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Historicamente, a principal fonte de
energia no setor industrial tem sido
o petréleo, mas alternativas renovaveis
e de menor impacto ao ambiente ja sdo
uma realidade no cenario mundial. Tanto
o biodiesel quanto o 6leo diesel sdo ge-
rados a partir da exploragao dos recursos

ser classificados como produtos do setor
primario. Os chamados biocombustiveis,
como o biodiesel de primeira, segunda ou
terceira geracao, sao produzidos a partir
de matérias-primas diversas, como 6leo de
soja, 6leos ndo comestiveis e microalgas,
respectivamente. Possuem vantagens im-
portantes sobre o combustivel fossil, como
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menor geracao de poluentes, por exemplo,
o didxido de carbono e compostos nitro-
genados (DEMIRBAS, 2017, OTHMAN
etal.,2017; HOSSEINZADEH-BAND-
BAFHA etal. 2018; SAKTHIVEL et al.
2018; CLUME ez al., 2019).

As atividades de transporte de cargas
sd0 as que mais contribuem para a polui¢ao
em ambientes aquaticos, especialmente
pela emissdo de gases de embarcacgdes de
diferentes portes (MOHD et al., 2018;
CLUME et al., 2019). Neste sentido, a
limitacdo das emissoes tem sido controlada
pela Organizag@o Internacional Maritima
(IMO), que precisou encontrar uma nova
alternativa para os motores maritimos. Ao
nivel internacional, o biodiesel foi escolhi-
do por ser uma alternativa aceitavel ambien-
talmente e pela possibilidade de reducao
da dependéncia dos combustiveis fosseis.

No Brasil, os biocombustiveis foram
incorporados a matriz energética por meio
de leis que determinam a obrigatoriedade
de sua adicdo (ANP, 2009; CLUME et
al.,2019). Atualmente, para o 6leo diesel
rodovidrio ¢ estabelecida pela Agéncia
Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP) a adi¢do obriga-
toria minima de 12% de biodiesel (B12)
e maxima de 15% (B15) (ANP, 2019).
Para o 6leo diesel maritimo, ainda ndo ha
qualquer determinacao oficial sobre adi¢ao
de biodiesel, como ocorrido com o diesel
rodoviario. Embora existam varias van-
tagens que validam o biodiesel como um
sucessor natural do 6leo diesel, caracteris-
ticas como a baixa estabilidade ao armaze-
namento a longo prazo, higroscopicidade,
desempenho a baixas temperaturas e agao
solvente devem ser consideradas quanto a
sua aplicabilidade em embarcagdes.

Durante o transporte e 0 armazenamento
de combustiveis, pode ocorrer o acimulo
de dgua na parte inferior dos tanques de
caminhdes, das embarcacdes e em tanques
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(aéreos ou subterraneos). A entrada da dgua
pode acontecer por problemas de vedacao
e, principalmente, pela condensacdo da
umidade nas paredes dos caminhdes e
tanques. A higroscopicidade, que ¢ uma
tendéncia natural do biodiesel em absorver
agua, ¢ um dos fatores importantes a con-
siderar no uso de biodiesel em ambientes
de alta umidade, pelo risco acelerado de
alteragdo no teor de dgua permitido e
especificado. O contato direto com a dgua
(dissolvida e/ou na fase livre) favorece o
crescimento microbiano e o desenvolvi-
mento de biofilmes, que podem concentrar-
-se na interface d6leo-agua ou aderidos
as paredes do tanque (SUFLITA et al.,
2012; BUCKER et al., 2014; BENTO
et al. 2016; DA FONSECA et al., 2019;
CAZAROLLI et al. 2020). A preocupagdo
com perdas econdmicas e manutengdo da
qualidade dos produtos ¢ uma questao de
interesse mundial, e problemas associados
a contaminag@o microbiana de combusti-
veis, como o oleo diesel e biodiesel, vém
sendo relatados e reconhecidos na literatura
(HAGGETT & MOCHAT, 1991; BENTO
et. al., 1996; 2001; 2016; PASSMAN &
DOBRANICK, 2005; HILL et al., 2009;
KNOTHE ezal.,2010; PASSMAN, 2013;
AZAMBUIJA et al. 2017, ZIMMER et
al., 2018; 2020; BUCKER et al., 2018;
BOELTER et al., 2018; CAZAROLLI
et al., 2020). O biodiesel ¢ mais biode-
gradavel que o 6leo diesel, pois os acidos
graxos oriundos de ésteres metilicos, que
compdem o biodiesel, podem ser facilmen-
te reconhecidos e utilizados como fonte de
carbono e energia pelos micro-organismos.
No entanto, os hidrocarbonetos também
podem ser metabolizados por algumas es-
pécies microbianas (ZHANG et al., 1998;
PASQUALINO etal.,2006; BUCKER et
al.,2011; WU et. al. 2016). Como conse-
quéncia, alguns microrganismos podem,
durante a estocagem e na presenca de agua,
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produzir uma biomassa que pode compro-
meter a qualidade final do produto (sélidos
suspensos) e provocar o funcionamento ina-
dequado dos equipamentos e pecas, como
a saturacdo prematura de filtros e desgastes
no motor, (DAVIDOVA et al., 2012;
PASSMAN et al., 2013; BENTO et al.,
2016; 2020; DE SIQUEIRA et al., 2017).

As normas brasileiras ABNT NBR
15512-18 e 16732-19 trazem orientacdes
sobre diferentes medidas de controle para
prevenir a contamina¢do microbiana, vi-
sando assegurar a integridade do combus-
tivel. Entre essas medidas podemos citar os
métodos fisicos, que incluem procedimen-
tos de limpeza e drenagens regulares que
dificultam o acimulo da agua formada no
fundo dos tanques, impedindo a multiplica-
¢do microbiana. Como medidas de controle
quimico, indica-se

fase tratar (oleosa, aquosa ou interface),
eficiéncia no sistema o6leo/agua, compa-
tibilidade com o combustivel, toxicidade
e biodegradabilidade, entre outros (HILL
& HILL, 2008; KLINKSPON 2009;
SIEGERT, 2009; BENTO et al., 2010;
LUZ etal. 2018; FONSECA et al., 2019;
ZIMMER & BENTO, 2020).

