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AVALIACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM BIODIESEL DE LINHACA,
SOJA E OLIVA?

RESUMO

A matéria prima do biodiesel pode conferir ao biocombustivel uma maior
suscetibilidade ao desenvolvimento microbiano no armazenamento. Neste
sentido, avaliou-se o papel deteriogénico de trés fungos filamentosos em meio
aquoso com biodiesel produzido a partir de 6leo de oliva, soja e linhaga,
durante 120 dias. O experimento foi montado em frascos de vidro, com 30 mL
de meio mineral e 15 mL de cada biodiesel, e adicionado in6culo dos fungos. O
experimento foi conduzido em triplicata e as analises foram realizadas aos dias
0, 7, 14, 21, 28, 42, 60 e 120. A cada tempo amostral avaliou-se: formacgéo de
biomassa; consumo de fosfatos; producdo de metabdlitos e de lipase. Para
determinar a concentracdo minima fungistatica e fungicida foram avaliados
quatro antimicrobianos (MBO8%, MBO50%, MBO100% e NBM100%). Os
fungos cresceram em todos os biodieseis testados, sendo que as medidas de
tensdo superficial ndo indicaram producdo de biossurfactantes, e as de pH
demonstraram a producdo de metabdlitos &cidos aos 120 dias. Aos 7 dias de
incubacéo foi detectada a producdo maxima de lipase e a presenca dos ésteres
palmitato (C16), estearato (C18), oleato (C18:1), linoleato (C18:2) e linolenato
de metila (C18:3) na fase aquosa. Nao foi observada degradacdo dos ésteres
dos biodieseis pelos fungos. Os aditivos MBO (8 e 50%) ndo apresentaram
atividade fungistatica e fungicida nas concentracdes testadas, no entanto, para
o antimicrobiano NBM100% a concentracdo de 250ppm foi fungicida para os
fungos testados.

IDissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia Ambiental,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil (155p.), marc¢o, 2013.
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EVALUATION OF FILAMENTOUS FUNGI IN BIODIESEL FROM LINSEED,
SOY AND OLIVE?

ABSTRACT

The raw material for biodiesel can increase its susceptibility to microbial growth
in storage. In this sense, we evaluated the deterioration role of three
filamentous fungi in aqueous medium with biodiesel produced from olive oil,
soybean and linseed oil for 120 days. The experiment was performed in glass
vials with 30 ml mineral medium and 15 mL of each biodiesel, and the inoculum
of the fungi added. The experiment was conducted in triplicate, and analyzes
were performed on days 0, 7, 14, 21, 28, 42, 60 and 120. At each sampling time
were evaluated: biomass formation, consumption of phosphates, production of
metabolites and lipase. To determine the minimal fungistatic and fungicidal
concentration was evaluated four antimicrobials (MBO8% MBO50% MBO100%
and NBM100%). The fungi grew in all tested biodiesels, and the surface tension
measurements indicated no biosurfactant production, the pH values
demonstrated the production of acidic metabolites in 120 days. After 7 days of
incubation, the maximum production of lipase was detected and the presence of
the esters methyl palmitate (C16), stearate (C18), oleate (C18: 1), linoleate
(C18: 2) and linolenate (C18: 3) were detected in aqueous phase. There was no
degradation of esters of biodiesels by fungi. The additives MBO (8 and 50%)
showed fungistatic and fungicidal activity at the concentrations tested, however,
for the antimicrobial NBM100% the concentration 250ppm was fungicidal for all
the fungi tested.

2Master of Science Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (155 p.) Margo, 2013.
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1. Introducéo

A busca por fontes energéticas renovaveis tornou possivel a
utilizacdo de oleaginosas e residuos graxos de origem animal como matéria
prima para a producéo de biocombustiveis, como o biodiesel. Neste sentido, a
demanda por fontes renovaveis aumentou com a crise do petréleo e desde
2005, o biodiesel vem fazendo parte da matriz energética brasileira.

Com a aprovacédo da Lei 11.097/2005, pelo Congresso Nacional em
13 de janeiro de 2005, tornando-se obrigatoria a adicdo de biodiesel ao diesel
de petréleo no Brasil. Atualmente, essa proporcdo € de 5% de biodiesel
adicionado ao diesel (B5).

O biodiesel é composto por ésteres de acidos graxos, produzidos
pela reacdo de um &cido graxo, de origem animal ou vegetal, com um alcool,
geralmente de cadeia curta (metilico ou etilico). Mundialmente, o processo de
producdo do biodiesel predominante € através da reacdo de transesterificacdo
metilica.

Para produzir biodiesel € necessaria uma fonte de acido graxo, a
qual pode ser proveniente das mais variadas matérias primas, dentre elas
citam-se plantas oleaginosas (soja, mamona, palma, amendoim etc.), gordura
animal e Oleos residuais. Dependendo do processo de producédo e purificacdo
do biodiesel, podem ser incorporados ao produto, possiveis contaminantes, tais
como a agua residual e concentracdes de glicerina.

O biodiesel apresenta muitas vantagens em comparagdo aos

combustiveis fosseis. A presenca de compostos que podem ser facilmente
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reconhecidos pela microbiota, tornam o biodiesel mais biodegradavel em
comparacao a gasolina e ao 0Oleo diesel. O biodiesel pode, também, apresentar
guantidades residuais de enxofre e de compostos aromaticos. Assim, quando
comparado ao diesel, que possui uma quantidade desses elementos muito
maior, sua toxicidade é reduzida.

Outra vantagem sao seus teores médios de oxigénio, que favorecem
uma combustdo mais completa, e seu maior ponto de fulgor, 0 que torna mais
seguro seu armazenamento. Porém uma desvantagem percebida pela
comunidade usuaria de diesel tipo B, que é o que contém biodiesel em sua
formulacdo, é a sua suscetibilidade a contaminacdo microbiana durante o
armazenamento.

Durante o armazenamento, é possivel a formacdo de agua livre
resultante principalmente da condensacdo da umidade do ar no interior dos
tanques, que acaba se acumulando no fundo desses tanques. Esta condicéo
pode facilitar o surgimento de uma massa biolégica na interface combustivel-
agua, a partir de micro-organismos presentes no combustivel, e que sé&o
capazes de degradar as cadeias carbbonicas tanto do diesel, quanto do
biodiesel.

O metabolismo microbiano pode produzir compostos de carater
acido que tendem a aumentar a corrosao interna dos tanques e a instabilidade
guimica do combustivel. O biodiesel produzido a partir de diferentes matérias
primas contém propor¢des de acidos graxos distintas, com diferentes nimeros

de insaturacdes, resultando em diferentes caracteristicas deste biocombustivel.
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Sendo assim, dependendo da matéria prima utilizada na producéo
de biodiesel, ésteres com propriedades diferentes podem variar de
concentracfes e, consequentemente, alterar caracteristicas que influenciam na
sua degradabilidade. Com isso, 0 processo de producdo, matérias primas e
substancias envolvidas no procedimento, podem auxiliar a compreender o
aumento da suscetibilidade do biodiesel a contaminacédo microbiana.

Algumas medidas simples sdo propostas para a prevencao do
crescimento microbiano nos tanques. Tratam-se das “Boas Praticas”, que
incluem principalmente a drenagem diaria dos tanques. Em alguns casos, é
indicada a aplicacdo de produtos com caracteristicas antimicrobianas, que séo
compostos quimicos, organicos ou inorganicos, que podem ser adicionados

aos combustiveis, auxiliando a prevenir e controlar a contaminacéao.
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2. Objetivo Principal
Avaliar o papel deteriogénico (crescimento e metabolismo) de fungos
filamentosos em meio aquoso com biodiesel produzido a partir de dleo de oliva,

Oleo de soja e 6leo de linhacga, durante 120 dias.

2.1 Objetivos Especificos

eAvaliar o crescimento dos fungos Pseudallescheria boydii,
Scedosporium aurantiacum e Paecilomyces variotii em quatro tipos de meio
mineral, acompanhando a producéo de biomassa, medidas de pH e consumo
de fosfato, durante 28 dias.

e Analisar 0 comportamento do biodiesel na presenca do meio
minimo mineral e 4gua ultrapura, avaliando a concentracdo de fosfato, pH e
possiveis migracdes de ésteres do biodiesel para o meio mineral através de
analises por cromatografia gasosa com detector de massas (CGMS).

e Acompanhar o crescimento (biomassa) de fungos filamentosos no
meio mineral selecionado e biodiesel (B100) produzido por transesterificacao
metilica, a partir de 6leo de oliva, 6leo de soja e 6leo de linhaca durante 120
dias, monitorando valores de crescimento, pH, producdo de produtos
surfactantes e producao de enzima (lipase).

eEstimar a biodegradacdo do biodiesel pelos fungos com
cromatografia gasosa (GC) com um detector de ionizacdo de chama (FID).

e Avaliar a concentracdo minima fungistatica, fungicida e esporicida

de quatro produtos antimicrobianos, indicados para o uso em combustiveis.
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3. Biodiesel: Producéo e Propriedades

3.1 Importancia dos Biocombustiveis

Em 23 de fevereiro de 1897, Rudolf Diesel (1858-1913), um
engenheiro alemao, registrou a patente de seu motor-reator produzido, em
1893, para funcionar com 6leos de origem vegetal. Seu invento foi apresentado
oficialmente na Feira Mundial de Paris, Franca, em 1898, e o combustivel
utilizado nessa época foi o 6leo de amendoim.

Apoés sua morte, a indastria do petroleo passou a chamar um tipo de
Oleo proveniente do refino do petroleo de 6leo diesel e, por ser mais barato que
os demais combustiveis na época, passou a ser largamente utilizado nos
motores de Rudolf Diesel (Knothe et al., 2006; Demirbas, 2009). Desde o
século passado, os combustiveis derivados do petréleo tém sido a principal
fonte energética mundial, porém, mais recentemente, preocupacdes com o
meio ambiente impulsionaram muitas pesquisas pela busca de alternativas
tecnoldgicas, capazes de colaborar com um desenvolvimento sustentavel.

Os chamados biocombustiveis sofreram um grande impulso na sua
utilizacdo a partir dos anos 70, devido principalmente a Crise do Petréleo, e a
instalacdo de Programas de iniciativas do Governo, como o ProAlcool, em
1975, e o Programa Nacional de Producdo de Biodiesel - PNPB, em 2002,
sendo que, em 2010, o Brasil ocupou o segundo lugar no ranking de produtores
mundiais de biodiesel, ultrapassado apenas pela Alemanha (Nitsch, 1991;

Ramos et al., 2003; Leite & Leal, 2007; Feix, 2012).
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Atualmente ha uma ampla definicdo do biodiesel, visto que a
matéria-prima para sua producdo pode ter diferentes origens. Porém, a ANP
define o biodiesel, através de sua Resolugcdo n° 14 de 2012, como um
combustivel composto de alquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa,
derivados de 6leos vegetais ou de gorduras animais.

A Lei 11.097/2005, aprovada pelo Congresso Nacional em 13 de
janeiro de 2005, tornou mandatéria a adicdo de biodiesel ao diesel de petréleo
no Brasil. Inicialmente a proporcdo de biodiesel adicionada ao diesel era de
2%, denominado de B2, sendo obrigatério seu uso a partir de janeiro de 2008.
A partir de 1° de Julho de 2008, a mistura do biodiesel no diesel passou a ser
de 3% (B3) e a mistura B5 (5% de adi¢do), que entraria em vigor apenas em
2013, teve o seu inicio antecipado em janeiro de 2010 (ANP, 2009).

De acordo com a Resolucdo N° 42, de 16.12.2009, da Agéncia
Nacional de Petroleo, Gas Natural e Bicombustiveis (ANP), os 6leos diesel
comercializados sé&o classificados, no Brasil, em 0leo diesel A e oleo diesel B.
O Oleo diesel A € o combustivel diesel, proveniente de processos de refino do
petréleo e destinado a veiculos dotados de motores do ciclo Diesel, sem adicao
de biodiesel. O 6leo diesel B € o 6leo Diesel A com a adicdo de biodiesel no
teor estabelecido pela legislacdo vigente (ANP, 2009), que, conforme ja

mencionado, € hoje de 5%.

3.2 Producao de Biodiesel
A tecnologia para a producgéo de biodiesel predominante no mundo é

a rota tecnoldgica de transesterificacdo que pode ser etilica, mediante o uso do
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alcool comum (etanol) ou metilica, através do emprego do metanol (Figura 1).
Porém, muitas pesquisas também mostram resultados importantes envolvendo
outras metodologias como catalise acida ou heterogénea, catalise enzimatica,
producdo por cragueamento, e transesterificacio com metanol supercritico

(Macedo & Macedo, 2004; Demirbas, 2007; Krause, 2008)
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Triglicerideo Alcool Ester Glicerol

Figura 1. Etapas da Reacdo de Transesterificacdo Metilica. (Adaptado de

Leung & Leung, 2010).

A rota de transesterificacdo consiste na reacdo de um acido graxo
com um alcool, geralmente de cadeia curta, comumente metanol (metilica) ou
etanol (etilica). O metanol ainda é o mais utilizado por apresentar maior
rentabilidade na reacdo, porém apresenta a desvantagem de ter sua principal
origem em fontes fésseis (Teixeira et al., 2010).

Nesse sentido o etanol, proveniente de biomassa renovavel, seria
mais viavel, porém o fato de possuir um carbono a mais que o metanol provoca
uma maior facilidade de se misturar a glicerina, o que dificulta a separagéo das

fases biodiesel-glicerina durante o processo de producgéao (Parente, 2003). O

etanol seria vantajoso, também, por outras caracteristicas que possui, tais
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como ser menos téxico quando comparado ao metanol, ser renovavel e produz
biodiesel com maior lubricidade e maior nimero de cetano, o que otimizaria a
sua combustao (Parente, 2003; Lobo et al., 2009).

Na reacdo de transesterificacdo sdo utilizados catalisadores que
aumentam a sua velocidade e eficiéncia. Varios catalisadores acidos e basicos
podem ser utilizados, sendo a catalise alcalina geralmente mais utilizada por
ser mais rapida que a acida, porém a sua utilizacdo depende da natureza dos
Oleos utilizados na reacdo (Macedo & Macedo, 2004). Os catalisadores
hidroxido de sodio (NaOH) e o hidroxido de potassio (KOH) costumam
promover rendimentos satisfatorios em transesterificacdes (Lobo et al., 2009).

O que ocorre na transesterificacdo € a quebra do acido graxo em
glicerol e glicerideos. Os triglicerideos reagem com o alcool, formando os
ésteres. O glicerol é considerado um residuo da reacdo (Macedo & Macedo,
2004) (Figura 1). Ap6s a producdo, é necessario, portanto, um processo de
purificacdo, no qual se retiram os residuos indesejaveis da reacéo (glicerol,
mono, di e triglicerideos néo esterificados, residuo de alcool e catalisador),
produzindo um 6leo de menor viscosidade e de aspecto mais fluido.

No método convencional do processo de purificacdo do biodiesel, o
qual utiliza &agua, existe a possibilidade da geracdo de concentracdes
indesejaveis de agua residual devido ao grau de higroscopicidade do biodiesel
(L6bo et al., 2009). Um método alternativo a utilizacdo de agua, e bastante
eficaz, é o uso de sélidos adsorventes, como o silicato de magnésio, que tem
se mostrado promissor no processo de purificagdo da reacdo de

transesterificagdo (Costa, 2010).
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O biodiesel somente ¢é liberado para o mercado apos a realizacdo de
algumas analises especificadas pela Resolucdo ANP N° 14, de 2012 da
Agéncia Nacional de Petroleo (ANP). Caso o biodiesel ndo venha a ser
comercializado no prazo de 30 dias apos a emissdo do Certificado de
Qualidade pelo fabricante, 0 mesmo devera ser submetido a algumas analises.

Dentre as analises exigidas estdo: teor de éster, a viscosidade
cinematica a 40°C, a massa especifica a 20°C, teor de agua, indice de acidez e
estabilidade a oxidacdo a 110°C. Se a diferenca de massa especifica a 20°C
for superior a 3,0 Kg/cm?, devera ser realizada a recertificacdo completa do
produto (ANP, 2008). O teor de agua aceito até a publicacdo da Resolucdo N°
14 da ANP, de 11/05/2012, era de 500mg/Kg pelos Métodos ASTM 6304 e EN
ISO 12937. Apos esse periodo, o limite de 380mg/Kg seria admitido até 60 dias
apos a publicacdo da Resolucéo.

No periodo de 1° de janeiro de 2013 até 31 de dezembro de 2013 o
limite maximo estabelecido sera de 350mg/Kg e, a partir de 1° de janeiro de
2014, o limite maximo serd de 200mg/Kg (ANP, 2012). Os valores de cada
analise devem estar de acordo com os limites impostos pelas normas previstas
em lei, e sdo indispensaveis para que o biocombustivel tenha o rendimento
esperado no motor (Cavalcanti, 2009; Lobo et al., 2009; Zuniga et al., 2011).

Como energia de fonte renovavel, a utilizacdo do biodiesel apresenta
vantagens quando comparado a outros tipos de combustiveis, tais como
gasolina e Oleo diesel, o que destacaremos a seguir. O mesmo pode conter
guantidades minimas de enxofre e de compostos aromaticos, sendo assim,

quando comparado ao diesel, sua toxicidade é reduzida (Lobo et al., 2009). O

24



biodiesel apresenta teores médios de oxigénio, favorecendo uma combustao
mais completa; possui maior ponto de fulgor, o que torna mais seguro seu
armazenamento. Sua queima libera menor quantidade de material particulado,
e gases como HC, CO e CO2, responsaveis pelo efeito estufa. E mais
suscetivel a biodegradacdo e mesmo fornecendo uma quantidade de energia
10% menor do que o diesel de petroleo, seu desempenho no motor € o0 mesmo
(L6bo et al., 2009).

O biodiesel apresenta também algumas desvantagens na sua
utilizacdo. Apesar de produzir baixas emissdes de materiais sulfurados, os
valores de compostos NOX aumentam com a combustdo do biodiesel. Além
disso, sua instabilidade no armazenamento pode ser um obstaculo a utilizacdo

desse biocombustivel (Ramos et al, 2003).

3.3 Matérias primas

A fonte de &cido graxo da reacdo de transesterificacdo pode ser
proveniente das mais variadas matérias primas, dentre elas citam-se as
oleaginosas, como soja, mamona, palma e amendoim, gordura animal e Oleos
residuais (Knothe et al., 2006). Os &cidos graxos podem ser divididos em trés
familias diferentes: émega 3, émega 6 e Omega 9. Nessas familias
encontramos gorduras poli-insaturadas que fazem parte de um grupo de acidos
graxos essenciais a vida por desempenharem fungdes biolégicas importantes
em seres vivos. Dentre eles os &cidos oléico, linoleico e linolénico sédo bem
conhecidos e estudados na literatura quanto a sua importancia em organismos

(Figura. 2) (Wacker & Elert, 2001; Fassina, 2011).
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Oleo de Soja: em 2011 mais de 86% dos 2,67 bilhdes de litros de
biodiesel produzidos no Brasil foram provenientes do 6leo de soja (Glycine
max), segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), além de ser uma das oleaginosas mais cultivada no Brasil. O perfil de
acidos graxos encontrados no 6leo de soja contém uma porcentagem alta de
insaturacdes, sendo que mais de 50% dessa porcentagem € composta pelo

acido linoléico (Tabela 1) (Ferrari et al., 2005).

Tabela 1. Porcentagem dos principais acidos graxos presentes nas matérias
primas Linhaca, Soja, Oliva, Amendoim e Sebo Bovino. Adaptado de: Lazzari e

Chiantore (1999); Ferrari et al. (2005), Oliveira et al. (2008) e Krause (2008).

Acidos Graxos Oleo de Oleo de Oleo de Oleo de Sebo
(%) Linhaca Soja Oliva Amendoim Bovino
C16:0 Palmitico 6,0-7,0 7,0-14,0 7,5-20,0 7,0-12,0 23,0-29,0
C18:0 Estearico 3,0-6,0 1,4-55 0,5-3,5 1,5-5,0 20,0 -35,0
C18:1 Oléico 14,0 -24,0 19,0 - 30,0 56 — 83,0 64,0 - 86,0 26,0 — 45,0

C18:2 Linoléico 14,0-19,0 44,0-62,0 3,5-20,0 4,0-15,0 2,0-6,0

C18:3 Linolénico 48,0 — 60,0 4,0-11,0 <1,5 0,5-1,0 <1,0

Vérias oleaginosas, como as citadas anteriormente, ja tiveram seus
Oleos convertidos em biodiesel e conseguiram um rendimento muito bom em
motores diesel (Pimentel & Patzek, 2005). Porém, no cenario atual, a soja €,
ainda, a oleaginosa mais utilizada para a producéao de biodiesel no Brasil, por

ser a planta que é produzida em quantidades necessarias e disponiveis para
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producdo imediata em larga-escala de biodiesel (Carneiro, 2003; Parente,
2003).

