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RESUMO

Atualmente no Brasil a adicdo do biodiesel ao 6leo diesel € de 10%, ja estando
estabelecidos o aumento para 15%. A mistura é possivel devido a sua miscibilidade
com 6leo diesel, ao qual promove beneficios ambientais, contudo a mistura se torna
suscetivel a degradacbGes, onde o biodiesel contribui na absorcdo de agua,
facilitando a contaminacao e proliferagdo de microrganismos. Diante disto, este
trabalho tem como objetivo avaliar a influéncia do teor de biodiesel na
contaminacdo microbiologica de diferentes blendas de combustivel diesel B além
do comercial, e verificar o efeito da radiacao ultravioleta como método de controle
para inativagdo de microrganismos presentes. Coletou-se amostras de 6leo diesel
comercial (B11) e biodiesel puro (B100), e preparadas blendas com 25, 50, e 75%
de teores de biodiesel e avaliada a influéncia do teor de 4gua em 1000 e 2500 ppm,
valores acima do permitido pela legislacdo. Apds o preparo das blendas, as
amostras sédo estocadas por 10 dias, caracterizadas e posteriormente a este
periodo, levadas ao reator de radiacdo ultravioleta, composto por uma lampada
UVC germicida (55 W, 253 nm). Os ensaios tiveram duragéo de 360 minutos com
coletas a cada 60 minutos para realizar as analises microbiologicas e andlises
fisico-quimicas, antes do processo e apdés os 360 minutos. A caracterizacao
microbiolégica consistiu nos métodos de quantificacdo espectrofotométrica,
coloracdo de Gram e identificacdo molecular dos microrganismos. Na caraterizacao
fisico-quimica do combustivel realizou-se as seguintes andlises: temperatura,
massa especifica a 20° C, viscosidade cinematica a 20° C e teor de agua. Apés os
ensaios com radiacado ultravioleta, as amostras sédo estocadas durante 10, 20 e 30
dias, e nestes tempos, coletadas aliquotas para realizar a quantificacdo dos
microrganismos, com objetivo de verificar a eficiéncia e o tempo de atuacdo da
radiacdo ultravioleta. Os resultados apontaram que o periodo de estocagem inicial
de 10 dias favoreceu a proliferacdo de microrganismos em algumas amostras com
adicdo de agua. Para os ensaios de radiacdo ultravioleta, todas as amostras
tiveram reducéo da concentragao de microrganismos acima de 50%, e as amostras
B11-C, B25-1000 e B50-C o percentual de reducéo foi superior a 80%. Foi possivel
identificar diferentes microrganismos presentes nas amostras de 6Oleo diesel e
biodiesel, como: Solobacillus spp., Exiguobacterium scetylicum e Pantoea spp.
Para as propriedades fisico-quimicas avaliadas, a adicdo de biodiesel e agua
promoveu alteracdo, mas ap0s o periodo de exposi¢cdo a radiacao ultravioleta os
valores retornaram aos estipulados pela normatizagdo. Para estocagem
experimental do combustivel apds a exposicao a radiacdo ultravioleta concluiu-se
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que a acao da radiacdo se mantém ativa em até 10 dias, e apos este periodo &
necessario a realizar novamente do tratamento. Com todos os dados
correlacionados, conclui-se que a utilizacdo da radiacéo ultravioleta foi eficiente

para eliminar e/ou diminuir a carga de microrganismos presentes em 0leo diesel e
biodiesel.

PALAVRAS-CHAVE: contaminacdo  microbiologica,; biodegradabilidade;
estabilidade oxidativa.

"O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagéo de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001
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ABSTRACT

Currently in Brazil the addition of biodiesel to diesel oil is 10%, with an increase to
15% already established. The mixture is possible due to its miscibility with diesel ail,
which promotes environmental benefits, but the mixture becomes susceptible to
degradation, where biodiesel contributes to water absorption, facilitating the
contamination and proliferation of microorganisms. In view of this, this work aims to
evaluate the influence of biodiesel content on the microbiological contamination of
different blends of commercial diesel fuel B, and to verify the effect of ultraviolet
radiation as a control method for the inactivation of microorganisms present.
Samples of commercial diesel oil (B11) and pure biodiesel (B100) were collected,
and blends with 25, 50, and 75% biodiesel contents were prepared and the influence
of water content was evaluated at 1000 and 2500 ppm, values above the allowed
by the legislation. After the blends preparation, the samples are stored for 10 days,
characterized and after this period, taken to the ultraviolet radiation reactor,
composed of a germicidal UVC lamp (55 W, 253 nm). The tests lasted 360 minutes,
with collections every 60 minutes to perform the microbiological analysis and
physicochemical analysis, before the process and after the 360 minutes. The
microbiological characterization consisted of spectrophotometric quantification
methods, Gram staining and molecular identification of the microorganisms. In the
physical-chemical characterization of the fuel, the following analyses were
performed: temperature, specific mass at 20° C, kinematic viscosity at 20° C, and
water content. After the tests with ultraviolet radiation, the samples are stored for
10, 20 and 30 days, and at these times, aliquots are collected to perform the
guantification of microorganisms, in order to verify the efficiency and time of action
of ultraviolet radiation. The results showed that the initial storage period of 10 days
favored the proliferation of microorganisms in some samples with added water. For
the ultraviolet radiation tests, all samples had a reduction in the concentration of
microorganisms above 50%, and the samples B11-C, B25-1000 and B50-C had a
reduction percentage above 80%. It was possible to identify different
microorganisms present in the diesel and biodiesel samples, such as: Solobacillus
spp., Exiguobacterium scetylicum and Pantoea spp. For the physical-chemical
properties evaluated, the addition of biodiesel and water promoted changes, but
after the exposure period to ultraviolet radiation the values returned to those
stipulated by the standardization. For the physical-chemical properties evaluated,
the addition of biodiesel and water caused changes, but after the period of exposure
to ultraviolet radiation the values returned to those stipulated by the standardization.
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For experimental storage of the fuel after exposure to ultraviolet radiation it was
concluded that the action of radiation remains active for up to 10 days, and after this
period it is necessary to perform the treatment again. With all the correlated data, it
Is concluded that the use of ultraviolet radiation was efficient to eliminate and/or
reduce the load of microorganisms present in diesel oil and biodiesel.

KEYWORDS: microbiological contamination; biodegradability; oxidative stability

"This work was carried out with the support of the Coordination for the
Improvement of Higher Education Personnel - Brazil (CAPES) - Funding Code 001
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1. INTRODUCAO

Um dos principais desafios da humanidade é sobre as questdes ambientais,
diante disso, os biocombustiveis tém se mostrado como uma alternativa, remetendo
a uma matriz energética de recursos renovaveis, limpos e sustentaveis, sendo que

atualmente no pais, os mais utilizados sédo etanol e biodiesel.

O biodiesel € um biocombustivel que utiliza na sua sintese 6leos de origem
animal ou vegetal, podendo ser utilizado em motores de combustdo ou para
geracdo de energia, tanto na substituicdo parcial e/ou completa de combustiveis de
origem fossil (Chen et al. 2014; Santos, 2014; Neves, 2018). A diferenca principal
do biodiesel e o 6leo diesel esta relacionada com a estrutura quimica. O 6leo diesel
€ composto por atomos de hidrogénio e carbono, enquanto o biodiesel apresenta

adicionalmente &tomos de oxigénio.

Desde 2008 ocorre a mistura obrigatéria do biodiesel ao oleo diesel,
atualmente o percentual de biodiesel teve uma regressdo devido a fatores
econdmicos e a pandemia do Covid-19, passando de 13% no ano de 2020/2021
para 10%, reducéo estabelecida para proteger os interesses do consumidor, quanto

ao preco, qualidade e oferta do produto.

Sao utilizadas diferentes matérias-primas para producdo de biodiesel, tais
como: 6leo vegetais, gorduras animais, 6leos alimentares usados e algas, sendo
gue os mais utilizados no Brasil sdo 6leo de soja e gordura animal, produzindo
respectivamente 4.907.872,509 e 714.242,288 m? de biodiesel (ANP, 2021).

Mesmo apresentando diversas vantagens ao adicionar biodiesel ao 6leo
diesel, deve haver um rigoroso controle de qualidade, como por exemplo a alta
suscetibilidade a oxidacGes que o biodiesel fornece, apresentando uma maior
instabilidade ao combustivel, ocasionando alteracdes das propriedades fisico-
quimicas e degradacdes. Todo combustivel € passivel de degradac¢des, sendo elas
provenientes dos processos de oxidacao, térmico, pela hidrolise e contaminacdes

microbiolégicas (Braun et al. 2015; Neves et al. 2020).

A degradacao microbiologica pode ocorrer em qualquer parte da cadeia de
producdo, seja na producdo, transporte até o uso do combustivel. Acontece
principalmente devido a presenca de agua em tanques de armazenamento. Visto

que, o biodiesel apresenta uma alta capacidade de higroscopicidade, e com
15



acumulo de umidade no interior dos tanques de armazenamento, sua capacidade
de absorcdo de agua é alta (Fattah et al. 2014; Beker et al. 2016; Neves et al.
2020).

Um dos principais fatores que favorecem a contaminac¢ao microbiolégica é a
presenca de 4gua, tornando o ambiente propicio a contaminacéo e proliferacao de
microrganismos durante processo de armazenamento e estocagem, por um
processo de biodeterioragéo (Passman, 2013; Bento et al. 2016; Cazarolli, 2019;
Neves et al. 2020; Polinarski et al. 2022).

Os métodos de controle microbiolégico podem ser divididos em métodos
fisicos e quimicos, como drenagem, limpeza, centrifugacdo e filtracdo de
combustiveis e a utilizacdo de aditivos quimicos. Contudo, ambos os métodos
apresentam desvantagens, como dificuldade de realizac&o dos processos fisicos e
a geracao de residuos para os processos quimicos (Zimmer, 2014; Beker et al.
2016).

Com isso, se Vé a necessidade de métodos que auxiliam no controle
microbioldgico. A radiacdo ultravioleta € uma alternativa aos métodos atuais de
controle de contaminacfes microbiolégicas, sendo que sua utilizacdo ja é efetiva
em aguas e efluentes liquidos. Por apresentar uma acao germicida e bactericida,

atua diretamente na inativacao de microrganismos.

Diante disto, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes teores de biodiesel, acrescidos ao Oleo diesel comercial, na
contaminag¢do microbiolégica do combustivel, e verificar o efeito da radiacdo
ultravioleta como forma de controle para eliminacdo e/ou diminuicdo de

microrganismos presentes no combustivel.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Avaliar a influéncia do teor de biodiesel na contaminacdo microbiologica do

combustivel diesel B, e verificar o efeito da radiacao ultravioleta na inativacao e/ou

eliminagédo de microrganismos presentes no combustivel.

2.2.0Dbjetivos especificos

Avaliar diferentes blendas de Oleo diesel e biodiesel em relacdo a
contaminacdo microbiolégica e determinar uma curva de crescimento e
mortalidade dos microrganismos presentes;

Avaliar o comportamento de teores de &gua acima da especificacao presente
em blendas em relacdo a contaminagcdo e desenvolvimento de
microrganismaos;

Determinar o tempo necesséario de exposicao da radiagdo ultravioleta no
combustivel, com objetivo de eliminar e/ou inativar os microrganismos
presentes;

Avaliar o tempo de estocagem das blendas 6leo diesel e biodiesel apds a
exposicao da radiacdo ultravioleta, com objetivo de verificar a preservacéo
das amostras e 0s microrganismos ainda presentes;

Realizar identificacdo molecular dos microrganismos isolados do biodiesel
puro (B100) e éleo diesel comercial (S10);

Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos combustiveis antes e apos a
radiacéo ultravioleta.

17



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Biocombustivel: Biodiesel

Constituem o biocombustivel uma matriz energética de recursos renovaveis,
limpos e sustentaveis, se tornando uma oportunidade para diversos setores da
producdo agricola e segmentos sociais, sendo que as questdes ambientais sdo
consideradas um dos principais problemas associados a utilizagdo de combustiveis
fosseis. Atualmente existes varios usos de energias renovaveis, como: energia
solar, energia edlica, energia hidrelétrica, energia geotérmica e oceanica, e
biocombustiveis, com objetivo de garantir desenvolvimento aos paises (Mahmudul
et al. 2017).

Os biocombustiveis podem ser derivados de diferentes matérias primas
(6leos elou gordura animal), as quais incluem: cana-de-acucar, 6leos vegetais,
gorduras animais, residuos florestais, etc. Sendo que atualmente no pais, 0os mais

utilizados séo etanol e biodiesel (Cardenas, 2011; Varao et al. 2017).

O biodiesel é considerado um biocombustivel, derivado de biomassa
renovavel, podendo ser utilizado em motores de combustdo ou para geracao de
energia, tanto na substituicdo parcial e/ou completa de combustiveis de origem
fossil (Chen et al. 2014; Santos, 2014; Neves, 2018).

De acordo com a Resolucdo n° 798 de 01/08/2019 da Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), o biodiesel € definido como um
combustivel composto de alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa,
produzido a partir da transesterificacdo e/ou esterificacdo de matérias graxas, de

gorduras de origem vegetal ou animal.

Para o processo de obtencao do biodiesel, deve-se abranger toda a cadeira
de producédo, desde a localizagcdo das industrias, plantio das oleaginosas,
recebimentos de 6leos e gorduras, processos de obtencdo e exportagéo, tanto do

biodiesel como dos subprodutos provenientes (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo da cadeia de producédo do biodiesel
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TRANSESTERIFICACAO

O biodiesel pode ser produzido por diferentes processos, COmo 0 processo
de transesterificacao, esterificacédo e hidroesterificacdo. Todos estes processos sado
caracterizados pela quebra um triacilglicerol ou &cido graxo, juntamente com um
alcool de cadeia curta ou agua (hidrolise), e um catalisador. As por¢cdes de acidos
graxos, assim como o alcool utilizado, contribuem para as propriedades dos ésteres
de acidos carboxilicos. Os mecanismos de transesterificagdo, esterificacdo e
hidrélise s@o representados nas Figura 2, Figura 3, Figura 4 respectivamente
(Knothe & Razon, 2017).

f
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a3 W 0 Rl \0 R 2
| ¥
/,
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By Fon ]
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H,¢ —0” “R, S R =C? H,C == OH
Triglicerideo Alcool O=R, P a—
Mono alquil ésfe
(Biodiesel)

Figura 2. Esquema do processo de transesterificacao
Fonte: Knothe & Razon, 2017
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Fonte: Knothe & Razon, 2017
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Figura 4. Esquema do processo de hidrolise
Fonte: Knothe & Razon, 2017

O processo mais utilizado € o de transesterificacdo, no qual um mol de
triacilglicerol reage com trés mols de alcool, sendo que na presenca de um
catalisador (homogéneo, heterogéneo ou enzimatico) este processo modifica a
estrutura molecular do 6leo e/ou gordura, tornando quase idéntico ao 6leo diesel,
consequentemente com caracteristicas fisicas e quimicas similares (Neves, 2018;
Souza, 2019).