O oleo diesel ¢ considerado um dos
produtos obtidos a partir da destilagdo
fracionada do petrdleo, correspondendo a
fracdo pesada, com elevado teor de carbo-
no, metais, asfaltenos, pequenas concen-
tragdes de enxofre e menor estabilidade em
relacdo a fragao mais leve. O dleo diesel é
composto de hidrocarbonetos com cadeias
carbonicas na faixa de C -C,,, liquido
e com ponto de ebulicdo entre 150° C e
400° C; possui cerca de 40% de alifaticos

e alcanos ciclicos

o0 uso de compostos
biocidas, que podem
apresentar estruturas
quimicas diversas
em sua composicao e
sd0 responsaveis por
eliminar ou inibir o

A adicao de biodiesel confere
lubricidade ao dleo diesel,
garantindo desempenho e

vida util ao motor

e cerca de 22% de
aromaticos (com um
ou dois anéis), mais
os compostos sul-
furados que podem
variar entre 0,04 a

6% (v/v) (ABBAD-

crescimento micro-

biano. A utilizagdo de biocidas em com-
bustiveis ¢ regulamentada pela Diretiva
de Produtos Biocidas (BDP, Diretiva 98/8/
EC) e pela Agéncia de Protecao Ambiental
(EPA), na Europa e nos Estados Unidos da
América, respectivamente (PASSMAN,
2013). No Brasil, os biocidas podem ser
encontrados na forma pura ou como parte
integrante de produtos multifuncionais
que combinam diferentes aditivos para
protecdo da qualidade do combustivel
armazenado (FONSECA et al. 2019;
ZIMMER & BENTO, 2020). A selegdo
de um biocida para uso em combustiveis
envolve muitos aspectos, entre eles a defi-
ni¢do de seu espectro de ac¢do (eliminagdo
de bactérias e/ou fungos), dosagens, qual
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-ANADLOUSSI et
al.,2003; CYPLIK ez al., 2011; AL-DE-
GS & AL-GHOUTI, 2015). No entanto,
dependendo da origem do petroleo, o 6leo
diesel pode ter caracteristicas distintas
com relacdo a composi¢ao da mistura de
hidrocarbonetos (BATHS & FATHONI,
1991; MOHD et al., 2018).

No Brasil, o 6leo diesel pode ser comer-
cializado como rodoviario ou maritimo,
dependendo da sua aplicagdo. O 6leo die-
sel pode receber a adi¢do determinada de
biodiesel, que ¢ caracterizado pela letra B
(6leo diesel B) e, em seguida, recebe o va-
lor de sua porcentagem de adigdo. A adig¢do
de biodiesel proporcionou ao dleo diesel
uma melhoria no pardmetro lubricidade,
e o biodiesel conta com outros aditivos
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em sua composicao, que melhoram seu
desempenho e a vida 1til do motor. Os
aditivos, normalmente incorporados aos
combustiveis (diesel e biodiesel), sao antio-
xidantes, antiespumantes, desemulsifican-
tes, dispersantes e inibidores de corrosao
(ANP,2009; CNT, 2012; SUFLITA et al.,
2012; ALLSOPP et al., 2016).

Os combustiveis maritimos sdo produ-
zidos pela destilacdo de petroleo cru em
refinarias, sendo antes utilizado, normal-
mente estocado em areas portudrias. Na in-
dustria naval, o 6leo pesado ¢ normalmente
utilizado para abastecimento do motor
principal, enquanto o dleo diesel maritimo
¢ normalmente utilizado em motores auxi-
liares (MOHD et al.,2018; CLUME et al.,
2019). Para o setor naval, a disponibilidade
de combustiveis de baixo enxofre ndo ¢
considerada o maior problema. Segundo
Mohd et al., (2018), o grande desafio sera
entender o comportamento dos diferentes
tipos de combustiveis, como utiliza-los
isoladamente ou em combinacdo com
outros. Na literatura, sdo apresentados
cinco tipos, baseados em caracteristicas
das misturas possiveis e viscosidade:

1) 6leo maritimo (Marine Gas Oil
- MGO) — ¢ idéntico ao dleo diesel auto-
motivo utilizado em veiculos terrestres;

2) 6leo diesel maritimo (Marine Diesel
Oil - MDO) — apresenta uma mistura de
6leo combustivel pesado e dleo diesel
maritimo, com baixa viscosidade e nao
exige pré-aquecimento antes do uso;

3) 6leo combustivel intermediario (In-
termediate Fuel Oil- IFO) — é similar ao
oleo diesel maritimo, sendo uma mistura
de o6leo residual (HFO com MGO);

4) 6leo combustivel maritimo (Mari-
ne Fuel Oil- MFO) — ¢ similar ao HFO,
trata-se de uma mistura com MGO, mas
contém menos MGO do que o I[FO; e

5) 6leo combustivel pesado (Heavy
Fuel Oil- HFO) — considerado o tipo mais
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residual de todos, com alta viscosidade e
exigindo um pré-aquecimento antes do uso.

Um combustivel ¢ considerado estavel
quando apresenta a tendéncia de manter
suas propriedades ao longo do tempo. O
reconhecimento da formacdo de lodos
e das consequéncias para as embarca-
cdes ja ¢ recorrente no setor maritimo
(HAGGETT & MOCHAT, 1991). Com-
bustiveis instaveis sofrem modificagdes
quimicas em curto periodo de tempo,
provocando problemas operacionais, como
a formagao de resinas, gomas e vernizes.
Combustiveis residuais instaveis, tais como
asfaltenos e outros aromaticos, compostos
polares, podem se aglutinar, formando
residuos que podem se depositar no fundo
dos tanques. Estes lodos sdo caracteriza-
dos por serem viscosos € podem provocar
o entupimento de filtros separadores e
mangueiras. Com isso, os motores mari-
timos podem ficar sobrecarregados, com
problemas de igni¢do e combustio, além
de haver risco permanente de danos aos
anéis dos pistons e as linhas dos cilindros.
Casos extremos podem provocar danos
em motores auxiliares e trazer perigo a
embarcacao e a tripulacdo. Neste sentido,
¢ preciso considerar estudos para a previ-
sdo da estabilidade quimica de possiveis
misturas de combustiveis (WAYNICK,
2005; HOSHINO, 2007, ATADASHI et
al.,2010, MOHD et al., 2018).

Biodiesel e o cendrio brasileiro

A tradigdo brasileira com biocombus-
tiveis comegou em 1975, com programas
como o Proalcool. No entanto, em 1978,
o engenheiro cearense Expedito Parente,
conduzindo pesquisas sobre a utilizagdo
de ésteres alquilicos de acidos graxos em
motores automotivos, alavancou uma nova
fase da matriz energética brasileira. A pri-
meira patente brasileira foi concedida em
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1983, ao engenheiro Parente (P1 8007957),
pelautilizacao de diversas matérias-primas
(soja, algodao, amendoim, girassol, baba-
¢u, maracuja e até oleo de sardinha) ao pro-
duzir biodiesel. Foram conduzidos testes
de desenvolvimento de produto, processo,
caracterizagdo, ensaios de aplicabilidade
em bancada, provas de desempenho e
dirigibilidade, com consumo de mais de
300 mil litros de biodiesel e com cerca
de 2 milhoes de quilometros percorridos
(PARENTE JUNIOR, 2016).