De forma a diminuir a predominancia da soja, muito se apostou em
oleaginosas regionais, como a mamona (Ricinus communis). Essa matéria
prima, porém, acabou ndo suprindo a demanda de producédo de biodiesel, bem
como teve seu sucesso baseado principalmente na inclusdo econdémica da
agricultura familiar da regido nordeste brasileira, 0 que deparou-se com
limitagbes, como tecnologias apropriadas na agricultura familiar (Freitas et al.,
2010; Obermaier & La Rovere, 2012).

O biodiesel produzido a partir dessa oleaginosa apresenta
viscosidade elevada, o que inviabiliza o seu uso na forma pura, devendo ser
misturado a outros Oleos para ndo comprometer 0 desempenho e durabilidade
dos motores (Santos, 2007; Mendes e Costa, 2010; Maia, 2012).

Oleo de Linhaca: O 6leo proveniente da semente de Linho (Linum
usitatissimum) é um 6leo vegetal de coloracdo alaranjada e sabor levemente
amargo. A evidéncia de seus beneficios nutricionais tem impulsionado seu
consumo na dieta humana. Com propriedades antioxidantes e
imunoestimulante, previne doencas degenerativas, cardiovasculares e
apresenta excelentes resultados no tratamento da tensdo pré-menstrual e
menopausa e na reducao dos riscos de cancer de mama, prostata e pulmao. O
Oleo de linhaca também é usado na indastria, na fabricacédo de tintas, vernizes
e lubrificante de motores, além de ser amplamente estudado como potencial
matéria prima para producdo de biocombustiveis (Fonseca & Yoshida, 2009;

Dixit et al., 2012).
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Os acidos graxos presentes no Oleo de linhaca sdo compostos
basicamente por cadeias poli-insaturadas, sendo que mais de 60% sao acidos
linolénicos (C18:3) (Nuernberg, 2005; Galvao et al., 2008). Através do processo
de transesterificacdo metilica, as caracteristicas inerentes aos acidos graxos
componentes do 6leo de linhaca sdo passadas para os ésteres, componente
principal do biodiesel. Assim sendo, um biodiesel de 6leo de linhaca possui em
sua formulacéo mais de 60% de linolenato de metila.

Oleo de Oliva: Oleaginosa de grande interesse comercial (Olea
europaea), cujo 6leo é extraido do seu fruto chamado azeitona. O 6leo de oliva,
altamente comercializado em todo o mundo, contém, em sua formulacdo, uma
grande porcentagem de acidos graxos insaturados, onde o acido oléico (C18:1)
representa em média mais de 50% de sua composicao (Oliveira et al., 2008).

Uma grande porcentagem da producdo mundial desse 6leo
concentra-se nos paises Espanha, Itdlia e Grécia, os quais detém cerca de
80% do total produzido, seguidos por Siria, Turquia, Tunisia e Marrocos (13%
do total produzido) (Pagliuca & Scarpato, 2011).

Além de ser utilizado principalmente na alimentacédo, o 6leo de oliva
também é utilizado na industria cosmética como aditivo base para producao de
sabdes e cremes, e ainda pode ser usado como precursor de polimeros como
por exemplo poliésteres, poliamidas e poliuretanos (Nicolau et al., 2010;
Pagliuca & Scarpato, 2011).

O biodiesel, de uma forma geral, € extremamente suscetivel a
reacOes de natureza abidtica: hidroliticas e oxidativas. Quanto maior o grau de

insaturacdo das cadeias carbbnicas presentes na matéria-prima maior sua
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suscetibilidade a oxidacdo. Condicbes como calor, radiacdo UV, umidade, ar
atmosférico e metais, mesmo que por pouco tempo, induzem processos
oxidativos, formando radicais livres e liberando aldeidos, acidos carboxilicos e
polimeros (Knothe, 2007).

O biodiesel € composto, basicamente, por oito diferentes ésteres de
acidos graxos (C16-18) metil esterificados, incluindo oleato, palmitato,
estearato, linoleato, miristico, laureato e linolenato, e a concentracdo de cada
éster pode variar de acordo com a fonte de origem do &cido graxo utilizado na

reacao de transesterificacdo (Figura. 2) (Murugesan et al., 2009).

Oleocato de Metila

Linoleato de Metila

Linolenato de Metila

Figura 2. Estrutura quimica dos principais ésteres de acidos graxos presentes

no Biodiesel (Baseado em Suarez et al., 2007).
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Algumas matérias primas, como a soja, possuem um perfil de acidos
graxos que favorece o processo de oxidacdo deste biocombustivel, devido a
guantidade de acidos graxos insaturados, principalmente acido linoléico
(C18:2) (53%), oléico (C18:1) (23%), palmitico (11%), linolénico (C18:3) (8%) e
estearico (C18:0) (4%) (Domingos et al., 2007).

Os principais fatores que afetam a estabilidade quimica e, em
consequéncia, a potencial degradabilidade do biodiesel sdo: o comprimento da
cadeia, o numero de insaturacfes e a ocorréncia de outras funcdes quimicas.
O biodiesel pode sofrer reacdes de natureza hidrolitica, oxidacdo enzimatica,
foto — oxidacdo e autoxidacao.

As reacdes hidroliticas consistem na hidrélise dos ésteres e sao
catalisadas pelas enzimas lipases ou pela acdo de calor e umidade, com
formacdo de acidos graxos livres (Barreira-Arellano, 1993). No mecanismo de
oxidacdo enzimatica, as reacdes ocorrem pela acdo das enzimas lipoxigenases
gue atuam sobre os acidos graxos poliinsaturados, resultando na formacéo de
peréxidos e hidroperéxidos, os quais podem formar gomas insolGveis por meio
de polimerizacéo (Graboski & McCormick, 1998; Silva et al., 1999).

O processo de degradacdo oxidativa do biodiesel pode ser ativado
pela luz (foto-oxidacdo), cujo mecanismo envolve a adicdo direta de oxigénio
(O2) aos acidos graxos insaturados. O Oz reage diretamente com as duplas
ligacBes presentes no 6leo, produzindo hidroperéxidos (Ferrari & Souza, 2009).
Por sua vez, essas reacOes oxidativas podem modificar o pH da fase aguosa
de um sistema de armazenamento, acelerando processos coOrrosivos nos

tanques e instabilidade quimica dos combustiveis (Ambrozin et al., 2009).
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Além da foto—oxidacéo, o biodiesel tende a se oxidar sob a influéncia
de outras condi¢cdes abidticas como calor, umidade, ar atmosférico e metais.
Uma das consequéncias da oxidac&do € o aumento da viscosidade do biodiesel,
levando a formac&do de gomas e sedimentos, acarretando o entupimento de
filtros e sistemas de injecdo (Knothe, 2007).

Algumas medidas podem ser tomadas para aumentar a resisténcia a
degradacdo oxidativa como a aplicacdo de substancias antioxidantes
(Domingos et al.,, 2007; Knothe, 2007; Ferrari & Souza, 2009). Mesmo o
biodiesel sendo proveniente de oleaginosas, as quais sdo dotadas de
antioxidantes naturais, o uso de antioxidantes efetivos pode aumentar a
estabilidade do biocombustivel durante a estocagem. Assim, alguns
antioxidantes sintéticos tém sido recomendados, como os TBHQs, que exibem
um grande poder estabilizante (Liang et al., 2006; Domingos et al., 2007;
Ferrari & Souza, 2009; Xin, 2009).

Entre outras propriedades, o biodiesel apresenta uma grande
afinidade com agua (higroscopicidade), o que eleva consideravelmente seu
teor de &gua, somente entrando em contato com a umidade do ar (Gerpen et
al., 1997; Vieira et al., 2006; L6bo et al, 2009). Vieira et al. (2007) utilizando
biodiesel de mamona e soja, constataram que em misturas de biodiesel e
diesel, a capacidade de absorcdo de agua pela mistura aumenta com o
aumento do teor de biodiesel.

Por ser composto por ésteres de acidos graxos, altamente similares
a substancias encontradas normalmente na natureza, o biodiesel possui maior

degradabilidade do que o diesel, cujos constituintes s&do basicamente
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hidrocarbonetos de cadeias longas, incomuns no ambiente, e
comparativamente pode ser de mais dificil degradacao (Mariano et al., 2008).
Essa propriedade é considerada uma das vantagens ao se adicionar
biodiesel ao diesel em relacdo a contaminacdo ambiental. Porém, essa
caracteristica pode ser uma desvantagem para quem armazena esse
combustivel, devido a presenca de fontes de carbono que podem ser utilizadas

pelos micro-organismos para produzir biomassa.

3.4 Degradacao Bidtica

As propriedades atribuidas ao biocombustivel podem influenciar
caracteristicas da nova formulacédo do diesel, que atualmente recebe a adicéo
de biodiesel obrigatoriamente de 5%. Sendo assim, 0s processos envolvendo a
degradacdo dessas misturas também podem ser modificados (Zuniga et al.,
2011).

Estudos recentes tém avaliado e comparado a degradacéo
microbiana do biodiesel em relagdo as misturas de diesel e biodiesel e o diesel
féssil. DeMello et al. (2007), compararam a velocidade de degradacédo entre
100% de diesel fossil (BO) e B25 (25% de biodiesel misturado ao diesel), em
um ambiente marinho, e verificaram que a degradacdo dos ésteres de acidos
graxos e dos n — alcanos ocorre simultaneamente, e mais rapidamente do que
outros componentes do diesel.

Outros trabalhos, como o realizado por Pasqualino et al. (2006),
relataram um aumento na biodegradabilidade das misturas de diesel e

biodiesel, a medida que ocorre a adicao de biodiesel. Isto sugere um efeito
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positivo na biodegradacéo das misturas, ou seja, o biodiesel, ao ser adicionado
no diesel, aumentou a biodegradabilidade do diesel, através de transformacdes
cometabolicas.

Schleicher et al. (2009) verificaram um maior crescimento de micro-
organismos em misturas com 20% de biodiesel de soja, e 80% de diesel (B20),
seguido pela mistura B5, e entdo por B100. Também, Biicker et al. (2011),
observaram o0 aumento da biodegradacdo, por fungos filamentosos e
leveduriformes, do combustivel diesel, a medida que o percentual de biodiesel
aumentou. Mais recentemente, Silva et al. (2012) acompanharam a
degradacdo de varias misturas (B5, B20, B50 e B100) em solo com carater
areno-argiloso, coletado em uma regido de Mata Atlantica. O aumento da
degradacdo dos contaminantes a partir da utilizacdo da mistura B20, foi

observado.

3.4.1 Principais Micro-organismos Deteriogénicos

A participacdo de micro-organismos como um dos agentes na
deterioracdo de combustiveis vem sendo relatada na literatura desde 1895.
Myosche (1895) fez o primeiro relato de utilizacdo de compostos considerados
de dificil degradacdo por micro-organismos, observando o crescimento do
fungo Bothritis cinerea em parafina (Myoshe, 1895, apud Bento, 2001).

Para que um microrganismo utilize, como fonte de carbono,
substancias como hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos presentes nos
combustiveis, é imprescindivel que essas fracfes estejam disponiveis, e, pela

atividade enzimatica, eles sejam capazes de transformar as complexas
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moléculas dos contaminantes em intermediarios comuns que possam ser
incorporados as suas rotas catabolicas (Van Hamme et al., 2003; Jacques et
al., 2007).

Vieira et al. acompanhou, em 2006, 25 isolados bacterianos
degradadores de 6leo diesel e seus efeitos sobre biodiesel de 6leo de palma,
sendo que 16 dos 25 isolados apresentaram pelo menos uma atividade
enzimatica durante o crescimento em 6leo de palma como fonte de carbono.

No Brasil, a primeira referéncia de estudos envolvendo os
sedimentos formados em tanques de estocagem de combustivel foi realizada
por Gutheil (1966) com o isolamento do fungo Cladosporium resinae de
tanques de querosene. Desde entdo, outros micro-organismos foram isolados
de tanques de armazenamento e tiveram suas capacidades deteriogénicas
comprovadas, como, por exemplo, leveduras e fungos filamentosos dos
géneros Candida viswanathii, Hormoconis resinae, Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus e seu teleomorfo Neosartorya, Paecilomyces variotii,
Candida silvicola, e Pseudallescheria boydii, entre outros (Bento & Gaylarde,
1996; Janda Ulfi et al., 1999; Bento & Gaylarde, 2001; Passman, 2003; Miranda
et al., 2007; Oliveira, 2008; Taewoo et al., 2011).

Entre as bactérias aerdbias citam-se os géneros Pseudomonas,
Bacillus, Acinetobacter, Rhodococcus, Alacaligenes, Aerobacter, Aeromonas,
Micrococcus e Staphylococcus (Gaylarde et al., 1999; Bento & Gaylarde, 2001,
Passman, 2003; Vieira et al., 2006; Malik & Ahmed, 2012). A presenca de

bactérias anaerdbias, como as bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias
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denitrifcantes (BDN), também ja foram detectadas em combustiveis (Gaylarde

et al., 1999; Sorensen et al., 2011).

3.5 Condic¢bes para o Crescimento Microbiano

A contaminacdo microbiana de combustiveis armazenados, e seu
consequente crescimento, sao influenciados por diversos fatores, que
apresentam caracteristicas e origens bastante distintas. A capacidade
microbiana de utilizar o combustivel como fonte de carbono também & um fator
de grande importancia para seu crescimento (Bento et al., 1999; Gaylarde et

al., 1999; Luz et al., 2011).

3.5.1 Agua

A presenca de agua € fundamental para inicio do desenvolvimento
microbiano, e num sistema com combustivel estocado ela pode estar presente
em duas fases distintas: como agua livre, decantada no fundo do tanque e
denominada agua de lastro, e em pequenas quantidades de agua dissolvida no
préprio combustivel (Figura 3) (Hill & Hill, 2008; Passman, 2013).

Essa agua entra no tanque de armazenamento de varias formas,
como, por exemplo, condensada nas paredes do tanque, por defeitos na
vedacdo que podem deixar passar agua do exterior para o interior do sistema
durante operacdes de carga e descarga e da prépria agua que acompanha o
combustivel desde sua producao (Gaylarde et al., 1999; Van Hamme et al.,

2003, Meneghetti et al., 2013).
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A agua presente nos sistemas de armazenamento pode conter
nutrientes como, por exemplo, fésforo, nitrogénio e potassio, fatores limitantes
do crescimento microbiano. Por outro lado, os proprios aditivos usados em
muitos combustiveis muitas vezes carregam sais organicos como parte de sua
formulacédo, e que podem ser utilizados como fontes de nutrientes pelos micro-

organismos (Smith, 1991; Gaylarde et al., 1999; Bento, 2001; Passman, 2013).

Figura 3. Representacdo de um tanque aéreo de combustivel contaminado.

Fonte: Bento et al., 2006.

3.5.2 Competéncia Enzimatica

Para que o processo de biodegradacédo se desenvolva é necessario
gue no sistema existam micro-organismos capazes de utilizar o combustivel
estocado como fonte de carbono. A populagcdo microbiana competente em
degradar esses substratos, pode entrar em contato com o combustivel, num

tanque de armazenamento, através do sistema de ventilacdo ou de
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bombeamento, pois sdo micro-organismos comumente presentes no ambiente
(Yemanshova et al., 2007).

Ao encontrar condicbes apropriadas de agua e de nutrientes, essa
populacdo microbiana € capaz de se desenvolver em um tanque de
armazenamento, em uma ampla faixa de temperatura e de pH -
respectivamente a partir de 4°C até 60°C e de pH 4 a pH 9, entre as fases
oleosas e aquosa, e até mesmo formar biofilmes nas paredes do tanque
(Chung et al., 2000; Leung et al., 2006; Yemanshova et al., 2007; Schultz,
2010).

Uma vez estabelecida uma condicdo favoravel e iniciado o
crescimento, esses organismos formam uma terceira fase visivelmente distinta
das outras duas, descritas anteriormente, no tanque (Figura 3). Dentre os
micro-organismos encontrados nessa biomassa formada na interface oleo-
agua, estao presentes fungos filamentosos, leveduras e bactérias.

Além de material celular vivo e morto, nela encontramos também
substancias organicas e inorganicas, provenientes do metabolismo microbiano,
como por exemplo, acidos organicos, produzidos por fungos, e H2S produzido
por bactérias redutoras de sulfato (Bento & Gaylarde, 1996; Bento, 2001,
Bicker, 2010).

A formacdo dessa biomassa resulta em consequéncias, como, por
exemplo, obstrucdo de tubulagbes, filtros e mangueiras do sistema de
abastecimento; aumento do conteldo de agua, e a geragdo de produtos
biossurfactantes, resultantes do metabolismo microbiano, que causam a

emulsao do hidrocarboneto na agua.
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Muitas vezes, dependendo do grau de contaminacdo do tanque,
pode-se observar o escurecimento da agua de lastro, devido a precipitacao de
sulfeto de ferro, e possivel formacao de acido sulfidrico, devido a atividade de
bactérias anaerdbias como as redutoras de sulfato (Bento & Gaylarde, 2001,
Passman, 2003).

Os sedimentos quimicos formados, durante o processo de
degradacédo, estdo relacionados a natureza do combustivel e as reacdes de
hidrolise e oxidacdo, as quais provocam a degradacdo do produto. Durante a
degradacédo de hidrocarbonetos ha formacéo de acidos organicos, como acido
propidnico, que podem reduzir as medidas de pH da fase aquosa como
verificado por Bento et al. (2005), em que foram encontrados valores de pH de
4,8 ao final de 60 dias de estocagem simulada em laboratério. Gomes et al.
comparou em 2009 a degradacgédo de querosene pelas leveduras Trichosporon
pullulans e Rhodotorula aurantiaca e em ambos os tratamentos apds 6 dias de

experimento o pH da fase aquosa reduziu de 7,0 para 3,0 a 6,0.

3.6 Degradacao Microbiana de Combustiveis

Os combustiveis sdo compostos por hidrocarbonetos suscetiveis a
degradacdo microbiana que podem estar sob a forma de cadeias alifaticas,
aromaticas, longas, curtas, lineares ou ramificadas, capazes de serem
biotransformadas para a obtencdo de compostos usados no metabolismo
celular. No entanto, além da competéncia enzimatica, é importante que o0s

hidrocarbonetos estejam acessiveis ao microrganismo.
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Neste sentido, a biodisponibilidade é considerada um fator
importante para a degradacdo do combustivel. O carater soluvel dos
componentes alifaticos decresce rapidamente com o0 aumento da massa
molecular. Hidrocarbonetos com cadeia carbbnica longa séo de dificil
solubilizacédo, e, portanto, h4 a necessidade de adaptacdes por parte dos
micro-organismos. O contato com o hidrocarboneto, e a consequente
degradacdo do substrato, sdo dependentes dessas adaptacdes para alcancar
uma taxa de assimilacdo suficientemente alta, satisfazendo as necessidades
de crescimento do microrganismo (Bento, 2001; Reginatto et al., 2011).

O processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos se inicia nas
moléculas com estrutura quimica mais simples, ou seja, nos n-alcanos. Em
aerobiose, a ordem preferencial de degradacdo dos hidrocarbonetos derivados
de petréleo € a seguinte: n-alcanos > alcanos ramificados > aromaticos de
baixa massa molecular > ciclo alcanos > aromaticos de alta massa molecular
(Vieira et al., 2006).

A atividade metabdlica dos micro-organismos pode mudar a
estrutura quimica dos compostos (biotransformacdo) para moléculas mais
simples encontradas no ambiente. E em alguns casos pode haver a
mineralizacdo dos mesmos, isto €, pode-se gerar, apdés todo o processo,
diéxido de carbono e agua (Atlas & Bartha, 1996; Van Hamme et al., 2003;
Jacques et al., 2007).

Os passos iniciais da degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos se
resumem na oxidacao dos grupos metila das extremidades a &lcoois primarios,

0S quais sdo oxidados a aldeidos, que, por sua vez, sdo oxidados aos acidos
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graxos correspondentes. Os &acidos graxos formados entram na via de
oxidacdo dos acidos graxos, processo de degradagao conhecido por [-
oxidacdo ou acabam sendo utilizados pela célula através das rotas metabdlicas
comuns (Sharma & Pant, 2000; Bento, 2005).

