (Gaylarde et al., 1999; Passman, 2003; Passman, 2013;
Bautista et al., 2016; Zimmer et al., 2017). No Brasil, com a adigdo mandatéria de
biodiesel ao diesel por meio da lei n°. 11.097, de 2005, observou-se um maior
desenvolvimento microbiano durante o armazenamento, sendo cada vez mais
necessarios, conforme a proporcao de biodiesel aumenta, métodos de controle da
comunidade microbiana presente em tanques de estocagem. No entanto, biocidas
sintéticos ainda ndo possuem regulamentagdo de uso nos combustiveis brasileiros
com essa intengao.

Por serem produtos téxicos, recomendam-se mais estudos e cautela no uso

desses agentes, sendo que € altamente necessario selecionar o produto a ser
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utilizado de acordo com algumas propriedades importantes, quimicas e ambientais
(Gaylarde et al., 1999). Estes produtos ndo podem alterar as especificagdes dos
combustiveis nem ter efeitos negativos em bombas ou canos, ndo podem emitir
poluentes durante a queima do combustivel tratado com eles, devem ser seguros,
faceis de gerenciar e armazenar, devem ter capacidade de manter o seu efeito inibidor
na presenca de outras substancias no meio e de apresentar propriedades de
biodegradabilidade, bem como devem ser compativeis com o combustivel, isto €&,
devem ser soluveis em ambas as fases organica (combustivel) e aquosa, para igual
tratamento (Gaylarde et al., 1999; Passman, 2000; Yemanshova et al., 2007;
Passman, 2013; Bento et al., 2016; Bautista et al., 2016). Um biocida pode aumentar
ainda mais o dano ambiental no caso de um derrame acidental caso ndo atenda a
essas necessidades.

Neste sentido, um agente com dupla aplicagdo como antioxidante e
antimicrobiano seria de interesse na industria de combustiveis, ja que contribuiria para
reduzir a quantidade total de aditivos quimicos utilizados. Alguns aditivos sintéticos
com propriedades antioxidantes sdo encontrados comercialmente: BHA (hidroxianisol
butilado), BHT (hidroxitolueno butilado), TBHQ (terc-butil hidroquinona), PG (propil
galato) e PY (pirogalol) (Dodos et al., 2017). Aditivos e biocidas sintéticos ainda sao
mais utilizados, pois apresentam melhor desempenho quando comparados aos
provenientes de fontes naturais (Sousa et al., 2014; Balaji & Cheralathan, 2015). No
entanto, a busca por alternativas menos impactantes vem direcionando as pesquisas
para produtos de origem natural, sendo assim, ainda ha muito o que ser explorado.
Os dados observados neste trabalho orientam quanto ao desempenho dos produtos
testados, aditivos de origem natural ou sintética, frente a uma comunidade microbiana
diversa e nao microrganismos isolados, de acordo com condi¢goes ideais e
padronizadas, o que pode simular a realidade encontrada em tanques de estocagem

de combustiveis.
7.6 CONCLUSOES
Dezesseis compostos foram avaliados quanto a sua capacidade

antimicrobiana frente a um indéculo nao caracterizado preparado de acordo com a

norma E1259-18. Nao foram observadas atividades bioestaticas (inibitérias) em
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nenhum dos produtos sobre a comunidade microbiana durante 15 dias de avaliagao,
nas condigdes aplicadas. Apenas para o 6leo de pirdlise produzido a partir de casca
de arroz foi observado acao biocida ao final do experimento, na concentragcao de 6.000
ppm, inviabilizando-o como um aditivo de biodiesel pois excede o limite de aplicacéo
imposto pela Resolugdo ANP n°. 45, de 2014 (5000 ppm). Os valores de biomassa
recuperados dos frascos ao final do experimento sugerem que a presenca dos aditivos
em baixas concentragbes ou subdosagens pode promover um incremento no

crescimento microbiano, ao invés de inibi-lo ou elimina-lo.