Atualmente o biodiesel é produzido a partir de uma diversidade de matérias-
primas, tais como: 6leos vegetais, gorduras animais, 6leos alimentares usados e
algas. No entanto, as mais utilizadas sdo a 6leo de soja e gordura animal, cujas
representatividades giram em torno de 70% e 13% respectivamente. O Oleo de soja
se apresenta como um dos lideres mundiais no mercado de Oleos vegetais,
principalmente, decorrente da importancia no agronegdécio brasileiro, sendo ele o

maior detentor de potencial para o programa nacional de biodiesel (ANP, 2020).

A utilizacdo de diversos tipos de 0Oleos vegetais € devido ao perfil de acido
graxos compostos nesses 06leos, sendo 0os mais comum acido palmitico, acido

oleico, acido linoleico e acido linolénico. Devido a variedade na quantidade dos
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acidos graxos proveniente de diferentes matérias-primas utilizadas, o biodiesel
produzido no final apresenta variacdo nas propriedades fisico-quimicas.

No Brasil, cada regido apresenta um perfil especifico de acordo com a
disponibilidade das matérias-primas. A regido Sul do pais utiliza 6leo de soja para
producdo de biodiesel, mas também apresenta uma porcentagem de gordura
bovina, assim como a regido Norte, diferenciando somente pela utilizacdo de 6leo
de Palma. Na regido Nordeste tanto 6leo de soja como 6leo de palma, na regido
Centro-Oeste 6leo de soja e 6leo de milho, e a regido Sudeste a gordura bovina é
a matéria-prima mais utilizada, seguido de 6leo de soja e gordura de porco (ANP,
2020). Em relacdo ao ano de 2020, a producédo de biodiesel teve um aumento de
8,5%, totalizando 6,4 bilhdes de litros de biodiesel (ANP, 2022).

O biodiesel é descrito como um combustivel biodegradavel, produzido a
partir de fontes renovaveis, oxigenado, e possui as seguintes caracteristicas: alta
biodegradabilidade, baixa toxicidade, melhor lubrificacdo, maior viscosidade,
baixos teores de enxofre, reducdo da dependéncia externa em energia, reducao de
emissfes de poluentes, (Aldhaidhawi et al. 2017; Patel e Sankhavara, 2017,
Caliskan, 2017).

Contudo, por ser produzido por diferentes matérias-primas, apresenta
composicdo quimica muito variada, competitividade entre producdo de alimento e
combustivel (Neves, 2018; Malt e Souza, 2019). E considerado um combustivel,
que apesar das varias vantagens de sua utilizacao, apresenta maior predisposicéo
a oxidacao, elevada reatividade com ar e alta higroscopicidade, isto &, maior pré-
disposicdo na absorcéo de agua (Fu et al. 2016; Neves, 2018).

3.2.Misturas: 6leo diesel e biodiesel

A Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustivel - ANP,
determina que qualquer produto que, a partir de sua queima ou transformacao
quimica, provoque geracdo de energia (ex. gas natural, gasolina, 6leo diesel,

carvao mineral, etc.) seja considerado um combustivel.

O dleo diesel é definido de acordo com a ANP como combustivel liquido, de
origem fdossil, composto por hidrocarbonetos, com cadeias carbonos, apresentando

pequenas quantidades residuais de oxigénio, nitrogénio e enxofre. E um
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combustivel inflamavel, limpido, viscoso, baixa volatilidade, odores fortes e

marcantes e com médio nivel de toxicidade.

Pode-se classificar o 6leo diesel de acordo a porcentagem de teor de enxofre
ou teor de biodiesel. Em relacdo ao teor de enxofre pode ser classificado em 6leo
diesel S10, onde apresenta teor maximo de enxofre de 10 mg kg * e éleo diesel
S500, com teor maximo de 500 mg kg? de enxofre e 6leo diesel S1800, com teor
maximo de 1800 mg kg (Resolucéo n° 50 da ANP).

Contudo, atualmente no Brasil somente os 6Oleos diesel S10 e S500 sao
comercializados, visto que desde 2009 houve a reducdo do teor de enxofre, como
demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Evolucéo dos teores de enxofre no combustivel Diesel comercializado no Brasil
Diesel Ae Teores maximos de

Especificacdes
B enxofre (ppm)

Substituicdo gradativa pelo S500 desde

2009, eliminado em 2014. Somente para
S1800 1800 . . .

geracado de energia elétrica, ferroviaria e

mineracgao.

Substituicdo gradativa pelo S50 desde

2009. Atualmente permanece como o
S500 500 diesel com maior contetdo de enxofre no
pais, com a adicéo do corante vermelho

para diferenciacgao.

Mandatorio em 2012 para antecipar a
S50 50 entrada do S10. Substituido pelo S10 em

2013 e nao mais disponivel.

Mandatoério em 2013. Atualmente
S10 10 permanece como o diesel com menor

conteddo de enxofre

Fonte: Adaptado de Azambuja, 2016.

Ja em relacéo ao teor de biodiesel, pode ser classificado como 6leo diesel A
um combustivel isento da presenca de biodiesel, destinado a veiculos de motores
de ciclo diesel. E 6leo diesel B, quando é composto pela mistura do 6leo diesel A e

biodiesel, sendo denominado como BX, ao qual se refere a porcentagem massica

22



de biodiesel adicionada ao 6leo diesel, e fornece ao 6leo diesel a denominacédo de
BX, em que: X é a porcentagem massica de biodiesel adicionada ao 6leo diesel. A
porcentagem de biodiesel é estabelecida pela legislacédo vigente (Resolucao n° 30
da ANP; Boelter, 2017; Neves, 2018).

A diferenga principal do biodiesel e 6leo diesel esta em relagdo a estrutura
quimica, visto que no biodiesel ocorre a presenca de atomos de oxigénio, diferente
do 6leo diesel, ao qual € comporto por carbono e hidrogénio. Esses atomos de
oxigénio acarretam uma maior predisposicdo de absorver agua, o0s ésteres
metilicos do biodiesel se tornam mais polares e sdo capazes de realizar ligacbes
do hidrogénio com a &agua, fazendo com que o biodiesel apresente maior

higroscopicidade (Neves et al. 2021).

A mistura do biodiesel ao 6leo diesel é possivel devido a sua miscibilidade
com 6leo diesel. A Lei n° 13.263 de 23/03/2016 ja estabelece valores até 15% pré-
aprovados até 2023. Esta inclusdo de biodiesel ao 6leo diesel foi obrigatéria no
Brasil e iniciou-se em 2008, diretamente ligada as vantagens da utilizacdo do

biodiesel, ao qual promove beneficios ambientais (Meira et al. 2016; Neves, 2018).

Contudo, devido a fatores econdmicos e a pandemia do Covid-19, o
percentual de biodiesel adicionado ao 6leo diesel teve uma reducéo, e de 13% no
ano 2020/2021, passou a 10% no ano de 2022. Esta reducao foi aprovada pelo
Conselho Nacional de Politicas Energéticas — CNPE e teve como objetivo proteger

os interesses do consumidor referente ao preco, qualidade e oferta do produto.

No entanto, a Associacdo dos Produtores de Biocombustiveis do Brasil
(Aprobio) visa intensificar esforcos junto ao CNPE para que o aumento do teor de
biodiesel volte a ser aumentado, sendo que, a adicao de 14% de biodiesel ao diesel
pouparia a compra de 2,5 bilhées de litros de combustivel estrangeiro.

A mistura do biodiesel ao 6leo diesel € possivel devido a sua miscibilidade
com Oleo diesel, ao qual promove beneficios ambientais. Ainda que os beneficios
proporcionados pela mistura desses combustiveis sejam significativos, ha de se
considerar os desafios associados. Dentre eles, pode-se citar a maior
predisposicao a oxidacao que acarreta a elevacao da acidez e da corrosividade, na
formacado de sedimentos durante a estocagem e na biodeteriorizacdo do produto,

além da elevada reatividade com o ar e a higroscopicidade, relacionada a
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capacidade de absorcdo de agua do combustivel, que pode levar ao
desenvolvimento e crescimento de microrganismos (Bueno, 2006; Bucker, 2009;
Carvalho et al. 2016; Fu et al. 2016; Neves et al. 2021).

Os principais problemas associados a mistura de biodiesel ao 6leo diesel
englobam a formacao de depdsitos em tanques de transporte e armazenamento;
obstrucdes de filtros de bomba de combustivel; sistemas de injecbes, corrosdo em
bombas, pistdo, injetor, tubo compressor, camara de combustdo e catalitica
(Carvalho et al. 2016; Pinho, 2016; Neves, 2018).

3.3.Propriedades fisico-quimicas do combustivel

Todo combustivel apresenta especificacdes necessérias para sua utilizacao,
sendo a ANP um 6érgdo responsavel por estabelecer e atingir uma qualidade
minima, obedecendo as normas técnicas e resolucdes, com objetivo de garantir a
uniformidade do combustivel (Ramos et al. 2016)

As alteracgdes nas propriedades do combustivel podem ser resultantes tanto
do processo de producédo do combustivel, do fim da cadeia de producédo, como em
postos de abastecimento. Diante disso, para cada combustivel sdo determinadas
propriedades fisico-quimicas pré-estabelecidas por normas, tais como da
Associacédo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), das normas internacionais da
“American Society for Testing and Materials” (ASTM), da “International Organization
for Standardization” (ISSO) e do “Comité Européen de Normalisation” (CEN) (ANP,
2020; Ramos et al. 2016).

A utilizacdo das misturas de 6leo diesel com biodiesel deve respeitar a um
conjunto de normas que definem as propriedades fisicas e quimicas deste
combustivel. As normas técnicas para o 6leo diesel sdo estabelecidas pela ANP na
Resolucao n°® 50 de 23 de dezembro de 2013 (Tabela 2) que estabelece todos os
parametros fisico-quimicos exigidos, assim como para o biodiesel, regulamentado
pela Resolucdo n°45 de 25 de agosto de 2014 (Tabela 3).
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Tabela 2. Especificacbes para caracterizacédo do 6leo diesel e métodos e limites utilizados de acordo

com a ANP.
LIMITE METODO
CARACTERISTICA S10 S500 S1800
N&o
rodoviério
Aspecto (1) LII (2) Visual
Cor 3 Vermelho 5
®) ®) Visual
(4)
Cor ASTM, max. 3,0 NBR 14483
ASTM D6045
ASTM D1500
Massa especifica a 20°C 817,8 a 817,8 a 822,4 a NBR 7148 NBR
(kg/m3) (6) 865,0 875,5 886,0 14065 ASTM
D1298 ASTM
D4052 NBR
15983 ASTM
D7042
Viscosidade Cinemética a 19a4.1 2,0a5,0 NBR 10441
40°C (mm?/s) (7) ASTM D445
ASTM D7279
NBR 15983
ASTM D 7042
Teor de Biodiesel (% vol.) (20) NBR 15568 EN
14078 ASTM
D7861 ASTM
D7371 (9)
Enxofre (mg/kg) 10 500 1800 ASTM D5453
ASTM D2622
ASTM D7039
ASTM D7220
9)
ASTM D2622
ASTM D5453
ASTM D7039
Destilacéo/10% vol. (°C) 180 Anotar
(10)
Destilacéo/50% vol. (°C) 245,0 a 245,0 a 310,0
(10) 295,0
. NBR 9619 (9)
0) o
Destllagao(/fg)/o vol. (°C) Anotar ASTM D86 (9)
ASTM D1160
Destilag@o/90% vol.(°C) Anotar
(10)
Destilag@o/95% vol. (°C) Anotar
(10)
Ponto de fulgor (°C) 38 NBR 7974 NBR
14598 ASTM
D56 ASTM D93
ASTM D3828
Ponto de entupimento de (12) NBR 14747
filtro a frio (°C) ASTM D6371
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Continuacao da Tabela 2. EspecificacBes para caracterizacdo do 6leo diesel e métodos e
limites utilizados de acordo com a ANP

Residuo de carbono — 10% 0,25 NBR 14318
amostra (%massa) ASTM D524
Cinzas (Yomassa) 0,01 NBR 9842
ASTM D482
Corrosividade ao cobre 1 NBR 14359
ASTM D130
Teor de agua (mg/kQg) 200 500 ASTM D6304
EN I1SO 12937
Agua e sedimentos (% vol.) - 0,05 ASTM D2709
Estabilidade a oxidacéo (h) 20 EN15751
Contaminacé&o total 24 Anotar
EN12662
(mg/kg) (12)
Numero de acidez (mg 0,3 NBR 14248
KOH/g) ASTM D664
Condutividade elétrica 25 25 Anotar ASTM D2624
(Ps/M) (13) (14) ASTM D4308
Numero de cetano ou 48 42 42 ASTM D613
numero de cetano derivado ASTM D6890
(NCD) ASTM D7170
ASTM D7668