Segundo Mehdi & Giti (2008), a velocidade de biodegradacéao
depende da concentracdo e da composicdo do oOleo, da sua biodisponibilidade
no meio, dos tipos de micro-organismos presentes e de um grupo de
moléculas, denominadas biossurfactantes, que, de acordo com Bento et al.
(2008), sdo moléculas anfipaticas, ou seja, possuem uma porcao hidrofilica e
outra hidrofobica.

Os biossurfactantes podem afetar a velocidade de biodegradacéo de
hidrocarbonetos de duas formas: (1) aumentando a solubilizacdo das
moléculas na fase aquosa, e (2) modificando a afinidade entre as células dos
micro-organismos e os hidrocarbonetos, ao aumentar a hidrofobicidade celular,
modificando assim o acesso da comunidade microbiana ao contaminante em
questao (Yuste et al., 2000; Mehdi & Giti, 2008; Paria, 2008).

Devido a sua estrutura quimica, essas moléculas posicionam-se
preferencialmente entre fases fluidas com diferentes graus de polaridade e
ligacbes de hidrogénio (como nas interfaces 6leo/agua, agua/ar e superficies),
facilitando assim, a emulsificacdo e solubilizacdo de hidrocarbonetos ou
compostos insollveis em agua. Permitem entdo, que 0S micro-organismos
utilizem esses substratos como fonte de carbono em seu metabolismo, pela

reducado da tensao superficial (Nitschke & Pastore, 2002; Bento et al., 2008).
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Ao reduzir a tensdo superficial e promover a solubilizacdo dos
hidrocarbonetos ou compostos insoliveis em agua, moléculas surfactantes
facilitam o crescimento dos micro-organismos nestes substratos (Desai &
Banat, 1997; Banat et al., 2000; Mulligan, 2005; Singh et al., 2007).

Muitos micro-organismos produzem substancias surfactantes
capazes de reduzir a tensdo superficial da dgua (73 mN.m1) para menos de 30
mN.m1), como, por exemplo, o liposan produzido pela levedura Candida
lipolytica, a surfactina produzida pela bactéria Bacillus subtilis, e os
ramnolipideos produzidos pela bactéria Pseudomonas aeruginosa e muitos
outros (Cirigliano & Carman, 1985; Bodour & Maier, 2003; Sarubbo et al.,
2007).

Alguns genes responsaveis pela producdo dessas substancias por
micro-organismos ja foram identificados, como por exemplo, o gene sfp
envolvido na producédo de surfactina em Bacillus subtilis (Nakano et al., 1992;
Kim et al., 2000). Os genes do grupo RHL envolvidos na producgéo e controle
da producdo de ramnolipideos presentes em Pseudomonas sp. (Maier &
Chavez, 2000; Marchant & Banat, 2012). Porém ainda ha muito que esclarecer
guanto a expressdo génica desses metabdlitos e condi¢cdes responsaveis por
essa expressao em outras espeécies.

Outros fatores que influenciam a producdo desses metabdlitos
secundarios por micro-organismos sdo a origem da fonte de carbono e
nitrogénio, a presenca de fosforo, ferro e outros minerais, o valor do pH, a
temperatura, e a oxigenacédo do meio (Nitschke & Pastore, 2002; Bento, 2005;

Fontes et al., 2008; Onwosi & Odibo, 2012).
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3.6.1 Biodegradacéo de Biodiesel

A rota para a biodegradacdo do biodiesel por micro-organismos
consiste inicialmente da hidrolise do metil ou etil éster por uma esterase (ou
lipase), produzindo um acido graxo e um alcool (Figura 4). As lipases,
juntamente com as esterases, fazem parte de uma classe de enzimas
denominada hidrolases, as quais catalisam reac6es de hidrélise.

As lipases em especial, possuem uma capacidade de atuarem na
interface Oleo/agua, catalisando as reacdes de hidrélise de triacilgliceridios,
resultando na formacdo de mono e diacilgliceridios, acidos graxos e glicerol.
Essa capacidade é conhecida por ativacdo interfacial, em que, na presenca da
interface entre 6leo e a agua, sua conformacdo modifica-se, tornando o sitio

ativo mais disponivel a reacéo de hidrolise (Verger, 1997; Lopez-Gallego et al.,

2012).
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Figura 4. Hidrolise de ligacao éster catalisada por lipases ou carboxilesterases

(Baseada em Santos, 2009).



Varios genes responsaveis pela expressao dessas enzimas ja foram
descritos e suas sequéncias de nucleotideos podem ser extremamente
diversas, e, assim, podem ter diferentes atividades enzimaticas. O numero e a
funcéo das lipases podem diferir entre espécies, por exemplo, Saccharomyces
cerevisiae e Candida parapsilosis possuem trés lipases intracelulares (Tgl3p,
Tgldp e Tgl5p). Yarrowia lipolytica, no entanto, pode possuir apenas duas
lipases (Tgl3p e Tgl4p) codificadas por genes LIP (Beopoulos et al., 2011).

Muitos micro-organismos ja foram identificados como produtores de
lipases e entre os fungos filamentosos temos varios exemplos como Aspergillus
sp., Fusarium graminearum (Nguyen et al., 2010), Fusarium oxysporum,
Rhizopus sp., Penicillium sp., entre outros (Rapp & Backhaus, 1992; Cardenas
et al., 2001; Bornscheuer et al., 2002; Mohanasrinivasan et al., 2009; Griebeler
et al., 2011).

As lipases estdo envolvidas na hidrélise de ésteres, glicerinas e
acidos graxos de cadeia longa. Ambas as enzimas, lipases e esterases, sao
capazes de catalisar a hidrélise de ésteres, embora apenas as lipases
possuam a capacidade de atuar sobre ésteres insolaveis em agua. Entre outras
caracteristicas que as diferem, podemos observar que as esterases agem em
ésteres sollveis em agua, e ndo possuem a ativacdo interfacial, tipica das
lipases.

A maioria das lipases hidrolisa os mesmos substratos que as
esterases, e, atualmente ha relatos de que o inverso também pode ocorrer, o
que dificulta a classificacdo dessas enzimas baseando-se somente nas

caracteristicas que apresentam (Jaeger et al., 1999; Lopes et al., 2011).
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Apoés a hidrolise do metil-éster em acido graxo e um alcool, em
micro-organismos eucariotos como fungos filamentosos e leveduras, a porcao
acil do acido graxo ativado € transportada ao interior da mitocéndria, sendo
esta a etapa regulatoria da B-oxidacdo. Os acidos graxos de cadeia curta e
média atravessam diretamente as membranas da mitocondria e sdo ativados
no interior da mesma.

Deste modo a acil-CoA presente na mitocondria € oxidada pela via
denominada B-oxidacdo que consiste da oxidacdo do carbono B através de
uma seérie ciclica de 4 reacdes (oxidagao, hidratacdo, oxidacao e clivagem) ao
final das quais a acil-CoA é encurtada de dois carbonos que séo liberados na
forma de acetil-CoA com a producdo de FADH2 e NADH (Zhang et al.,1998;
Marzzoco & Bayardo, 2007).

Este processo de encurtamento da molécula continua até o acido
inicial ser degradado completamente a acetil-CoA (Chapelle, 2001). Cada volta
da B-oxidacdo h& producédo de 1 NADH, 1 FADH2, 1 acetil-CoA e 1 acil-CoA
com dois atomos de carbono a menos. Estes intermediarios sdo metabolizados
no Ciclo de Krebs (cada acetil-CoA gerando 3 NADH, 1 FADH2 e 1 GTP) e na
Fosforilacdo oxidativa onde NADH e FADH2 sdo usados para a sintese de
ATP.

Para os acidos graxos com numero impar de atomos de carbono na
ultima etapa da B-oxidag&o forma-se propionil-CoA que depois é convertido em
succinil-CoA e direcionado prioritariamente ao Ciclo de Krebs (Marzzoco &

Bayardo, 2007; Alberts, 2010; Lehninger et al., 2011).
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A sequéncia de oxidacdo é comum para acidos graxos saturados.
No entanto, a maioria dos acidos graxos provenientes de plantas oleaginosas
sao insaturados, tendo uma ou mais ligacfes duplas. Estas ligacdes estao na
configuracéo cis e ndo podem ser desfeitas pela enzima enoil-CoA hidratase.
Para isso, duas enzimas auxiliares sdo necessarias, uma isomerase e uma
redutase que catalisam uma isomerizacao cis-trans.

Para os acidos graxos monoinsaturados, os ciclos de oxidacao
acontecem até atingir a ligacdo dupla cis. A enzima enoil-CoA isomerase
realiza a conversao da ligacao dupla cis em trans e permite que o ciclo de B-
oxidacdo continue normalmente (Marzzoco & Bayardo, 2007; Alberts, 2010;
Lehninger et al., 2011).

Para os acidos graxos poliinsaturados a 2,4-dienoil-CoA redutase
também participa juntamente com a enoil-CoA isomerase alternadamente para
a conversao das ligacdes duplas cis em trans propiciando a orientacéo correta
das ligagdes duplas e permitindo a continuidade da B-oxidacdo (Marzzoco &

Bayardo, 2007; Lehninger et al., 2011).

3.7 Fungos Degradadores de Combustiveis

3.7.1 Crescimento e fisiologia

Os fungos sdo organismos eucariontes com ampla variedade
morfolégica e crescem formando colbnias de dois tipos: leveduriformes e
filamentosas. As col6nias leveduriformes possuem aparéncias pastosas ou

cremosas, formadas por micro-organismos unicelulares.
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As colbnias filamentosas, além de apresentarem crescimento radial,
podem também exibir texturas diversas, desde algodonosas, aveludadas, até
pulverulentas; sdo constituidas fundamentalmente  por elementos
multicelulares, chamadas hifas, que podem ser continuas (cenociticas) ou
possuirem septos entre uma célula e outra (septadas) (Loguercio-Leite et al.,
2006; Hofling & Gongalves, 2008).

Sao encontrados nos mais variados ambientes, mesmo naqueles
onde as condi¢cBes de vida sdo completamente adversas. Sua importancia nos
ecossistemas se da principalmente pelo fato de contribuirem para a
decomposicao da matéria organica e ciclagem de nutrientes (Alexopoulos et
al.; 1996; Trabulsi & Alterthum, 2008; Fukasawa et al., 2009).

Algumas leveduras podem apresentar metabolismo diferenciado,
sendo aerdbias facultativas e realizando fermentacdo quando se desenvolvem
em ambientes com pouco oxigénio (Bigaton, 2010; Pratt et al., 2012).

Essa plasticidade metabodlica j4 € muito bem explorada pela
indUstria, o exemplo disso é que algumas leveduras, como as leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Hanseniaspora guilliermondii, sdo empregadas
em processos industriais importantes como a fabricacdo de bebidas e na
producdo de compostos de aroma acetoina com potencial utilizacdo na
indastria, respectivamente (Mello, 2001; Badotti et al., 2010; Carvalho &

Zambiazi, 2011).

Outros fatores sédo considerados muito importantes para o
crescimento flngico, como por exemplo, temperatura, pressdo osmoética e pH

do meio. A faixa de temperatura que possibilita o crescimento desses micro-
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organismos é muito ampla, mas 25°C é considerado a temperatura média, que
todos os fungos conseguem se desenvolver (Kavanagh, 2011).

Ainda que o pH mais adequado ao crescimento dos fungos esteja
entre 5 e 7, a maioria dos fungos tolera amplas variagcdes no pH. Os fungos
filamentosos, por exemplo, podem crescer na faixa entre 1,5 e 11, porém 0s
leveduriformes né&o toleram pH alcalino (Singh, 2006; Colauto et al., 2008;

Trabulsi & Alterthum, 2008; Kavanagh, 2011).

3.7.2 Exoenzimas fungicas

Os fungos produzem uma ampla variedade de enzimas
degradadoras, que, quando liberadas no ambiente (exoenzimas) podem levar a
completa mineralizacdo de moléculas organicas ou inorganicas, ou ainda
disponibilizar compostos, produtos de degradacdo para outros organismos,
como bactérias.

O sistema enzimatico fungico € um sistema bastante complexo, com
capacidade para degradar moléculas recalcitrantes na natureza, que sao
encontradas fazendo parte de residuos vegetais, como, por exemplo, a lignina
e compostos xenobidticos, como benzeno, benzopireno, antraceno e naftaleno
(Hencklein et al., 2007; Maciel et al., 2010; Arun & Eyini, 2011). O potencial
degradador dos fungos aumenta quando comparados a outros micro-
organismos, pois sdo adaptaveis a caracteristicas ambientais extremas
(Magan, 1997; Singh, 2006; Loro et al., 2012).

Na degradacdo de o6leos combustiveis algumas outras enzimas

estdo envolvidas, como as oxigenases, que é um exemplo das classes de
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enzimas que Sao necessarias para que um micro-organismo utilize esses
compostos como fonte de carbono.

A classe de enzimas denominadas hidrolases, como lipases e
esterases, possui um papel fundamental no inicio da degradacéo do biodiesel.
Essas enzimas destacam-se por sua estabilidade em solventes organicos, alta
especificidade com relacdo ao substrato e o ndo requerimento de cofatores
para a reacao (Whiteley et al., 2003; Suzuki et al., 2004, Hasan et al., 2006).

A classe das enzimas lipases hidrolisam triglicerideos em interfaces
Oleo-agua e esta posicionada apenas atras de proteases e carbohidrases no
mercado mundial de enzimas, possuindo cerca de 5% de todo esse mercado
(Vakhlu & Kour, 2006).

A degradacédo aerobia de hidrocarbonetos, que sdo encontrados nos
combustiveis fosseis € considerada mais rapida e completa e envolve a acéo
das oxigenases (Das & Chandran, 2010; Pazmiio et al., 2010). A maior parte
dos micro-organismos oxidam os hidrocarbonetos através de enzimas da
classe das monooxigenases, as alcanos hidroxilases, as quais catalisam a
adicdo de um grupo hidroxila nas regiées terminais, subterminais ou biterminais
da cadeia hidrocarbonica (Funhoff & Van Beilen, 2006; Hamamura et al., 2008).

Por outro lado, nos mecanismos de degradacgéo envolvendo enzimas
dioxigenases, o0s alcanos sao convertidos em hidroperéxidos e
subsequentemente reduzidos a alcodis correspondentes (Fritsche & Hofrichter,
2000; Haritash & Kaushik, 2009). As moléculas resultantes da acdo enzimética

sdo entdo transformadas em intermediarios das rotas comuns do metabolismo

microbiano, via ciclo do acido citrico (Bamforth & Singleton, 2005).
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Alguns micro-organismos ja possuem sua capacidade deteriogénica
bem explorada pela literatura, porém alguns aspectos ainda necessitam
explicacbes e, portanto, sdo continuamente alvos de estudos pela comunidade
cientifica.

Schultz  (2010) acompanhou o0 crescimento do fungo
Pseudallescheria boydii, entre outros micro-organismos, em meio mineral e
diesel, e encontrou resultados de crescimento constante nos tratamentos, bem
como a producdo das enzimas lipase, monoxigenase e dioxigenase, 0 que o
caracteriza como um possivel degradador de diesel.

Além disso, alguns estudos j4 descreveram sua capacidade de
degradacdo de dioxina, um organoclorado altamente carcinogénico, com
remocao final de 92% desse contaminante em sistemas de biorreatores (Ishii &
Furuichi, 2007). Cazarolli et al. (2012) monitorou o crescimento do isolado P.
boydii em biodiesel de sebo bovino e constatou que a forma de producdo do
biodiesel interferiu na producéo de biomassa pelo fungo, sendo que o biodiesel
de sebo bovino, cuja producéo foi utilizado com o catalisador KOH promoveu o
maior crescimento, em relacdo ao biodiesel de sebo bovino produzido com o
catalisador NaOH.

Outros fungos como Aspergillus fumigatus, Hormoconis resinae e
Candida silvicola, foram isolados através da filtracdo dos sedimentos biologicos
presentes em tanques de armazenamento do combustivel diesel (Bento et al.,
2005).

Por essa mesma técnica de filtrag&o, o isolado Paecilomyces variotii

foi isolado de amostras de biodiesel de soja e identificado por estudos
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morfolégicos analisados em microcultivo (Blicker et al., 2011). Outras espécies
de Aspergillus foram descobertas em tintas a base de 4gua (Bach & Rangel,
2005). Alguns micro-organismos do género Penicillium sp. foram isolados do
herbicida 2,4-D, quimico amplamente utilizado na agricultura (Guedes, 2010).
Mucor plumbeus, Penicillium adametzii e Eupenicillium hirayamae, entre outros
fungos, foram encontrados em pentaclorofenol, etc (Carvalho et al., 2009).

Esses micro-organismos podem entrar no sistema de
armazenamento de combustivel via ar, dgua de lavagem poluida, tubulacdes
contaminadas ou proveniente do biofilme formado nas paredes dos tanques, e,
de posse de um sistema metabdlico, como o descrito anteriormente, com
capacidade e plasticidade suficientes, conseguem crescer e degradar o
combustivel estocado, diminuindo o tempo de armazenagem do produto
(Gaylarde et al., 1999).

Outros fatores sdo muito importantes para o crescimento fangico,
como por exemplo, temperatura, pressdo osmoética e pH do meio. A faixa de
temperatura que possibilita 0 crescimento desses micro-organismos € muito
ampla, mas 25°C é considerado a temperatura média, que todos os fungos
conseguem se desenvolver (Kavanagh, 2011).

Ainda que o pH mais adequado ao crescimento dos fungos esteja
entre 5, 6 e 7, a maioria dos fungos tolera amplas alterac6es no pH. Os fungos
filamentosos, por exemplo, podem crescer na faixa entre 1,5 e 11, porém os
leveduriformes ndo toleram pH alcalino (Singh, 2006; Colauto et al., 2008;

Trabulsi & Alterthum, 2008; Kavanagh, 2011).
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3.7.3 Necessidades energéticas

Os fungos séo considerados quimiorganotroficos, ou seja, obtém sua
energia e fonte de carbono da quebra de compostos organicos e possuem
basicamente as mesmas necessidades energéticas principais que outros
micro-organismos: nitrogénio, fésforo e carbono (Kavanagh, 2011).

As fontes de carbono preferenciais sdo carboidratos simples, como
D-glicose e os sais minerais como sulfatos e fosfatos, porém na falta destes,
sdo capazes de utilizar carbonos de outras substancias mais recalcitrantes,
como hidrocarbonetos aromaticos (Jonathan & Fasidi, 2001; Prenafeta-Boldu
et al., 2001; Madigan et al., 2010; Tortora et al., 2011; Kennes & Veiga, 2012).

Oligoelementos, como ferro, zinco, manganés, cobre, molibdénio e
calcio sdo necessarios em pequenas quantidades e agem como cofatores
enzimaticos. Alguns fungos requerem fatores de crescimento que né&o
conseguem sintetizar, em especial vitaminas como tiamina, biotina, riboflavina,
acido pantoténico, etc (Cardoso et al., 2009; Kavanagh, 2011).

Uma das formas utilizadas para o isolamento de micro-organismos
degradadores de um determinado contaminante € o método de enriquecimento.
Nesta técnica, utiliza-se um meio minimo mineral, como suporte de sais
minerais, e a adicdo de um dado composto organico é oferecido como a Unica
fonte de carbono e energia.

Bushnell & Haas, em 1941, confeccionaram um meio mineral
simples com o objetivo de isolar os micro-organismos capazes de usar
hidrocarbonetos como unica fonte de carbono e energia para 0 seu

crescimento. Esses autores concluiram que algumas substancias como
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petréleo, querosene, gasolina, 6leos minerais e a parafina poderiam ser
utilizadas como fonte de carbono por diversos micro-organismos (Bushnell &
Haas, 1941; Bicker et al., 2011; Simons et al., 2012; Prince et al., 2013).

Outros meios foram confeccionados com a funcdo de suporte
mineral, como os meios Richard e Vogel, Tanner, Kaufmann e Kearney e
Bastiens, entre outros, sendo a diferenca entre eles € a concentracdo de
minerais que cada meio possui (Kaufmann & Kearney, 1965; Shuttleworth &
Cerniglia, 1996; Richard & Vogel, 1999; Bastiens et al., 2000).