7.7 AGRADECIMENTOS

Ao LAB-BIO/UFRGS, ao CNPq e a CAPES pelas bolsas concedidas, e a

usina de biodiesel 3 Tentos.
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8 DISCUSSAO GERAL

Esta tese foi organizada em quatro se¢des correspondentes a publicagdes.
Em cada etapa do estudo, procurou-se responder a hipotese de que a comunidade
microbiana presente no sedimento formado em tanques de biodiesel apresenta
capacidade deteriogénica, representando fonte de contaminagdo com risco a cadeia
de transporte e distribuicdo. Nesta secio estdo apresentados os principais resultados
e sao discutidos os aspectos mais relevantes obtidos de cada secao anterior.

No estudo apresentado na secao 4, foi coletado o fundo de um tanque de
estocagem, um lodo com um aspecto viscoso, em uma usina produtora de biodiesel.
A partir dele, foi preparado um in6culo, de acordo com a norma ASTM E1259-18, o
qual foi utilizado nos experimentos realizados nos demais estudos (Secbes 6 e 7).
Essa borra proveniente da usina de biodiesel foi avaliada quanto a sua composi¢ao
quimica, na qual ésteres de acidos graxos e ions metalicos foram identificados, n&o
sendo detectados esterdis glicosideos. A literatura tem avaliado sedimentos de
origens e formas similares e, particularmente em biodiesel, a composi¢ao quimica é
tida como sendo monoglicerideos saturados, acidos graxos e esterois glicosideos
(Bondioli, 2009; Fernandes et al., 2012; Plata et al.; 2015). A auséncia de esterois
glicosideos foi considerada incomum, visto que a presengca desses compostos é
apontada como a principal causa da formacdo de sedimentos em tanques de
estocagem de biodiesel (Bondioli et al, 2008; Plata et al., 2015).

A comunidade microbiana cultivavel presente nesse sedimento foi isolada
e identificada, sendo obtidas sete bactérias e cinco fungos filamentosos, dentre os
quais foi possivel detectar a produgcdo de enzimas envolvidas na degradagao dos
esteres de acidos graxos, como as lipases, apontando um potencial deteriogénico da
comunidade presente na borra. Na tentativa de simular condi¢gdes mais proximas da
realidade e procurando entender o potencial microbiano do lodo ao estar em contato
com o biodiesel que seria misturado ao diesel, a borra coletada dos tanques foi
utilizada como um indculo em microcosmos. Apds 60 dias de armazenamento
simulado, a populagao microbiana presente na borra coletada n&o foi capaz de crescer
significativamente na presenca de biodiesel, o que refletiu nos baixos valores de
degradacgao dos ésteres monitorados por infravermelho.

Durante o experimento de armazenamento simulado com a borra como
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inoculo, apresentado na Segao 4, em um dos tratamentos foi utilizado biodiesel
proveniente da usina produtora de onde o lodo foi retirado. Esta amostra passou por
toda a cadeia de transporte até a distribuidora, sendo utilizado como o tratamento
denominado condicao de recebido. Nessa condicao, foi detectada a presenca de uma
levedura pertencente ao grupo das leveduras negras, Aureobasidium pullulans,
identificada molecularmente por sequenciamento da regido ITS. Segundo a literatura,
esta ja havia sido isolada de combustivel diesel, mas ainda nao tinha sido reportada
sua presenca em biodiesel (Gaylarde et al., 1999). Neste sentido, o potencial de
crescimento e, consequentemente, o potencial deteriogénico em biodiesel por essa
levedura foi avaliado.

O estudo apresentado na Secao 5 teve o intuito de descrever o
comportamento da levedura Aureobasidium pullulans na presencga de biodiesel, diesel
e mistura B20, por meio de técnicas moleculares e microbiolégicas classicas. Na
presenca de biodiesel a levedura A. pullulans foi capaz de produzir a enzima lipase
durante 25 dias de contato com ésteres de acidos graxos, tendo a presenca das
células leveduriformes aumentado consideravelmente a quantidade de enzima
detectada no meio. Quando comparada a outras cepas de mesma espécie produtoras
de lipase, o rendimento observado para a cepa A. pullulans LABBIO17 foi reduzido,
sendo que outros mecanismos enzimaticos, como o citocromo P450, poderiam estar
sendo utilizados para suportar o seu crescimento a partir desta fonte de carbono
(Bussamara et al., 2010; Bornscheuer, 2017).