Nota: (1) Em caso de disputa ou para efeito de fiscalizagao, nas autua¢des por ndo conformidade no Aspecto,
deveréo ser realizadas as andlises de teor de 4gua e contaminacao total, para o 6leo diesel BX a B30 (S10) e
teor de agua e agua e sedimentos para o 6leo diesel BX a B30 (S500), e somente teor de 4gua no 6leo diesel
BX a B30 (S1800). O Aspecto sera considerado ndo conforme caso ao menos um desses parametros esteja
fora de especificacdo. (2) Limpido e isento de impurezas, com anotagdo da temperatura de ensaio. (3) Incolor
a amarelada, podendo apresentar-se ligeiramente alterada para as tonalidades marrom e alaranjada devido a
coloragdo do biodiesel. (4) O corante vermelho devera ser especificado conforme a Resolugdo ANP n° 50/2013,
ou outra que venha substitui-la. (5) Coloragdo de amarelo a alaranjado, podendo apresentar-se ligeiramente
alterado para a tonalidade marrom devido a coloracao do biodiesel. (6) As normas NBR 14065 e ASTM D4052
devem ser utilizadas como referéncia. (7) As normas ASTM D445 e NBR 10441 devem ser utilizadas como
referéncia. (8) Sera admitida varia¢é@o de + 0,5% em volume para misturas de éleo diesel com teor de biodiesel
inferior a 20% e variagdo de + 1,0% em volume para 6leo diesel B20 a B30. A norma EN 14078 deve ser
utilizada como referéncia. (9) Aplicavel somente para mistura de 6leo diesel A com até 20% de biodiesel. (10)
Para 6leo diesel BX a B20, somente os métodos NBR 9619 e ASTM D86 devem ser utilizados. O método ASTM
D1160 deve ser utilizado para 6leo diesel B21 a B30, sendo neste caso os limites "anotar" para as temperaturas
de 10% e 50% recuperados. (11) Limites conforme Tabela Il. (12) Devera ser utilizada somente a versdo da
norma de 1998 ou 2008 (EN 12662:1998 ou EN 12662:2008) (13) Limite requerido no momento e na
temperatura do carregamento/bombeio do combustivel pelo distribuidor. (14) Caso a condutividade elétrica
medida seja inferior a 25 (pS/m) devera ser dado destaque do resultado no certificado da qualidade para que
o distribuidor seja alertado quanto a adocéo de medidas de seguranca.
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Tabela 3. Especificacdes para caracterizacdo do biodiesel e métodos e limites utilizados de

acordo com a ANP

) METODO
CARACTERISTICA LIMITE
ABNT NBR ASTM D EN/ISO
Aspecto (1) (2) LI - - -
Massa especificaa 20°C 850 a 900 7148 1298 EN ISO 3675
(kg/m?) 14065 4052 EN ISO 12185
Viscosidade Cinemaética a 3,0a6,0 10441 445 EN ISO 3104
40°C (mm?/s)
Teor de agua (mg/kg) (3) Méax. 200,0 - 6304 EN ISO 12937
Contaminacéo Total Max. 24 15995 - EN12662 (5)
(mg/kg) (13)
Ponto de fulgor (°C) (4) Min. 100,0 14598 93 EN ISO 3679
Teor de éster (% massa) Min. 96,5 15764 - EN 14103 (5)
Cinzas sulfatadas (% Max. 0,020 6294 874 EN I1SO 3987
massa) (6)
Enxofre total (mg/kg) Méx. 10 15867 5453 EN ISO 20846
EN ISO 20884
Sodio + Potéssio (mg/kg) Max. 5 15554 - EN 14108 (5)
15555 EN 14109 (5)
15553 EN 14538 (5)
15556
Célcio + Magnésio (mg/kg) Max. 5 15553 - EN 14538 (5)
15556
Fosforo(mg/kg) (7) Méx. 10 15553 4951 EN 14107 (5)
EN 16294 (5)
Corrosividade ao cobre, 3h Max. 1 14359 130 EN ISO 2160
a50°C (6)
Nimero Cetano (6) Anotar - 613 EN ISO 5165
6890 (8)
Ponto de entupimento de Max. (9) 14747 6371 EN 116
filtro a frio (°C)
indice de acidez (mg Méax. 0,50 14448 664 EN 14104 (5)
KOH/g) - -
Glicerol livre (% massa) Méx. 0,02 15771 6584 (5) EN 14105 (5)
15908 (5) - EN 14106 (5)
Glicerol total (% massa) Max. 0,25 15344 6584 (5) EN 14105 (5)
15908 (5) -
Monoacilglicerol (% massa) Max. 0,7 15342 (5) 6584 (5) EN 14105 (5)
15344
15908 (5)
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Continuacao da Tabela 3. Especificacdes para caracterizacdo do biodiesel e métodos e limites
utilizados de acordo com a ANP

Diacilglicerol (% massa) Max. 0,20 15342 (5) 6584 (5) EN 14105 (5)
15344 15908
)
Triacilglicerol (% massa) Max. 0,20 15342 (5) 6584 (5) EN 14105 (5)
15344
15908 (5)
Metanol e/ou Etanol (% Max. 0,20 15343 - EN 14110 (5)
massa)

indice de lodo (g/100g) Anotar - - EN 14111 (5)
Estabilidade a oxidagéo a Min. 6 (12) - - EN 14112 (5)
110°C (h) (11) EN 15751 (5)

Nota: (1)* Limpido e isento de impurezas, com anotagéo da temperatura de ensaio. Em caso de disputa, o produto s6 podera
ser considerado como nédo especificado no Aspecto, caso os parametros teor de dgua e/ou contaminagao total estejam nao
conformes. (2) Para efeito de fiscalizagcdo, nas autuagdes por ndo conformidade no Aspecto, deverdo ser realizadas as
andlises de teor de agua e contaminagdo total. O produto sera reprovado caso pelo menos um desses dois Ultimos
parametros esteja fora de especificagéo. (3) Para efeito de fiscalizagdo, nas autuagdes por ndo conformidade, sera admitida
variagao de +50 mg/kg no limite do teor de agua no biodiesel para o produtor e de +150 mg/kg para o distribuidor. (4) Quando
a andlise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130°C, fica dispensada a analise de teor de metanol ou etanol. (5)
Os métodos referenciados demandam validag&o para os materiais graxos ndo previstos no método e rota de produgao etilica.
(6) Estas caracteristicas devem ser analisadas em conjunto com as demais constantes da Tabela de Especificagéo a cada
trimestre civil. Os resultados devem ser enviados a ANP pelo Produtor de biodiesel, tomando uma amostra do biodiesel
comercializado no trimestre e, em caso de neste periodo haver mudanca de tipo de material graxo, o Produtor devera analisar
nimero de amostras correspondente ao nimero de tipos de materiais graxos utilizados. (7) Em caso de disputa, deve ser
utilizado o método EN 14107 como referéncia. (8) O método ASTM D6890 podera ser utilizado como método alternativo para
determinacéo do nimero de cetano. (9) Limites conforme Tabela Il. Para os estados nédo contemplados na tabela o ponto de
entupimento a frio permanecera 19°C. (10) Podera ser determinado pelos métodos ABNT NBR 15908, ABNT NBR 15344,
ASTM D6584 ou EN14105, sendo aplicavel o limite de 0,25% em massa. Para biodiesel oriundo de material graxo
predominantemente laurico, deve ser utilizado método ABNT NBR 15908 ou ABNT NBR 15344, sendo aplicavel o limite de
0,30% em massa. (11) O limite estabelecido devera ser atendido em toda a cadeia de abastecimento do combustivel. (12) A
estabilidade a oxidagdo a 110 °C tera seu limite minimo de 8 horas, a partir de 1° de novembro de 2014. (13) Devera ser
utilizada somente a versdo da norma de 1998 ou 2008 (EN 12662:1998 ou EN 12662:2008).

Tanto a composicao quimica, quanto as propriedades das matérias-primas
utilizadas para producdo do combustivel podem apresentar influéncia nas
caracteristicas finais de combustivel, como por exemplo: densidade, niumero de

cetanos e teor de enxofre (Varéo et al. 2017).

Independentemente do tipo de matéria-prima utilizada na producdo do
biodiesel, o produto final deve respeitar as especificacdes determinadas pela ANP,
aos quais sao fixadas com objetivo de que contaminantes ndo ocasionam prejuizos
na eficiéncia de queima do combustivel, transporte e armazenamento,
desempenho e integridade de motores. Os parametros mais estudados atualmente,
para evitar tais problemas sao: indice de acidez, ponto de fulgor, aspecto, massa
especifica, viscosidade, teor de agua e estabilidade oxidativa (Antunes et al. 2017;
Kozlowski et al. 2019).
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3.4.Degradacéo do oleo diesel e biodiesel

Estabilidade de um combustivel é definida como a resisténcia que este
apresenta em relacdo a processos de degradacdo. Essa resisténcia esta
diretamente ligada as alteracdes das propriedades fisico-quimicas, tornando o
combustivel inapropriado ao uso. A degradacao pode ocorrer em qualquer tipo de
combustivel, afetando a qualidade no uso e ocasionando a forma¢éo de compostos
(Braun et al. 2015; Neves, 2018).

Os combustiveis podem ser afetados por diferentes tipos de degradacoes,
como: por oxidagdo, quando ocorre contato com oxigénio; térmica, por excesso de
calor; pela hidrolise, referente a contaminacdo de &agua e umidade; e
contamina¢des microbiologicas, presenca de bactérias, fungos e/ou leveduras
(Braun et al. 2015; Neves, 2018).

Os tipos de degradacdes, provenientes de acfes hidrolitica e oxidativa, séo
ocasionadas principalmente nos periodos de estocagem por fatores como calor,
umidade, ar atmosférico e metais, formando radicais livres e liberando aldeidos,

acidos carboxilicos e polimeros (Cazarolli, 2019).

A estabilidade pode ser dividida em trés principais tipos: estabilidade
oxidativa, estabilidade de armazenamento e estabilidade térmica. Os trés tipos de
estabilidades estdo associados a matérias-primas utilizadas na cadeia de producéo
do biodiesel, processo de transporte e armazenamento do biodiesel (Saluja, Kumas
e Sham, 2016).

Estabilidade oxidativa ocorre quando moléculas de oxigénio se interagem
com cadeias de acidos graxos presentes no biodiesel, ocasionando deterioracdo
do combustivel. O processo de oxidacdo se divide em trés etapas: (i) iniciagéo:
liberacdo de radicais livres; (ii) propagacao: formacao de hidroperéxidos instaveis,
que elevam a acidez do combustivel; e (iii) terminacéo: produgdo de oligbmeros
(polimeros), que se tornam insolluveis quando biodiesel € misturado ao 6leo diesel,

e forma uma borra escura (borra abiotica) (Pullen e Saeed, 2012; Neves, 2018).

A Tabela 4 apresenta as propriedades fisico-quimicas que sofrem incidéncia

de degradacgé&o oxidativa e hidrélise.
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas relacionada com a degradacao

PROPRIEDADE FiSICO-QUIMICA CRITERIO DE INDICAGAO

Reflete no tempo do processo de oxidacao, valores baixos

Estabilidade oxidativa de estabilidade oxidativa indicam a menor resisténcia.

Elevados valores de acidez, alta formacao de produtos

Indice de acidez acidos por oxidacao e/ou hidrdlise.

Altos valores indicam a taxa de formacéo de perdxidos.

Indice de peroxido Indicacdo da formacéo de produtos de oxidacdo secundaria

Processo de oxidagcdo em sua fase final, onde o aumento
da densidade reflete na elevacéo da viscosidade.
Observacgéao de oligbmeros que contribuem na elevacéo
dos valores dessas propriedades.

Densidade e Viscosidade

Promove a geracgao de radicais livres acidos, indica o

Teor de agua dissolvida alcance da degradacéo hidrolitica.

Fonte: Bento, et al. 2016.

Estabilidade de armazenamento é definida como a habilidade do
combustivel resistir a longos periodos de armazenamento em ambientes fechados,
semifechados e atmosféricos. Neste tipo de estabilidade, fatores fisicos e quimicos
influenciam diretamente, tais como: luz, umidade, oxigénio do ar, variagcdo de
temperatura. Para alguns autores, a estocagem do biodiesel no Brasil deve variar
de 6 — 14 semanas, contudo no mercado internacional, essa variacdo pode ocorrer
até 12 meses (Fu et al. 2016; Saluja, Kumas e Sham, 2016).

Para estabilidade térmica sdo avaliadas trés condi¢fes: (1) temperatura na
faixa de -5°C até 50°C, sédo para ambientes de periodos prolongados, como
tanques de armazenamento; (2) temperaturas na faixa de 50°C a 70°C nos
sistemas de alimentacao e tanques veiculares e (3) altas temperaturas, > 90°C, que

sdo em periodos de curto prazo, como proximidade de motor.

O biodiesel € mais suscetivel a degradacdes por oxidacdo, devido da
composi¢cdo quimica, ocorrendo quebras de compostos indesejados (aldeidos,
cetonas, acidos, peréxidos, polimeros e ésteres de cadeia curta) que diminuem a
qualidade do biodiesel, afetando o funcionamento de motores (Dantas et al. 2011,
Focke, et al. 2016).

Diferente do 6leo diesel, composto por hidrocarbonetos, o biodiesel se

degrada com o decorrer do tempo, principalmente em ambientes aerados e climas
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guentes e umidos. O 6leo diesel apresenta capacidade de absorver 50 ppm de agua
e o biodiesel 1500 ppm, esse excesso de dgua promove a hidrélise do combustivel
(Cazarolli et al. 2012; Neves, 2018).

O biodiesel produzido a partir de diversas matérias-primas é composto por
ésteres de 4cidos graxos, que apresentam ligacdes insaturadas, estas instauracdes
tornam o biodiesel mais suscetivel a oxidagéo, apresentando uma maior reatividade
com oxigénio. Contudo, esta instabilidade ndo depende somente da composicao
quimica, mas depende também das condicdes de manuseio, processamento e

estocagem do produto (Yaakob et al. 2014; Supriyono et al. 2015).

Com isso, o0 biodiesel, deve apresentar estabilidade oxidativa, de
armazenamento e térmica durante toda a cadeira de producédo, até a queima em
motores, quando ja misturado em Oleo diesel. A oxidacdo do biodiesel, forma
composta, que auxiliam na modificacdo do pH, acelerando 0s processos corrosao
e depdsitos em tanques de armazenagem, sendo assim, instabilidade do
combustivel durante armazenamento, transporte e abastecimento (Ramos et al.
2016; Cazarolli, 2019).

3.5.Degradacédo microbioldgica

Este tipo de degradacdo € definido pela contaminacdo microbiolégica do
combustivel por microrganismos, o biodiesel possui um elevado potencial de
biodegradabilidade, tornando-o mais suscetivel a degradacdes durante as etapas
de producéo e estocagem (Buker et al. 2011; Neves, 2018).

Este tipo de degradacao tem atuacao principalmente durante os periodos de
estocagem, contribuindo com as alteracées das propriedades fisico-quimicas do
combustivel. Durante o processo de degradacao ocorre a formacédo de materiais
particulados (borra), ao qual se sedimenta nos fundos de tanques de

armazenamento (Bento et al. 2016; Neves, 2018).

A degradacgéo ocorre quando os microrganismos utilizam como fonte de
nutrientes os hidrocarbonetos presentes na composicdo dos combustiveis.
Primeiramente, os hidrocarbonetos disponiveis sao transformados em moléculas
intermediarias comuns para as rotas catabdlicas dos microrganismos. S&o gerados,

por meio da reacéo de oxidagdo, alcoois, aldeidos, e acidos graxos, que apos sao
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utilizados nas rotas metabodlica dos microrganismos (Bento et al. 2016; Varjani &
Upasani, 2017; Lofthus et al. 2018).

Muitos microrganismos conseguem utilizar os hidrocarbonetos diretamente
como fonte de carbono, contudo os microrganismos que néo apresentam esta
facilidade, utilizam ésteres graxos do biodiesel e metabolitos secundarios de outros
microrganismos. Ja os aditivos (compostos fosforados e nitrogenados) presentes
no oleo diesel, servem como fonte de nutrientes a muitos microrganismos (Hill e
Hill, 2009; Jekeria et al. 2014; Neves, 2018).

Além dos hidrocarbonetos, 0s microrganismos necessitam também de
nutrientes inorganicos, que sao provenientes de residuos quimicos ou da agua
presente do combustivel (Hill e Hill, 2009; Jekeria et al. 2014; Pinho, 2016). Sao
necessarias também algumas condicbes de crescimento que favorecam a
proliferacdo dos microrganismos tais como: presenca de agua, temperatura, pH e
tempo de contato da borra com combustivel. A borra formada durante a
contaminacdo apresenta um potencial de contaminagdo por toda cadeia de
transporte e armazenamento do combustivel (Sgrensen et al. 2011; Pinho, 2016;
Neves, 2018).