Desde entdo, surgiram outras iniciati-
vas com 6leos vegetais em todo o Pais, que
somaram esforc¢os na tentativa de difundir
e popularizar a producgdo e o uso de um
biocombustivel suceddneo ao diesel de
petrdleo, com a criagcdo do Programa Na-
cional de Producao de Biodiesel-PNPB,
em 2002, por iniciativas governamentais.
Em 2017, o governo brasileiro aprovou o
RenovaBio (Politica Nacional de Biocom-
bustiveis), uma politica de Estado, com
o reconhecimento do papel estratégico
de todos os tipos de biocombustiveis na
matriz energética brasileira, tanto para a
seguranga energética quanto para miti-
gacdo de reducdo de emissdes de gases
causadores do efeito estufa, protegendo
também os interesses do consumidor
(RENOVABIO — Lein® 13.576, 2017).

O biodiesel foi introduzido oficialmente
na matriz energética brasileira pela Lei
11.097/2005, aprovada em 13 de janeiro de
2005, que determinou a obrigatoriedade da
adigdo de 2% de biodiesel no diesel de pe-
tréleo. A partir de 1° de setembro de 2019,
todo o 6leo diesel vendido no Brasil deveria
ter, no minimo, 11% de biodiesel, podendo
alcancar o percentual méaximo de 15%, de
acordo com a legislagdo (ANP, 2019).

Para o 6leo diesel maritimo ainda ndo
ha porcentagem obrigatdéria de adicao
de biodiesel, pois a Resolugdo n° 52 da
ANP, de dezembro de 2010, prevé que
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o biocombustivel necessita atender as
especificacdes dos motores navais (ANP,
2010), e o ISO 8217.2010 impde que o
6leo diesel maritimo deve ser livre de
materiais bioderivados, como 6leo ve-
getal e sebo animal (KALLIGEROS et
al. 2011). As caracteristicas do biodiesel
que potencialmente afetam a seguranca
em aplicagdes maritimas sdo de extrema
importancia. Essas preocupagdes incluem
qualidade inconsistente, falta de padrdes
maritimos e impacto nos componentes do
sistema de combustivel, como vedacdes de
motor, garantias do fabricante do motor,
propriedades hidrofilicas desvantajosas,
inconvenientes do fluxo de clima frio e
a capacidade de permanecer estavel em
um ambiente marinho durante um peri-
odo de tempo (MARAD, 2010). Alguns
resultados de estudos (MOHON et al.,
2014; YASIN et al. 2014) mostram que a
utilizacdo de biodiesel ¢ compativel com
motores a diesel convencional e também
demonstram que as emissdes sdo menores
com biodiesel, porém a maioria desses estu-
dos se refere a motores terrestres, enquanto
hé poucos estudos de aplicacdo do biodiesel
em motores maritimos. O ponto de fulgor
do biodiesel ¢ maior que o do diesel de
petréleo, tornando-o mais seguro para fins
de transporte e armazenamento. Os padrdes
comuns para medi¢des de ponto de fulgor
sdo ASTM D93 e EN ISO 3697. O ponto
de fulgor do biodiesel ¢ maior do que o do
diesel de petroleo, que € superiora 150° C.

Historico da aplicacdo de biodiesel nos
motores maritimos

O uso de biodiesel no setor maritimo
comegou em 1998, com estudos sobre a
viabilidade do biodiesel produzido a partir
de 6leo de soja em embarcagdes recrea-
cionais na regido dos Grandes Lagos, na
América do Norte. Essas foram as primei-
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ras embarcacdes americanas a utilizarem
e operarem um combustivel alternativo,
livre de qualquer produto de petréleo
(KOLWZAN & NAREWSKI, 2012).
No entanto, oito anos apos, o Instituto
Maritimo dos Grandes Lagos constatou
problemas técnicos associados ao uso de
biodiesel nos motores maritimos, pois
a agdo solvente deste biocombustivel ¢é
potencialmente degradadora aos com-
ponentes elastomeros do motor. Outro
estudo com biodiesel de soja foi condu-
zido em Detroit, em 2003, com a mistura
B20, visando causar menor impacto ao
motor (ANGUS & JACKSON, 2003).
No Canada, em 2004, o biodiesel passou
a ser utilizado por pequenas embarcagoes,
produzido a partir de dleos residuais mais
baratos, porém de baixa qualidade. Foi
observado um aumento no rendimento da
performance do motor de 2-3%. Holmseth
(2008) em uma experiéncia de 60 dias
conduzida em embarcacdes utilizando
biodiesel puro (B100), criou uma consci-
éncia global da necessidade de reducdo de
impactos ambientais com a possibilidade
de combustiveis alternativos e renovaveis.

No Reino Unido, um estudo foi condu-
zido com biodiesel (canola) visando a ex-
ploragao de combustiveis alternativos para
a industria recreacional maritima (ZHOU
et al., 2014). O teste foi realizado em
iates, com e sem modificagdes no motor,
concluindo-se sobre a necessidade de tro-
ca dos filtros e limpeza dos tanques antes
da troca do diesel maritimo comum pelo
biodiesel. Alguns produtores de motores
maritimos estdo considerando, em suas
pesquisas, testes com biocombustiveis.
Segundo Juoperi et al. (2007), Wirtsila foi
um dos pioneiros em testar e vem traba-
lhando no mercado de combustiveis desde
1980. Em 2006, o laboratorio Great Lakes
Environmental Research Laboratory esco-
lheu o biodiesel de soja para testar em um
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dos navios do programa, a fim de reduzir
as emissdes de gases e monitorar efeitos a
longo termo (NOAA, 2007). O programa
canadense BioMer teve inicio em maio e
terminou em outubro de 2004. Seus pro-
positos eram testar o uso de biodiesel puro
(B100) como uma alternativa em botes de
passeio de varios tamanhos e verificar a
viabilidade econdmica e os beneficios do
uso do biodiesel em operagdes de rotina
(BioMer, 2005).