A finalidade desses meios é auxiliar no isolamento e crescimento de
micro-organismos, dando-lhes os macro e micronutrientes necessarios para
seu desenvolvimento e, em contrapartida, a fonte de carbono virhd da

substancia a ser testada para sua biodegradabilidade.

3.8 Contaminacao Microbiana em Combustiveis

Na maioria dos casos, 0s problemas relacionados com a
contaminagdo microbiana somente sdo detectados quando ha danos visiveis
nos equipamentos ou problemas como corrosdo dos tanques, que pode
ocasionar vazamentos para o ambiente do combustivel estocado (Beech &
Gaylarde, 1999; Ambrozin et al., 2009; Little et al., 2011).

A deterioracdo do combustivel é caracterizada pelas alteracdes nas
propriedades quimicas (degradacdo das cadeias hidrocarbbnicas) e fisicas,
com a producédo de solidos visiveis (Bento et al., 1999; Ambrozin et al., 2009
Dodos et al., 2012). A degradacdo quimica € percebida pela formacdo de

sélidos soluveis, no caso do diesel, que causam escurecimento do combustivel
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e posteriormente solidos insolaveis, como as gomas (Batts & Fathoni, 1991,
Cid et al., 1994; Knothe & Dunn, 2003).

A atividade microbiana também pode contribuir para o aumento da
instabilidade quimica dos hidrocarbonetos, acelerando as reacdes que
produzem mais sedimentos quimicos no sistema de armazenamento. As
principais consequéncias do crescimento microbiano estdo apresentadas na
tabela 2 (Bento & Gaylarde, 2001; Passman, 2003; Ambrozin et al., 2009; Hill &

Hill, 2009).

Tabela 2. Principais problemas relatados e grupo de micro-organismos
relacionados na contaminag¢do microbiana de sistemas de armazenamento de

combustiveis. Fonte: Gaylarde et al., 1999.

Principais Problemas Relatados Micro-organismos Relacionados

Fungos, Bactérias produtoras de

Bloqueio de tubulagfes, véalvulas, filtros p
polimeros

Aumento do contelido de agua Bactérias, fungos e leveduras

Formacdao de Borras e solidos em
suspensao no combustivel

Producéo de surfactantes, causando
emulsificacdo do 6leo/agua

Corroséao dos tanques de estocagem e

Bactérias, fungos e leveduras
Fungos, Bactérias Aerébicas

Fungos, Bactérias Anaerébicas

tubulacdes
Aumento teor de enxofre do combustivel Bactérias Redutoras de Sulfato
Vida mais curta de partes do motor Indeterminado

Comprometimento da Qualidade do

produto Bactérias, fungos e leveduras

O crescimento microbiano pode propiciar a formacédo de biofilmes

nas paredes dos tanques e seu metabolismo pode também acelerar processos
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de corrosdo das superficies metalicas a que estdo aderidos e de outros
componentes do sistema (Gaylarde et al., 1999; Bento et al., 2005; Marangoni,
2010; Lin & Ballim, 2012).

O wuso de aditivos no combustivel, com caracteristicas
emulsificantes, pode promover a dispersdo de material biolégico (biofilmes)
aderido nas paredes dos tanques, 0 que leva a saturacdo dos elementos
filtrantes do sistema e a uma maior exposicdo do metal, tornando-o mais
suscetivel ao processo de corrosdo, além de disponibilizar mais material
organico aos micro-organismos presentes em um sistema contaminado (Batts

& Fathoni, 1991; Bento & Gaylarde, 1996; Hill & Hill, 2009).

3.8.1 Medidas de Controle do Crescimento Microbiano

Durante o armazenamento, oS combustiveis estdo suscetiveis a
contaminag¢des quimicas e biologicas, que podem comprometer a qualidade
final do produto. Neste sentido, a 4gua é considerada o principal fator que
desencadeia o crescimento de micro-organismos deteriogénicos (Bento et al.,
2006).

Como medidas preventivas e ditas fisicas sao indicadas:
procedimentos de limpeza e drenagens regulares que impedem o acumulo da
agua formada nos lastros (Gaylarde et al., 1999; Passman, 2003; Hill, 2008;
Siegert, 2009; Coimbra et al., 2012; Rajasekar et al., 2012). Trata-se de uma
forma estratégica no controle da multiplicagdo microbiana, assim como o

7

monitoramento microbioldégico € sugerido para a determinacdo dos micro-
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organismos Vvidveis presentes no combustivel armazenado (Gaylarde et al.,
1999; Chesneau, 2000; Passman, 2003; Bento et al., 2010).

Desde a introducdo de biodiesel ao diesel, tem-se percebido uma
maior suscetibilidade desta nova mistura (diesel/biodiesel) a biodeterioracédo e
a instabilidade quimica, o que leva a um aumento na geracao de sedimentos
de natureza biolégica e/ou quimica, comprometendo a qualidade final do
produto armazenado (Bento et al., 2006; Mariano et al., 2008; Klinkspon, 2009;
Siegert, 2009; Bucker et al., 2010; Zimmer et al., 2011; Dodos et al., 2012).

O controle do desenvolvimento de populacdes deteriogénicas pode
ser feito, também, através da aplicacdo de agentes antimicrobianos
(antimicrobianos), uma medida quimica que auxilia na eliminacdo ou reducédo
da populacdo microbiana. Sua aplicacdo tem sido proposta como um dos
métodos mais eficientes no controle da suscetibilidade a deterioracdo dos
combustiveis (Gaylarde et al., 1999; Chesneau, 2000; Bento & Gaylarde, 2001,
Goncalvez et al.,, 2002; Passman, 2003; Passman & Dobranick, 2005; Hill &
Hill, 2008; Zimmer et al., 2011).

Os antimicrobianos séo produtos quimicos de composicao variada
(compostos inorganicos e organicos), utilizados para desinfetar, ou esterilizar
objetos e superficies, e preservar materiais de processos da degradacao
microbiana (Chapman, 2003; Myers, 2008). Muitas moléculas sao utilizadas
com esse proposito em combustiveis armazenados, dentre elas podemos citar
isotiazolonas, aldeidos, oxazolidinas, hexahidrotriazinas e imidazois (Gaylarde
et al.,, 1999; Browne, 2011; Rajasekar et al., 2012; Raikos et al., 2012,

Passman, 2013).
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A natureza dos antimicrobianos permite que eles sejam classificados
em duas categorias: oxidantes (ozonio, peroxido de hidrogénio, compostos
clorados) e ndo oxidantes (compostos sulfurados, estanhados, isotiazolonas,
sais de cobre, entre outros). Embora apresentem diferencas quimicas
importantes, o modo primario de acdo dos antimicrobianos oxidantes consiste
em oxidar compostos constituintes das células microbianas, sendo
consequentemente efetivos contra quase todos os tipos de micro-organismos.

Os antimicrobianos nao-oxidantes, que englobam uma enorme
variedade de compostos organicos, exercem atividade antimicrobiana atuando
sobre os micro-organismos por interferéncia em seu metabolismo e/ou pela
desintegracdo da parede celular, inibindo enzimas ou desnaturando proteinas
(Gaylarde, 1995; Russel, 2003; Myers, 2008).

Assim, dependendo de suas caracteristicas, o modo de acdo do
antimicrobiano pode ser classificado em trés tipos: quando envolvem interacao
com as estruturas celulares externas, como a parede celular; interacdo com
componentes da membrana plasméatica, ou interacdo com as estruturas
citoplasmaticas (Yemanshova et al., 2007).

As caracteristicas de um produto antimicrobiano ideal incluem:
seletividade para os micro-organismos a eliminar; ndo ser corrosivo ao sistema;
capacidade de manter o seu efeito inibidor em presenca de outras substancias
no meio; apresentar propriedades de biodegradabilidade e, principalmente, ter
custo baixo (Gaylarde et al., 1999; Passman, 2000; Yemanshova et al., 2007;

Klinkspon, 2009; Zimmer et al., 2011).
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Para garantir a eficacia do produto antimicrobiano, é necessario
conhecer a populacdo alvo a ser eliminada e as condi¢cdes de operacdo do
sistema a tratar. Recomenda-se um ensaio prévio, preferencialmente nas
condicbes reais de operacdo ou em laboratério, com a determinacdo da
concentracdo Otima, assim como da natureza do componente ativo mais
apropriado. Segundo Scott (2000), uma das falhas que podem ocorrer em
programas de monitoramento da biocorrosdo em tanques de armazenamento é
a medida incorreta de uso dos antimicrobianos.

O antimicrobiano selecionado para utilizacdo em combustivel,
também necessita ter a sua efetividade testada, uma vez que o0s
antimicrobianos podem sofrer degradacéo por fatores quimicos e fisicos, como
temperatura, pH, ou efeitos biolégicos como a atividade de enzimas e a
adsorcao celular em superficies. Sem essas analises, o ambiente contaminado
pode ser ineficientemente tratado.

No entanto, quando essa inativacdo ndo ocorre e, mesmo assim, 0
antimicrobiano ndo é efetivo na erradicacdo dos micro-organismos, devemos
levar em consideracdo a possibilidade dos micro-organismos presentes no
sistema apresentarem algum mecanismo de resisténcia as moléculas
antimicrobianos (Gaylarde, 1995; Chapman, 2003; Russel, 2003).

Muitos estudos ja foram realizados para visualizar a efetividade de
antimicrobianos disponiveis para combustiveis no mercado. Bento & Gaylarde
(1996) testaram quatro antimicrobianos solGveis em agua e sua atividade em
sistemas Oleo/dgua contra bactérias e fungos isolados de tanques de

armazenamento de diesel no Brasil. Uma mistura de isotiazolona e um
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composto de amonio quaternario foram os dois mais efetivos em controlar a
contaminagcdo microbiana, os demais produtos, um glutaraldeido e um agente
liberador de formaldeido foram ativos apenas em concentracdes relativamente
elevadas.

Bento & Gaylarde (2001) em uma avaliagdo em laboratorio de
diferentes concentracfes do biocida isotiazolona (CMIT/MIT), observaram que
1 e 10 ppm de ingrediente ativo foram capazes de prevenir o crescimento de
micro-organismos em meio Bushnell & Haas e 6leo diesel, até 450 dias. Blicker
(2010) avaliou o comportamento de isolados em meio caldo malte e na
presenca de antimicrobianos com as moléculas isotiazolona, oxazolidina,
dioxiborinana e ditiocarbamato como principio ativo. Eles observaram que as
concentracfes aplicadas dos antimicrobianos com isotiazolonas e oxazolidinas
foram eficazes no controle do crescimento dos quatro micro-organismos
testados (Aspergillus fumigatus, Paecilomyces sp., Candida silvicola e
Rhodotorula sp.) em escala laboratorial.

Zimmer et al. (2011) avaliou uma mistura de duas isotiazolonas que
testada em estocagem simulada em laborat6rio. Foram avaliados com diesel
puro (B0), biodiesel puro (B100) e as misturas B7 e B10 como fase oleosa e
meio mineral e agua de lastro como fase aquosa. O mesmo apresentou alta
efetividade no controle do crescimento microbiano, quando comparado a outro
antimicrobiano contendo oxazolidinas.

Oxazolidinas sao wuma importante classe de compostos
heterociclicos, que apresentam boas propriedades antimicrobianas, sendo

muito utilizados na industria farmacéutica (Zhang et al., 2005). A acao de
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antimicrobianos contendo oxazolidinas esta relacionada principalmente a
inibicdo da sintese de proteinas, pois essa molécula liga-se ao sitio P da
subunidade maior do ribossomo, impedindo a formacdo do complexo de
iniciacao da traducao (Mukhtar & Wright, 2005; Devasahayam et al., 2010).

Atualmente, os antimicrobianos em combustiveis ainda n&do sé&o
utilizados no Brasil. Porém algumas moléculas do grupo das isotiazolonas ja
sdo comercializadas em outros paises com o0 propésito de controlar o
crescimento microbiano (Bento & Gaylarde, 2001; Hill & Hill, 2009; Bento et al.,
2010).

O aumento da proporcdo de biodiesel adicionado ao diesel tende a
aumentar a probabilidade de ocorrer problemas relacionados a biodeterioracéo
do combustivel (Pasqualino et al., 2006; Blcker et al., 2011). Esse cenério
precisa ser levado em consideracdo no controle da contaminacdo microbiana
utilizando antimicrobianos.

A necessidade do uso de um biocida ideal ou um aditivo
multifuncional, o qual controle a popula¢édo microbiana e tenha uma ampla faixa
de atividade (contra fungos e bactérias aerébias e anaerdbias) €
imprescindivel. De posse desse conhecimento, os problemas previstos pela
literatura decorrentes do aumento do teor de biodiesel adicionado ao diesel,
poderiam ser evitados(Bento & Gaylarde, 2001; Passman, 2003; Ambrozin et

al., 2009; Hill & Hill, 2009).
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4. Materiais e Métodos

4.1 Biodieseis

4.1.1 Producao

Os biodieseis utilizados como a fase oleosa, nos experimentos,
foram produzidos de acordo com Guzatto et al., 2011, a partir de Oleo de
linhaca, 6leo de soja e Oleo de oliva, através de transesterificacdo metilica. A
mesma foi conduzida através de duas catalises (uma inicial de carater basica,
com hidréxido de potassio (KOH), e posterior a essa, outra de carater acido,
envolvendo &cido sulfdrico (H2SOa4). Juntas é considerado que aumentam o
rendimento da reacdo e diminuem a formacdo de sabdes através desse
processo, desenvolvido no CECOM - Centro de Combustiveis,
Biocombustiveis, Lubrificantes e Oleos, do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS.

Apoés a producao, os biodieseis foram analisados através da técnica
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (1H RMN), em um
Espectrdmetro da marca Bruker 400 MHz para conferir seu teor de ésteres
(apresentado no Apéndice ).

Essas matérias primas contém diferentes proporcdes de &acidos
graxos, que apresentam diferentes numeros de insaturacbes, conforme
ilustrado na figura 2, o que pode resultar em algumas diferencas nas
caracteristicas do combustivel. Apds a producgéo os biodieseis foram estocados

em geladeira (4°C) até o0 momento da esterilizacao.
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4.1.2 Esterilizacéo

Os trés biodieseis (linhaca, soja e oliva) foram esterilizados
utilizando um sistema de filtracdo a vacuo, em frasco Kitassato e filtro, com
membranas de porosidade de 0,22 um (marca Milipore). Apés a esterilizacéo,
foram armazenados em frascos de vidro previamente esterilizados em
autoclave (121°C, 1 atm por 15 min) e cobertos por papel aluminio para evitar a
foto-oxidacdo, separados conforme a matéria prima de procedéncia e
armazenados em geladeira (4°C) por no maximo 7 dias antes de serem

utilizados.

4.2 Meio Minimo Mineral

Foram utilizados quatro tipos de meio mineral como fase aquosa nos
experimentos e denominados, neste trabalho, de MM1 — Richard & Vogel
(1999); MM2 — Tanner (1997); MM3 — Bushnell & Haas (1941); MM4 —
Kaufmann & Kearney (1965), cujas formulacdes estdo descritas no Anexo |.
Estes meios possuem diferentes quantidades de fosfato, nutriente este que,
juntamente com outros macronutrientes e micronutrientes presentes nesses
meios, é considerado um limitante do crescimento microbiano. Além disso, o
fosfato € um importante agente tamponante, efeito que € vantajoso para a
manutencdo da acdo de certas enzimas. No entanto, possiveis mudangas no

pH do sistema podem né&o ser detectadas devido a produgédo de metabdlitos

acidos pelos micro-organismos em estudo. Esses podem néo ser percebidos
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durante o tempo de incubacao, devido a capacidade tamponante do meio e

provavelmente da concentracao de acidos.

4.3 Micro-organismos

Foram utilizados os fungos Pseudallescheria boydii, Scedosporium
aurantiacum e Paecilomyces variotii em todos os experimentos desse trabalho.
Esses fungos fazem parte do Filo Ascomycota, o fungo Paecilomyces variotii é
classificado na Familia Trichocomaceae e os fungos Pseudallescheria boydii e
Scedosporium aurantiacum na Familia Microascaceae.

Na figura 5 estdo apresentados fotos dos trés fungos (Paecilomyces
variotii, Pseudallescheria boydii e Scedosporium aurantiacum), preparadas pela
técnica de microcultivo, onde € possivel visualizar estruturas tipicas dos
esporos fangicos, através de microfotografia tirada com o auxilio de um
Microscopio Olympus CX31, com a camera Digital Microscope Camera Mshot
MD90, Aumento 400x.

O fungo P. variotii foi isolado de borra biol6gica, presente nos
tanques de armazenamento de combustiveis (Blcker et al., 2011). Os demais
fungos foram isolados de solo proveniente de “landfarming”, uma técnica de
biorremediacao utilizada para tratar residuos originarios da industria petrolifera
(Schultz, 2010). Os fungos foram identificados através de amplificacdo da
regido ITS-5.8S-ITS2 pelos primers ITS-1 e ITS-4, e a seguir purificados e
submetidos a sequenciamento automatico no sistema Amersham MegaBACE

1000, usando os protocolos padronizados na Rede Genoma Brasileira.
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O fungo P. boydii foi identificado pela Fundag&o André Tosello, e os
fungos S. aurantiacum e P. variotii foram identificados no Centro de
Biotecnologia, CBiot-UFRGS. Todos os isolados fungicos foram mantidos em
meio de cultura Agar Malte (pH 5,4), e armazenados em geladeira (4°C), até o

momento do experimento.

Figura 5. Microfotografia dos micélios e conididforos dos fungos utilizados

nesse trabalho. (A) Pseudallescheria boydii, (B) Paecilomyces variotii, (C)

Scedosporium aurantiacum.
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4.4 Preparacdao do Inéculo

Na preparacdo do inéculo os fungos foram semeados em tubos
contendo agar malte. Apds sete dias de cultivo, foi adicionado agua destilada
estéril e 2 mL de um surfactante (Tween 80, preparado na concentracdo de
0,01%), para facilitar a remocé&o dos esporos. A solucao obtida foi adicionada a
10 mL de meio mineral em erlenmeyers de 50 mL, e mantido em agitacdo a
120 rpm, a 30°C, por 24 horas, na tentativa de esgotar possiveis reservas
nutritivas presentes nos esporos.

A concentracdo do inoculo foi determinada pela contagem dos
esporos, presentes na solucdo, em Camara de Neubauer. O inéculo foi
preparado para cada fungo e em todos os experimentos foi utilizado uma

aliquota com a concentracdo de 10* esporos.mL™.

4.5 Fase Preliminar

Uma fase preliminar foi realizada para selecionar as melhores
condicBes para a curva de crescimento dos fungos filamentosos em biodiesel
de linhaca, soja e oliva individualmente, utilizando os diferentes aportes
minerais e as diferentes propor¢cdes de biodiesel para induzir o crescimento
fungico. Ap6s observamos o melhor desempenho dos fungos nas diferentes
preparacdes de fase oleosa e fase aquosa, 0 comportamento no o biodiesel e a

fase aquosa foi analisada.
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4.5.1 Selecao de Fase Aguosa

O objetivo deste experimento foi analisar a producdo de biomassa
na interface 6leo-agua e estabelecer diferencas entre o crescimento fungico de
acordo com o aporte mineral recebido. Foram avaliados, durante 28 dias, o
crescimento dos trés isolados fungicos nos quatro meios, denominados MM1 —
Richard & Vogel (1999); MM2 — Tanner (1997); MM3 — Bushnell & Haas (1941);
MM4 — Kaufmann & Kearney (1965) (formulac6es em anexo 1).

Os microcosmos foram preparados em frascos de vidro com
capacidade para 20 mL, onde 10 mL foi composto pelo meio mineral (fase
aguosa) e 6 mL por biodiesel de soja (fase oleosa).

Essa proporcéo foi resultante do processo de selecdo do item 4.5.1.
Os experimentos foram executados na presenca e na auséncia de cada fungo
(controle negativo).

Cada experimento foi montado com triplicata para cada tratamento.
Com repeticBes destrutivas. A cada sete dias foram avaliados medidas de pH,
a formacao de biomassa e a concentracao de fosfato na fase aquosa por cada
tratamento, conforme descrito pelo Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater — 19" edition, 1995. A partir destes resultados, foi eleito
0 meio mineral que promoveu melhores condi¢cdes para o crescimento dos

fungos.