A temperatura ndo é considerada um fator determinante para o combustivel,
contudo aos microrganismos este € um fator de sobrevivéncia e desenvolvimento.
A variacdo de temperatura para crescimento bacteriologico € extremamente
grande, e varia de 4 a 60°C, sendo que a faixa que abrange a maioria dos
microrganismos € entre 20 — 30°C, contribuindo ao desenvolvimento microbiano

(Chung et al. 2000; Rodriguez-Rodriguez et al. 2010. Neves et al. 2020).

Em relacgdo ao pH, microrganismos tem uma alta variacdo para
sobrevivéncia, podendo se proliferar em valores de 4 até 9, com isso, as bactérias
preferem meios mais neutros e fungos que tem preferéncia a meio acidos. A agua
presente nos tanques é um fator associado aos valores de pH, visto que a mesma
apresenta os ambientes ideais para proliferacdo dos microrganismos (Chung et al.
2000; Bento et al. 2005; Zimmer et al. 2013; Bucker et al. 2014). Outro fator de
importancia é a presenca de oxigénio, sendo este encontrado na parte superior dos
tanques, ao qual se encontra vazio ou durante o abastecimento dos tanques, que

promove a aeracao do combustivel adicionado. A auséncia deste fator ndo interfere
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na proliferacdo, visto que muitos microrganismos sdo aerobios, e se desenvolvem
sem a presenca do oxigénio (Rajasekar et al. 2007; White et al. 2011; Onuorah et
al. 2013; Salgado et al. 2013; Buker et al. 2014; Azambuja et al. 2017; Cazarolli
2019; Neves et al. 2020).

O biodiesel adicionado ao 6leo diesel apresenta diferentes propriedades
fisico-quimicas, provenientes da diversidade de matérias-primas utilizadas para
sua producao, ao qual promove diferentes sedimentos quimicos que sao utilizados
como fonte de nutrientes para 0s microrganismos. As caracteristicas de
higroscopicidade, biodegradabilidade e poder de solvéncia auxiliam na facilidade
de proliferacdo dos microrganismos (Hill e Hill, 2009; Jakeria et al. 2014; Neves,
2018).

Muitos estudos, realizados no ambito nacional e internacional, relatam que
a adicdo do biodiesel ao 6leo diesel ocasiona uma maior producdo de incremento
de biomassa e sedimentos bioldgicos, principalmente quando em contato com agua
nos tanques de armazenamento e transporte (Bento et al. 2006; Dodos et al. 2011,
Restrepo-Florez et al. 2013; Zimmer et al. 2013; Bucker et al. 2014; Lisieck et al.
2014)

Muitos microrganismos séo encontrados tanto em biodiesel puro, quanto no
Oleo diesel féssil e blendas, tais como: bactérias anaerdbias e aerdbias, fungos e
leveduras (Bento e Gaylarde, 2001; Buker et al. 2011; Pullen e Saeed, 2012; Neves,
2018). Na tabela 5 sdo apresentados alguns relatos da literatura que detectaram

microrganismos neste combustivel (diesel e misturas).

33



Tabela 5. Microrganismos isolados de biodiesel, éleo diesel e misturas

Arquéias Combustivel Referéncia

Euryarchaaetota Diesel e misturas Buker et al. 2014; Azambuja et al. 2016

Crenarchaeota Diesel e misturas Buker et al. 2014; Azambuja et al. 2016

Thaumarchaeota Diesel Azambuja et al. 2016

Bactérias Combustivel Referéncia

Achromobacter Diesel White et al. (2011); Lisiecki et al. (2014);
Martin-Sanches; Gorbushina Toepel,
(2016)

Acetobacter peroxydans Diesel Martin-Sanches; Gorbushina Toepel,
(2016)

Acinetobacter Diesel Bento et al. (2005); Onuorah et al.
(2013); Azambuja et al. (2017); Neves
et al. (2020)

Actinobacteria Diesel White et al. (2011); Salgado et al.
(2013)

Aeromonas Misturas Buker et al. (2014)

Aerosphaera Biodiesel e Misturas | Sgrensen et al. (2011)

Alcaligenes Biodiesel, diesel e | White etal. (2011); Lisiecki et al. (2014)

mistura

Arthrobacter sp.

Biodiesel, diesel e
mistura

Soriano et al. (2015)

Bacillus sp.

Diesel e misturas

Bento & Gaylarde (2001); White et al.
(2011); Onuorah et al. (2013); Salgado
et al. (2013); Buker et al. (2014);
Azambuja et al. (2017); Cazarolli et al.
(2018); Neves et al. (2020)

B. amyloliquefaciens

Biodiesel e misturas

Soriano et al. (2015)

B. cereus Diesel Bento & Gaylarde (2001); Bento et al.
(2005); White et al. (2011);

B. subtillis Diesel Bento & Gaylarde (2001)

B. thuringiensis Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,

(2016); Neves et al. (2018)

Brevundimonas

Biodiesel, diesel e
mistura

White et al. (2011); Serensen et al.
(2011); Salgado et al. (2013)

Burkholderia

Diesel e misturas

White et al. (2011); Buker et al. (2014);
Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,
(2016)

Cellulomonas sp. Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,
(2016); Cazarolli et al. (2018)

Citrobacter farmeri Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,
(2016)

C. amalonaticus Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,
(2016)

Comamonas Misturas Buker et al. (2014)
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Continuacéo da Tabela 5. Microrganismos isolados de biodiesel, 6leo diesel e misturas

Clostridium sp.

Biodiesel e Misturas

White et al. (2011); Segrensen et al.
(2011); Buker et al. (2014); Neves et al.
(2020)

Comamodaceae

Diesel

Lisiecki et al. (2014)

Desulfovibrio

Diesel e misturas

White et al. (2011); Buker et al. (2014)

Dysgonomonas Misturas Buker et al. (2014)

Enterobacter sp. Misturas White et al. (2011); Neves et al. (2020)

Enterococcus sp. Misturas Neves et al. (2020)

Flavobacterium Diesel White et al. (2011); Onuorah et al.
(2013)

Hylemonella Misturas Buker et al. (2014)

Hypocreales sp. Misturas Cazarolli et al. (2018)

Klebsiella Misturas Chao et al. (2010); White et al. (2011);
Buker et al. (2014)

Lactobacillus pentosus Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,

L. plantarum (2016)

L. paraplantarunm

L. casei

L. zeae

Lysinibacillus xylanilyticus Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,

(2016)

Mesorhizobium sp.

Biodiesel e misturas

Soriano et al. (2015)

Microbacterium sp.

Biodiesel

Cazarolli et al. (2018)

Micrococcus sp.

Diesel e biodiesel

White et al. (2011); Onuorah et al.
(2013); Salgado et al. (2013); Soriano et
al. (2015); Cazarolli et al. (2018)

Mycosphaerella

Diesel e misturas

Azambuja et al. (2017)

Ochrobactrum

Diesel, biodiesel e
mistura

Salgado et al. (2013); Soriano et al.
(2015)

Paludibaccterium Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,
yongneupense (2016)
Paraclostridium Misturas Neves et al. (2020)

bifermentans

Pseudomonas Diesel e misturas Bento & Gaylarde (2001); White et al.
(2011); Onuorah et al. (2013); Salgado
et al. (2013); Buker et al. (2014);
Lisiecki et al. (2014)
Rhizobium Diesel e misturas White et al. (2011); Salgado et al.
(2013)
Rhodococcus Diesel, biodiesel e | Salgado et al. (2013); Buker et al.
mistura (2014)
Stenotrophomonas Diesel Martin-Sanches, Gorbushina Toepel,
maltophilia (2016)
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Continuacéo da Tabela 5. Microrganismos isolados de biodiesel, 6leo diesel e misturas

Sphingobacterium

Diesel, biodiesel e
mistura

Lisiecki et al. (2014)

Staphyilococcus

Diesel

Chao et al. (2010); White et al. (2011);
Neves et al. (2020)

Tepidimonas sp.

Biodiesel, diesel e
mistura

Soriano et al. (2015)

Fungos Combustivel Referéncia

Alternaria Diesel Gaylarde et al. (1999); Bento &
Gaylarde (2001)

Alternaria alternata Diesel Gaylarde et al. (1999); Bento &
Gaylarde (2001)

Aspergillus sp. Diesel Gaylarde et al. (1999); Rodriguez-

Rodrigues et al. (2010)

Aspergillus fumigatus

Diesel, biodiesel e
mistura

Gaylarde et al. (1999); Buker et al.
(2011)

Aspergillus penicillioides

Biodiesel e misturas

Soriano et al. (2015)

Candida sp.

Diesel

Gaylarde et al. (1999); Soriano et al.
(2015)

Candida dubliniensis

Biodiesel, diesel e
mistura

Soriano et al. (2015)

Candida viswanathii

Biodiesel e misturas

Mariano et al. (2008-A); Soriano et al.
(2015)

Cladosporium sp.

Diesel e misturas

Gaylarde et al. (1999); Rodriguez-
Rodrigues et al. (2010); Soriano et al.
(2015)

Engyodontium album Biodiesel Soriano et al. (2015)

Fusarium sp. Diesel Gaylarde et al. (1999); Onuorah et al.
(2013)

Mucor Diesel Gaylarde et al. (1999); Onuorah et al.

(2013)

Paecilomyces

Diesel, biodiesel e
mistura

Gaylarde et al. (1999); Rodriguez-
Rodrigues et al. (2010); Buker et al.
(2011)

Paecilomyces saturatus

Misturas

Soriano et al. (2015)

Penicillium sp.

Diesel e misturas

Gaylarde et al. (1999); Rodriguez-
Rodrigues et al. (2010); Onuorah et al.
(2013); Soriano et al. (2015); Cazarolli
etal. (2018)

Penicillium corylophilum Biodiesel Cazarolli et al. (2018)
Penicillium simplicissimum Biodiesel Cazarolli et al. (2018)
Penicillium citrinum Misturas Cazarolli et al. (2018)

Pichia anomala

Biodiesel e misturas

Soriano et al. (2015)

Pleurostomophora
richardsiae

Misturas

Soriano et al. (2015)
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Continuacéo da Tabela 5. Microrganismos isolados de biodiesel, 6leo diesel e misturas

Pseudallescheria boydii Diesel e misturas Gaylarde et al. (1999); Cazarolli et al.
(2012); Boelter et al. (2018)
Scedosporium aurantiacum Biodiesel Cazarolli et al. (2014)
Sccharomyces sp. Diesel Gaylarde et al. (1999)
Rhizopus sp. Diesel Onuorah et al. (2013)
Rhodutorula sp. Diesel, biodiesel e | Gaylarde et al. (1999); Buker et al.
mistura (2011)

Fonte: Adaptados de (Allsopp et al. 2016; Bento et al. 2016; Neves, 2018)

Varios séo os estudos sobre a comunidade microbiolégica em biodiesel, 6leo
diesel e misturas, durante armazenamento, transporte e estocagem. Contudo, o
enfoque destes estudos € na composicdo microbiolégica, deteccao de metabdlicos,
biossurfactantes e producdo de enzimas, e ndo em alternativas para controle
destes microrganismos (Gaylarde et al. 1999; Dodos et al. 2012; Passman et al.
2013; Allsopp et al. 2016; Blicker et al. 2018).

A contaminacdo microbiolégica ocasiona diversos problemas durante a
cadeia de producao, transporte e uso do combustivel, tais como: bloqueio de
tubulacdes, véalvulas, filtros e mangueiras; corrosdo dos tanques; degradacédo do
combustivel; aumento do conteddo de agua; formacdo de sedimentos e sélidos
suspensos; producdo de surfactantes; incrustacées em injetores; reducdo da vida

util de pecas do motor (Zimmer, 2014; Neves, 2018).
3.5.1. Influéncia do teor de 4gua

Uma das principais causas do processo de degradacdo microbiolégica no
combustivel € a presenca de agua, sendo que o biodiesel por ser mais
higroscopico, torna as misturas 6leo diesel/biodiesel mais instavel. O biodiesel
apresenta afinidade com a agua de diferentes maneiras, tais como: emulsionada,
dissolvida/decantada e agua livre dentro dos tranques de transporte e
armazenamento. A forma emulsionada, aparece na interface 6leo/agua, na fase
dissolvida pode ser encontrada em goticulas presentes no biodiesel ou decantada
no fundo dos tanques de armazenamento e transporte, representada pela fase de
agua livre. Na Figura 5 séo ilustrados os locais onde estdo presentes as diferentes
formas da agua (Bento et al. 2016; Mahmudul et al. 2017).
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Microgoticula dispersa
no combustivel.
GOTICULA

Emuis3o na interface
dleo-agua.
EMULSIONADA

Agua do lastro.
LIVRE

Matenal organico e
particulas solidas.
BORRA

=Eod

Caracteristicas morfoldgicas dos microrganismos
isolados de amostras de diesel comercial

Figura 5. Demonstracdo de diferentes formas em que a agua aparece em tanques de estocagem
de combustivel.
Fonte: Bento et al. 2016

O teor de 4gua € avaliado durante a producédo e estocagem do biodiesel, e
a Resolucédo n° 45 da ANP determina limites de 200 mg kg * de agua para 6leo
diesel S10 e 500 mg kg " para 6leo diesel S500, com objetivo de evitar problemas
relacionados, sendo os meétodos ASMT D6304 e EN ISO 12937 formas de

avaliacdo e medicdo da agua em combustiveis.

A presenca de agua € um dos principais fatores que auxilia na proliferacao
microbiologica, tornando o ambiente favoravel ao desenvolvimento de
microrganismos durante processo de armazenamento e estocagem, sendo
denominado como processo de biodeterioracdo (Passman, 2013; Bento et al. 2016;
Cazarolli, 2019; Neves, 2018; Polinarski, 2020). Diante disso, muitos autores
relatam que a adicdo do biodiesel ao 6leo diesel, apesar das vantagens ambientais,
apresenta desvantagem quando comparado aos problemas associados ao seu
armazenamento (Passman & Dobranick, 2005; Pasqualino et al. 2006; Owsianiak
et al. 2009; Bucker et al. 2011; Soriano et al. 2015)

Alguns autores relatam que o 6leo diesel sem adicdo de biodiesel, pode
conter até 50 ppm de agua dissolvido, em contrapartida o biodiesel pode atingir
valores de até 1500 ppm de agua (Bhuiya et al. 2016). Tal informacéo ja foi
demonstrada em outros trabalhos, como Van Gerpen et al. (1996) que mostrou que
o biodiesel obtido a partir do 6leo de soja apresentam capacidade muito superior

em absorver agua, tornando um combustivel 6leo diesel/biodiesel mais suscetivel
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a contaminacao por agua. Atualmente, a porcentagem de biodiesel ao éleo diesel
é de 10%, muitos estudos associam essa maior concentracao do teor de biodiesel
ao carater higroscopico do combustivel, auxiliando na oxidacdo e degradacao por
microrganismos. (Gerpen et al. 1996; Bento et al. 2004; Bucker et al. 2011; Delfino
et al. 2018).