Desde 1978 ocorre, em escala mundial,
o estabelecimento de padrdes para os
combustiveis maritimos, e essas padroni-
zacgdes permanecem até hoje. A primeira
norma de especificacao para combustiveis
maritimos foi a ISO 8217, publicada em
1987 e sendo atualizada em 2005, trazen-
do novas mudangas a respeito do contetido
maximo de agua ou do conteudo maximo
de enxofre, entre outros (PEDERSEN,
2015). O teor de enxofre do combustivel
consumido ¢ o motivo da emissdo de SOX
e da formagdo de sulfato resultante de
emissdes de particulas solidas. A Marpol
¢ a principal convenc¢do internacional
de prevencao da poluicdo do ambiente
marinho que, por motivos operacionais
ou acidentais, adotou, em setembro de
1997, o Anexo VI. Este documento preveé
a cobertura da polui¢do do ar, delimitando
o limite para as emissdes de o0xido de en-
xofre e de dxido de nitrogénio, de navios e
também de substancias que causem danos
a camada de 0zonio. Em outubro de 2008,
foi adicionado ao Anexo VI da Marpol,
pela Organizagao Internacional Maritima,
medidas que intensificavam as exigéncias
quanto aos niveis permitidos de enxofre
nos combustiveis maritimos, prevendo
uma reducao progressiva no conteudo. Em
janeiro de 2012, o contetido de enxofte foi
reduzido de 4,50% a 3,50%. No Anexo
VI da Marpol, a Regulamentacao 14 diz
que, a partir de 1° de janeiro de 2020, o
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limite méaximo de enxofte ¢ de 0,50% para
combustiveis maritimos (IMO, 2019).

O oleo diesel maritimo, que no Brasil
recebe as classificagdes de 6leo diesel mari-
timo A (DMA), ¢ um combustivel destilado
médio, e o 6leo diesel maritimo B (DMB)
¢ um combustivel composto de destilados
médios, podendo conter pequenas quan-
tidades de 6leos oriundos do processo de
refino; no entanto, ambos contém até 5.000
ppm de enxofre (ANP, 2015).

Em relagao ao 6leo diesel automotivo
ou rodoviario, o diesel maritimo pode
ser diferenciado por seu ponto de fulgor
mais elevado, atendendo as demandas de
maior seguranga nas

contetdo energético maior do que o die-
sel S500 e S10, podendo possuir cadeias
carbdOnicas mais longas. O 6leo diesel
maritimo apresentou as temperaturas mais
elevadas na destilagdo, exceto na faixa de
60-80% de recuperado, na qual o S500
teve temperaturas levemente superiores.

Contaminac¢do microbiana em
combustiveis navais

A contaminagdo microbiana em com-
bustiveis navais foi avaliada e reconhecida
desde a década de 60, quando ocorreram os
primeiros estudos, abordando a presenca de

bactérias redutoras

embarcacdes mari-
timas. Para o 6leo
diesel maritimo, o
ponto de fulgor ¢ a
menor temperatura
que o 6leo diesel
vaporiza em quanti-
dade suficiente para
formar com o ar uma
mistura explosiva,
capaz de se infla-
mar quando incidir
uma chama. O valor
fixado é de 60° C,

As condicoes em tanques
de armazenamento de
combustiveis navais,
especialmente pela presenca
de agua e pelo tamanho
dos tanques, influenciam
a variabilidade de micro-
organismos e o seu
crescimento

de sulfato (grupo
microbiano produtor
de H,S) no lodo ava-
liado (NEIHOF &
KLEMME;1969).
O levantamento
da composicdo da
comunidade micro-
biana, utilizando a
abordagem classica,
foi conduzida por
Hettige & Sheridan
(1989), com amos-
tras de 6leo diesel

enquanto o ponto de
fulgor do diesel automotivo esta fixado a
um valor de 38° C (PETROBRAS, 2013).
Em um estudo realizado por Peixoto et
al. (2015), foram verificadas que as carac-
teristicas fisico-quimicas do 6leo diesel
rodoviario e maritimo estdo de acordo
com as especificacdes vigentes da Agén-
cia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), estabelecidas
por meio de metodologias convencionais e
da técnica de destilagdo simulada. A partir
desse estudo foram observadas algumas
diferencgas entre 0 MDO e o diesel rodo-
viario, indicando que o MDO apresenta
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retiradas do lastro
de tanques de estocagem de embarcagdes.
Foram identificadas 31 espécies de fungos
filamentosos, cinco isolados de bactérias,
entre elas bactérias redutoras de sulfato
(produzem H,S-metabolito corrosivo).
Entre as espécies de fungos, as mais
frequentes foram Hormoconis resinae,
Penicillium corylophilium e Paecilomyces
variotti. Emum estudo de caso isolado em
um navio da costa da California, a con-
taminacdo microbiana predominante foi
atribuida ao fungo Clasdosporium resinae
(atual Hormoconis resinae), que, devido
a biomassa produzida, causou danos as
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turbinas de gés. O estudo analisou que a
presenca de agua gerada pela condensagao
foi um facilitador para o estabelecimento
da comunidade microbiana nos sistemas
de combustivel naval (HAGGETT &
MORCHAT, 1991). As condi¢des em
tanques de armazenamento de combusti-
veis navais, especialmente pela presenca
de 4gua e pelo tamanho dos tanques,
acabam influenciando a variabilidade de
micro-organismos e o seu crescimento. A
limpeza e a remocao de dgua diminuem
a chance de crescimento microbiano, que
também pode ser estimulado por outros
fatores, como a composi¢ao do combus-
tivel e temperatura de armazenagem. O
potencial de degradagdo de duas espécies
de micro-organismos, Pseudomonas
aeruginosa e Marinobacter hydrocarbo-
noclasticus, em diferentes tipos de diesel,
inclusive diesel maritimo, foi avaliado
por Striebich ef al., 2014. Os resultados
indicaram que P. aeruginosa degradou
preferencialmente alcanos (C,,-C ),
seguidos por n-alcanos de cadeia supe-
rior (C,-C,,). As cicloparafinas foram
consumidas em taxas muito mais baixas,
enquanto as aromaticas e isoparafinas
nao foram consumidas. No entanto, M.
hydrocarbonoclasticus mostrou um perfil
diferente, com degradacdo preferencial
de n-alcanos mais curtos (C,-C, ) e com-
postos aromaticos especificos. Ambos
os tipos de bactérias eram incapazes de
degradar alcanos ramificados.