A capacidade de producdo de vesiculas de 6leo na presenca de biodiesel
pela levedura A. pullulans foi comparada com a presenca de glicose no meio de
crescimento, bem como a outras leveduras também isoladas de combustiveis em
trabalhos anteriores. A presenca das vesiculas em todas as leveduras em biodiesel
foi visualizada por microscopia de fluorescéncia, sendo que quando glicose foi
aplicada como fonte de carbono, apenas a levedura M. guilliermondii ndo apresentou
corpos lipidicos em seu citoplasma. A producédo de goticulas lipidicas ou corpos
lipidicos por leveduras é bem explorada pela literatura, tendo o tamanho e quantidade
dos corpos lipidicos variado de acordo com a espécie da levedura, o estagio de
crescimento dela e as condigdes ambientais de onde estédo (Fakas, 2017; Graef, 2018;
Goold et al., 2015; Pyc et al., 2017). A producao de corpos lipidicos pelo género
Aureobasidium ja havia sido detectada na presenga de glicose, no entanto nossos
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resultados indicam que ésteres de acidos graxos podem servir de indutores da rota
metabdlica produtora dessas vesiculas (Manitchotpisit et al., 2011; Wang et al., 2014;
Liu et al., 2014).

O biodiesel também foi responsavel por mudangas na estrutura morfologica
e da populacdo de leveduras A. pullulans. Na presenca de diferentes fontes de
carbono, com as mesmas condi¢cdes de temperatura, volume de meio no frasco,
velocidade de agitagcéo e tempo de incubagéo, o aparecimento de uma estrutura de
biofilme foi observado na presenca de biodiesel. Essa estrutura era formada por hifas,
pseudo-hifas e células livres interligadas em uma matriz cristalizada, possivelmente
formada por polissacarideos excretados pela prépria levedura e caracterizada por
microscopia eletrénica de varredura. O crescimento no meio GYMP consistiu em uma
biomassa repleta de células livres, de tamanhos variados, sendo que hifas e pseudo-
hifas também estavam presentes. No meio BDA, a levedura ndo apresentou
crescimento expressivo, tendo células isoladas ndo sido observadas, apenas alguns
pontos de crescimento de hifas aderidas a laminula.

O crescimento visivel da levedura em biodiesel foi maior quando
comparado a biomassa detectada na mistura com diesel (B20) e no combustivel diesel
puro (B0). A avaliagdo por PCR quantitativo do gene 18S rDNA indicou o aumento na
contagem do numero de copias de 107 nimero de cépias UL! para 10° nimero de
copias uL-' em 5 dias para ambas fontes de carbono contendo ésteres de acidos
graxos (B100 e B20). Este aumento resultou na biomassa observada aos 25 dias, bem
como nos valores de pH encontrados para a fase aquosa, sendo que o pH do
tratamento com diesel puro ndo apresentou decréscimo relacionado ao crescimento
da levedura. Em ambos tratamentos (B100 e B20) foi observada a presenga do
composto palmitaldeido, que, conforme a literatura, trata-se de um metabdlito
microbiano (Sims et al., 2004; Singh & Poeta, 2016). Ao final do experimento, uma
taxa de degradacédo de 10% das metilas do grupo éster presentes no biodiesel foi
observada na amostra de B100 puro.

O desenvolvimento microbiano as expensas de combustiveis estocados
depende de dois importantes fatores: 1) potencial deteriogénico intrinseco ao
microrganismo; e 2) presenga de umidade/agua (Passman, 2013; Bento et al., 2016).
O teor de agua presente no biodiesel € um pardmetro que esta associado a

estabilidade quimica, ja4 que a presenga de agua durante a estocagem, além de
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catalisar reagdes quimicas (hidrdlise, por exemplo), estimula o crescimento
microbiano, representando riscos para a qualidade do produto final armazenado.