Diante do que foi exposto, a presenca de agua é associada diretamente no
crescimento e proliferacdo de microrganismos presentes em combustivel, visto que
é relatado que teores de 1% é suficiente para auxiliar no desenvolvimento
microbiolégico (Gaylard, Bento e Kelley, 1999; Cazarolli et al. 2012) e
consequentemente diminuindo a qualidade final do combustivel, visto que tal
degradacdo proporciona diversos tipos de corrosdo e formacdo de material
particulado, que interfere na qualidade do combustivel (Fregolente; Maciel; Oliveira,
2015).

3.6.Formas de controle microbiol6gico

Atualmente existem algumas formas de controle microbiolégico, que
apresentam vantagens e desvantagens, que podem ser divididas em dois grupos:

métodos fisicos e métodos quimicos.

Os métodos fisicos sdo determinados por métodos de drenagens, limpezas,
filtracdo e centrifugacdo dos combustiveis e tanques de armazenamento. Trata-se
de um método que apresenta uma maior simplicidade e baixo custo, contudo,
apresenta dificuldade de aplicacdo nos processos de drenagem e limpeza dos
tanques, devido ao formato e tamanhos. J& nos métodos quimicos séo utilizados
aditivos, biocidas e/ou antioxidantes, que séo aplicados de duas formas, aplicacao
continua (maior frequéncia com baixas concentracdes) e aplicacdo choque (baixa
frequéncia com alta concentracdo) (Buker et al. 2014; Zimmer 2014; Beker et al.
2016; Neves, 2018

Estes métodos quimicos tém como objetivos eliminar e/ou inibir o
crescimento microbioldgico, contudo sua eficiéncia depende de conhecer a
comunidade microbiolégica presente no combustivel. Este conhecimento auxilia no
momento da escolha dos agentes quimicos, visto que, pode-se encontrar agentes

soliveis em &gua e/ou Oleo. Contudo, os métodos quimicos apresentam
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desvantagens tais como: resisténcia da comunidade microbioldgica, geragdo de
residuos e ser utilizados como nutrientes para proliferacdo (Buker, 2009; Buker et
al. 2014; Zimmer, 2014; Beker et al. 2016; Neves, 2018).

Os biocidas podem ser classificados em oxidantes (0zbnio, peroxidos de
hidrogénio, compostos clorados) e néo oxidantes (compostos sulfurados,
estanhados, isothiazolonas, sais de cobre), apresentam acédo letal ou inibitoria,
agindo em estruturas celular externas, membrana plasmatica ou em estruturas

citoplasmaticas dos microrganismos.

Ja os antioxidantes apresentam uma acdo de desaceleracdo, podem ser
sintéticos ou naturais, classificados em relagdo ao mecanismo de acao: primarios,
sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e mistos. S&o
caracterizados por grupos fendlicos e com atividade microbioldgica, tais como: butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e
galato de propia (PG) (Yemashova et al. 2007; Pullen e Saeed, 2012; Pinho, 2016;
Neves, 2018).

Diante do que foi exposto, se vé a necessidade de uma forma eficiente para
diminuir e/ou eliminar os microrganismos e facilitar o controle microbiol6gico dos
combustiveis, facilitando o transporte e estocagem, ficando livre de contaminacdes

microbioldgicas.
3.6.1. Radiacéo ultravioleta

A radiacdo pode ser classificada de acordo com a frequéncia de suas ondas,
formando um conjunto de ondas ao qual pode ser denominado espectro
eletromagnético. Nesse espectro sdo encontradas trés regides que variam de
acordo com o intervalo de comprimento de onda (A): infravermelho (> 780 nm), luz
visivel (400 - 780 nm) e ultravioleta (100 - 400 nm) (Maltez, 2018; Balogh et al.
2011; Neves, 2018).

A radiacao ultravioleta classificada € em trés tipos: UVA (luz negra: 400 —
315nm), UVB (luz eritematogénica: 315 — 280nm) e UVC (radiacéo germicida: 280
— 100nm). Dentre as citadas, a UVC ¢ o tipo de radiacdo mais germicida, podendo
ser considerada a mais energética, com atuagao direta na inibicdo microbiolégica
(Ponczek, 2014; Neves, 2018).
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Sua acao germicida e/ou bactericida, esta associada a quebra de moléculas
ou catélises de rea¢fes quimicas de moléculas, sendo que, diferentes moléculas
(DNA, RNA, proteinas, dentro outras) dos microrganismos, podem absorver a
radiacdo UVC, ocasionando reacdes fotoquimicas e interacfes secundarias, que
apresentam acéo carcinogénica e mutagénicas, impedindo a reproducdo dos
microrganismos (Balagh et al. 2011; Neves, 2018).

Alguns fatores influenciam diretamente na ac¢do da radiacdo UVC, como:
intensidade da radiacdo, capacidade de absorcdo de moléculas e o tempo de
exposicdo a radiagdo. Alguns estudos demonstram a efetividade da agéo
germicida, quando comprimento de onda esta em 260 nm. Esse comprimento de
onda atua nas bases hidrogenadas do &cido desoxirribonucleico e ribonucleico, isto
€, 0 DNA e RNA respectivamente (Bilotta & Daniel, 2006; Nyangaresi et al. 2019).

Na literatura o método de radiacdo ultravioleta para controle microbiolégico
€ relatado em alguns liquidos, como aguas residuais, esgoto, efluentes, sendo
destaque como método de radioterapia. Atuando na desinfeccdo de aguas e
efluentes (Souza et al. 2012; Ferreira, 2015; Battistelli et al. 2016; Nyangaresi et al.
2019).

Souza et al. (2012) averiguaram o uso da radiacdo UV para a desinfeccao
de esgoto proveniente de uma estacéo de tratamento de esgotos (ETE). Os autores
verificaram a eficiéncia da radiagdo na inativacdo de Escherichia coli,
principalmente em niveis maiores de radiacdo. Battistelli et al. (2016) utilizaram um
reator UV, com doses de radiacdo variando de 43,8 a 194,9 mWs.cm™2, no pés
tratamento de um reator UASB com o objetivo de avaliar o potencial de desinfec¢éo
da radiacdo sobre o efluente. Os autores constaram uma inativagao na faixa de 90
a 94% em Escherichia coli, Clostridium perfrigens, coliformes totais e colifagos.

Ferreira (2015) incidiu radiacdo ultravioleta em um isolado bacteriano
oriundo de esgoto hospitalar e sanitario. Para tanto, foi utilizado uma lampada UVC
15W e as amostras submetidas a diferentes tempos de exposi¢céo a radiagéo (157,
307, 5°,10°, 15’ e 20’). Ao final do estudo, foi constatada a eficacia da radiagéo para
a inativacdo das bactérias presentes nas amostras, sendo a maior eficiéncia
encontrada para o tempo de 20 minutos de exposi¢cdo. No entanto, o autor destaca
que a presenca de solidos nas amostras de esgoto pode interferir na eficiéncia do

tratamento.
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Neves et al. (2020) testou a eficiéncia da radiacdo UVC em combustivel
Diesel B8, utilizou lampadas UVC 40W com comprimento de onda de 253 nm em
um reator UV com volume de combustivel variando de 40 a 60 litros e diferentes
tempos de ensaio (60, 120, 240 e 360 minutos). Ao final dos testes, foi concluida a
eficiéncia do tratamento, principalmente para o ensaio de 360 minutos de duracéo,
onde a carga microbioldgica diminui significantemente, passando de 1,5x10° UFC
mL! para 3,33x10%2 UFC mL™.

Polinarski et al. (2022), avaliou a utilizacdo da radiacao ultravioleta para
diminuir e/ou eliminar a concentrag&o de microrganismos presentes em blendas (11
e 20%) de Oleo diesel/biodiesel, avaliando 6leo diesel com dois teores de enxofre
(S10 e S500) e duas concentracdes de agua (2500 e 10000 ppm). Foi utilizado um
reator com uma lampada UVC 55W, o ensaio teve duracdo de 360 minutos,
avaliando também periodos de estocagem antes e apds o teste com reator de
radiacao ultravioleta. Para este estudo, foi possivel determinar que amostras com
maiores teores de enxofre apresentam uma concentracdo mais elevada de
microrganismos durante o periodo de estocagem do combustivel, para a utilizacdo
da radiacao ultravioleta a maioria das amostras teve uma diminuicdo de 50% na
concentrag&o de microrganismos presentes. Quando analisado o efeito dos teores
de enxofre e teor de agua juntos, foi possivel concluir gue combustivel com maiores
teores de ambos promoveram um maior crescimento microbiolégico nas amostras.
Em todas as amostras a radiacdo ultravioleta ndo apresentou mudanca nas
propriedades fisico-quimicas do combustivel. Para este estudo foi possivel
determinar que o método de controle alternativo com radiacao ultravioleta foi
eficiente para minimizar e/ou eliminar a carga microbiana.

Como observado, na literatura existem relatos de diversos trabalhos que
comprovam a eficiéncia da radiagdo ultravioleta no controle e inativacdo de
microrganismos, principalmente em aguas residuaria provenientes de esgotos. No
entanto, poucos estudos relatam seus efeitos na eliminagdo de microrganismos
presentes em combustiveis. Diante disso, este trabalho visa estudar a influéncia da
radiacdo ultravioleta, utilizada como método de controle alternativo para
contaminagdo microbiolégica em combustiveis, e avaliar diferentes teores de

biodiesel no aumento da concentracao de microrganismos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Toda a parte experimental deste estudo foi realizado no Laboratério de
Materiais e Energias Renovaveis - LABMATER e no Nucleo Experimental de
Micologia Aplicada - NEMA, ambos situados na Universidade Federal do Parana —

Setor Palotina.
4.1.Coleta e preparo das amostras de combustiveis

Neste estudo utilizou-se diferentes teores de biodiesel adicionados ao 6leo
diesel comercial S10, partindo do B11 atualmente comercializado com 11% de
biodiesel, e blendas preparadas de biodiesel/6leo diesel com 25, 50 e 75% de
biodiesel. Para cada blenda, avaliou-se dois teores de agua, 1000 e 2500 ppm de
agua, teores estes acima dos limites especificados pela Resolucdo ANP n°
50/2013. O preparo das blendas foi realizado a partir do 6leo diesel comercial S10
(B11) e biodiesel puro (B100). O 6leo diesel comercial foi adquirido em um posto
de abastecimento na cidade de Palotina — PR, e o biodiesel puro utilizado foi cedido

pela Empresa BSBios.

Os combustiveis sdo coletados em galdes de 10 litros, devidamente limpos
e secos, as blendas preparadas em cabine de fluxo laminar, para evitar
contaminagdes externas. Acondicionou-se as blendas em frascos de vidro de
tampa de rosca (Schott) de 1000 mL, estéreis, limpos e secos, devidamente
vedados. Todo o processo de preparo e coleta de amostras seguiu um critério de
preparo e amostragem, com objetivo de evitar quaisquer interferéncias do ambiente
exterior. Na tabela 6 sdo apresentadas um resumo das amostras avaliadas nos

experimentos.
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Tabela 6. Composicéo e identificacdo das amostras para cada ensaio.

Amostra Biodiesel (%) Teor de agua (ppm) Identificacdo das amostras

Comercial B11-C
B11 11 1000 B11-1000
2500 B11-2500

Comercial B25-C
B25 25 1000 B25-1000
2500 B25-2500

Comercial B50-C
B50 50 1000 B50-1000
2500 B50-2500

Comercial B75-C
B75 75 1000 B75-1000
2500 B75-2500

Na Figura 6 é relatado um fluxograma geral de todos os ensaios e analises

realizados neste experimento.

@ ‘
Coleta e quantificagao « Oleo diesel comercial - S10 (B11)
das amostras * Biodiesel puro (B100)
Y )
4  Teor de biodiesel: B11 (comercial); B25; B50
Preparo das blendas eBr5
P » Teor de agua: comercial; 1000ppm e
J 2500ppm
<
4 » Teste de estocagem de 10 dias antes da
Teste de estocagem exposi¢cdo a radiacéo utlravioleta.
Antes da UV » Quantificacdo microbioldgica e fisico-
J guimica.
g
a » Exposicéo a UV por 360 minutos
Ensaio de radiagéo » Coleta de amostras a cada 60 minutos
Ultravioleta » Quantificacéo microbioldgica e fisico-
) guimica.
<
P
Teste de estocagem * Amostras es_.tocadas por 30 dias
. » A cada 10 dias coletado amostras e
Apos a UV realizado a quantificacdo microbiolégica.
Y )

Figura 6. Fluxograma dos experimentos e analises
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4.2.Reator de radiacéo ultravioleta

Abaixo € demonstrado o esquema ilustrativo do reator de radiacao

ultravioleta (Figura 7) utilizado nos ensaios de radiacao.

£ A
ImE———————— 38
1. Lédmpada UV-C (55W)
2 (Y - - 2. Suporte de fixacdao das amostras
3. Plataforma de agitacao
[ ]
| I
|l\?< '/,,

Figura 7. Esquema geral do reator de radiacéo ultravioleta.

O reator utilizado neste estudo foi baseado no aparato experimental utilizado
no trabalho desenvolvido por Neves (2018), contudo, foi realizada uma adaptacao
com reducéo de escala, com objetivo de permitir um controle maior das variaveis

do processo.

O reator foi elaborado pela adaptacdo de uma incubadora shaker, com
variacdo de temperatura de 29 — 40° C e agitacdo de 100rpm. Acoplado em sua
lateral esquerda interna uma lampada fluorescente tubular de flior UVC germicida,
de 55 W e comprimento de onda de 253 nm da marca Osram. O reator também é
composto por 3 suportes de fixacdo, para fixar as amostras na plataforma de
agitacdo. O shaker é protegido de entrada e saida de luz, com objetivo de proteger

e minimizar qualquer interferéncia do ambiente externo nas amostras.
4.3.Ensaio de radiacao ultravioleta

Para os ensaios no reator, apés o preparo das diferentes amostras de
combustivel, uma aliquota de 90 mL foi coletada para realizar as analises de
quantificacdo microbiologica e caracteristicas fisico-quimicas. Apds, as amostras
sdo estocadas em frascos de vidro com tampa de rosca e armazenadas em
ambiente com auséncia de luz e umidade, por um periodo de 10 dias, em
temperatura ambientes. Ao fim deste periodo, uma nova aliquota foi coletada para

as analises microbiolbgica e caracteristicas fisico-quimicas.
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Apos o periodo de 10 dias, inseriu-se as amostras de combustiveis no reator
de radiacao ultravioleta, por 360 minutos, sendo retiradas aliquotas para analise
microbiolégica a cada 60 minutos, e ao final uma aliquota para as analises fisico-
quimicas. Realizou-se as analises fisico-quimicas no tempo 0 e 360 minutos de
cada amostra, com objetivo de avaliar se a incidéncia de radiagdo ultravioleta
interfere nas caracteristicas das diferentes amostras. O tempo de ensaio no reator
foi baseado em estudo realizado anteriormente no grupo de pesquisa do
Laboratério de Materiais e Energias Renovaveis - LABMATER da UFPR — Campus
de Palotina reportado por Neves et al. (2020) e Polinarski (2020).