4.5.2 Selecao do volume da Fase Oleosa
Nesta etapa, apds a eleicdo do meio mineral, foi avaliada a

influéncia do volume da fase oleosa com relagdo ao crescimento fangico. Foi
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montado um microcosmo em frascos com capacidade para 20 mL e foram
avaliadas as proporcdes de fase 6leo e meio minimo mineral Bushnell & Haas
(Figura 6):

2 : 18 - 10% biodiesel: 90% meio de cultura (2 mL/18 mL)

7 : 13 - 35% biodiesel: 65% meio de cultura (7 mL/13 mL)

18 : 2 - 90% biodiesel: 10% meio de cultura (18 mL/2 mL)

:
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Figura 6. Aspecto dos frascos com as diferentes porcentagens de fase oleosa

avaliadas, representando os frascos controle, usados para o experimento.

Essas proporg¢des foram montadas levando em consideragdo uma
condicao real de estocagem, em que +1% de fase aquosa esta presente em
99% de combustivel. A partir disso, foi proposto um extremo (10% de
combustivel) e uma condicdo intermediaria, para conferir o efeito do tamanho
da coluna de 6leo na formacédo de biomassa. Uma aliquota dos in6culos dos

fungos, preparados como descrito anteriormente (10* esporos.mL?), foi
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adicionada aos frascos e, apdés 28 dias, foram analisadas as biomassas

fungicas formadas na interface 6leo-agua.

4.5.3 Interacbes Fase Oleosa x Fase Aguosa

Para detectar a migracdo de componentes do biodiesel para a fase
aguosa, foram monitorados na fase aquosa: concentracdo de fosfato do meio
mineral em contato com o biodiesel, valores de pH do meio mineral
selecionado e avaliacdo da fase aquosa por cromatografia gasosa com
detector de massas (CGMS).

O experimento foi montado com a proporcéo de 35%, em frascos de
vidro contendo 5 mL de biodiesel de linhaca, soja e oliva, individualmente, e 9
mL de meio mineral ou agua ultrapura (MiliQ- System Millipore, Bedford, MA),
esta Ultima, utilizada como controle. A &gua ultrapura é conhecida
principalmente pela auséncia de ions. O experimento foi avaliado durante 120

dias, com analises realizadas aos 0, 7, 14, 21, 28, 42, 60 e 120 dias.

4.5.3.1 Concentracédo de Fosfato

A concentracdo de fosfato foi determinada pelo método do acido
ascorbico, conforme descrito em Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater — 19" Edition, 1995. Esse método consiste na reagao
do molibdato de ambnio e do antimonil tartarato de potassio com o ortofosfato,
formando o &cido fosforomilibdico.

Esse composto é reduzido pela acdo do &cido ascoérbico formando

uma solucdo de cor azul intensa diretamente proporcional a concentracdo do
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foésforo presente na amostra, a qual é medida utilizando a espectrofotometria
de absorcdo molecular. Uma curva padréo foi montada a partir de uma solucao
com 50 mg P-PO4?2.L1, com 8 pontos de absorbancias e cujas concentracdes
foram 0,1 -0,2-0,4-0,6 —1,0—-2,0-4,0 — 8,0 mg P-PO42.LL. A partir disso
do gréfico formado e com a equacdo da reta gerada, foi determinada a

concentracéo de fosfato em cada amostra (Apéndice II).

4.5.3.2 Medidas de pH
As medidas dos valores de pH foram realizados durante todos os
tempos amostrais, na fase aquosa retirada dos microcosmos, a temperatura

ambiente, com o auxilio de um pHmetro digital da Digimed, modelo DM-22A.

4.5.3.3 Cromatografia Gasosa com Detector de Massas (CGMS)

Aos sete dias de cultivo foram coletados 10 mL de meio mineral. O
mesmo foi submetido a extracdo liquido-liquido (processo de separacao que
realiza a extracdo de uma substancia de uma fase liquida em outra fase
liquida), com o solvente diclorometano (DCM), nas proporcdes de 10mL de
meio mineral para 60 mL de DCM, em um funil de separacéo, por trés vezes.

Os extratos de DCM contendo os ésteres foram combinados e secos
com a adicdo de sulfato de sédio para absorver possiveis quantidades de agua
residual proveniente do meio mineral. Apds, o extrato livre de éagua, foi
transferido para um baldo de rotaevaporador (Marca IKA) e concentrado um

volume de aproximadamente 1 mL.
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Os extratos concentrados foram analisados por cromatografia a gas
— equipamento da Agilent - (modelo 6890) com detector de massas (modelo
5973), operando no modo Scan (45-550 u.m.a.) e equipado com coluna DB-5
da J&W, de 60 mx0,25 mmx0,25 um, nas seguintes condicbes de andlise:
injecdo de 1pL no modo Split (1:100), Tinicia=100°C por 1 min, seguido de
aguecimento de 15°C/min até 260°C e isoterma por 1 min, com o fluxo de gas

carreador (He) de 1 ml/min.

4.6 Fase de avaliacao

Apds a selecdo do meio minimo mineral e da porcentagem de
biodiesel pela fase preliminar, foram conduzidas as curvas de crescimento dos
trés fungos analisados (P. boydii, S. aurantiacum e P. variotii) nos trés
biodieseis (linhaca, soja e oliva), previstas para a fase de avaliacdo, para
verificar o papel deteriogénico de biodiesel dos fungos filamentosos em

guestao.

4.6.1 Curva de crescimento dos fungos filamentosos em
biodieseis de linhaca, soja e oliva

Os experimentos envolvendo o crescimento dos fungos filamentosos
utilizando os biodieseis, descritos anteriormente, como fonte de carbono e
energia, foram realizados em frascos de vidro com capacidade para 100 mL. A
fase aquosa foi constituida pelo meio minimo mineral, selecionado na fase

preliminar do estudo (Sessao 4.5.1).
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Em cada frasco de vidro foram adicionados 30 mL do meio mineral,
devidamente identificados e apds a esterilizacdo, adicionou-se a fase oleosa
(15 mL) assepticamente, correspondendo a 35% de biodiesel adicionado ao
meio mineral. A fase oleosa foi constituida pelos biodieseis produzidos a partir
dos oOleos de linhaca, de soja e de oliva, como descrito na sesséao 4.1. Os
frascos foram recobertos com papel aluminio para evitar a foto - oxidacdo do
combustivel. O experimento foi realizado em triplicata, montado com repeticées
destrutivas.

O inoculo foi preparado conforme descrito no item 4.4. Apos as 24
horas de agitacado, foi utilizado uma aliquota da solucdo de esporos (indculo)
em cada frasco do cultivo do experimento (correspondente para cada fungo),
com concentracdo de 10* esporos.mL. Os frascos foram incubados em estufa,

a 30°C, sem agitacao.

4.6.2 Analises Conduzidas

Foram realizadas varias analises nos tempos estipulados: 0, 7, 14,
21, 28, 42, 60 e 120 dias. Em cada tempo separou-se as fases oleosa, aquosa
e a biomassa proveniente do crescimento do fungo em funil de separacao de
vidro com capacidade para 500 mL.

Da fase oleosa amostrou-se uma aliquota, a qual foi armazenada
em frascos estéreis com capacidade para 1,8 mL. A fase oleosa dos ensaios
nos tempos 60 e 120 dias foi avaliada para verificar a degradagéo dos ésteres
presentes no biodiesel, através da técnica de Cromatografia Gasosa (CG) pelo

método NBR 15764.
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A fase aquosa foi armazenada em frascos de plasticos estéreis com
capacidade para 15 mL, de onde foram retiradas as amostras para as analises.
Avaliou-se a presenca de metabdlitos produzidos pelo fungo, através da
medida do pH, de producdo de substancias surfactantes e o consumo de
fosfato.

Para a quantificacdo do crescimento fangico, foi realizado
inicialmente a separacado da biomassa formada na interface 6leo-agua com o
auxilio de um sistema de filtracdo a vacuo. A biomassa fangica foi quantificada

por pesagem, a ser descrito a seguir.

4.6.2.1 Interface Agua/Oleo — Quantificacdo da biomassa

Apoés a separacdo das fases aquosa e oleosa de cada frasco com
um funil de separacéo, a biomassa formada na interface foi avaliada através da
pesagem, onde ela foi filtrada, em um sistema a vacuo, em discos de papel
filtro (Marca J.Prolab, gramatura 80, espessura 205 um, porosidade 14 um). Os
discos foram numerados e submetidos previamente a um processo de remocao
de umidade do disco, sendo mantidos em estufa a 50°C por 24h e apods
colocado em um dessecador.

Posteriormente foram pesados em uma balanca de precisdo. Apés a
retencdo da biomassa no filtro foi adicionado 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.

Apés esse periodo, foram pesados em uma balanca de precisdo (Marca Marte
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— modelo AL200C). Para o calculo da biomassa produzida os valores iniciais

foram subtraidos dos pesos finais das membranas.

4.6.2.2 Fase aquosa

A fase aquosa do experimento de curva de crescimento foi avaliada
quanto a presenca de substancias tensoativas e de metabdlitos com
caracteristicas acidas ou basicas. Estas variaveis foram monitoradas durante

todo o experimento, nos tempos estabelecidos da curva de crescimento.

4.6.2.2.1 Determinacdo da Concentracdo de fosfato na fase
aquosa

A determinacdo de fosfato foi realizada visando monitorar o
consumo deste nutriente pelos fungos durante o crescimento. A determinacéo
da concentracdo de fosfato na fase aquosa da curva de crescimento foi
realizada pelo método descrito em Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater — 19" Edition, (1995) (item 4.5.3) e foi realizado em

todos os tempos analisados.

4.6.2.2.2 Medida de Tenséo superficial

As medidas de tensédo superficial foram realizadas em um medidor
de tensao superficial digital (Gibertini, Mildo, Italia), utilizando-se o0 método da
placa de Wilhelmy (Luz & Lima, 2007). As amostras da fase aquosa do
experimento foram retiradas da geladeira, onde ficaram armazenadas por no

maximo 24h desde a sua coleta, permaneceram por 30 min em temperatura
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ambiente e a medida de tensdo superficial foi entdo determinada. Para a
medida foram utilizados cerca de 10 mL de fase aquosa. Para a calibracdo do
aparelho utilizou-se como padrdes liquidos a agua destilada (72,0 mN.m-1) e

etanol (24,0 mNm-1) (Giancoli, 2005).

4.6.2.2.3 Deteccéao da producao de metabdlitos acidos
As medidas de pH foram conduzidas em todos os tempos
experimentais definidos na secéo 4.6.1, e conforme o procedimento descrito na

secao 4.5.3.2.

4.6.2.2.4 Deteccao da producao de Lipase

A determinacdo da atividade de lipase foi realizada conforme
metodologia proposta por Winkler & Stuckmann (1979). Utilizou-se 100uL de
amostra e colocou-se para reagir com 900uL da solucdo com p-
nitrofenilpalmitato (p-NPP, massa molecular = 377,5g/Mol, substrato para a
enzima). Apés 30min procede-se a leitura em espectrofotometria, a 410nm.
Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de
enzima capaz de catalisar a produgdo de 1umol de p-nitrofenol, de coloracéo
amarela, por minuto nas condicdes estabelecidas (pH 8,0, 37°C, 30 min).

Para a quantificacdo da enzima nas amostras, foi montado uma
curva padrao utilizando o p-nitrofenol e obtida a equacgéo da reta do gréfico, de
onde se pode determinar a quantidade de p-nitrofenol liberado durante a
reagdo com a amostra. A analise foi conduzida em todos os tempos

experimentais.
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4.6.2.3 Fase oleosa

AplOs a separacdo das fases, a fase oleosa de cada biodiesel
testado foi avaliada quanto a degradacdo das cadeias de ésteres de acidos
graxos pela acdo dos micro-organismos, a partir das amostras dos trés
biodieseis (B100), utilizando a técnica de cromatografia gasosa (CG) segundo

a metodologia descrita na NBR 15764.

4.6.2.3.1 Cromatografia Gasosa

O cromatografo utilizado para as andlises foi um Shimadzu 2010
com injetor tipo on-colunm e detector de ionizacdo de chama (FID), equipado
com uma coluna para altas temperaturas, SGE - HT5 (25m x 0,32 mm X
0,1um). A determinacéo total do teor de Esteres em Biodiesel foi determinada
segundo a NBR 15764. As condi¢cdes de analise do aparelho foram: Tinjetor €
Tdetector = 380°C, forno com Tiniciai= 50°C, por 1 min, seguido de aquecimento de
15°C/min até 180°C, seguido das taxas de 7°C/min até 230°C, e de 20°C até
380°C, mantendo por 10 min. O padrao interno utilizado foi o heptadecanoato

de metila. A quantidade de amostra injetada foi de 0,5ul e o gas de arraste He.
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4.7  Controles do Crescimento Fungico utilizando
Antimicrobianos

4.7.1 Antimicrobianos

Foram utilizados quatro produtos antimicrobianos nesse trabalho,
sendo denominados MBO, MBO 8%, MBO 50% e NBM. Os antimicrobianos
MBO 8% e MBO 50% séo considerados aditivos multifuncionais e possuem um
coeficiente de particdo que os permite ser sollveis em 0Oleo e insolaveis ou
poucos soluveis em agua (Siegert, 2009). A fracao biocida corresponde a uma
mistura de oxazolidinas em 8 e 50%, respectivamente.

O produto denominado MBO conttm a molécula 3,3'-
Methylenebis[5-methyloxazolidine] como principio ativo. Também ¢é soluvel
tanto em 6leo quanto em agua, e € considerado de facil biodegradacédo, desde
gue suficientemente diluido (Siegert, 2009).

O produto denominado NBM esta registrado na Agéncia Ambiental
Americana como sendo um antimicrobiano e um aditivo de uso em
combustiveis com a molécula 4-(2-nitrobutyl)morpholyne e 4,4’-(2ethyl-2-
nitrotrimethylene)-dimorpholine como principio ativo e é solavel tanto em agua
guanto em 6leo.

Os antimicrobianos MBO, MBO 8%, MBO 50% e NBM, citados
acima pertencem a classe de produtos designados tradicionalmente por serem
potenciais liberadores de formaldeido, um agente alquilante que age sobre
todos os tipos de micro-organismos (Groot et al., 2010).

Seu mecanismo de acdo envolve a alquilacdo entre a aldoxila do

formaldeido e os atomos de hidrogénio labeis dos radicais amino (-NH2),
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hidroxila (-OH) e carboxila (-COOH) de proteinas e acidos nucléicos, impedindo
gue esses elementos celulares executem suas func¢des (Rutala & Weber, 2008;

Barbosa & Sartori, 2012).

4.7.2 Concentracdo Inibitéria Minima (CMI) e Concentracao
Minima Biocida (CMB)

A CMI e a CMB sédo uma avaliacdo orientativa e sdo obtidas em
condicBes 6timas de cultivo e informam sobre possiveis faixas de concentracao
gue inibem e matam os micro-organismos.

A CMI é a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que
impede o crescimento visivel de um microrganismo (acao estatica) nos teste de
sensibilidade por diluicho em agar ou caldo. A concentracdo minima biocida
(CMB) é definida como a menor concentracdo de um agente microbiano capaz
de causar a morte dos micro-organismos selecionados (agao “cida”) (ANVISA,
2002; Acosta-Diaz et al., 2011).

A determinacdo da CMI do antimicrobiano foi realizada através do
método de diluicdo em caldo, onde uma solucdo estoque dos antimicrobianos
foi preparada na concentragdo inicial de 4 g/L, com base nas informacdes de
percentual de ativo no produto. Em frascos esterilizados, com capacidade para
15 mL, adicionou-se 5mL de caldo malte e 5mL da solucéo estoque.

Este primeiro frasco apresentou uma concentracdo de 2 g/L do
antimicrobiano. A partir desse, foram realizadas diluicdes sucessivas em caldo
malte, obtendo-se as concentragbes de 2 g/L; 1 g/L; 0,5 g/L; 0,25 g/L; 0,125

g/L; 0,064 g/L; 0,032 g/L; 0,016 g/L; 0,008 g/L; 0,004 g/L; 0,002 g/L. Um frasco,
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contendo apenas caldo malte e o in6culo do fungo, constituiu o controle do
teste. Os ensaios foram realizados em triplicata.

A concentracdo dos inéculos foram as mesmas utilizadas no item
4.4. Os fungos foram avaliados as 24h, 48h, 5 dias, 7 dias, 10 dias e 15 dias de
cultivo. A determinacdo da CMI foi realizada através da visualizacdo da
auséncia de crescimento dos micro-organismos nas diferentes concentracdes
do antimicrobiano testadas nos frascos. Apos determinar a CMI de cada
antimicrobiano sobre o0s micro-organismos, também foram avaliadas a
concentracdo minima biocida dos produtos.

A partir da concentracdo em que houve inibicdo do crescimento, foi
inoculado o meio de cultura, das amostras sem crescimento, em agar malte. A
concentracdo minima biocida (CMB) foi determinada através da auséncia
absoluta de crescimento dos micro-organismos nas diferentes concentracdes

do antimicrobiano testadas, indicando também uma acéo esporicida.

4.8 Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados de crescimento, pH, fosfato e lipase,
obtidos durante o estudo foi realizada com o uso do programa Statistica 7.1.
Foi realizado a andlise de variancia e o teste de Tukey ao nivel de 5% de
significAncia, para verificar diferencas entre os diferentes tratamentos, nos

tempos avaliados.
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5. Resultados e Discusséo

5.1 Fase Preliminar

5.1.1 Selecéo da Fase Aquosa (Meio Minimo Mineral)

O primeiro biodiesel sintetizado pelo CECOM, disponivel para os
ensaios, foi o biodiesel de soja, por esta razdo essa matéria prima foi a
utilizada como fase oleosa na fase preliminar. A soja é, atualmente, a matéria
prima responsavel por 80% de todo biodiesel usado no Brasil, seguida pelo
gordura animal (13%) e 6leo de algodéao (3%) (Suarez et al, 2009; ANP, 2012).

Na avaliacdo do crescimento de P. boydii, S. auratiacum e P. variotii
em quatro meios minimos minerais (fase aquosa) e biodiesel de soja como fase
oleosa verificou-se que todos 0s meios minimos analisados, bem como a fonte
de carbono utilizada (biodiesel de soja), favoreceram o crescimento dos fungos,
conforme a Figura 7.

Os valores individuais de crescimento por tempo analisado néo
diferiram estatisticamente entre 0s meios minerais analisados (p>0,05). Apenas
os valores totais da biomassa formada demonstraram diferencas entre 0s
meios de cultura para todos os fungos. Os maiores valores de biomassa foram
observados no meio mineral MM3 — Bushnell & Hass. para os fungos:
Pseudallescheria boydii (76mg), Scedosporium aurantiacum (74mg) e
Paecilomyces variotii (53,3mg).

O meio com menor suporte mineral (MM4 — Kaufmann & Kearney)
apresentou o menor crescimento geral detectado (37,3 mg) com o fungo P.

variotii (p<0,05). Foi observado pelos valores de biomassas totais obtidos para
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todos os fungos, que o meio MM3 promoveu a melhor condicdo de nutrientes

minerais.
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Figura 7. Curva de crescimento dos Fungos Filamentosos em Biodiesel de
Soja (Valores referentes a cada tempo analisado). (A) Pseudallescheria boydii;
(B) Scedosporium aurantiacum; (C) Paecilomyces variotii. (MM1 — Richard &

Vogel, MM2 — Tanner, MM3 — Bushnell & Haas, MM4 — Kaufmann & Kearney).
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Em nosso trabalho, no tempo final de incubacdo (28 dias),
observamos, nas médias obtidas, que 0s meios minimos minerais que
favoreceram o crescimento do isolado Pseudallescheria boydii foram o meio
MM1 (Richard & Vogel) e MM2 (Tanner).

O meio MM3 (Bushnell & Haas) ao final dos 28 dias, promoveu
valores de biomassa aproximadas para o isolado P. boydii aos 14 dias (24mg),
observados nos meios MM1 e MM2 ao final dos 28 dias (24 e 23mg,
respectivamente), sugerindo uma aceleracao no crescimento por parte do meio
MM3.

Dentre os meios minimos testados nesse trabalho, o que mais
beneficiou o crescimento do isolado S. aurantiacum foi o meio MM3: ao final de
28 dias a formacdo de biomassa desse meio foi maior (26mg) quando
comparada com os demais meios. O isolado apresentou a menor formacéao de
biomassa aos 28 dias no meio mineral MM4, o qual possui menos nutrientes
gue os demais meios, evidenciando a importancia desses elementos no
crescimento fangico.