A primeira investigagdo, no Brasil,
acerca da natureza microbiana dos re-
siduos (lodos) formados em tanques de
estocagem ocorreu em 1966 (GUTHEIL,
1966). Foi isolado e identificado o fungo
Cladosporium resinae do lodo formado
no armazenamento de querosene de avia-
¢do. Os problemas com contaminacao
microbiana em 6leo diesel sempre foram
cronicos, mas, com a adi¢do de biodiesel,
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os problemas aumentaram, principalmente
pela falta de informagdes de como a mis-
tura se comportaria. Porém varios estudos
foram conduzidos para demonstrar que o
biodiesel exige mais cuidados, na medida
em que o aumento nos lodos ou borras em
tanques seria esperado. Estudos demons-
traram que a adi¢ao de biodiesel ao diesel
nas propor¢des de 5% (BS), 7% (B7) e
100% (B100) promoveu maior crescimento
microbiano, tornando-se mais suscetivel a
contaminagdo e exigindo maior aten¢ao
durante o armazenamento (BUCKER et
al., 2011; ZIMMER et al., 2013; GAS-
SEN et al.,2015; SORIANO et al., 2015;
BENTO et al., 2016; BOELTER, 2017,
CAVALCANTI et al.,2019). O lodo bio-
légico € caracterizado como um consorcio
microbiano, com a presenca de fungos fila-
mentosos que criam pela emissao de hifas,
uma rede capaz de sustentar fisicamente a
presenca de outros microrganismos, como
leveduras e bactérias aerdbias. No interior
do lodo (biofilme) podemos encontrar
regides desprovidas de oxigénio (condi-
¢ao de anaerobiose), que possibilitam o
desenvolvimento de um grupo importante
de bactérias redutoras de sulfato, conhe-
cidas como BRS. As BRS produzem um
composto oriundo de seu metabolismo,
o acido sulfidrico (H,S), potencialmente
corrosivo para as paredes dos tanques e
tubulacdes, além de comprometer a quali-
dade final do combustivel (BENTO et al.,
2016). A presenca de BRS (Desulfovibrio
spp.) foi observada em lodos bioldgicos
presentes em tanques de 6leo diesel no
Brasil (LUTTERBACH 1992; BENTO
& GAYLARDE, 1986;2001; SORIANO
et al., 2015). Este grupo de anaerdbios
¢ bastante citado em estudos com cor-
rosdo microbiana (GAYLARDE et al.,
1999; BENTO & GAYLARDE, 2001;
TARASOV et al., 2015; ARKAN et al.,
2016). Entre os micro-organismos isolados
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dos tanques de combustiveis, os fungos
filamentosos desenvolvem hifas, que sdo
responsaveis por produzirem biomassa
visivel, capaz de provocar o entupimento
de filtros precoce e outras consequéncias
importantes para a comunidade usudria de
combustiveis (BENTO et al., 2016). Os
organismos representantes dessa classe,
isolados mais frequentemente e conside-
rados deteriogénicos ao 6leo diesel, sdo
Hormoconis resinae, Aspergillus fumiga-
tus, Aspergillus penicillioides, Fusarium
sp., Paecilomyces variotii e Penicillium
sp. (GAYLARDE et al., 1999; BENTO
& GAYLARDE, 2001; PASSMAN,
2003; SORIANO et al., 2015; BENTO
et al., 2016). O proposito deste trabalho
foi prospectar espécies que compdem o
lodo biolégico formado no tanque de uma
embarcacao e avaliar o comportamento de
um dos fungos prospectados (Exophiala
oligosperma) em diesel maritimo puro e
na presenca de misturas (B10 e B20) com
fases aquosas oriundas de uma condi¢do
real (dgua de lastro de embarcagdes) e com
uma condigdo ideal (meio mineral).

MATERIAL E METODOS
Prospeccdo Microbiana

Para a prospec¢do dos micro-organis-
mos foram utilizadas amostras de dleo
diesel maritimo e do lodo formado no
tanque de armazenamento. Foi utilizada
a Norma ASTM D6974-09 (modificada),
que consiste, resumidamente, em filtrar
amostras de 500 mL dos combustiveis, em
condicdes assépticas e a vacuo, utilizando
membrana filtrante de porosidade 0,22
pm, em triplicata. Apods a filtragem, as
membranas foram depositadas em meio
de cultura apropriados para o crescimento
bacteriano e fingico, sendo as placas incu-
badas em estufa, a 30° C, durante 48 horas
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e 7 dias. Apos este periodo as colonias
bacterianas e fingicas, com morfotipos di-
ferentes foram isoladas em novos meios de
cultura, visando a purificagdo dos isolados.
Os combustiveis, apds este procedimento
(esterilizagdo), foram acondicionados em
frascos ambar, estéreis ¢ mantidos sob
refrigeragdo (4°C). Para identificagdo ao
nivel de género de fungos filamentosos,
foram montados microcultivos dos isola-
dos das amostras de fungos.

A identificacdo pela técnica de micro-
cultivo permite a observagao de estruturas
reprodutivas ao microscopio (MOLLA
etal.,2002; CAZAROLLI et al., 2013).
Para a identificagdo molecular, foi reali-
zado o sequenciamento Sanger. O DNA
utilizado para a identificacao foi obtido
a partir de amostras da biomassa de cada
fungo filamentoso prospectado. A extragdo
de DNA foi realizada por meio do Método
CTAB (FERREIRA E GRATAPA-
GLIA, 1998). O grau de pureza do DNA
extraido foi avaliado utilizando o espec-
trofotometro Nanodrop ND-1000 (Nano-
drop Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA). Foram utilizados os primers ITS1
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3")
e ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATA-
TGC-3") visando a amplificagdo, por PCR,
da regido ITS-5.8S- ITS2. Os produtos
da reacdo em cadeia da polimerase foram
purificados com o auxilio do Kit Pure-
Link™ PCR Purification da Invitrogen.
As reagdes de sequenciamento foram
realizadas utilizando BigDye® Termi-
nator 3.1 Cycle Sequencing Reaction Kit
(Applied Biosystems, Foster City USA),
de acordo com as instrucdes do fabricante.
Em seguida, as andlises dos fragmentos
foram processadas por meio do sequencia-
dor automatico ABI Prism 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City CA). As sequéncias geradas foram
comparadas pelo sistema automatizado
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com o banco de dados GenBank (ferra-
menta online disponivel em: http://blast.
be-md.ncbi.nlm.nih.gov/. As sequéncias
foram depositadas no GenBank.

Combustivel utilizado

Foram utilizadas amostras de biodie-
sel produzido a partir de soja comercial,
cedido por uma usina produtora. O 6leo
diesel maritimo foi coletado diretamente
do tanque de uma embarcacdo no Rio
de Janeiro, acondicionado e enviado ao
Labbio-RS em galdes proprios para o ar-
mazenamento de combustivel. A mistura
de biodiesel (20%) com diesel naval foi
preparada no laboratério. O combustivel
de um dos galdes foi separado, com funil
de separacao, da fase aquosa com o lodo
biologico, e esse lodo foi armazenado em
frascos na temperatura ambiente.

Esterilizacdo

Os combustiveis e a agua de lastro
foram esterilizados por filtragdo em mem-
brana filtrante de acetato de celulose de
0,22 pm, da Millipore, com o auxilio da
bomba de vacuo e de um conjunto Kitasa-
to previamente esterilizado, em condigdes
assépticas. Depois foram acondicionados
em frascos de vidro ambar de 1 litro e
armazenados em geladeira (4°C) para
uso posterior.