4.4.Teste de estocagem do combustivel ap6s radiagcao ultravioleta

Ao final dos ensaios no reator de radiacdo ultravioleta estocou-se as
amostras em temperatura ambiente, livre de luz e umidade, em periodos de 10, 20,
e 30 dias. Em cada tempo de estocagem, uma aliquota foi coletada e realizada as
analises microbiolégicas, com objetivo de verificar a eficiéncia e o tempo de atuacdo
da radiacdo ultravioleta sobre os microrganismos identificados nas diferentes

amostras de combustivel.
4.5.Determinacédo da presenca de bactérias

Utilizou-se o método espectrofotométrico, para quantificar o0s
microrganismos presentes e realizar a caracterizacdo molecular para identificacéo.
Para tais métodos se vé a necessidade de preparar uma suspensao bacteriana,
esta suspensdo tem objetivo de facilitar a passagem e isolamento dos
microrganismos, que estdo presentes na fase 6leo (combustivel) para fase agua

(meio de cultura).
4.5.1. Preparo da suspensao bacteriana

Com base na adaptacdo da Norma ASTM E1259-10, uma aliquota de 10 mL
de combustivel, nos diferentes tempos de reacéao, foi adicionada em 90 mL de meio
de cultura Luria-Bertani (LB) estéril e mantidos sob agitagdo a 100 rpm em
incubadora shaker, a 35 °C, por um periodo de 18 horas (Vaz, 2010; Zimmer, 2014,
Neves et al. 2020).

46



4.5.2. Método espectrofotomeétrico

A leitura em espectrofotdmetro permite avaliar o aumento ou diminuicdo da
absorbancia que, por sua vez, reflete na concentracdo de células de
microrganismos presentes no meio. Nesse sentido, um espectrofotdbmetro UV
5300PC foi utilizado na regido de comprimento de onda de 600 nm (Neves et al.

2020) para verificar o aumento ou diminui¢éo da turbidez da amostra.

Pararealizacéo desta técnica, 20 mL de suspenséao bacteriana foi adicionada
em tubos conicos e centrifugadas a 3400 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado, deixando apenas a massa microbiana. Na sequéncia foi adicionado
10 mL de &agua salina (0,9%), ressuspendido e o processo de centrifugacao
realizado novamente sob as mesmas condi¢des a fim de eliminar os residuos de
Oleo que podem interferir na leitura. Ap6s nova centrifugacéo, o sobrenadante foi
descartado e mais 10 mL de salina adicionado. Seguidamente, as amostras séo
agitadas em vortex por 60 segundos e coletado 4 mL para realizacéo da leitura em

espectrofotdometro no comprimento de onda de 600nm.
4.6.Caraterizacao fisico-quimica

As andlises fisico-quimicas foi realizada nas amostras de combustivel
anterior e posterior exposicdo a radiacdo ultravioleta. Sdo metodologias

padronizadas para analise de combustivel 6leo diesel e biodiesel.
4.6.1. Temperatura das amostras

Durante a realizagcdo dos ensaios dentro do reator de radiag&o ultravioleta
realizou-se um acompanhamento da temperatura. Foi utilizado um termémetro
digital acoplado dentro do reator de radiacdo ultravioleta. Tal analise teve como
objetivo verificar a variacdo da temperatura das amostras pelo efeito da lampada
ultravioleta, e posteriormente verificar a interferéncia da temperatura nos

microrganismos identificados em cada amostra.
4.6.2. Massa especificaa 20° C

A analise de massa especifica foi realizada a 20°C a partir do uso do
equipamento Densito 30PX (Mettler Toledo) e ocorreu no Laboratério de Analise
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Instrumental e Controle de Qualidade da Universidade Federal do Parana — Setor

Palotina.
4.6.3. Viscosidade cinematica a 20°' C

A viscosidade cinematica dos combustiveis utilizados nesse trabalho foi
calculada com o auxilio de um viscosimetro rotativo analégico EEQ-9031, que é
comumente utilizado na determinacdo de parametros de fluidos com alta
viscosidade, como € o caso dos 6leos. A analise seguiu dois procedimentos para
medicdo, de acordo com a velocidade de rotacdo do viscosimetro (H12 e H30).
Quando o spindle entra em contato com a amostra, o equipamento € ligado e as
leituras de Hx sao realizadas de maneira visual. Apos as leituras, com auxilio da
equacdao 2, o valor de viscosidade relativa foi calculado.

Hy
2,5

a, =

N

Onde:
ax = viscosidade relativa para cada Hx;
Hx = valor obtido pela leitura do viscosimetro para cada step;
2,5 =raio do recipiente adaptado para alocacado das amostras.

Apbs o célculo da viscosidade relativa, o préximo passo € os calculos para
obtencéo da viscosidade absoluta, onde a viscosidade relativa foi multiplicada pelo
coeficiente, k, para cada step Hx (equacéo 3). O valor do coeficiente para H12 e

H30 sédo 5 e 2 respectivamente.

n, = k, Xa,
Onde:
Nx = viscosidade absoluta para cada ax;
kx = valor tabelado do coeficiente para cada stop HXx;

ax = viscosidade relativa para cada Hx.

4.6.4. Teor de agua: Karl Fischer

7

O método de Karl-Fisher é um dos meios utilizados para determinar a
presenca de agua em amostras. Constituido por uma mistura de iodo, dioéxido de
enxofre e peridina em metanol, o reagente Karl Fisher (RKF) é capaz de determinar

pequenas quantidades de agua. O procedimento baseia-se numa titulacao visual
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ou eletrométrica onde a presenca de dgua faz com o iodo seja reduzido pelo didxido
de enxofre, e quando toda agua da amostra for consumida, a reagdo cessa. Com
isso, o volume de RKF gasto na titulagdo € utilizado nos célculos do teor de
umidade. Esta andlise foi realizada no Laboratério de Analise Instrumental e

Controle de Qualidade da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Ensaio de radiagéo ultravioleta

5.1.1. Determinacao da presenca de bactérias

A verificacdo da presenca bacteriana nas amostras foi realizada por meio da
técnica de absorbancia, na qual as leituras séo realizadas no comprimento de onda
de 600 nm. Nesta técnica, a turvacdo do meio de cultura indica a presenca ou
auséncia de microrganismos presentes na amostra, onde quanto maior a
absorbancia, maior a concentracdo celular de bactérias. (Ribeiro et al. 2015;
Quatrin et al. 2016)

Antes de realizar o ensaio no reator de radiacdo ultravioleta, as amostras
sao estocadas por um periodo de 10 dias, com objetivo de padronizar as amostras
e identificar se este periodo favorece a proliferacdo de microrganismos no
combustivel. O Grafico 1 relaciona os dados de absorbancia antes e apds o teste
de estocage, sendo a leitura inicial realizada no momento de montagem das

blendas

Gréfico 1. Leitura de absorbancia das amostras na montagem das blendas (B11, B25, B50 e B75)
e apos 10 dias estocadas.
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Correlacionando os diferentes teores de biodiesel adicionado ao 6leo diesel,
pode-se identificar que as blendas sem adicao de agua (B11-C, B25-C, B50-C e
B75-C) ap6s 10 dias estocados, apresentaram valores iguais ou menores para
concentracdo de microrganismos. Ja blendas B11 e B25 com adi¢cdo de 1000 ppm
de agua tiveram um aumento na concentragdo de microrganismos e as blendas
B50 e B75, apresentam valores iguais ou menores apds a estocagem. Com adi¢éo
de 2500 ppm de agua, a blenda B11 foi a que apresentou uma maior concentracao
de microrganismos apos 10 dias estocado, e as demais blendas tiveram uma

diminuicdo em sua carga microbiologica.

Como foi relatado acima, para algumas amostras a presenca de agua
favoreceu a proliferacdo dos microrganismos num periodo de 10 dias estocadas,
contudo mesmo em amostras com a presenca de agua foi possivel observar uma
diminuicdo da concentracdo de microrganismos, principalmente em amostras com
maiores teores de biodiesel (B75) adicionados. Com isso pode-se concluir que
apesar da presenca de agua e teor de biodiesel serem fatores que torna o
combustivel mais suscetivel a biodegradacdo, a condicdo de estocagem néo
favoreceu o crescimento de microrganismos para todas as blendas, contudo € um
fator que influencia tanto quanto, visto que em amostras com presenca de agua e
menores teores de biodiesel (B11-1000, B11-2500, B25-1000), a concentragao de

microrganismos aumentou.

Polinarski (2020) também avaliou a estocagem de 10 antes da incidéncia
com radiacdo UV, e percebeu-se que as blendas onde ocorreu adicdo de agua
apresentou uma maior influéncia na concentracdo de microrganismos, e com
formacéo de bora ao fundo dos frascos. Cazarolli et al. (2020) avaliou o potencial
de degradacdo de um fungo isolado de éster metilico de soja (Aureobasidium
pullulans) em biodiesel puro, 6éleo diese puro e mistura B10, para este fungo em um
periodo de 25 dias a presenca de biomassa fungica na interfase agua/éleo foi
biodeteriogénica em biodiesel, utilizando éster metilicos de acidos graxos como
fonte de carbono, sendo que tais dados forneceram evidencias de crescimento

fungico, producéo de lipase e formacao de biofilmes.

Boelter et al. (2018) avaliou o potencial de degradacao de Pseudallescheria

boydii e Meyerozyma guilliermondii em 6leo diesel puro (BO), biodiesel puro (B100)

51



e mistura (B10), durante o periodo de 45 dias de armazenamento. Para as amostras
B100 e B10 o crescimento de microrganismos foi similar, no entanto sem a
producao significativa de biossurfactantes, os resultados também apresentam um
crescimento de P. boydii em funcédo dos combustiveis, degradando B100 e BO, ja
para a M. guilliermondii ocorreu crescimento no B100 e B10, porém nao apresentou

potencial de degradacao significativo do biodiesel.

Cazarolli et al. (2018) avaliou a composi¢do quimica e bioldgica de lodo
encontrado em tanques de armazenamento de biodiesel, isolando e identificando
sete bactérias e cinco fungos filamentosos, contudo essa comunidade microbiana
isolada ndo apresentou capacidade de utilizar o biodiesel puro como fonte de
carbono e um meio mineral minimo como fonte de nutrientes para producédo de
biomassa. Com isso, mesmo isolando esta comunidade microbiana do lodo de
biodiesel, esta ndo apresentou capacidade de degradacéo suficiente, podendo
estar atrelado tanto na baixa densidade microbiana inicial, quanto na capacidade
que cada grupo de microrganismos tem em utilizar o biodiesel e/ou 6leo diesel
como fonte de nutrientes. Tais resultados podem ser corroborados com os
encontrados neste estudo, visto que combustiveis com maiores teores de biodiesel,
mesmo na presenca de A&gua, apresentaram uma diminuicdo da carga de

microrganismos apos o periodo de estocagem.

Apbs este periodo de estocagem as amostras sdo levadas ao reator de
radiacdo ultravioleta e iniciado o teste por 360 minutos. O Grafico 2 apresenta 0s
dados para blenda B11 e os dois teores de agua (1000 e 2500 ppm). Pode-se
perceber que apds 10 dias estocadas, as amostras com adicdo de agua
apresentaram inicialmente uma maior concentragdo de microrganismos quando
comparado a amostra sem adicdo de agua, principalmente para a amostra com
2500 ppm de 4gua, onde para este teor de biodiesel a agua favoreceu a proliferacao
de microrganismos presentes. Apos 0s 360 minutos em contato com radiagéo UV,
todas as amostras apresentaram diminuicdo na carga microbiologica, sendo a
blenda sem adicdo de &gua com maior reducdo da concentracdo de

microrganismos, 84%.
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Grafico 2. Leitura de absorbéncia (600nm) da amostra 6leo diesel/biodiesel B11 (sem adicdo de
agua, com 1000ppm de agua e 2500ppm de agua).
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O Gréfico 3 relaciona os dados para as amostras B25. Para este grupo de
combustivel, a amostra com teor de agua de 1000 ppm apresentou maior
concentracéo inicial de microrganismos do que a amostra com 2500 ppm. Contudo,
apos 360 minutos de contato com a radiacdo ultravioleta todas as amostras
obtiveram uma diminuicdo da concentragao de microrganismos chegando a valores
semelhantes ao final do ensaio. Essa diferenca na concentracdo de
microrganismos presentes nas amostras com teores de agua pode estar
relacionada com a comunidade de microrganismos presentes, visto que o para
alguns grupos de microrganismos € necessario um maior tempo em contato com o
combustivel para se proliferarem, mesmo estes estando na presenca de maiores

concentracdes de agua.
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Grafico 3. Leitura de absorbéncia (600nm) da amostra 6leo diesel/biodiesel B25 (sem adicdo de
agua, com 1000ppm de agua e 2500ppm de agua).
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Para a blenda B50 (Grafico 4), o aumento da concentracdo do teor de
biodiesel adicionado ao 6leo diesel contribuiu para uma maior concentracao inicial
de microrganismos, em amostras sem e com adi¢cao de agua. Contudo, ao final do
periodo de 360 minutos ocorreu a diminuicdo da concentracdo de microrganismos
em todas as amostras, 0 que indica a eficiéncia da radiacdo ultravioleta como
alternativa ao tratamento antibacteriano. Quando comparado os dados em relacéo
a porcentagem de diminuicdo da carga microbiana, percebe-se que para os trés
ensaios ocorreu uma diminuicdo maior que 50%, sendo gue no ensaio sem adicdo

de &gua a diminuicao foi de 80%.
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Grafico 4. Leitura de absorbéncia (600nm) da amostra 6leo diesel/biodiesel B50 (sem adicdo de
agua, com 1000ppm de agua e 2500ppm de agua).
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O Gréfico 5 demonstra os dados para blenda B75, onde uma maior
concentracdo de agua (2500 ppm) resultou em uma maior concentracdo de
microrganismos inicialmente, contudo para as amostras deste ensaio, 0s valores
iniciais estdo abaixo de outros ensaios e ap6s 360 minutos de radiacdo UV todas
amostras apresentaram valores menores que 0s encontrados inicialmente para

concentracdo de microrganismos.