Os menores valores de biomassa foram observados para o isolado
Paecilomyces variotii quando comparados aos outros isolados. Ao final dos 28
dias de analise, esse isolado apresentou a maior formacéo de biomassa igual
nos meios MM2 e MM3 (16mg). Como podemos observar na figura 7, o menor
crescimento ao final do periodo de incubacado foi constatado no meio mineral
MM1 (Richard & Vogel) (8mg).

A capacidade de crescimento do isolado P. boydii em biodiesel ja

havia sido avaliada por Janda-Ulfig et al. (2008), com diesel, biodiesel e dleo de
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colza, e puderam observar que o biodiesel, ao contrario do diesel, induziu o
crescimento dos isolados analisados. Em nosso trabalho podemos constatar a
capacidade de crescimento desse fungo também em biodiesel de soja.

Cazarolli et al. (2012) avaliou o crescimento de P. boydii no meio
minimo mineral MM1 — Richard & Vogel e em biodiesel de sebo bovino durante
60 dias. Ao final dos 60 dias pode-se observar a formacdo de 930mg de
biomassa por esse isolado. Neste trabalho, no entanto, ao final dos 30 dias de
cultivo, observamos que o meio MM3 induziu mais rapidamente o crescimento
do isolado quando comparado ao MM1l. O fungo Pseudallescheria boydii,
apresentou valores de biomassa aos 14 dias de andlise, iguais ao meio MM1
aos 28 dias (24mg), sugerindo melhor aporte mineral do MM3.

Claubien & Schmidt (1998) observaram o crescimento do fungo
Scedosporium apiospermium em p-cresol, utilizando o meio minimo Barnett &
Ingrain (1955) como suporte mineral. Ao final de 10 dias de incubacao
observou-se a formacéo de mais de 300 mg/L de biomassa. Em nosso estudo,
o meio Bushnell & Haas (MM3) demonstrou possuir o aporte mineral capaz de
impulsionar o crescimento do nosso isolado S. aurantiacum, sendo nesse meio
que, ao final de 28 dias, a formacéo de biomassa foi maior (53,3mg) quando
comparada com os demais meios.

O isolado Paecilomyces variotii desenvolveu-se usando o biodiesel
de soja como fonte de carbono, bem como o aporte mineral de todos 0s meios
foram suficientes para induzir a formacdo de biomassa por esse isolado,
concordando com estudos prévios, 0os quais identificam a capacidade desse

fungo de crescer em substratos de dificil degradacé&o. Wang et al. (2010) testou
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a capacidade deteriogénica do isolado Paecilomyces variotii JH6 usando fenol
como fonte de carbono e meio minimo mineral como suporte nutricional para o
crescimento. O isolado foi capaz de metabolizar ativamente o composto em

temperaturas de 30 a 45°C, e valores de pHde 3 a 7.

5.1.2 Valores de pH dos Meios Minimos Minerais

Durante a degradacdo microbiana de hidrocarbonetos presentes em
combustiveis, sdo produzidos diversos compostos organicos, entre eles acidos
organicos (Bento et al., 2005). O meio Richard & Vogel (MM1) manteve o pH
com menos altera¢des ao longo do tempo em todos os tratamentos com fungo.
Este meio contém a maior quantidade de fosfatos/L (3,39 g/L) em comparacao
aos demais meios minerais (Figura 8).

Os valores de pH monitorados no meio MM4 indicaram variacdes
mais acentuadas nos tempos analisados. A razdo para estes resultados
provavelmente deve-se ao fato de que esse é o Unico dos quatro meios
analisados que nao possui fosfato em sua formulacdo, e a presenca desse
composto nessas andlises pode ser explicada pela ocorréncia de pequenas
guantidades de fosfato no biodiesel, as quais podem misturar-se ao meio
minimo mineral.

Bento (2001) testou o efeito de tamponamento do meio mineral MM3
— Bushnell & Haas através da adicdo de concentragfes crescentes de um acido
(HCI 0,1N) e de uma base (NaOH 0,1N), verificando que, para ocorrer variagao
de 7,2 para 6,4, foi necessario a adicdo de 1mL de HCI (0,1 N) em 50 ml de

meio Bushnell & Haas.
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Tratamento Controle

Pseudallescheria boydii

75
.
I I
a ——MM1 | & 65 ——MM1
T T
ot -z | . . —-1M2
2 2
5 MM3 | & MM3
$ 99 ——ts | S50 ——MM4
5 5
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Dias Dias
Scedosporium aurantiacum Paecilomyces variotii
z %
e =—=Mn1 | 3§ =M1
" —a=MM2 | 8 —m=1M2
2 o
5 WMz | o MM3
> e 7 =4

0 5 10 15 20 25 30
Dias

0 5 10 15 20 25 30
Dias

Figura 8. Valores de pH da fase aquosa com diferentes composi¢cfes minerais

durante a curva de crescimento dos fungos com 6leo de soja como fase oleosa.

Estas constatacdes informam que a presenca de fosfatos podem
mascarar a presenca de acidos organicos, que sao produzidos pelo fungo.
Neste sentido, os meios minerais MM1 e MM3, devido as concentracfes de
fosfato, provavelmente podem ter mascarado a producédo de metabdlitos acidos
pelos fungos.

Os valores de pH, em nosso experimento, variaram ao longo do
tempo, o que pode nos indicar uma producdo de metabdlitos com carater acido
devido ao metabolismo dos fungos analisados no estudo. Ao final do estudo o
meio em que foi observado uma redugdo mais acentuada do pH em 3 dos

tratamentos (controle — 6,0, P. boydii — 5,6, e S. aurantiacum — 5,5) foi 0 meio
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MM2 (p<0,05) (0,069g/L de fosfato), com excec¢ao do fungo P. variotii, para o
qual os meios MM2 e MM4 permaneceram semelhantes (pH 6,1 para ambos)

ao final dos 28 dias de analise (p>0,05) (Figura 8).

5.1.3 Monitoramento da Concentracdo de Fosfatos nos Meios
Minimos Minerais

A determinagdo da quantidade de fosfato nos meios minerais e
biodiesel de soja, durante as curvas de crescimento, esta apresentada nas
figuras 9, 10, 11 e 12. Os experimentos foram conduzidos em biodiesel de soja
por ser desta matéria prima a maioria do biodiesel usado no Brasil e as
andlises foram realizadas aos tempos 7 e 28 dias.

O fosfato € considerado um nutriente essencial ao desenvolvimento
microbiano, pois participa da estrutura de diversos constituintes celulares,
incluindo moléculas importantes, como ATP e fosfolipideos (Kavanagh, 2011).
Segundo Moore (1996), as concentracdes de fésforo entre 0,001 M e 0,004 M
sdo necessarias para manter o crescimento normal de qualquer fungo.

Desta forma, € de se esperar que ocorra o consumo dos ions fosfato
presentes nos meios de cultura durante o desenvolvimento da biomassa
fungica. Nossos resultados mostraram que o crescimento fangico dependeu do
aporte de fosfato, dados confirmados pela produ¢cdo menor de biomassa que
os fungos P. boydii, S. aurantiacum e P. variotii apresentaram no MM4
(49,33mg, 50,67mg e 37,33mg, respectivamente), meio ndo possuia fosfatos

em sua formulagcéo, em relacdo a biomassa detectada nos outros meios.
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Pseudallescheria boydii
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Figura 9. Valores de fosfato (mg/mL) presentes nos meios minerais durante a

curva de crescimento do fungo P. boydii com 6leo de soja como fase oleosa.

Bento et al. 2005 avaliou a concentracédo de fosfato em meio minimo
mineral e diesel metropolitano como fonte de carbono, e ap6s 60 dias detectou
redugéo na concentragdo de fosfato, indicando o consumo desse nutriente ao
longo do tempo, pelos fungos Aspergillus fumigatus, Hormoconis resinae,
Candida silvicola e pelo consorcio dos trés micro-organismos. No entanto, ao

final do nosso estudo, foi observado que a concentracao de fosfato apresentou

um aumento em alguns tratamentos.
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Scedosporium aurantiacum
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Figura 10. Valores de fosfato (mg/mL) presentes nos meios minerais durante a

curva de crescimento do fungo S. aurantiacum com 0leo de soja como fase

oleosa.

Paecilomyces variotii
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Figura 11. Valores de fosfato (mg/mL) presentes nos meios minerais durante a

curva de crescimento do fungo P. variotii com 6leo de soja como fase oleosa
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Fosfato Tratamento Controle
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Figura 12. Valores de fosfato (mg/mL) do tratamento controle presentes nos
meios minerais durante a curva de crescimento com 6leo de soja como fase

oleosa.

Este fato pode estar associado ao combustivel utilizado nos estudos.
O biodiesel apresenta em sua composicao fosfatideos (Suarez et al., 2009) e,
devido a processos de degradacao (bidtica ou abiotica) da fracdo combustivel,
moléculas fosfatadas também podem ter sido liberadas para a fase aquosa.

Ao final da curva de crescimento, pode ser observada de modo
geral, nas figuras 9, 10 e 11, uma reducédo na concentracdo de fosfatos (28
dias) nos meios MM1 e MM3, evidenciando um consumo desse composto
pelos micro-organismos analisados.

Considerando os resultados obtidos na etapa de selecdo dos meios
minerais, 0 meio MM3 — Bushnell & Haas (1,23 g/L de fosfatos) foi o escolhido,
dentre 0os meios minimos analisados, para 0s ensaios posteriores com 0S

fungos filamentosos. O suporte mineral presente por ele induziu a maior
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formacdo de biomassa fangica entre os isolados, e, ao final de 28 dias de
incubacéo, foi evidenciado o consumo de fosfato presente no meio por esses

micro-organismos.

5.1.4 Selecao do volume da Fase Oleosa.

Além dos fatores temperatura e pH do meio influenciarem no
crescimento fangico, precisa estar disponivel o oxigénio para que o fungo
possa metabolizar o carbono presente no biodiesel (Kavanagh, 2011). Em um
sistema de microcosmo, em que o fungo esté localizado na interface éleo/agua,
como o utilizado nesse trabalho, o oxigénio torna-se limitante ao longo do
tempo. A difusdo do oxigénio pode ficar prejudicada, especialmente se o
volume de oleo for grande. A concentracdo de oxigénio dissolvido na fase
aguosa (0,008 g/L) pode limitar o crescimento ao longo do tempo.

Nesse experimento foi avaliada a influéncia da proporcdo da fase
oleosa em relacdo a fase aquosa para determinar a quantidade de biodiesel
adequada que permita o crescimento microbiano e a formacdo de biomassa
pelos fungos. Os resultados de biomassa obtidos nas diferentes condicoes,
com relagcdo as porcentagens de fase oleosa ndo permitiram observar variacao
significativa entre os tratamentos, com excec¢ao para o fungo Paecilomyces
variotii na propor¢ao de 35% de 6leo (p<0,05) (Figura 13).

Para o fungo Pseudallescheria boydii a diferenca observada
(p<0,05) foi no tratamento com 90% de Oleo, sendo esse o0 que apresentou

menor formagédo de biomassa, ou seja, a difusdo de oxigénio e disponibilidade
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de nutrientes para esse tratamento ndo foram suficientes para induzir o
crescimento do isolado.

Para o fungo Scedosporium aurantiacum nao houve diferencas
estatisticas (p>0,05) entre as diferentes proporcdes de 6leo utilizadas. No
entanto, os valores de biomassa obtidos indicam que a proporcédo de 35% é
uma boa condicdo para o crescimento fangico, dentre as proporcdes
estudadas.

Cabe ressaltar que, na condicdo de 90% de biodiesel, este isolado
obteve um desempenho melhor quando comparado ao isolado P. boydii. A
biomassa produzida pelos micro-organismos nas diferentes proporcdes de
Oleo/dgua podem indicar que os fungos possuem exigéncias distintas quanto
as necessidades de nutrientes e oxigénio para formar biomassa.

A maior formacdo de biomassa para 0s trés micro-organismos
estudados foi a condicdo de proporcao intermediaria, ou seja, com 35% de
biodiesel (7mL de biodiesel como fase oleosa e 13mL de meio minimo mineral
Bushnell & Haas). O que indica que essa porcentagem de 6leo e meio mineral
permitem o0 acesso do microrganismo aos nutrientes e a oxigénio em
guantidades necessarias para desenvolver-se, durante o tempo de estudo,
utilizando biodiesel de soja como fonte de carbono.

Em um tanque de armazenamento real os valores da fase agua
presentes no sistema seria em torno de 1% com relagdo ao combustivel
estocado. Em nosso trabalho visualizamos o aumento da quantidade de agua

no sistema (de 10% para 65%) com consequente aumento da biomassa, o que
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reforca o papel importante desse elemento para a contaminacéo e crescimento

microbiano em um tanque de estocagem de combustivel.

Influéncia da Proporc¢io Fase Oleosa/Aquosa no
Crescimento Fungico (mg)

s —
P. variotii
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Figura 13. Valores de biomassa (mg) do crescimento dos fungos P. boydii, S.
auratiacum e P. variotii na interface Oleo/Agua com diferentes proporcdes de
6leo.

Franca et al. (2011) comparou a degradacao de ésteres de biodiesel
de soja em diferentes concentracdes (10, 20 e 30%) e verificou que a
influéncia na degradacdo pelos micro-organismos testados no estudo,
Pseudomonas aeruginosa e Pichia guilliermondii, € proveniente das diferentes
concentragbes do biocombustivel. Obtiveram crescimento e consequente
degradacdo de 80%; 33,9% e 25,7% pelo isolado Pseudomonas aeruginosa;
respectivamente nos testes realizados com 10%, 20% e 30% de
biocombustivel.

Indicando que a proporcao de carbono a ser utilizada depende do
metabolismo dos isolados empregados no estudo. Em nosso trabalho, como

demonstrado na figura 13, na proporcao acima de 35% de fase oleosa todos os
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fungos diminuiram o seu crescimento, até abaixo da propor¢cdo menor utilizada

(10%), indicando que a proporcdo Oleo/agua pode ser limitante aos micro-

organismos utilizados no estudo.

5.1.5 Interacdo Fase Oleosa x Fase Aquosa

Para visualizar possiveis interacfes entre o biodiesel e a fase
aguosa foi montado um experimento de 120 dias. O objetivo foi constatar
possiveis migracdes de compostos de uma fase para a outra. Os resultados

das concentracdes de fosfato monitoradas no meio mineral e na agua MiliQ sao

mostrados na figura 14.
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Figura 14. Variacdo na concentracdo de fosfato no Meio Mineral Bushnell &

Haas e agua ultrapura (MiliQ).

Pode-se observar que nos frascos onde o biodiesel interage com o

meio mineral, houve reducdo na quantidade de fosfato até 14 dias de
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incubacdo. Podemos observar também, a migracdo de pequenas quantidades
de fosfato do biodiesel para o meio, dado o aumento nessas concentra¢cées no

tempo 21 para o meio mineral e no tempo 42, em agua MiliQ.

—4—>Soja M1
== Soja Milig
== Linhaca M1

=== inhaca Milig

Valores de pH

==t Oliva M1

= 0Oliva Milig

0 20 40 60 80 100 120

Dias

Figura 15. Valores de pH do Meio Bushnell Haas e de agua ultrapura (MiliQ)

durante 120 dias de incubacéao.

Em relacdo ao pH do meio, ndo se observou alteragdes ao longo do
tratamento, contrastando com as mudancas de pH detectadas na agua MiliQ,
apresentadas na figura 15. A agua MiliQ é uma agua ultrapura e € desprovida
de fosfatos e agentes tamponantes, sendo assim podemos esperar a mudanca
do pH nessa agua influenciado pela presenca do biodiesel. Conforme os dados
apresentados na figura 15, pode-se observar que o pH da agua MiliQ diferiu
estatisticamente (p<0,05) dos valores iniciais (7,0) ao final da curva de 120

dias.
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Para confirmar a migracdo de componentes do biodiesel para a fase
aguosa, aos sete dias de cultivo, foi coletada a fase aquosa. ApoOs a extracao
com diclorometano, analisou-se as amostras por cromatografia gasosa
acoplada a um espectrémetro de massas.

Os resultados encontrados indicam que os ésteres de cadeia longa,
presentes nos trés biodieseis, parcialmente migram para a fase aquosa, e nela
interferindo em algumas propriedades, como na tenséo superficial, discutida
mais adiante. Os ésteres encontrados estdo detalhados na tabela 3 e

demonstrados nos cromatogramas da figura 16.

Tabela 3.Esteres componentes dos biodieseis encontrados nos meios minerais

apos 7 dias de incubacédo em condicfes estéticas. + presenca, - auséncia.

c Biodiesel de Biodiesel de Biodiesel de
Esteres

Linhaca soja Oliva
C16 — Palmitato de Metila + + +
C18 — Estearato de Metila + + +
C18:1 - Oleato de Metila + + +
C18:2 - Linoleato de Metila + + +
C18:3 - Linolenato de Metila + - -

Uma das caracteristicas intrinsecas do biodiesel é a
higroscopicidade. Muitos trabalhos apontam a influéncia do biodiesel no diesel
e em como esse biocombustivel poderia aumentar a habilidade das misturas
em absorver agua (Fregolente et al., 2012; Yassine et al.,, 2012). Essa
constatacdo demonstra a interferéncia, por parte do biodiesel, em propriedades

fisicas e ambientais das misturas.
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Figura 16. Perfil de ésteres de &cidos graxos presentes no meio minimo

mineral apds sete dias de incubacéo, com biodiesel de linhaca, soja e oliva.

O aumento na viscosidade e diminuicdo nas emissdes de material

particulado nos mostram outras variaveis nas quais o biodiesel pode possuir
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influéncia, conforme a sua quantidade aumenta nas misturas (Ramos et al.,
2003; Lobo et al., 2009; Candeia et al., 2009).

Os resultados mostrados nesse trabalho nos indicam que a
influéncia da adicdo de biodiesel nas misturas com diesel pode ndo limitar-se
apenas ao aumento do crescimento microbiano, como citado anteriormente em
trabalhos como Bucker et al. (2011).

Os dados apresentados em nosso trabalho, em escala laboratorial,
confirmam a migracdo de ésteres da fase oleosa para a fase aquosa. A
comunidade microbiana que normalmente utiliza os hidrocarbonetos da fase
oleosa pode, pela presenca de biodiesel, contar com diferentes ésteres
disponiveis na fase aquosa para crescimento.

Neste cenario, a producdo de biossurfactantes pelos fungos faz-se
um gasto energético desnhecessario para 0 microrganismo, ja que €

considerada um mecanismo fisiolégico, utilizado por eles, para acessar o

carbono presente na fase oleosa.
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5.2 Fase de Avaliacao

5.2.1 Crescimento Fungico nos biodieseis analisados

Na avaliacdo do crescimento de P. boydii, S. auratiacum e P. variotii
em trés biodieseis provenientes de 6leo de linhaca, 6leo de soja e 6leo de oliva
verificou-se que todas as fontes de carbono analisadas favoreceram o
crescimento dos micro-organismos. O suporte mineral fornecido pelo meio
Bushnell & Haas foi adequado para o desenvolvimento dos fungos avaliados,
conforme apresentado figura 17.

Uma maior producéo de biomassa pelo fungo P. boydii foi observada
no biodiesel proveniente de 6leo de linhaca aos 28 dias de analise. Ao final da
curva (120 dias) os valores de biomassa entre os biodieseis foram distintos,
sendo o maior crescimento detectado no biodiesel produzido a partir do 6leo de
oliva.

No entanto, quando analisamos a biomassa total, a biomassa
produzida pelo fungo P. boydii no biodiesel de linhaga, foi significativamente
maior (p<0,05) que nos biodieseis de oliva e soja (731mg, 623mg e 647mg,
respectivamente). Além disso, foi detectado para o isolado S. aurantiacum o
maior valor de biomassa no biodiesel de oliva aos 28 dias de experimento, e no
biodiesel de soja aos 21 dias de analise, como podemos observar na figura 17.

Os valores de biomassa entre os biodieseis para o fungo S.
aurantiacum né&o diferiram significativamente (p>0,05). O crescimento total do
isolado no biodiesel de linhaga foi maior que os demais biocombustiveis
(616mg), quando o comparamos com 0s demais biodieseis de oliva e soja

(605mg e 593mg, respectivamente).
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Figura 17. Curvas de crescimento dos fungos filamentosos durante 120 dias
em fase aquosa e oleosa composta por Biodiesel de Linhaca, Soja e Oliva. (a)
Pseudallescheria boydii; (b) Scedosporium aurantiacum; (c) Paecilomyces
variotii.
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Nossos resultados indicam que o fungo Paecilomyces variotii foi
capaz de utilizar todas as fontes de carbono utilizadas como suporte para seu
crescimento. Uma maior producdo de biomassa foi observada no biodiesel
proveniente de 6leo de oliva aos 28 dias de analise.