Montagem de microcosmos

Para avaliar a capacidade deteriogénica
dos micro-organismos, foram montados
microcosmos (frascos estéreis de vidro)
contendo 5 mL de fase aquosa e 2 mL de
fase oleosa. Os experimentos foram clas-
sificados quanto a fase oleosa utilizada,
o6leo diesel maritimo puro ou a mistura
com 20% de biodiesel (B20). Quanto
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a fase aquosa, foi utilizada a condicao
denominada ideal com o meio minimo
mineral Bushnell & Haas (1941),pH 7,2, ¢
a condigdo real, que corresponde a dgua de
lastro pH de 5,9, coletada diretamente do
tanque de armazenamento da embarcacao.
Apds a montagem dos microcosmos, fo-
ram adicionados os fungos Paecilomyces
dactylethromorphus, Curvularia luneta
e Pseudallescheria boydii e a levedura
Exophiala oligosperma.

Outra condi¢do avaliada foi com a
inocula¢do da comunidade microbiana pre-
sente no lodo bioldgico (conforme Norma
ASTM E1259-16), oriundo diretamente
do tanque de estocagem de o6leo diesel
maritimo de uma embarcacdao no Rio de
Janeiro. Os experimentos foram identifi-
cados quanto a fase oleosa utilizada, 6leo
diesel maritimo puro ou a mistura com 20%
de biodiesel. O experimento foi realizado
em triplicata, mantido sob a temperatura de
24°C com repeti¢des destrutivas. Para com-
paragdo dos experimentos, foi utilizado um
controle (sem adigdo do in6culo) estéril.

Inoculo

Foiutilizado 150 pL de um inéculo ndo
caracterizado (conforme preconizado na
Norma ASTM E1259-16) de um biofilme
formado na interface da amostra enviada
diretamente de um tanque de estocagem
de uma embarcag¢do com o6leo diesel
maritimo. O isolado fingico Exophiala
oligosperma foi selecionado e utilizado,
pois obteve a maior biomassa entre os iso-
lados em um estudo preliminar. Culturas
com sete dias de cultivo do fungo em agar
batata (BDA) receberam agua destilada
estéril e 2 mL de um surfactante (Tween
80, preparado na concentracao de 0,01%),
para facilitar a remogao dos esporos.

A concentragdo do indculo fungico
foi determinada pela contagem dos espo-
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ros presentes na solucdo, em Camara de
Neubauer, correspondendo a 10 esporos
por mL.

Andlises microbiologicas

O crescimento microbiano foi ava-
liado estimando-se gravimetricamente a
biomassa produzida nas condigdes deter-
minadas: MDO-B0 BH BR (Oleo Diesel
Maritimo com meio Bushnell Haas como
fase aquosa e inoculado com Borra Ole-
osa), MDO-B20 BH BR (mistura de 6leo
diesel maritimo contendo 20% de biodie-
sel com meio Bushnell Haas como fase
aquosa e inoculado com Borra Oleosa),
MDO-B0 AL BR (Oleo Diesel Maritimo
com agua de lastro como fase aquosa e
inoculado com Borra Oleosa), MDO-B20
AL BR (mistura de 6leo diesel maritimo
contendo 20% de biodiesel com agua de
lastro como fase aquosa e inoculado com
Borra Oleosa).

Para o fungo isolado, os tratamentos
foram: MDO-B0 BH EX (Oleo Diesel
Maritimo com meio Bushnell Haas como
fase aquosa e inoculado com Exophiala
oligosperma), MDO-B20 BH EX (mistura
de dleo diesel maritimo contendo 20% de
biodiesel com meio Bushnell Haas como
fase aquosa e inoculado com Exophiala
oligosperma), MDO-B0 AL EX (Oleo
Diesel Maritimo com dgua de lastro como
fase aquosa e inoculado com Exophiala
oligosperma), MDO-B20 AL EX (mistura
de 6leo diesel maritimo contendo 20%
de biodiesel com agua de lastro como
fase aquosa e inoculado com Exophiala
oligosperma). A biomassa na interface
6leo-agua em cada tempo foi registrada
com fotografias do microcosmo (fase
oleo-interface-fase aquosa). A biomassa
formada foi coletada nos tempos amos-
trais de 15, 30 e 45 dias, sendo filtrada
em um sistema a vacuo com discos de
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papel-filtro previamente pesados (Marca
J. Prolab, gramatura 80, espessura 205
pum, porosidade 14 pum).

Apds a reteng@o da biomassa no filtro,
foram adicionados 3 mL de hexano para a
remocao do excesso de 6leo aderido sobre
cada disco. Os discos contendo a biomassa
foram colocados em estufa a 30°C durante
dois dias para secagem e apds mantidos
durante 24 horas em dessecador. Apds
esse periodo, foram pesados em uma ba-
langa de precisao (Marca Marte — modelo
AL200C). Para o calculo da biomassa
produzida, os valores iniciais foram sub-
traidos dos pesos finais das membranas.

Andlises de pH e de tensdo superficial
da fase aquosa

Foram realizadas medidas do pH da
fase aquosa, visando a detec¢do da natu-
reza de possiveis metabolitos (4cida e/ou
basica), determinada a temperatura am-
biente com auxilio de um pHmetro digital
(Digimed, modelo DM-22). As medidas
da tensdo superficial foram determinadas
em um medidor de tensdo superficial
digital (Gibertini Digital Tensiometer,
Milao, Italia), utilizando-se o método da
placa de Wilhelmy.

Para a medida, foram utilizados cerca
de 10 mL de fase aquosa, apos a filtragao,
na auséncia de biomassa. As amostras per-
maneceram por 30 minutos a temperatura
ambiente. Para a calibragdo do aparelho,
foram utilizados como padrdes liquidos
agua destilada (72,0 mN.m-1) e etanol
(24,0 mN.m-1).

Degradacao da fase oleosa
As amostras da fase combustivel dos
microcosmos dos tempos iniciais e finais

foram analisadas por espectroscopia
de infravermelho com transformada de
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Fourier acoplada a um acessorio de re-
flectancia total atenuada (FT-IR/ATR) no
espectrofotometro Agilent Cary 630 com
um cristal de seleneto de zinco (ZnSe).
Os espectros foram obtidos na faixa de
4000-900 cm-1, com uma resolucao de 4
cm-1 e 32 scans em temperatura ambiente.
Os dados obtidos foram analisados no
software Chemostat.

Anadlise estatistica

O tratamento estatistico dos valores
de crescimento, pH e tensdo superficial
(andlise de variancia; teste de Tukey p
5%) foi realizado com o programa Origin
(versdo 2018).