Mesmo que o teor de biodiesel seja maior para esta blenda, o motivo da
carga microbiologica ser menor pode estar atrelado ao fato de o periodo de
estocagem inicial (10 dias) ser insuficiente para que ocorra a proliferacdo dos
microrganismos presentes no combustivel. Uma vez que amostra com maior teor
de agua favoreceu o0 desenvolvimento dos microrganismos, como Visto
anteriormente, um maior teor de biodiesel atrelado a maiores concentracdes de
dgua, podem ou ndo apresentar influéncia direta na proliferacdo de

microrganismos, Vvisto que cada comunidade microbiana apresenta uma
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capacidade diferentes em utilizar o biodiesel e/ou 6leo diesel como fonte de

carbono (Cazarolli et al. 2018).

Grafico 5. Leitura de absorbancia (600nm) da amostra 6leo diesel/biodiesel B75 (sem adicao de
agua, com 1000ppm de agua e 2500ppm de agua).
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Em todas amostras de combustiveis é possivel perceber um pico no
aumento da concentracdo de microrganismos ao longo do ensaio com radiacao
ultravioleta. Este aumento estd relacionado a resisténcia que alguns
microrganismos apresentam em relacdo a radiacdo UV ou pela morte de
microrganismos iniciais, favorecendo assim a disponibilidade de nutrientes para
gue outros microrganismos possam se desenvolver (Batista et al. 2016; Fonseca et
al. 2019; Polinarski, 2020; Neves et al. 2020).

Comparando os dados de absorbéancia antes e apés a radiacédo UV (Tabela
7) conclui-se que as amostras B11-C, B25-1000 e B50-C sdo as blendas que
apresentaram diminuigdo maior de 80% apos a radiagdo UV, a blenda B25-C foi a
Unica dentro do grupo de amostras que apresentou valor inferior, comparando os
dados antes e ap0s a radiacdo UV, de 29,66% de reducédo. As demais amostras

apresentaram valores superiores a 50%.
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Tabela 7. Absorbancia das blendas antes e apds a radiacao ultravioleta e % de diminuicdo da
concentracdo de microrganismos.

Absorbancia

Amostras Antes da radiacdo  ApOs a radiagao ¥ da
UV UV absorbancia (%)
B11-C 0,420 0,067 84,05
B11-1000 0,701 0,160 77,18
B11-2500 0,846 0,270 68,09
B25-C 0,145 0,102 29,66
B25-1000 0,830 0,100 87,95
B25-2500 0,325 0,115 64,62
B50-C 0,537 0,104 80,63
B50-1000 0,492 0,211 57,11
B50-2500 0,491 0,170 65,38
B75-C 0,280 0,120 57,14
B75-1000 0,262 0,109 58,40
B75-2500 0,392 0,140 64,29

Polinarski (2020) relatou que amostras com teores de 11% e 20% de
biodiesel sem adicdo de &gua, apresentaram uma diminuicdo de 56% e 14%
respectivamente apés 360 minutos de radiacdo UV. Ao comparar com os dados
deste experimento, para blenda B11 a diminuicédo foi de 84,05% e para a blenda
B25 foi de 29,66%. Ao relacionar os dados encontrados por Polinarski (2020) e os
relatados neste trabalho, € possivel perceber a semelhanca dos resultados, na qual
a eficiéncia da radiagao ultravioleta foi maior para as blendas comerciais (B11). A
literatura aponta que o acréscimo de teor de biodiesel no diesel féssil tende a
aumentar a presenca de microrganismos devido as propriedades do
biocombustivel, mas em ambos os casos a adi¢cdo de biodiesel ndo favoreceu o

aumento microbiano.

Ja4 Neves et al. (2020) com amostras de blenda B8%, tiveram uma
diminuicdo de 99% apds 360 minutos em contato com a radiacdo UV. Comparando
com dados do presente experimento, nenhuma das amostras conseguiu atingir tal
diminuicdo da concentracdo de microrganismos. Contudo, as amostras deste

experimento apresentam maiores concentracfes de biodiesel adicionado ao 6leo
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diesel, e a técnica utilizada para determinar a concentracdo de microrganismos nao

foi a mesma.

5.1.2. Influéncia do teor de 4gua na presenca de microrganismos

Os dados de crescimento de bactérias também séo relatados de acordo com
os teores de agua presentes em cada blenda. A legislacdo da ANP determina os
valores maximos para teor de dgua dos combustiveis, para 6leo diesel S10 de 200
mg/Kg' e para biodiesel puro 200 mg/Kg™*. Neste trabalho utilizou-se valores
superiores de teor de agua, 1000 e 2500 mg/Kg?, com objetivo de verificar a

influéncia que altos teores de agua promovem na proliferacdo de microrganismos.

No Gréfico 6 os dados de concentracdo de microrganismos para as blendas
onde ndo houveram a adicdo de agua. Para este grupo de amostras foi possivel
observar que inicialmente a blenda B50 teve uma carga inicial maior de
microrganismos (0,537), e ao final de 360 minutos com radiagdo UV todas as

amostras tiveram uma diminui¢cdo na concentracdo de microrganismos.

Gréfico 6. Leitura de absorbancia (600nm) das blendas 6leo diesel/biodiesel (B11, B25, B50 e B75)
sem adicdo de agua.
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Ja para as amostras onde houve um acrescimento de 1000ppm de agua
(Grafico 7), a blenda B25 foi a que apresentou maior valor inicial de concentracao
de microrganismos (0,830). Em todas amostras foi possivel observar a diminuicdo
da concentracdo de microorganismos, sendo que na blenda B50 foi a que

apresentou menor valores de diminuig&o.

Grafico 7. Leitura de absorbancia (600nm) das blendas 6leo diesel/biodiesel (B11, B25, B50 e B75)
com adicéo de 1000ppm de agua.
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Nas amostras com adicdo de 2500ppm de agua (Gréafico 8) a blenda
comercial B11 foi a que apresentou concentracdo inicial maior que as demais
amostras, tanto com e sem adicao de adgua. Contudo, mesmo com alto teor de agua
adicionado em diferentes teores de biodiesel foi possivel observar uma diminui¢éo

da concentragéo de microrganismos de 64,29 a 68,09% nas amostras.

Polinarski et al. (2022), observou que em amostras com adi¢cao de 2500ppm
de agua em blendas B11 e B20 houve uma diminuicdo de 73 e 54%
respectivamente da concentracdo microbiana, correlacionado com 68 e 64% para
blendas B11 e B25 deste experimento. J& em amostras com adi¢cdo de 10000ppm

de agua, a concentragcdo microbiana reduziu 95% para B11 e 29% para B20.
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Grafico 8. Leitura de absorbancia (600nm) das blendas 6leo diesel/biodiesel (B11, B25, B50 e B75)
com adicéo de 2500ppm de agua.
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E relatado na literatura que uma maior concentracdo de agua adicionada a
misturas de Oleo diesel e biodiesel promove uma maior contaminacao
microbioldgica, visto que a agua € um fator que influencia diretamente na
proliferacdo de fungos e bactérias, ocasionando diversos impactos ao combustivel
(Bento et al. 2004; Bento et al. 2006; Dodos et al. 2011; Fregolente et al. 2012;
Restrepo-Florez et al. 2013; Zimmer et al. 2013; Bucker et al. 2014; Lisieck et al.
2014; Passman, 2013; Bento et al. 2016; Cazarolli, 2019; Neves, 2018; Polinarski,
2020; Cazarolli et al. 2020).

A analise de especificacdes dos combustiveis determinada pela ANP é
realizada preferencialmente apés o processo de produgdo, contudo a
contaminagcdo de agua ocorre principalmente nos tanques de armazenamento e
transporte até os postos de abastecimento (Bento et al. 2016; Mahmudul et al.
2017). Como é descrito na literatura, o biodiesel apresenta capacidade 30 vezes
maior em absorver agua que o 0Oleo diesel (Bhuiya et al. 2016), com isso € proposto

gue quanto mais elevado seja o teor de biodiesel ao 6leo diesel, maior devem ser
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os cuidados em relacdo aos teores de 4gua durante toda a cadeia de producao,

transporte e armazenamento do combustivel.

5.1.3. Identificagdo molecular das amostras

Na identificacdo molecular, foi possivel isolar duas col6nias de 6leo diesel e
uma colénia de biodiesel puro apds a exposi¢cdo com a radiacao ultravioleta. Com
os dados do sequenciamento genético destas amostras ocorreu a comparagao com
os dos dados fornecidos pelo banco do GenBank. Esta comparacao permitiu a
identificacdo dos géneros dos microrganismos isolados das amostras de

combustivel, e os resultados sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Identificacio molecular das amostras de Oleo diesel S10 e Biodiesel puro

Amostra Espécie referencia %ID*
3 _ Solobacillus spp 98
Oleo diesel S10 ) . .
Exiguobacterium acetylicum 98
Biodiesel puro Pantoea spp 96

* 9% de identificagio da sequéncia genética encontrada com os microrganismos identificados no GenBank.

Para as amostras de 06leo diesel identificou-se dois microrganismos distintos,
as bactérias do género Bacillus ja relatadas em diferentes amostras de 6leo diesel,
biodiesel e misturas (White et al. 2011; Onuorah et al. 2013; Salgado et al. 2013;
Buker et al. 2014; Soriano et al. 2015; Martin-Sanches, Gorbushina Toepel, 2016;
Azambuja et al. (2017); Cazarolli et al. (2018); Neves et al. (2020)).

Algumas bactérias do género Bacillus favorecem a formacéo de emulsdo em
meios liquidos que contém Oleos, como o caso do Oleo diesel e biodiesel.
Solobacillus sp. € descrito como um microrganismo produtor de biossurfactante,
utilizados em técnicas de biorremediacéo, se desenvolvem em 6leos, utilizando-os
como fonte de hidrocarbonetos, a produgéo de biossurfactantes também promove
a reducéo da tenséo superficial (Queiroga et al. 2003; Beltrdo 2005; Keber, 2020).

A Exiguobacterium acetylicum (gram +) € uma bactéria anaerodbia facultativa,
identificada com alto potencial de biorremediacédo e alta eficiéncia na degradacao
de petroleo bruto (Cai et al. 2017-a; Cai et al. 2017-b; Delegan et al. 2021). Muitas
bactérias deste género sdo isoladas de locais extremos, com condi¢des ambientais
ndo adequadas para a maioria dos microrganismos, podendo apresentar

adaptacdo a diferentes ambientes, altas e baixas temperaturas, altas e baixas
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pressdes atmosféricas (Rodrigues et al. 2006; Vishnivetskaya, Kathariou & Tiedje,
2009; Selvakumar et al. 2010; OH et al. 2018).

Gutiérrez-Preciado et al. (2017), identificou uma cepa isolada de um lago
nos Andes, caracterizado por apresentar altas altitudes e elevada radiacdo
ultravioleta. Su et al. 2021 isolou a bactéria Exiguobacterium aurantiacum de um
campo petrolifero, apresentando alto potencial de degradacéo de hidrocarbonetos.
As bactérias deste género apresentam alta resisténcia a diferentes variacbes de
temperatura, pH, metais pesados e radiacao ultravioleta, podendo esta a ser uma
explicagdo para este microrganismo apresentar atividade de desenvolvimento e
crescimento apos a exposi¢ao a radiacdo ultravioleta (Ordofieza et al. 2013; Su et
al. 2021).

Para os microrganismos identificados na amostra de biodiesel puro, a
Pantoea spp género de bactérias Gram (-) anaerdbias facultativa, podem ser
isoladas de diversas fontes geogréficas e ecoldgicas, e produzem biossurfactantes
(Almeida et al. 2015). Pizzolante et al. 2018 isolou Pantoea de azeite de oliva extra
virgem e avaliou a producdo de biossurfactantes. Jacobucci et al. 2009, isolou
bactérias do género Pantoea de solos contaminados com dleo, e identificaram a
producdo de biossurfactantes utilizando fontes de carbono provenientes de

querosene e azeite de oliva.

Com base nos dados de identificacdo molecular, pode-se concluir que as
bactérias identificadas ja relatadas posteriormente em combustiveis, e apresentam
caracteristicas de resisténcia a radiacao ultravioleta e também a baixas condi¢cdes
de crescimento e desenvolvimento. Também se conclui que as bactérias
identificadas apresentam alta eficiéncia na producdo de biossurfactantes, e alto
potencial de utilizacdo para biorremediacdo. Como relatado acima, o0s
microrganismos identificados em amostras de Oleo diesel, biodiesel e suas
misturas, apresentam sempre uma carga microbioldgica diferente, visto que a
contaminacdo microbioldgica pode ocorrer devido a diversos fatores dentro da

cadeia de producéo e transporte dos combustiveis.

As contaminacdes por microorganismos muitas vezes s&o provenientes das
diferentes matérias-primas utilizadas para a producdo de biodiesel, ao qual

dependendo da localidade de producéo, fornecendo ao combustivel diferentes
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propriedades e sedimentos quimicos, utilizados posteriormente como fonte de
nutrientes, e também caracteristicas como higroscopicidade, biodegradabilidade e
poder de solvéncia, que auxiliam na facilidade de proliferacdo dos microrganismos
(Hill e Hill, 2009; Jakeria et al. 2014; Neves et al. 2020).

5.2.Teste de estocagem do combustivel apés radiacéo ultravioleta
Ap6s as amostras sairem do reator de radiagdo ultravioleta, ocorreu o
acondicionamento novamente por um periodo de 10, 20 e 30 dias, para simular
uma estocagem do combustivel e realizar um monitoramento do crescimento de
microrganismos presentes apés o periodo de radiacdo ultravioleta. O Gréfico 9
relata a concentracdo das amostras em periodos de estocagem apdés a radiacao

ultravioleta.

Grafico 9. Leitura de absorbancia das amostras apés 10, 20 e 30 dias estocadas.
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Para as blendas B11 foi possivel perceber que nos periodos de 10 e 20 dias
os valores a absorbancia se manteve abaixo do valor encontrado imediatamente
apos a radiacao ultravioleta. Contudo apos 30 dias do tratamento, na amostra B11-

C houve um aumento da concentragdo de microrganismos em relagcdo ao valor
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depois da radiacao ultravioleta, e nas outras duas amostras B11, mesmo ocorrendo
este aumento, os valores se mantiveram abaixo do valor obtido apos a radiacéo
UV. Para o grupo de amostras da blenda B25, observa-se que em 30 dias as
amostras B25-C e B25-2500 tiveram um aumento da concentracdo de
microrganismos em relacdo aos valores apos a radiagdo UV, sendo somente a

amostra B25-1000 apresentando valores inferiores mesmo em 30 dias.

No grupo de blendas B50, as amostras B50-2500 em 30 dias teve valores
bem superiores aos valores de concentracdo apos a radiagdo UV. Para as outras
amostras 10, 20 e 30 dias, mesmo tendo um aumento a concentracdo se manteve
abaixo dos valores de concentracdo apos a radiacdo UV. E nas blendas B75, as
amostras B75-C e B75-1000 somente em 30 dias a concentracao ficou acima dos
valores ap6s a radiacdo UV. J& na amostra B75-2500 mesmo depois de 30 dias de
estocagem a concentracdo se manteve abaixo dos valores apés a radiagéo UV.