Ao final da curva (120 dias) os valores de biomassa entre 0s
biodieseis ndo diferiram significativamente (p>0,05), porém, na biomassa total,
o crescimento do fungo P. variotii no biodiesel de oliva foi mais satisfatorio que
nos biodieseis de linhaca e soja (p<0,05) (620mg, 526mg e 522mg,

respectivamente).

A capacidade de fungos em se desenvolver em diesel e meio
mineral Bushnell & Haas vem sendo avaliada h4 muito tempo. Hettige &
Sheridan (1989) acompanharam o crescimento do fungo Paecilomyces variotii
em sistemas contendo diesel como fase oleosa e meio Bushnell & Haas como
fase aquosa e observaram a producdo de 340mg apOls seis semanas de
cultivo.

O crescimento de fungos em diesel metropolitano com meio mineral
Bushnell & Haas foi avaliado por Bento & Gaylarde em 2001, e através desse
experimento, foi constatado o crescimento de isolados fungicos, como
Hormoconis resinae, Aspergillus fumigatus e Candida silvicola. Mais
recentemente, Blcker et al. (2011) avaliaram, nas mesmas condi¢cfes, 0
crescimento do fungo Paecilomyces sp., porém verificou-se que na presenca
de diesel puro (B0O) o isolado apresenta um crescimento muito inferior quando
comparado ao crescimento em biodiesel puro (B100) e suas misturas

correspondentes (B5, B10 e B20). E, junto com nossos dados, esses trabalhos
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confirmam a capacidade de fungos crescerem utilizando diesel e biodiesel
como fonte de carbono usando o meio mineral Bushnell & Hass como aporte

mineral para o seu desenvolvimento.

5.2.2 Concentracédo de Fosfato

O fosfato €& considerado um nutriente ativo e extremamente
importante para 0 crescimento microbiano, sendo assim, seria esperado
visualizar um consumo, mesmo gue pequeno, desse composto em um sistema
de microcosmos, como o utilizado nesse trabalho.

Os valores obtidos do monitoramento da concentracdo de fosfatos
mostraram uma reducao até os 42 dias de incubacdo, quando comparados aos
valores iniciais, como demonstrados nas figuras 18, 19, 20 e 21. Essa reducéo
foi observada em ambos os tratamentos, fungos e controles.

A reducdo e o posterior aumento na concentracdo de fosforo no
meio de cultura podem decorrer do proprio crescimento fungico, pois ja é
conhecido o papel desse elemento no crescimento microbiano, e quando
ocorre morte celular, que pode ter sido causada pelos limites que o sistema do
microcosmo impde ao microrganismo, como por exemplo, falta de oxigénio e
nutrientes escassos, 0 que podemos observar € uma liberagcdo de compostos
fosforados contidos na célula para o ambiente.

Segundo Passman (2003), o oxigénio é citado como um fator
limitante ao desenvolvimento de populagdes microbianas aerdbias em sistemas

de estocagem, e, portanto poderia ser o causador de morte celular em um
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ambiente com oxigénio limitado, como é o caso dos microcosmos utilizados em

nosso estudo.
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Figura 18. Valores de Concentracao de fosfato durante a curva de crescimento

do Fungo Pseudallescheria boydii em Biodiesel de Linhaga, Soja e Oliva.
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Figura 19. Valores de Concentragao de fosfato durante a curva de crescimento

do Fungo Scedosporium aurantiacum em Biodiesel de Linhaga, Soja e Oliva.
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Esse consumo de fosfato inicial pode ser devido ao rapido
crescimento inicial do microrganismo (Figura 17), e logo apds, devido as
limitacdes do sistema, € provavel que tenha ocorrido morte celular, com lise de
células provocando a liberacdo de contetdo citoplasmatico para o meio,

indicada pelo aumento das concentracdes de fosfatos apos 40 dias de

experimento.
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Figura 20. Valores de Concentragao de fosfato durante a curva de crescimento

do Fungo Paecilomyces variotii em Biodiesel de Linhaca, Soja e Oliva.

Em nosso trabalho, no tratamento controle (figura 21) a

concentracdo de fosfato néo diferiu dos valores iniciais (p>0,05) ao final dos

120 dias de cultivo.

101



Controle mg/mL
20

16 gy ] IJ

E
£ Al
E’ 12 | ﬁ i
0 \ N —+—Soja
© 8 & ‘T = .
o !J_ —#—Linhaca
2 Oliva
4
0

0 20 40 60 80 100 120
Dias

Figura 21. Valores de Concentracdo de fosfato no meio mineral (controle)

durante a curva de crescimento em Biodiesel de Linhacga, Soja e Oliva.

Sendo assim, aos compararmos 0s tratamentos podemos propor
gue a falta deste nutriente no meio mineral que esteve em contato com o fungo
deve-se a incorporacdo desse elemento no metabolismo celular. Ainda, a
dindmica deste elemento nos grupos controle pode ser explicado devido ao
contato com o biodiesel, que possui em sua composicao fosfatideos (Lébo et
al., 2009), e que podem migrar para a fase aquosa e vice-versa, levando as
modificacdes dos valores observados ao longo do tempo.

Robertson & Alexander (1992) investigaram o0 crescimento de
Corynebacterium sp. na presenca de varias concentracdes de fosfato e
perceberam que o crescimento desse microrganismo era mais humeroso nas
concentracbes mais altas de fosfato (10 mM) e nas concentragbes baixas de
ferro (0,2 mM). Recentemente, Yang et al. (2010) otimizaram as condicdes de

cultivo da bactéria Ralstonia eutropha aumentando a quantidade para até 130
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mM de fosfato no meio de cultura, o que aumentou a producdo de

polihidroxialcanoato (PHA) a partir de acidos organicos.

5.2.3 Producéo de Lipase

Os valores da producéo de lipase, nas condi¢des de cultivo, com o0s
fungos P. boydii, S. aurantiacum e P. variotii foram monitorados durante a
curva de crescimento e sao apresentadas nas figuras 22, 23 e 24. Podemos
observar, os maiores valores da producdo da enzima lipase (1,6 U/mL.mint)
ocorreram no inicio do experimento, aos sete dias, para todos os biodieseis de
linhaca e oliva.

Para o biodiesel de soja essa producéo foi menor (0,7 U/mL.min%)
guando comparada com os demais (p<0,05). Depois desse pico inicial houve
uma reducédo em todos os biodieseis e para todos os fungos até o final dos 120
dias. Apos o periodo de tempo inicial, nenhuma producdo de lipase diferiu
significativamente entre os tratamentos (p>0,05).

Este resultado indica que as fontes de carbono utilizadas néo
conseguiram induzir uma producédo continua da enzima lipase durante o tempo
de cultivo analisado. Além disso, quando observamos a formacéo de biomassa
verificamos que outras enzimas que ndo foram monitoradas podem estar sendo
produzidas para suportar o crescimento microbiano nesses biodieseis.

Aos 28 dias um segundo pico de producgéo de lipase por todos os
fungos, porém menor que o inicial, € observado. Quando comparamos esse
dado com a producgéo de biomassa, o tempo 28 apresenta 0s maiores valores

de crescimento para todos os fungos.
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Figura 22. Atividade de lipase detectada do fungo filamentoso P. boydii durante

120 dias de incubacéo.

O que pode ter ocorrido foram duas fases de producdo de lipase
distintas: uma inicial para suportar a fase de adaptacdo ao biodiesel e o
primeiro crescimento micelial, e uma posterior que induziu o restante do
crescimento fungico.

No entanto, apds os 28 dias de cultivo, os limites impostos pelo
sistema provavelmente provocaram a diminuicdo no metabolismo flngico,
indicado pelos valores de atividade enzimatica proximos a zero, confirmando a
estagnacdo do crescimento e consequente manutencdo do peso dos fungos,
observados na figura 17.

Considerando a producdo de lipase em diferentes meios, Schultz
(2010) obteve valores aproximados de 1,55 U/mL.min' com seus isolados
bacterianos, em meio mineral e a mistura B20 (diesel e biodiesel). Além disso,

para o isolado F, identificado posteriormente como Pseudallescheria boydii,
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foram obtidos valores de 0,83 U/mL.mint aos 14 dias de cultivo em B20 e

B100.

Scedosporium aurantiacum
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Figura 23. Atividade de lipase detectada do fungo filamentoso S. aurantiacum

durante 120 dias de incubacéao.

Em outro trabalho, Khudary et al. (2004) constatou uma atividade
lipolitica maxima de 2,37U/mL em 60h de incubacéo pelo isolado bacteriano
Thermoactinomyces sp. proveniente de solo contaminado com 6leo de oliva.
No entanto, 0s nossos fungos ndo apresentaram producéo de lipase em longo
prazo.

As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de triglicerideos na
interface 6leo-agua. Segundo Singh & Mukhopadhyay (2012), alguns dos
fungos j4 detectados e considerados bons produtores de lipase sdo dos
géneros Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Rhizomucor, Aspergillus, Humicola,
Candida, e Penicillium. Em nosso trabalho pudemos detectar a producdo dessa

enzima pelos géneros Pseudallescheria, Scedosporium e Paecilomyces.

105



Paecilomyces variotii
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Figura 24. Atividade de lipase detectada do fungo filamentoso P. variotii

durante 120 dias de incubagéo.

No entanto, a producao de lipases por fungos filamentosos pode
variar de acordo com a linhagem do isolado, a composi¢cdo do meio de cultura,
as condicoes, tempo de cultivo e o tipo de fonte de carbono e nitrogénio
utilizados (Cihangir & Sarikaya, 2004). Muitos outros fatores podem afetar a
producdo dessa enzima pelos isolados, como pH, temperatura e aeragao.

Além disso, a presenca de triglicerideos ou acidos graxos tem sido
relatada como indutora da secrecao lipolitica por micro-organismos (Marek &
Bednarski, 1996), e, como constatado no item 5.1.3, os ésteres que migram
para a fase aquosa podem estar induzindo a atividade enzimatica aos primeiros

7 dias de incubacéo.

5.2.4 Valores de pH
Nos ensaios de crescimento com P. boydii, S. aurantiacum e P.
variotii ndo se observou uma reducao significativa das medidas de pH da fase

aguosa até 21 dias de cultivo, quando comparadas ao pH inicial (7,2) (p>0,05).
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ApoOs esse tempo pode-se ver uma reducéao (p<0,05) dos valores até o final dos
120 dias de incubacéo (6,5).

Nos tratamentos com os fungos ndo observamos diferencas
significativas entre os biodieseis testados (oliva, soja e linhaca) em nenhum
tempo amostrado (p>0,05). Nos tratamentos controle os valores de pH né&o
diferiram significativamente (p>0,05) dos valores iniciais durante todo o tempo

do experimento (Figuras 25, 26, 27 e 28).
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Figura 25. Valores de pH do crescimento do fungo filamentoso P. boydii em
biodiesel de linhaca, soja e oliva.

As medidas de pH dos frascos controle sugerem que nos
tratamentos com os fungos, podem estar sendo produzidas substancias com
carater acido decorrente do seu metabolismo durante o crescimento no sistema
Oleo-agua, porém, em baixas concentracdes ainda podem estar sendo

tamponados devido a presenca de fosfato na composi¢cdo do meio.
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Figura 26. Valores de pH do crescimento do fungo filamentoso S. aurantiacum

em biodiesel de linhaca, soja e oliva.
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Figura 27. Valores de pH do crescimento do fungo filamentoso P. variotii em

biodiesel de linhaca, soja e oliva.

Santos et al. (2007) correlacionaram o aumento da acidez do Gleo
bruto de dendé&, durante seu armazenamento, a presenca do fungo
Paecilomyces variotii, indicando que este fungo é capaz de biotransformar o

Oleo e gerar acidos graxos livres, os quais causam uma diminuicdo no pH.
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Além dos produtos metabdlitos formados durante o desenvolvimento em
hidrocarbonetos, a reducdo do pH nos tratamentos pode estar relacionada a
lises celulares, produtos poliméricos e producédo de acidos organicos (Parbey,
1970). O que pode ter sido a causa para a reducédo do pH observada em nosso

experimento no tratamento com o isolado identificado como P. variotii.
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Figura 28. Valores de pH do tratamento controle durante o crescimento flingico

em biodiesel de linhaca, soja e oliva.

A reducdo do pH da fase aquosa com os fungos em nosso
experimento foi significativa a partir de 21 dias de incubacdo dos fungos
guando comparado ao controle. Como foi comprovado crescimento (aumento
da biomassa — figura 17), podemos sugerir que a ocorréncia de baixa
concentracdo de metabdlitos acidos ou a possibilidade de tamponamento do
meio estejam envolvidos na variagdo de pH observada.

Como demonstrado nas figuras 18, 19, 20 e 21, o meio Bushnell &

Haas possui uma concentracdo de fosfato capaz de mascarar possiveis
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modificacdes no pH durante o crescimento microbiano (1,23 g/L) nas condi¢cdes
estudadas, o que reforca a hipétese anterior.

No entanto, é possivel que em um sistema sem limitacdes de
oxigénio e nutrientes, e com um maior tempo de cultivo, os isolados utilizados
nesse trabalho possam vir a aumentar a producdo desses metabolitos e

demonstrar uma reducédo mais acentuada nos valores de pH.

5.2.5 Tenséo Superficial da Fase Aquosa

Os valores da tensdo superficial da fase aquosa estudada nesse
trabalho estdo apresentadas na tabela 4. Esses valores exibiram uma queda
logo nos primeiros dias de experimento (p<0,05), em todos os tratamentos (de
55,4 mN/m? para a média de 38,0 mN/m). Desta forma, nenhuma mudanca
significativa entre os tratamentos com os fungos e no tratamento controle foi
observada (p>0,05).

Nestas condicbes os fungos estudados ndo produziram nenhum
produto com capacidade surfactante. Esse comportamento dos valores de
tensdo superficial também foi observada por Bucker et al. (2011). Os fungos
estudados por Blicker, Paecilomyces sp. e Aspergillus fumigatus, reduziram a
tensdo superficial da fase aquosa de 53,8mN/m-1 para 41,0mN/m-1 e para
39,2mN/m-1, respectivamente, em contato com biodiesel puro (B100), a
mesma reducao foi observada nos controles (38,7mN/m-1 e para 40,2mN/m-1),
0 que indica que os isolados utilizados no trabalho nédo produziram nenhum

produto surfactante durante os 60 dias de cultivo do experimento.
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Sendo assim, 0s nossos resultados dos valores da tenséo
superficial, juntamente com os dados apresentados no item 5.1.5, confirmam a

natureza do biodiesel de agir como um surfactante.

Tabela 4. Valores das medidas de Tensao superficial dos tempos 0, 7, 28, 60 e
120 dias de incubacdo da curva de crescimento dos fungos filamentos com

biodiesel de linhaca, soja e oliva. Valores iniciais do meio minimo mineral: 55,4

mN.m-,
Controle S. aurantiacum
Tempo cje Linhaca Soja Oliva Tempo qe Linhaca Soja Oliva
Incubacéo Incubacéo

0 dias 55,4+2,8 55,4+2,8 55,4+2,8 0 dias 55,4+2,8 55,4+2,8 55,4+2,8
7 dias 35,3+0,8 36,3+0,5 35,3+1,2 7 dias 38,5+1,3 42,1+1,5 39,5+0,7
28 dias 40,0+0,3 38,5+0,6 38,3%1,8 28 dias 37,0£3,1 39,0+0,3 38,4%1,3
60 dias 39,6+0,1 40,6+0,4 39,8+1,5 60 dias 42,9+0,8 43,6+1,3 43,2+0,1

120 dias 39,4+0,7 37,9+1,2 38,9+0,5 120 dias 41,8+0,5 42,8+1,7 40,0+1,3

P. boydii P. variotii

Tempo de
Incubacéo

0 dias 55,4+2,8 55,4+2,8 55,4428 0 dias 55,4+2,8 55,4+2,8 55,4+2.8

Tempo de

Linhaca Soja Oliva Incubacio

Linhaca Soja Oliva

7 dias 35,7+1,7 40,3+1,2 35,2+2,8 7 dias 36,3+2,5 41,3+1,1 39,0+1,0
28 dias 39,7+0,9 42,9+0,4 39,9+0,7 28 dias 39,5¢0,2 42,1+1,5 39,540,1
60 dias 43,0+0,2 44,3+0,3 43,4+1,1 60 dias 40,4+0,3 42,310,9 41,4+1,7

120 dias 41,3+2,6 40,9+0,1 41,3+1,6 120 dias 40,0+0,6 40,7+1,6 41,6+0,5

A reducado da tensado superficial das fases aquosas obtidas nesse
trabalho pode estar relacionada a composicao intrinseca do biodiesel, que é
rica em ésteres de acidos graxos. Estes ésteres dividem semelhancas entre

sua estrutura quimica com a estrutura de alguns tipos de surfactantes, e, sendo
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assim, podem agir como um surfactante na presenca de agua e reduzir a
tensao superficial (Nitschke & Pastore, 2002).

Outros estudos ja relataram que sO a presenca de biodiesel nas
misturas com diesel ja demonstra a habilidade desse composto de reduzir os
valores de tensdo superficial do meio mineral como fase aquosa com as
misturas (B5, B10 e B20) como fase oleosa, devido as suas caracteristicas

fisico-quimicas (Meyer, 2010; Souza, 2012).

5.2.6 Degradac&o dos Esteres

Os resultados de degradacdo dos ésteres do biodiesel estédo
apresentados nas figuras 29, 30 e 31. Conforme os valores obtidos dos ésteres
totais detectados no tratamento controle (sem fungo) e com os fungos nédo
foram observadas reducdes significativas, apdos 60 e 120 dias (p>0,05).

Quando visualizamos as médias obtidas para cada biodiesel
observa-se a tendéncia de diminuicdo dos valores do tempo zero dias ao
tempo 120 dias para todos os fungos. Porém ao analisar os controles essa
tendéncia também é observada, o que pode estar relacionado com processos
de degradacédo abidtica, devido ao contato com a fase aquosa (meio mineral),
indicando a nédo influéncia do fungo na diminuicdo das médias dos ésteres
totais, presentes nos biodieseis analisados, ao longo do tempo.

Conforme os resultados da migracao dos ésteres do biodiesel para a
fase aquosa citados no item 5.1.5, pode-se, entdo, sugerir que os fungos
provavelmente tenham utilizado essa fonte de carbono em seu

desenvolvimento.
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Figura 29. Porcentagem de ésteres de acidos graxos presentes nos biodieseis
de linhaca, soja e oliva, durante a curva de crescimento do fungo P. boydii e

com o tratamento controle. (C — controle)
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Figura 30. Porcentagem de ésteres de acidos graxos presentes nos biodieseis
de linhaca, soja e oliva, durante a curva de crescimento do fungo S.

aurantiacum e com o tratamento controle. (C — controle)
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Figura 31. Porcentagem de ésteres de acidos graxos presentes nos biodieseis
de linhaca, soja e oliva, durante a curva de crescimento do fungo P. variotii e
com o tratamento controle. (C — controle)

Estudos anteriores também constataram baixa degradacdo dos
ésteres por fungos em condi¢cdes similares de crescimento, apontando que
outros componentes do biodiesel, como a glicerina, ou mesmo 0os compostos
mono, di ou triacilglicerideos podem estar sendo consumidos pelos fungos, e
aumentando a suscetibilidade do biodiesel a contaminagdo microbiana (Bucker
et al., 2010, Schultz, 2010; Cazarolli et al., 2012).

De acordo com Mehdi & Giti (2008), a velocidade da biodegradacao
depende da concentracdo e da composi¢cdo do 6leo, da existéncia no sistema
de micro-organismos capazes de utilizar o combustivel estocado como fonte de
carbono e de um grupo de moléculas, denominadas biossurfactantes. O isolado
Pseudomonas stutzeri, proveniente de solo contaminado com 6éleo bruto, foi
usado para degradar o 6leo diesel durante 14 dias (Yemanshova et al., 2007).

ApoOs o periodo de incubacédo foi observado a degradacédo de 88% do oleo
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diesel no tratamento que recebeu 120mg de surfactante ramnolipideo, em
contraste com o tratamento em que nado foi adicionado nenhum surfactante
(54% de degradacao) (Kaczorek et al., 2011).