No estudo apresentado na Sec¢ao 6 diferentes teores de agua presentes no
biodiesel foram avaliados quanto ao efeito sobre pardmetros como estabilidade
oxidativa e conteudo de agua do combustivel durante uma estocagem simulada de 30
dias. A contaminag&o microbiana consistiu de um fungo filamentoso e a contaminagéo
autoctone, do combustivel como recebido da usina com a adi¢ao de um inéculo nao
caracterizado, preparado de acordo com a norma ASTM E1259-18. Ao final dos 30
dias de avaliagdo foi observado que teores de agua mais altos favoreceram o
crescimento microbiano. Além disso, foi observado crescimento microbiano em teores
de 200 ppm de agua dissolvidos no préprio combustivel.

O fungo filamentoso apresentou a maior biomassa entre as contaminacoes
microbianas avaliadas. O género Penicillium €& conhecido por seu potencial
deteriogénico, desde alimentos até compostos xenobioticos (Chaineau et al., 1999;
Chen et al., 2015; Zhang et al., 2016; Zehra et al., 2018). O tempo de incubacéo, os
teores de agua e o aporte de nutrientes causaram modificagdes na comunidade
fungica presente no inéculo n&o caracterizado (tratamento ASTM), as quais foram
detectadas por sequenciamento de alto rendimento pela plataforma Illumina Miseq.
Uma selegao dos taxons presentes no inoculo inicial foi observada no tratamento ao
qual o meio minimo mineral Bushnell e Haas (1941) foi adicionado como fase aquosa.

Apds 30 dias foi observado um acumulo de agua pelo biodiesel, sendo que
0os maiores teores detectados foram provenientes das amostras as quais adicionou-
se uma fase aquosa. Nessas mesmas amostras observou-se um equilibrio na
absorcao de agua, resultado condizente com a literatura (Fregolente et al., 2012). As
presengas de agua e microrganismos foram responsaveis por modificacdes nos
ésteres presentes no biodiesel, indicando uma degradacdo do produto durante a
estocagem simulada. Os resultados observados no estudo da Segao 6 reforcam a
necessidade de uma maior atengcédo as condi¢gdes de estocagem, ao monitoramento
da qualidade do combustivel e a manutencao preventiva de tanques de estocagem,
pois foi observada uma grande influéncia do teor de agua na estabilidade quimica e
microbiolégica do biodiesel.

Além do teor de agua, outros fatores podem ser responsaveis pela

estabilidade do biodiesel durante o armazenamento. O perfil de acido graxo presente
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na matéria prima do biodiesel pode ser responsavel por alterar algumas propriedades
apods a producdo. Juntamente a alta suscetibilidade desse combustivel ao crescimento
microbiano, como relatado nas demais sec¢bes, ha uma grande tendéncia a
autoxidacgao e deterioragao quimica durante a estocagem do biocombustivel (Pinho et
al., 2016; Ramos et al., 2017). Com o intuito de aumentar a vida de prateleira do
biodiesel, bem como melhorar suas propriedades frente a temperaturas altas e baixas
e condigOes adversas de estocagem, o uso de aditivos antioxidantes, anticongelantes
e biocidas é amplamente incentivado (Passman, 2013).

No estudo apresentado na Secao 7, entdo, foi observado o potencial de
uso de 16 compostos, naturais e sintéticos, quanto a sua capacidade antimicrobiana,
frente a um indculo ndo caracterizado preparado de acordo com a norma E1259-18.
O uso de um aditivo multifuncional, antioxidante ou anticongelante e/ou
antimicrobiano, diminuiria a quantidade de produtos quimicos adicionados ao
combustivel estocado. Além disso, por serem normalmente téxicos, o impacto
ambiental gerado pela queima do combustivel com esse aditivo seria reduzido. A
matéria prima do aditivo, quando oriunda de fonte renovavel, também seria importante
na reducdo do impacto do uso desses produtos. No entanto, aditivos quimicos
sintéticos ainda sdo mais utilizados pelo rendimento que apresentam frente aos
aditivos naturais (Sousa et al., 2014; Balaji & Cheralathan, 2015).