Em linhas gerais, foi possivel observar que apds o tratamento com radiacéo
ultravioleta, durante um periodo de 10 dias de estocagem o tratamento continuou
apresentando efeitos no controle da concentracdo de microrganismos no
combustivel. No entanto, apds este periodo (20 e 30 dias), mesmo algumas
amostras mantendo os valores de concentracdo abaixo dos valores imediatamente
apos a radiacdo ultravioleta, as mesmas tiveram um aumento da concentracdo em
relagdo ao periodo de 10 dias. Tal informacéo, também foi relatada no trabalho de
Polinarski (2020), que em amostras avaliando teor de biodiesel (11 e 20%), teor de
enxofre (S10 e S500) e teor de agua (2500 e 10000 ppm) apresentou mesmo
resultados em relacdo ao tempo de estocagem, onde ap6s 10 dias de estocagem
ocorreu um aumento da concentragdo de microrganismos em relacédo aos valores
apos a radiacdo ultravioleta. Sendo entdo recomendado um novo tratamento com

radiacdo ultravioleta apds este periodo de estocagem.
5.3.Caracterizacao fisico-quimica

5.3.1. Temperatura das amostras
A Tabela 9 apresenta os valores de temperatura do reator de radiagéo

ultravioleta durante o periodo de 360 minutos dos diferentes ensaios realizados.
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Tabela 9. Valores de temperatura das amostras de combustiveis nos ensaios com radiacao
ultravioleta.

Amostras Temperatura média do ensaio (°C)
B11l 33.9+1,62
B25 33.3+1,55
B50 31.9+2,67
B75 36.4 +1,69

A temperatura das amostras € um fator que contribui diretamente no
crescimento de microrganismos, sendo a faixa de 20 a 40°C dada como ideal para
o desenvolvimento dos microrganismos mesofilos, sendo este grupo de
microrganismos a maioria dos presentes em combustiveis (Rodriguez-Rodriguez et
al. 2010). Em relagdo aos microrganismos foi possivel identificar a presenca e o
desenvolvimento de microrganismos em todos o0s ensaios devido as oscilagdes dos
valores de absorbancia, que representam o aumento ou decréscimo da presenca

desses microrganismos.

A temperatura ndo tem influéncia direta nas propriedades fisico-quimicas do
combustivel, entretanto o éleo diesel e biodiesel apresentam valores para ponto de
fulgor de 38°C e 100°C respectivamente, sendo estes valores a menor temperatura
onde ocorre o inicio da combustdo quando na presenca de chama. Para o ensaio
com maior temperatura apresentada (B75) ndo chegou ao valor de ponto de fulgor
dos combustiveis. Polinarski (2020) relatou que durante o tratamento com radiacao
ultravioleta com combustiveis B11 e B20 a temperatura do combustivel durante o

tratamento ndo afetou as propriedades fisico-quimicas.

5.3.2. Massa especifica a 20°C
Realizou a analise de massa especifica a 20°C das amostras antes e apos
a radiagao ultravioleta, e todas as amostras apresentaram valores dentro dos

estabelecidos pela normatizacgéo.

De acordo determinacdes especificas estabelecidas pela ANP, os valores de
massa especifica sdo determinados pela Resolugéo n° 50 (23/12/2013) para o 6leo
diesel de 817,8 a 865,0 kg.cm™ e pela Resolucdo n° 45 (25/08/20214) para o
biodiesel, de 850 a 900 kg.cm™.
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Na Tabela 10 é demonstrado os valores de massa especifica para cada
amostra, pode-se observar que mesmo em altas concentracdes de biodiesel (75%)
com adicdo do maior teor de agua (2500ppm) ndo ocorreu alteracdo em relacéo
aos valores determinados pela Resolucédo. A legislacdo determina valores de até
865,0 kg.cm para 6leo diesel e 900 kg.cm3 para biodiesel, e na amostra com maior
concentracdo de biodiesel e Agua o valor ap6s a radiacéo atingiu 862 kg.cm=. As
amostras com maiores concentracdes de biodiesel (50 e 75%) tiveram maiores
valores de massa especifica, contudo dentro dos valores maximos da

normatizacao.

Tabela 10. Massa especifica a 20°C das amostras de combustiveis nos ensaios antes e apds o
contato com radiacéo ultravioleta

Massa especifica a 20°C (kg.cm™3)

Amostras
Antes da radiacdo UV Apos a radiacao UV
B11-C 0,832 :o0 0,835 +o0
B11-1000 0,834 zo0 0,833 =zo0
B11-2500 0,835 =0 0,834 zo0
B25-C 0,840 =0 0,840 xo0
B25-1000 0,840 =zo0 0,840 =zo0
B25-2500 0,840 =0 0,842 zo0
B50-C 0,850 =0 0,851 +o0
B50-1000 0,850 =0 0,851 =0
B50-2500 0,848 =0 0,847 zo
B75-C 0,861 +o0 0,861 +o0
B75-1000 0,861 zo 0,861 zo
B75-2500 0,862 =0 0,862 zo

Neves et al. (2020) e Polinarski et al. (2021) também avaliaram a massa
especifica de amostras de combustivel em contato com radiacao ultravioleta, e néo
tiveram alteragfes significativas. Diante dos dados acima expostos foi possivel
concluir que as amostras nao apresentaram alteragcdes dos valores de massa
especifica determinados pela normatizacdo, sendo assim pode-se afirmar que a

radiacdo ultravioleta n&o ocasiona alteracao na propriedade fisico-quimica.
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5.3.3. Viscosidade cinematica a 20°C
A viscosidade cinemética em combustiveis tem relacdo direta com o tempo
gue o combustivel apresenta para escoar, e a alteracdo dessa propriedade afeta

diretamente a automacéo e lubrificacdo do sistema de injecéo.

A Resolugéo n° 50 de 23/12/2013 estabelece valores para uma viscosidade
cinematica a 40°C de 1,9 — 4,1 (mm?/s), isto para um 6leo diesel S10 com teor de
biodiesel de 11%. Ja para biodiesel puro, a resolucdo n° 45 de 25/08/2014
estabelece valores de 3,0 — 6,0 (mm?/s).

Na Tabela 11 estédo apresentados os valores de viscosidade para todas as
amostras antes e apés a radiacao ultravioleta. Pode-se observar que todas as
amostras ap0s a radiacdo ultravioleta permaneceram com valores dentro do
estabelecido pela regulamentacdo, mesmo para as amostras com alto teor de
biodiesel e agua (B75-2500).

Tabela 11. Viscosidade cinematica a 20°C das amostras de combustiveis nos ensaios antes e apés
0 contato com radiacao ultravioleta

Viscosidade cinematica (mm?/s)

Amostras
Antes da radiacdo UV Apos a radiacao UV
B11-C 2,8 +0,71 3,2 £0,00
B11-1000 28071 3,2 +0,00
B11-2500 2,8=:071 3,2 +0,00
B25-C 4.0 0,00 3,2 £0,00
B25-1000 3,6 x0,71 3,6 t071
B25-2500 4.4 +071 3,2 +0,00
B50-C 4.8 +0,00 3,2 £0,00
B50-1000 52:071 3,2 +0,00
B50-2500 4.8 +0,00 3,6 +0,00
B75-C 4.4 +071 3,2 £0,00
B75-1000 4.0 +0,00 3,6 zt0,71
B75-2500 4.4 +071 4.0 +0,00

Para as amostras antes da radiacao ultravioleta, foi possivel observar que a
as amostras B25-2500, B50-C, B50-1000, B50-2500, B75-C e B75-2500

apresentaram valores superiores a regulamentacdo. Este aumento pode estar
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relacionado com a adicdo de agua nas amostras, visto que quando ocorre um
acréscimo na concentracdo de agua ocorre a formacédo de uma emulsdo, sendo
essa proveniente do aumento da viscosidade liquidos diferentes (Bastos, 2013;
Ronchi, 2014; Neves, 2018). Também estad relacionado com o0 aumento da
concentragdo de biodiesel adicionados nestas amostras em especifico. Para o
biodiesel puro os valores de viscosidade cinemaética sdo de 3,0 a 6,0 (mm?/s), e
nestas amostras a mistura de biodiesel ao 6leo diesel sdo de valores acima dos
estabelecidos pela legislacdo, sendo assim, a viscosidade cinematica ainda esta

dentro dos valores estabelecido ao biodiesel puro.

Nos trabalhos de Neves et al. (2020) e Polinarski et al. (2022) néo foi
relatado alteracdo significativa para viscosidade cinemética apés o periodo de
radiacdo ultravioleta, sendo que ocorreu algumas alteracdes somente antes da
radiacao ultravioleta, provenientes principalmente pela adicdo de dgua e maiores
teores de biodiesel. Entretanto, apos os periodos de radiacao ultravioleta os valores

permaneceram dentro do regulamentado pela ANP.

5.3.4. Teor de agua: Karl Fischer
O teor de agua foi realizado utilizando o método de Karl Fischer, e analisada
as amostras antes e ap0s a radiacao ultravioleta, com teor de 4gua comercial,

adicao de 1000ppm e 2500ppm de agua.

A regulamentacdo para propriedades fisico-quimicas dos combustivel
determina que para o 6leo diesel S10 e biodiesel puro o teor de agua permitido é
de 200 (mg.Kg?t) maximo. Na Tabela 12 estéo relacionados os valores de teor de

agua nas amostras antes e ap6s o contato com radiacdo ultravioleta.
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Tabela 12. Teor de agua: método de Karl Fischer das amostras de combustiveis nos ensaios antes
e apos o contato com radiagdo ultravioleta.

Teor de agua (ppm)

Amostras Antes da radiacéo Apés a radiacao
ultravioleta ultravioleta
B11-C 330,88 + 20,36 396,05 + 3,95
B11-1000 392,96 + 30,61 375,92 + 6,85
B11-2500 331,04 + 954 370,94 £ 377
B25-C 486,85 + 10,75 511,02 + 14,28
B25-1000 505,56 = 3,00 489,62 + 15,79
B25-2500 526,57 + 855 527,33 + 2549
B50-C 917,69 + 6,95 869,33 + 1344
B50-1000 890,51 + 68,21 874,03 + 16,38
B50-2500 708,83 + 16,55 676,52 £ 21,75
B75-C 1337,61 + 14,48 1304,96 =+ 16,60
B75-1000 1262,07 £ 6,19 1266,13 + 20,06
B75-2500 1264,85 * 4,29 1292,98 + 12,25

Todas as amostras apresentaram valores superiores aos estabelecidos pela
normatizacao, isto esta relacionado principalmente pela forma ao qual a aliquota

de combustivel foi coletada para realizar a analise de Karl Fischer.

Visto que, o combustivel (6leo diesel e biodiesel) ndo sdo misciveis com a
agua, ndo podendo determinar exatamente a quantidade de agua presente no
combustivel quando retirado s6 uma aliguota para analise, ja que ela pode estar no
fundo dos tanques (lastro), microgota dispersas no combustivel e até em uma
interface Oleo/agua formando uma emulsdo (Bento et al. 2016; Polinarski 2020;
Polinarski et al. 2022; Neves et al. 2021).

Nas amostras sem a adi¢cao de agua foi possivel perceber que quanto maior
o teor de biodiesel adicionado ao Oleo diesel, maior o teor de agua presente
inicialmente, nos teores de 25, 50 e 75% de biodiesel, o teor de agua foi de 486,85,
917,69 e 1337,61 respectivamente. Isso estd relacionado com a alta
higroscopicidade do biodiesel com a agua, que € a capacidade de absorver agua
do combustivel, levando a formacédo de depdsitos no fundo dos tanques,
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principalmente pelo desenvolvimento e crescimento microbioldgico (Carvalho et al.
2016; Fu et al. 2016; Polinarski, 2020; Neves et al. 2020).
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6. CONCLUSAO

Pelos experimentos realizados foi possivel observar que para uma
estocagem de 10 dias antes da radiacdo ultravioleta as blendas sem adicdo de
agua apresentaram valores menores ou semelhantes na concentracdo de
microrganismos Quando houve a adi¢do de 4gua acima dos padrdes da legislacao
(1000 ppm) em alguns teores de biodiesel (B11 e B25) ocasionou um acréscimo na
concentracdo, quando comparado com as blendas com maiores teores de biodiesel
(B50 e B75) o acréscimo de agua nao apresentou influéncia na concentracéo de
microrganismos. Com isso, para baixos teores de biodiesel a presenca de agua
influéncia diretamente na concentragdo de microrganismos, contudo para altos
teores de biodiesel essa influéncia aparece discretamente, ndo podendo ser

correlacionada.

Jé nos ensaios com a radiacao ultravioleta todas as amostras apresentaram
diminuicdo da concentracdo de microrganismos apds 360 minutos de incidéncia.
Sendo que para as amostras B11-C, B25-1000 e B50-C o percentual de reducdo
foi superior a 80%, podendo concluir que a radiagao ultravioleta tem efeito tanto em
amostras sem agua e com agua, somente para a amostra B25-C que o percentual

foi inferior a 50%.

Quando analisado os dados antes e ap0s a radiacdo ultravioleta em relacao
a agua adicionada, percebe-se que a adicdo de 1000 ppm foi a que apresentou
maior influéncia na concentracao inicial dos microrganismos, entretanto mesmo

para estas amostras a diminui¢do da presenca de microorganismos foi observada.

Para o processo de estocagem do combustivel apds a radiacao ultravioleta
foi possivel concluir que o tratamento com a radiacdo apresenta acao por até 10
dias, sendo que nos periodos de 20 e 30 dias ocorreu aumento da concentracao
de microrganismos, sendo necessario uma nova incidéncia de radiacédo apos este

periodo.

Foi possivel identificar diferentes microrganismos nas amostras de oleo
diesel e biodiesel puro, tais como: Solobacillus spp., Exiguobacterium scetylicum e
Pantoea spp. Todas baterias identificadas sdo relatadas em amostras de solo
contaminado com petroleo, 6leos vegetais, e também combustiveis. Sao

microrganismos identificados como produtores de biossurfactantes, utilizados na
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biorremediagdo e com alta eficiéncia na degradacdo de hidrocarbonetos

provenientes dos combustiveis.

Para as analises fisico-quimicas, observou-se que a incidéncia de radiacao
ultravioleta por 360 minutos ndo ocasionou alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas estudas neste trabalho, contudo ainda séo necessarios estudos de outras
propriedades para validar que seja um processo que nao altera a qualidade do
combustivel. Contudo, a adicdo de altos teores de agua e biodiesel, acima da

legislacdo, promoveram algumas altera¢cées do combustivel.

Diante do exposto, é possivel concluir que o método de controle com
radiacdo ultravioleta apresenta eficiéncia na diminuicdo e/ou eliminagdo de
microrganismos presentes em blendas de dleo diesel/biodiesel. A presenca de
agua acima dos limites estabelecidos pela legislacdo, em diferentes teores de

biodiesel, favorece o desenvolvimento microbiolégico nos combustiveis.
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