Em nosso trabalho nao foi detectado producao dessas moléculas, ao
contrario, o proprio biodiesel teve um efeito surfactante no meio mineral
utilizado. Essa caracteristica pode ter influenciado nos resultados observados
nas figuras 29, 30 e 31.

Um estudo avaliou a biodegradabilidade de biodiesel e seus efeitos
sobre a diversidade microbiana de um solo contaminado com diesel (B0O), as
misturas (B5, B20 e B50) e biodiesel (B100), em microcosmos com solo da
Mata Atlantica (Silva et al., 2012).

As andlises cromatograficas revelaram que 0S microcosmos
contaminados com as misturas B20 com biodiesel puro (B100) foram os mais
degradados entre os tratamentos (80% e 84% de degradacéo,
respectivamente), confirmando os resultados encontrados por Pasqualino et al.
(2006), que indicaram que quanto maior a adicdo de biodiesel na mistura
menor 0 tempo necessario para se atingir 50% de biodegradacao.

No entanto, Schleicher et al. (2009), observaram o crescimento
bacteriano mais eficiente em misturas de B20, quando os resultados foram
comparados aos de B100. O que, juntamente com nossos dados, indicam que
a competéncia microbiana em crescer utilizando ésteres de acidos graxos pode
ser muito variada, seja com micro-organismos isolados ou em um consorcio

microbiano.
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Outro trabalho observou a preferéncia de um micro-organismo em
degradar outros compostos que ndo biodiesel. Souza (2012) observou o
crescimento da bactéria Serratia marcescens em biodiesel, e, pela técnica de
espectroscopia de infravermelho, também nao foi detectada degradacéo para o

B100 (biodiesel de soja e gordura animal — 70/30%) testado.

5.3 Controle do Crescimento Microbiano

Na Tabela 5 podemos observar o tempo de acdo esporo estatica e
na tabela 6 podemos observar a acdo esporicida dos quatro diferentes
antimicrobianos testados com 0S  seguintes micro-organismos:
Pseudallescheria boydii, Scedosporium aurantiacum e Paecilomyces variotii em
caldo malte por 15 dias.

A concentracdo maxima utilizada de 2 g/L do MBO 8% nao inibiu o
desenvolvimento do fungo P. boydii no meio caldo malte, assim como para os
demais isolados e para os antimicrobianos MBO 50% e MBO 100% com 15
dias de incubacdo. Para o NBM 100%, ao final do tempo de cultivo, 0,5 g/L da
concentracdo utilizada foram efetivos no controle do crescimento dos isolados
P. boydii e P. variotii, e para o isolado S. aurantiacum apenas 0,25 g/L foram

eficazes na inibicdo do seu crescimento.
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Tabela 5. Resultados da CMI (g/L) em funcdo dos quatro diferentes
antimicrobianos testados com 0s seguintes micro-organismos: P. boydii, S.

aurantiacum e P. variotii. (+) crescimento detectado.

Concentracdo Minima Inibitéria — CMI (g/L)

Fungo P. boydii
MBO 8% MBO 50% MBO 100% NBM 100%
24h 2 0,5 0,016 0,002
48h + 0,5 0,25 0,016
5dias + 2 1 0,125
7dias + 2 2 0,250
10dias + 2 2 0,250
15dias + 2 2 0,500
Fungo S. aurantiacum
MBO 8% MBO 50% MBO 100% NBM 100%
24h 0,5 2 0,032 0,002
48h + 2 0,5 0,016
5dias + 2 1 0,064
7dias + 2 2 0,125
10dias + + 2 0,125
15dias + + 2 0,25
Fungo P. variotii
MBO 8% MBO 50% MBO 100% NBM 100%
24h 2 2 0,125 0,008
48h + + 0,25 0,064
5dias + + 2 0,25
7dias + + 2 0,25
10dias + + 2 0,5
15dias + + 2 0,5

A acéo esporicida sobre os isolados P boydii e S. aurantiacum foram
necessarios 10 dias de contato com uma dose alta do MBO 100% (2 g/L)
(Tabela 6). Para o NBM 100%, a acdo esporicida ocorreu no mesmo tempo (10
dias) com 0,25 g/L para P. boydii e P. variotii e 0,125 g/L para o isolado S.

aurantiacum.
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Tabela 6. Resultados da CMB (g/L) em funcdo dos quatro diferentes
antimicrobianos testados com 0s seguintes micro-organismos: P. boydii, S.

aurantiacum e P. variotii. (+) crescimento detectado.

Concentracdo Minima Biocida — CMB (g/L)

Fungo P. boydii
MBO 8% MBO 50% MBO 100% NBM 100%
24h + 0,5 + +
48h + 0,5 + +
5dias + + + 0,5
7dias + + + 0,5
10dias + + 2 0,25
15dias + + 2 0,25
Fungo S. aurantiacum
MBO 8% MBO 50% MBO 100% NBM 100%
24h + + + 0,25
48h + + + 0,25
5dias + + + 0,25
7dias + + + 0,25
10dias + + 2 0,125
15dias + + 2 0,125
Fungo P. variotii
MBO 8% MBO 50% MBO 100% NBM 100%
24h + + + +
48h + + + +
5dias + + + +
7dias + + + +
10dias + + + 0,25
15dias + + + 0,25

Os antimicrobianos MBO 8% e MBO 50% ndo demonstraram acao
esporicida sobre nenhum dos isolados, porém, para os fungos utilizados nesse
trabalho, uma acao detectada foi a redugdo na biomassa formada ao longo do
tempo, quando comparamos as concentracoes de 2 g/L e a de 0 g/L, como

constatada nas figuras 32, 33 e 34.
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Estes resultados mostram que os esporos fungicos foram mais
suscetiveis a concentracdes mais baixas de dimorfolina (NBM 100%), quando
comparados aos resultados que obtivemos com oxazolidinas (antimicrobianos
MBO 8%, MBO 50% e MBO 100%).

Um biocida é considerado efetivo quando € capaz de comprometer a
permeabilidade celular, e provocar danos irreparaveis, como a perda de
constituintes celulares (Diehl & Chapman, 1999). No caso de fungos, esse
composto deve conseguir penetrar o coértex (envoltorio) do esporo, que €
extremamente rigido, e para isso 0 tempo para a penetracdo pode ser maior do

gue o requerido para eliminar uma célula em estado vegetativo.

Pseudallescheria boydii

W W
o W

B MBO 8%
20 = MBO 50%

Biomassa (mg)
]
u

MBO 100%
5 B NBM 100%

N R VR e
WA WP S S

[ 1 Biocida ppm

Figura 32. Valores de Biomassa nos frascos com diferentes concentracdes dos
antimicrobianos utilizadas para controlar o crescimento do fungo

Pseudallescheria boydii por 15 dias de cultivo.
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Compostos como benzimidazol, carbendazim e thiabendazole séo
algumas das substancias utilizadas mundialmente e que sdo capazes de inibir
o crescimento fungico, agindo sobre elementos da divisdo celular e estabilidade
da membrana plasmatica (Stenersen, 2004).

Além disso, ja € bem estabelecida na literatura a capacidade dos
micro-organismos em desenvolver resisténcia a substancias nocivas ao seu
crescimento (Ramos & Alonso, 2011; Torres Garcia, 2012; Morente et al.,

2013).

Scedosporium aurantiacum
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Figura 33. Valores de Biomassa nos frascos com diferentes concentragdes dos
antimicrobianos utilizadas para controlar o crescimento do fungo Scedosporium

aurantiacum por 15 dias de cultivo.

A possibilidade dos micro-organismos estabelecidos em um tanque
apresentarem resisténcia ou diminuirem sua suscetibilidade aos ingredientes

ativos dos antimicrobianos € real, e tem sido um problema a ser considerado
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na aplicacdo desses produtos (Gaylarde, 1995, Russel, 2003; Cloete, 2003,
Raikos et al., 2012; Passman, 2013).

Em nosso trabalho observamos um aumento gradual nas
concentracbes de antimicrobianos aplicadas os quais eram capazes de
controlar o crescimento fungico. Nas primeiras 24h, concentracdes baixas dos
antimicrobianos MBO 100% e NBM 100% foram suficientes para inibir o
crescimento dos fungos P. boydii (0,016 g/L e 0,002 g/L), S. aurantiacum
(0,032 g/L e 0,002 g/L) e P. variotii (0,125 g/L e 0,008 g/L, respectivamente)

como observado na tabela 5.

Paecilomyces variotii
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Figura 34. Valores de Biomassa nos frascos com diferentes concentragdes dos
antimicrobianos utilizadas para controlar o crescimento do fungo Paecilomyces

variotii por 15 dias de cultivo.
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No entanto, cinco dias depois ja era necessaria a aplicacdo de
concentracfes superiores (mais de 0,5 g/L) para obter o mesmo efeito. Esses
dados nos indicam a possibilidade dos fungos estarem desenvolvendo uma
resisténcia ao antimicrobiano, sendo indispensaveis concentracées mais altas
para controlar o crescimento fangico.

Os valores de CMI e CMB sédo uma avaliagcdo orientativa para a
aplicacdo do antimicrobiano e sao dependentes do grupo microbiano a ser
tratado, pois diferentes micro-organismos podem apresentar suscetibilidades
distintas aos produtos aplicados. As concentracfes minima inibitoria (CMI) e
minima biocida (CMB) podem indicar a concentracdo do antimicrobiano a ser
utilizada, de modo que néo se aplique quantidades acima das necessarias, ou
guantidades que nado sejam suficientes para controlar o desenvolvimento das
populacdes (ANVISA, 2002; Chelossi & Faimali, 2006; Cury et al., 2007).

Os valores relativos as CMI e CMB obtidas neste trabalho indicaram
a eficiéncia de apenas um dos produtos antimicrobianos testados, do qual com
baixas concentracdes obtivemos efeito no controle dos micro-organismos. O
antimicrobiano NBM 100% que contém a molécula dimorfolina como
ingrediente ativo exerceu acdo esporicida contra a populagcdo microbiana com
valores inferiores a 0,5 g/L , como indicado na tabela 5 e nas figuras 32, 33 e
34. Os valores orientativos, obtidos nesse trabalho, estdo de acordo com os
valores de aplicagao indicados pelo fabricante para o produto (0,5 g/L — 1 g/L).

Passman (2005) avaliou o efeito de um biocida com isotiazolonas
como ingrediente ativo (CMIT/MIT) (0,22 g/L) sobre a formac&o de biomassa

em sistemas contendo agua de lastro sintética como fase aquosa e biodiesel
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de 6leo de coco como fase oleosa. Apdés 3 meses pode observar a diminuicdo
da biomassa nos frascos contendo o produto CMIT/MIT em comparacao
agueles em que nao foi adicionado nenhum biocida.

A avaliacdo da efetividade dos antimicrobianos em um sistema
contendo uma fase aquosa e uma fase oleosa, e contaminado por uma
populacdo microbiana, torna-se imprescindiveis para se determinar a eficacia
do produto. No estudo de Bucker (2010), foi observado que a concentracdo de
0,064 g/L de isotiazolona (CMIT/MIT) foi mais esporicida ao microrganismo
Paecilomyces sp. quando comparada a concentragcdo de 0,125 g/L de
oxazolidinas.

Zimmer et al. (2011) utilizou um in6culo sugerido na norma ASTM
E1259 — 10 e analisou a efichcia de antimicrobianos em controlar o
crescimento deste indculo, em microcosmos contendo uma fase aquosa e 0s
combustiveis BO, B7, B10 e B100 como fase oleosa.

Ao final de 60 dias verificaram que a efetividade dos produtos
dependia da natureza do combustivel a ser tratado. Além disso, a molécula
isotiazolona, nas condicbes do experimento, foi mais eficaz que o produto
contendo a molécula de oxazolidina, o que so reforca a necessidade de se
levar em consideracdo o combustivel que o biocida escolhido ira tratar.

Moléculas isotiazolonas possuem seu mecanismo de a¢cdo composto
por dois passos: agem rapidamente inibindo em minutos o crescimento e
metabolismo, seguido por dano celular irreversivel resultando em perda da
viabilidade celular. As células sdo inibidas pela ruptura dos ciclos metabélicos

envolvendo enzimas desidrogenases (Williams, 2007).

123



No presente trabalho nenhuma concentracdo menor que 2 g/L dos
MBO 8%, MBO 50% e MBO 100%, compostos por oxazolidinas, foi capaz de
controlar e prevenir o crescimento dos trés micro-organismos, inviabilizando as
células e os esporos apenas apos 15 dias e com concentracfes altas de
produto (tabela 5).

Em nosso trabalho o produto NBM 100%, cujo principio ativo € a
molécula dimorfolina, foi mais eficaz no controle de todos os fungos, quando
comparado aos antimicrobianos com principio ativo de oxazolidinas (Tabela 5).
As morfolinas sédo capazes de inibir enzimas envolvidas na sintese de
ergosterol (estrutura lipidica que confere estabilidade a membrana celular) da
célula fungica, alterando a integridade da membrana celular, havendo
dificuldade em resistir a pressdo osmatica intracelular e, como consequéncia
ocorre a lise celular (Stenersen, 2004).

A acado das oxazolidinas esta relacionada a inibicdo da sintese de
proteinas, pois essa molécula liga-se ao sitio P da subunidade maior do
ribossomo, impedindo a formacdo do complexo de iniciacdo da traducao
(Mukhtar & Wright, 2005; Devasahayam et al., 2010).

O biocida com seu principio ativo baseado em oxazolidina nesse
trabalho somente foi eficaz em concentracbes mais altas, como podemos
observar nas diferencas entre o MBO 8% e o MBO 50% (Tabela 5). Os
antimicrobianos MBO 8% e o MBO 50% quando comparados aos

antimicrobianos MBO 100% e NBM 100% foram menos efetivos ao diminuir a

biomassa dos isolados, como demonstrado nas figuras 32, 33 e 34.
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Ao final de 15 dias, o produto contendo oxazolidina como principio
ativo (MBO 100%) e a molécula dimorfolina (NBM 100%) mostraram-se mais
eficazes no controle do crescimento e consequente formacgéao de biomassa por
todos os isolados.

Em um sistema de armazenamento real, podemos ter a presenca de
um biofilme j& estabelecido na superficie dos tanques e na interface dleo/agua,
produtos de corrosdo e outras substancias (organicas e inorganicas)
decorrentes do crescimento microbiano, além de grupos microbianos distintos
como bactérias aerdbias e anaerdbias e fungos filamentosos e leveduras.

Sendo assim, a utilizacdo de produtos antimicrobianos deve
apresentar a acao sobre diversos grupos microbianos (aerdbios e anaerébios)
além de diferentes niveis de contaminacdo microbiana possiveis de serem

encontradas.
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6. Conclusbes

Os fungos Pseudallescheria boydii, Scedosporium aurantiacum e
Paecilomyces variotii cresceram de acordo com o suporte mineral disponivel
nos meios minimos. Nas condi¢cfes de ensaio, foi possivel detectar o consumo
de fosfato do meio mineral pelos isolados, a producdo de metabdlitos acidos
pelos fungos e a formacédo de biomassa em todos os meios avaliados. O meio
minimo mineral Bushnell & Haas foi 0 meio selecionado nessa etapa.

Foi detectado, através de andlises de CGMS, que, apos 7 dias de
contato entre fase oleosa/fase aquosa, houve a migracdo dos ésteres de
cadeia carbdnica palmitato de metila (C16), estearato de metila (C18), oleato
de metila (C18:1), linoleato de metila (C18:2) e linolenato de metila C18:3 para
a fase aquosa do experimento.

Os fungos filamentosos Pseudallescheria boydii, Scedosporium
aurantiacum e Paecilomyces variotii foram capazes de crescer utilizando os
biodieseis de linhaca, soja e oliva como fonte de carbono em seu metabolismo.
N&o foi observada nenhuma degradacédo das cadeias carbbnicas dos ésteres
do biodiesel pela técnica de cromatografia gasosa aos 60 e 120 dias.

As medidas de tensdo superficial monitoradas durante o crescimento
dos fungos em comparacdo com o controle indicam que ndo houve producao
de biossurfactantes. Foram constatadas que as medidas de pH demonstraram
uma pequena producdo de metabdlitos com carater &cido ao final a curva de
120 dias.

O biocida com a molécula dimorfolina (NBM) apresentou, em 15 dias

de avaliacdo, efeito esporo estatico e esporicida sobre os fungos
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Pseudallescheria boydii, Scedosporium aurantiacum e Paecilomyces variotii,
em condicOes laboratoriais e em baixas concentracdes (0,5 g/L, 0,25 g/L e 0,5

g/L para a CMI, e 0,25 g/L, 0,125 g/L e 0,25 g/L para a CMB, respectivamente).
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7. Perspectivas

Realizar ensaios de cromatografia gasosa para avaliar a
biodegradacdo dos ésteres presentes na fase aquosa, caracterizando as
fragcbes consumidas pelos micro-organismos.

Investigar metabolitos produzidos pelo metabolismo de micro-
organismos através da técnica de microextracdo por fase solida.

Detectar por técnicas moleculares os genes envolvidos na atividade
das enzimas responsaveis pela degradacao dos biodieseis, tais como lipase e
esterase.

Avaliar a efetividade dos antimicrobianos em um sistema contendo
uma fase aquosa e uma fase oleosa com os biodieseis testados, e verificar a

suscetibilidade dos micro-organismos e possiveis interacfes no sistema.
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9 Apéndice |

9.1 Ressonancia Magnética Nuclear

De acordo com a Resolucdo ANP N° 14, de 2012 da Agéncia
Nacional de Petréleo (ANP, 2012), o biodiesel s6 pode ser comercializado se
apresentar mais de 96,5% de ésteres na composicdo. Para isso os biodieseis
produzidos foram analisados através da técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (1H RMN), em um Espectrémetro da marca Bruker 400
MHz. Aproximadamente 10 — 15 mg de amostra de biodiesel foi solubilizada em
Cloroféormio Deuterado (CDCI3) — 0.5 mL. Como referéncia interna foi usado
Tetrametilsilano (TMS) (marcacéo do deslocamento quimico zero). O tempo de
relaxacdo (tempo entre pulsos) foi de 10 segundos, para permitir a
qguantificacdo de todos os hidrogénios da molécula.

Desta forma, apos a producao foram detectados para o Biodiesel de
Linhaca 97,7%, para o Biodiesel de Soja 98,3%, para o Biodiesel de Oliva

98,3% de ésteres totais.
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RMN - Biodiesel de Linhaga
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10. Apéndice Il

Plota-se a resposta de absorbancia da curva de calibracdo versus
concentracdo. Adicionar a equacdo mais ajustada do grafico, juntamente com o
valor de R?, e através dela, calcula-se a concentracdo da substancia desejada

nas amostras, como demonstra o exemplo abaixo.

Curva Padrao

0,8
07 o y =0,0973x

/ R?=0,9763
0,6
0,5 //
0,4
/ == Curva

- Pl
0,2 —— Linear (Curva)

0,1 /
, &

02 04 08 1,2 2 4 8

Concentragdes mg/mL

Absorbincia

Célculo: y=0,0973x, com R2=0,97.
X = concentracdo amostra
Y = absorbancia amostra

Entdo, Concentracdo = (Absorbancia)/0,0973
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11. Anexo |

11.1 Formulac¢Bes dos Meios Minimos

Reagentes Richard &
MM1 Vogel g/L
Macronutrientes Reagentes Bushnell & Haas
KCl 0,7 MM3 g/lL
KH2P04 2 KH2P04 1
Na;HPO, 3 MgSOa 0,2
NH4NO3 1 CacCl, 0,02
Micronutrientes KeHPO4 1
1ml/L FeCls 0,05
MgSO.* 4 NHsNOs 1
FeSO4* 0,2 e pH70
MnClz* 0,2
CaCly* 0,2 Reagentes Kaufmann &
MM4 Kearney g/L
© PHT.O MgSO. 0,2y -
Reagentes Tanner g/L CaS04 0,2
MM2 (NH4)2SO4 5
KCI 0,1 (NH4)sM0O24 0,001
KH2PO4 0,1 e pH7,0
NacCl 0,8
NH,4CI 1
CoCl».6H,0 0,2
CuCl,.2H,0 0,02
NiCl,.6H.0 0,02
Na;Mo004.2H-0 0,02
CaCl,.2H,0 0,04
MgS0O4.7H20 0,2
Fe(NH4)2(S04).6H.0 0,8
MnSQO4.H.0 1
ZnS04.7H,0O 0,2
Na,SeO4 0,02
e pH7,0
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