Os resultados descritos naquela secdo mostram que entre os produtos
testados ndo foi observada atividade inibitéria sobre a comunidade microbiana, nas
condi¢des aplicadas durante 15 dias de incubacdo. O 6leo de pirdlise produzido a
partir de casca de arroz apresentou agao biocida apenas ao final do experimento,
porém, a concentragao utilizada excede o limite de aplicagao desses produtos em
biodiesel imposto pela Resolugdo ANP n°. 45, de 2014 (5000 ppm). Os valores de
biomassa recuperados dos frascos ao final do experimento sugeriram que os aditivos
podem servir de fonte de nutrientes para a comunidade microbiana presente no
in6culo, e, ao invés de controla-lo, podem induzir o crescimento microbiano.

Nesse sentido, os resultados apresentados por meio dos estudos
constituintes desta tese, mesmo que ainda haja muito a ser explorado, auxiliam na
compreensao dos mecanismos de contaminagcdo microbiana do biodiesel, bem como
dos processos de degradagao, os quais envolvem a comunidade microbiana e alguns

atributos quimicos durante a estocagem.
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9 CONCLUSAO

A partir dos resultados pdde-se concluir que:

1) O lodo coletado de um tanque de estocagem de uma usina produtora de
biodiesel foi caracterizado como sendo de origem quimica, apresentando uma
microbiota associada a ele. A microbiota presente nessa borra nao foi capaz de, na
densidade microbiana apresentada, degradar o biodiesel durante 60 dias. O biodiesel
proveniente da cadeia de transporte (de uma distribuidora) e utilizado como recebido
apresentou uma comunidade microbiana distinta quando comparada a presente na
borra, tendo sido identificada a levedura Aureobasidium pullulans como o
microrganismo predominante nesse tratamento.

2) A levedura Aureobasidium pullulans foi capaz de crescer as expensas
de biodiesel e da mistura (B20) com diesel, determinada por peso seco e por PCR
quantitativo. Nao foi observado crescimento em dleo diesel puro. A capacidade de
producao de enzima lipase, corpos lipidicos e possiveis modificagcbes morfolégicas
causadas pela presenca de biodiesel foram observadas. A levedura A. pullulans foi
capaz de degradar, em 25 dias, 10% dos ésteres de acidos graxos, sendo
caracterizada por infravermelho, e 10% da cadeia hidrofébica do éster Linolénico,
sendo observada por RMN.

3) A influéncia do teor de agua no crescimento de microrganismos € na
estabilidade quimica do biodiesel durante o armazenamento simulado foi observada.
Altos teores de agua favoreceram o crescimento microbiano, bem como, juntamente
com o tempo de avaliagdo, o aumento da absorgédo de agua pelo biodiesel. O meio
minimo mineral demonstrou alto poder seletivo sobre a comunidade fungica presente
no in6éculo ndo caracterizado preparado de acordo com a norma ASTM E1259-18,
tendo a comunidade sido determinada por Sequenciamento de alto rendimento
(Nlumina MiSeq). A composicdo majoritaria da comunidade fungica presente no
in6culo n&o caracterizado foi de representantes do Filo Ascomicota. A biodegradagao
dos ésteres de acidos graxos foi observada quando a presenga do fungo filamentoso
P. simplicissimum foi relatada, sendo que esse isolado se beneficiou das condicbes
avaliadas. Os resultados observados neste trabalho indicam haver grande influéncia
do teor de agua na estabilidade quimica e microbiolégica do biodiesel durante o