RESULTADOS

Prospeccdo de micro-organismos e
identificagdo

Foram isolados sete fungos a partir das
técnicas de prospeccao e trés bactérias, da
amostra de 6leo diesel utilizado em uma
embarcagdo e do lodo coletado. Os fungos
foram identificados ao nivel de género por
técnicas de microcultivo e confirmados
por técnicas moleculares (Tabela 1). Seis

dos sete fungos puderam ser identifica-
dos por meio de técnicas moleculares,
chegando a nivel de género ou espécie.
Os isolados que obtiveram identificacdo
por meio de técnicas moleculares foram:
Paecilomyces dactylethromorphus, Exo-
phiala oligosperma, Pseudallescheria
boydii, Penicillium sp, Curvularia lunata
e Fusarium sp. Apenas um dos isolados
ndo pode ser identificado, mas, por meio
do microcultivo e da observagao, foi iden-
tificado como Paecilomyces sp.

Aspecto da biomassa formada durante
estocagem simulada

Durante os 45 dias de experimento,
foi avaliado, a cada 15 dias, o aspecto
da biomassa formada na interface dleo-
-agua, com registro fotografico no tempo
inicial do experimento, sem a presenga
de biomassa (Figura 1). Aos 15 dias de
experimento, verificou-se a presencga de
um biofilme nos tratamentos MDO-B0
BH BR, MDO-B20 BH BR ¢ MDO-B20
BH EX. Os demais tratamentos, que con-
tinham agua de lastro como fase aquosa e
também o tratamento MDO-B0 BH EX,
ndo apresentaram formacao de biomassa
(Figuras 1 e 2).

Cdédigo da Sequéncia

Identificacio do Micro-organismo

LABBIO_MDOI
LABBIO_MDO2
LABBIO_MDO3
LABBIO_MDO4
LABBIO_MDOS5
LABBIO_MDO6

Pseudallescheria boydii
Paecilomyces dactylethromorphus
Penicillium sp
Exophiala oligosperma
Curvularia lunata

Fusarium sp

Tabela 1 — Informagdes sobre o codigo de acesso do resultado de sequenciamento genético dos
microrganismos identificados no Genbank

RMB3°T/2021

111



COMO A ADICAO DE BIODIESEL PODERA IMPACTAR O OLEO DIESEL MARITIMO DURANTE A ESTOCAGEM?

MDO-BO MDO-BO MDO-B20 MDO-B20 MDO-B0 MOO-B0 MDO-B20 MDO-B20
CT AL BR AL CT AL BR AL CT AL EX AL CT AL EX AL

- ‘“

= 5 B L [ - i Tl
MDO-BO MDO-BO 0D0-B20  MDO-B20 MDO-B20 MDO-B20
CTBH BR BH CT BH BR BH CTBH EX BH

Figura 1 — Aspecto dos microcosmos montados ao tempo zero do experimento.

MDO-B0 AL BR (6leo diesel maritimo com agua de lastro como fase aquosa e inoculado com borra oleosa),
MDO-B20 AL BR (mistura de dleo diesel maritimo contendo 20% de biodiesel com dgua de lastro como
fase aquosa e inoculado com borra oleosa), MDO-BO BH EX (6leo diesel maritimo com meio Bushnell
Haas como fase aquosa e inoculado com Exophiala oligosperma), MDO-B20 BH EX (mistura de 6leo diesel
maritimo contendo 20% de biodiesel com meio Bushnell Haas como fase aquosa e inoculado com Exophiala
oligosperma), MDO-B0 AL EX (6leo diesel maritimo com dgua de lastro como fase aquosa e inoculado com
Exophiala oligosperma) e MDO-B20 AL EX (mistura de 6leo diesel maritimo contendo 20% de biodiesel
com agua de lastro como fase aquosa e inoculado com Exophiala oligosperma)

MDO-BO MDO-BO ~ MDO-B20 MDO-B20 MDO-B0 MDO-B0 MDO-B20 MDO-B20
CT AL BR AL CT AL BR AL CTAL EX AL CT AL EX AL

MDO-B0 MDO-BO MDO-B20 = MDO-B20
CT BH EX BH CTBH EX BH

Figura 2 — Aspecto dos microcosmos montados aos 15 dias de experimento. As setas indicam a biomassa
que se forma na interface dleo-agua
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No tempo de 30 dias, todos os tra- MDO-B20 BH EX apresentou uma
tamentos com meio minimo mineral coloracao mais escura que foi capaz de
Bushnell Haas, como fase aquosa, escurecer o combustivel (Figura 4). Para
promoveram o desenvolvimento de todos os tratamentos, com meio minimo
um biofilme na interface (Figura 3). A mineral, foram observadas biomassas

biomassa produzida pelo tratamento mais espessas (Figuras 3 e 4).
MDO-B0 = MDO-B0  MDO-B20 MDO-B20 MDO-B0  MDO-B0 | MDO-B20 MDO-B820

CT AL BR AL CT AL BR AL CTAL EX AL CT AL EX AL

 MDO-80
BR BH

Figura 3 — Aspecto dos microcosmos montados aos 30 dias de experimento. As setas indicam a biomassa
que se forma na interface 6leo-agua

MDO-BO

MDO-B20 J MDO-B20

EXBH

|

Figura 4 — Microcosmos montados aos 45 dias de experimento. Tratamentos com Bushnell Haas MDO-BO,
MDO-B20 e indculo de lodo biolégico e Exophiala oligosperma. As setas indicam a biomassa que se
formou na interface dleo-agua
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MDO-B20 MDO-B20

MDO-B0D

CT AL CT AL BR AL

‘MDO-B20 |
EX AL

MDO-B20
CT AL

L

Figura 5 — Microcosmos montados aos 45 dias de experimento. Tratamentos com agua de lastro MDO-BO,
MDO-B20 e indculo de lodo biologico e Exophiala oligosperma As setas indicam a biomassa que se
formou na interface 6leo-agua

Os tratamentos MDO-B0O BH BR e
MDO-B20 BH BR apresentaram biomas-
sas que foram capazes de separar totalmen-
te a fase aquosa da fase oleosa por conta
de sua espessura. O tratamento MDO-B20
BH EX mostrou uma biomassa que pode
ter produzido pigmentagdo, uma vez que
0 Oleo escureceu, no entanto isso foi ob-
servado apenas em uma das replicatas. A
agua de lastro como fase aquosa ndo pro-
moveu o crescimento de biomassa espessa
no periodo de 45 dias em nenhum dos
tratamentos, no entanto, para o tratamento
MDO B20 BH BR, notou-se a presenca de
particulas que poderiam indicar o inicio do
crescimento microbiano (Figura 5).