armazenamento.
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4) Dezesseis compostos de origens sintética e natural com potencial de
serem usados como aditivos foram avaliados quanto a sua capacidade antimicrobiana
frente a um indculo ndo caracterizado preparado de acordo com a norma E1259-18.
Atividade inibitéria ou biocida nao foi detectada em quase nenhum dos produtos, nas
condicdes aplicadas. A excecao foi o 6leo de pirdlise produzido a partir de casca de
arroz, o qual obteve atividade biocida apds 15 dias na concentracao de 6.000 ppm.
No entanto, essa concentragao de uso em biodiesel é superior ao maximo exigido pela
Resolugao ANP n°. 45, de 2014, a qual estabele 0 maximo como sendo 5.000 ppm.
Os valores de biomassa recuperados dos frascos ao final do experimento sugerem
que a presenca dos compostos avaliados, sintéticos e naturais, podem induzir o

crescimento microbiano, ao invés de inibi-lo ou elimina-lo.
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11 ANEXO A

Laudo do Biodiesel utilizado nos estudos das Secdes Capitulos 4, 5e 7.

LABORATORIO DE CONTROLE DE QUALIDADE DE BIODIESEL

CERTIFICADO DE QUALIDADE
3 TENTOS AGROINDUSTRIAL S/A

Ndmero: CQ.LCB.030/2016 Data: 18/10/2016

Freme:

1. ORIGINACAO DO BIODIESEL
ROTA ALCOOLICA: Metilica MATERIA PRIMA: 100 % Oleo De Soja

2. AMOSTRAGEM

LOTE: TQ51413102016 TANQUE: TQ514

0017413; 0017454,
VOLUME DO LOTE: 2100m® LACRES DO TANQUE: 0017496
DATA DE PRODUGAO: 23/09/2016 a 01/10/2016 LACRES DAS AM. TESTEMUNHAS:  0017458; 0017487
DATA DA ANALISE: 14/10/2016 a 18/10/2016

3. INFORMACOES ADICIONAIS

Especificacdes de acordo com a Resolugdo ANP N.2 45 de 25/08/2014
—DOU 26.08.2014. Regulamento Técnico ANP n.2 03/2014.

4. RESULTADOS ANALITICOS

NORMA DE
ANALISES RESULTADO | UNIDADE | LIMITE REFERENCIA LABORATORIO/BBD
Aspecto LIl -28,8(2) - LIl (1) VISUAL BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Massa especifica a 20°C 881,5 kg/m3 850 - 900 NBR 14065:2013 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Viscosidade cinemadtica a 40°C 4,131 mm?/s 3,0-6,0 NBR 10441:2014 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Teor de 4gua 196 mg/kg max: 200 EN 1SO 12937:2000 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Contaminagdo total 11,0 mg/kg max: 24 EN 12662/2008 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
ASTM D 93/2016
Ponto de fulgor 147 € min: 100,0 Procedimento C BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Cinzas Sulfatadas <0,005 % massa | max: 0,020 NBR 6294:2008 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
| Teor de Ester 99,4 % massa min: 96,5 EN 14103/2011 BSBIOS/**BBD 245/2016
Enxofre Total 0,5 mg/kg méx: 10 ASTM D 5453/2012 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Sédio + potassio 1,5 mg/kg méx: 5 EN 14538/2006 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Célcio + magnésio <0,5 mg/kg méx: 5 EN 14538/2006 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Fésforo <0,5 mg/kg méx: 10 EN 14107/2003 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Corrosdo ao Cobre, 3h a 50°C 1b - 1 NBR 14359:2013 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Ponto de Entupimento -6 °c max: 10 NBR 14747:2015 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
NBR 14448:2013
indice de acidez 0,18 mg KOH/g | méx: 0,50 Método B BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Glicerol livre 0,010 % massa | max: 0,020 | ASTM D 6584/2013°" BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Glicerol total 0,183 % massa | méx:0,25 | ASTM D 6584/2013%" BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Monoacilglicerol 0,637 % massa max: 0,70 ASTM D 6584/2013EI BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Diacilglicerol 0,067 % massa max: 0,20 | ASTM D 6584/2013°" BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Triacilglicerol <0,00092857 | % massa méx: 0,20 ASTM D 6584/2013%* BIANCHINI/*BBD 206 — 16
indice de lodo 132 gl,/100g Anotar EN 14111/2003 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
Estabilidade a oxida¢do a 110°C 8,4 h min: 8 EN 14112/2003 BIANCHINI/*BBD 206 — 16
*BBD = Boletim de Andlise emitido pelo Laboratério Externo BIANCHINI cadastrado na ANP sob n® 051;
**BBD = Boletim de Analise emitido pelo Laboratério Externo BSBIOS cadastrado na ANP sob ne 007;
(”Ll’mpido Isento de Impurezas ‘Z’Temperatura durante a observagao.

<71 P——— & —t s
Y )ft“'i'j,
MARCIAVERONTEBISOI] TR

RESPONSAVEL [TECNICA
CRQ V05202059

26 0l wis |

3 Tentos Agroindustrial SA- Fone/Fax (55) 3332-4446- e-mail: lcg.biodiesel@3tentos.com.br
BR285-Km 461.5—-Zona Rural - ljui - RS - 98700-000
CNPJ: 94.813.102/0017-37 1.E.: 0650.138.570




12 ANEXO B

Laudo do Diesel S10 utilizado no estudo apresetado na Secgao 5.

PFR(DUT 1 DIESEL $10

VEZ SSEI s MT SILVER GINNY

CL_IEINT : BCl

SAANMPLS DRAWN BY H INTERTEK DO BRASIL INSPEGOES LTDA
REEFREENTING 4 SHIP'S TANKS COMPOSITE

DAAT=C ANALYSIS : OCTOBER 06th, 2016

CE3ERFE. : RG-7001/2016

REPORT OF ANALYSIS

Analysis performed by Intertek do Brasil Inspeg¢des Ltda

ASTM D 4176 - Clear liquid
Ap pparace - free of Impurities
Colal % Visual % Yellowish
AS TN Clor - ASTM D 1500 Max 3.0 (a)
Sulfu mglkg ASTM D 5453 Max. 10 (a)
Dis-t.10%Recovered °C ASTM D 86 - 189.8
Dis t. 50%Recovered °C ASTM D 86 Min 245 / Max. 295 257.8
Dist. 35%Recovered °C ASTM D 86 2 308.8
Dist. 30%Recovered *c ASTM D 88 = 317.8
Dist. 35%Recovered °C ASTM D 86 Max. 370 329.8
Dersty 220°C kg/m? ASTM D 4052 815.0 - 850.0 830.1
Fla shPont o ASTM D 93 Min. 38 (a)
Viscosity® 40 °C mmis ASTM D 445 20-45 (a)
CFPP °c ASTM D 6371 Max. 7 (a)
Cetare Nimber - ASTM D613 Min. 48.0 (a)
Carbam Residue, Ramsbottom on 10% Bott. Mass% ASTM D 524 Max. 0.25 (a)
Ashy Mass% ASTM D 482 Max. 0.010 <0.01
Copper Corrosion @ 50 °C (3 hrs) - ASTM D 130 Max. 10 (a)
Watercoitent mg/kg ASTM D 6304 Max. 200 55.7
Total Conamination ma/kg EN 12662 Max. 24 (a)
Sediment& Water vol% ASTM D 2709 - (a)
Determinztion of the Aromatic Content and Mass% ASTM D 5186 Max. 11
Polynuclear Aromatic Content @
Sta biliy oridation mg/100mL ASTM D 2274 Max. 2.5 (a)
Neutrdizaion Number mg/KOH/g ASTM D 974 - (a)
Lubricty -HFRR pm ASTM D 68079 Max. 520
Wear Scar Diameter @ 60° C @
Electrical Conductivity pS/m ASTM D 2624 Min. 25 237.6
Electrical Conductivity Temp. °C ASTM D 2624 - 22.1

REMARK:

1) Anaysis as ANP n° 50 de 23/12/2013, DOU 24.12.2013
2) Ship's Tanks Composite (4P/S; 6P and 6S)

3) (a) Analysis in progress. We will inform ASAP

Rio Grande, October 08th, 2016

Intertek do Brasil Inspegées Ltda
Patricia Gongalves

ISO 9001:2008

Centrcars Number 3054 7
Certified Quality System
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13 ANEXO C

Laudo do Biodiesel B100 puro utilizado nos estudos das Se¢cdes 6 e 7.

LABORATORIO DE CONTROLE DE QUALIDADE DE BIODIESEL

CERTIFICADO DE QUALIDADE

3 TENTOS AGROINDUSTRIAL S/A

Nimero: CQ.LCB.018/2018

Data: 03/05/2018

1. ORIGINACAO DO BIODIESEL

ROTA ALCOOLICA: Metilica MATERIA PRIMA: 100 % Oleo De Soja
2. AMOSTRAGEM
LOTE: TQ51527042018 TANQUE: TQ515

031804; 031810;
VOLUME DO LOTE: 2100 m? LACRES DO TANQUE: 031876
DATA DE PRODUCAO:  20/04/2018 a 27/04/2018 LACRES DAS AM. TESTEMUNHAS: 031862; 031867
DATA DA ANALISE: 30/04/2018 a 02/05/2018

3. INFORMACOES ADICIONAIS

Especificagbes de acordo com a Resolugdo ANP N.2 45 de 25/08/2014

—DOU 26.08.2014. Regulamento Técnico ANP n.2 03/2014.

4. RESULTADOS ANALITICOS

NORMA DE
ANALISES RESULTADO | UNIDADE LIMITE REFERENCIA LABORATORIO/BBD
Aspecto LI - 28,0(2) - LIl (1) IT-BIO-001 - 04 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Massa especifica a 20°C 881,1 kg/m3 850 - 900 NBR 14065:2013 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Viscosidade cinematica a 40°C 4,111 mm?/s 3,0-6,0 NBR 10441:2014 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Teor de agua 158 mg/kg max: 200 EN ISO 12937:2000 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Contaminagdo total <6,0 mg/kg max: 24 EN 12662/2008 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
ASTM D 93/2016a
Ponto de fulgor 141,0 P min: 100,0 Procedimento C BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Teor de Ester 98,7 % massa min: 96,5 EN 14103/2011 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Enxofre Total 0,8 mg/kg max: 10 ASTM D 5453-16¢1 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Sédio + potassio <0,5 mg/kg max: 5 EN 14538/2006 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Célcio + magnésio <0,5 mg/kg maéx: 5 EN 14538/2006 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Fésforo <0,5 mg/kg max: 10 EN 14107/2003 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Ponto de Entupimento -6 oc max: 5 NBR 14747:2015 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
NBR 14448:2013
indice de acidez 0,26 mg KOH/g max: 0,50 Método B BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Glicerol livre 0,004 % massa max: 0,020 ASTM D 6584/2017 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Glicerol total 0,184 % massa max: 0,25 ASTM D 6584/2017 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Monoacilglicerol 0,639 % massa max: 0,70 ASTM D 6584/2017 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Diacilglicerol 0,094 % massa max: 0,20 ASTM D 6584/2017 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Triacilglicerol 0,036 % massa méx: 0,20 ASTM D 6584/2017 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
indice de lodo 128 gl,/100g Anotar EN 14111/2003 BIANCHINI/*BBD 077 — 18
Estabilidade a oxidagdo a 110°C 9,6 h min: 8 EN 14112/2016 BIANCHINI/*BBD 077 — 18

*BBD = Boletim de Anélise emitido pelo Laboratdrio Externo BIANCHINI cadastrado na ANP sob n2 051;
(Limpido Isento de Impurezas ?Temperatura durante a observagdo.

3 Tentos Agroindustrial SA- Fone/Fax (55) 3332-4446 -
BR 285 -Km 461.5—Zona Rural - ljui —
CNPJ: 94.813.102/0017-37

MARCIA BISOL PAGLIARINI
RESPONSAVEL TECNICA
CRQV 05202059

e-mail: lcg.biodiesel@3tentos.com.br

RS -

98700-000

|.E.: 0650.138.570
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