Curva de crescimento

Foram observadas diferencas nos va-
lores de peso seco (mg) na presenca de
biodiesel e na composicdo da fase aquosa
utilizada entre os micro-organismos ava-
liados, o indculo ndo caracterizado € o
fungo Exophiala oligosperma. Os valores
médios de biomassa (mg) obtidos a cada
15 dias para os tratamentos, com o meio
mineral Bushnell Haas e a agua coletada
no fundo do tanque da embarcagdo (cha-
mada aqui de agua de lastro) como fase
aquosa sdo apresentados na Figura 6.
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Observou-se que os tratamentos MDO-
-BO BH BR ¢ MDO-B20 BH EX alcan-
¢aram 0os mesmos valores de biomassa
no tempo de 15 dias, correspondendo a
7,1£3,0 mg e 7,1+2,4 mg, respectivamen-
te. O tratamento MDO-B0 BH EX atingiu
o menor valor de 2,5+0,8 mg neste tempo,
enquanto o maior valor (9,2 +5,7 mg) de
biomassa foi obtido para MDO-B20 BH
BR. Aos 30 dias, MDO-B0 BH EX man-
teve o menor peso (2,1£0,3 mg), seguido
por MDO-BO0 BR (7,7+1,7 mg); destacam-
-se os valores obtidos por MDO-B20 BH
BR e MDO-B20 BH EX, que foram proxi-
mos 11,9+0,1 mge 11,44+2,6 mg. Os trata-
mentos MDO-B0 e MDO-B20 inoculados
com Exophiala diferiram estatisticamente
(p>0,05) quando comparados. No tempo
final, os valores das biomassas foram de
7,54+0,6 mg, para MDO-B0 BH EX (valor
mais baixo); 12,4+0,9 mg, para MDO-B0
BH BR; 17,243,4 mg, para MDO-B20
BH BR. Foram observadas diferencas
estatisticas entre o tratamento MDO-B0
BH BR ¢ o tratamento MDO-B20 BH BR
aos 45 dias. O tratamento que obteve o
maior valor, 23,24+4,6 mg, de biomassa no
tempo final foi MDO-B20 BH EX. Os va-
lores de MDO-B0 e MDO-B20 Exophiala
mostraram diferengas estatisticamente
significativas aos 28 dias.
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Figura 6 — Medidas dos valores de biomassa (mg) obtidas nos tempos amostrais 15, 30 e 45 dias para os
tratamentos com Bushnell Haas e agua de lastro

Os valores obtidos para as biomassas
formadas nos tratamentos que tinham
agua de lastro como fase aquosa foram
menores, conforme o esperado, pois trata-
-se de uma condi¢ao com baixo aporte de
nutrientes minerais, quando comparado
com o meio mineral BH. Aos 15 dias,
foram obtidos valores de 1,3+0,7 mg para
MDO-B0 AL BR, sendo o maior valor ob-
tido (Figura 6). O tratamento MDO-B20
AL BR 0,2+0,2 mg foi o menor valor,
sendo 0,8+0,5 mg para MDO-B0 AL EX
e 0,6 mg, para MDO-B20 AL EX. Apods
15 dias, que totalizavam 30 dias de expe-
rimento, novamente foram observados os
valores biomassa. O tratamento MDO-B0
AL EX exibiu o menor valor (0,7+0,0 mg)
de biomassa, seguido de MDO-B20 AL
EX, que alcangou 1,3+0,2 mg. Os trata-
mentos MDO-B0 AL BR e MDO-B20 AL
BR obtiveram valores proximos, 1,6+0,8
e 1,84+0,6 mg, respectivamente. O tempo
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final de 45 dias revelou que o tratamento
MDO-B20 AL BR obteve o maior valor
de biomassa, 4,4+3,2 mg. Nao foram
encontradas diferengas estatisticamente
significativas para as amostras com agua
de lastro como fase aquosa nos tempos
amostrais.

A analise estatistica mostrou diferen-
cas estatisticamente significativas entre
todos os tratamentos com meio mineral
(BH) como fase aquosa e seus respecti-
vos tratamentos com agua de lastro, nos
mesmos tempos amostrais. O menor valor
encontrado para a agua de lastro foi de
0,2+0,2 mg para MDO-B20 AL BR, no
tempo de 15 dias, e o maior valor 4,4+3,2
mg para MDO-B20 AL BR, no tempo 45
dias, embora ndo tenha sido observado
um grande volume de biomassa. Para a
condi¢do ideal (meio minimo mineral),
o menor valor de biomassa registrado foi
2,1+0,3 mg para MDO-B0O BH EX, no
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tempo de 15 dias; e o maior 23,24+4,6mg,
para o tratamento MDO-B0 BH EX.

Andlises de pH e tensdo superficial da
fase aquosa

A natureza dos metabolitos produzidos
foi avaliada por meio das medidas de pH
das fases aquosas nos tempos 0, 30 e 45
dias. A avaliacdo comparativa foi condu-
zida com as medidas dos tratamentos com
indculo ndo caracterizado ou Exophiala
oligosperma e os respectivos controles.
Foram observadas variagdes no pH (Ta-
bela 2) da fase aquosa dos tratamentos em
relagdo a condigdo inicial do experimento,
para o meio minimo mineral Bushnell
Haas. Embora a redugo observada tenha
sido de 7,2 (tempo inicial) para 6,6+0,3
(MDO-B20 BH BR no tempo 45 dias)
e 6,4+0,2 (MDO-B20 BH EX no tempo
de 30 dias), ndo foi possivel encontrar
diferencas estatisticamente significativas
(Tabela 2). Na condi¢do com agua de
lastro, observou-se redugao nos valores de

pH quando comparados ao inicial de 5,9
aos 30 e 45 dias e comparados com seus
controles e com diferencas estatisticas.
As medidas de tensdo superficial foram
realizadas para detectar a produgdo de
surfactantes pelos micro-organismos e
liberados na fase aquosa. Houve redugio
nos valores das medidas de tensdo super-
ficial quando observado o tempo inicial
tanto nos tratamentos com indculo quanto
no controle. E possivel verificar ainda que
a redugdo € observada em maiores valores
para os tratamentos que contém biodiesel
em sua por¢ao oleosa. Foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas
para todos os tratamentos em comparagao
com o tempo inicial e também para MDO-
-B20 BH BR e MDO-B0 BH BR (Tabela
3). Para o tratamento com agua de lastro
como fase aquosa, também foram verifica-
das redugdes nas medidas de tensdes super-
ficial em comparagao com o tempo inicial,
com significancia estatistica; no entanto nao
foram observadas entre os tratamentos com
indculo e controle aos 45 dias (Tabela 3).

Tratamentos Tratamentos
Meio BH 30 dias 45 dias Agua de lastro 30 dias 45 dias
TO: 7,2 TO0: 5,9
MDO-B0 BH CT 7,0+0,0 6,8+0,4 MDO-BO AL CT 5,8+0,0 5,9+0,4
MDO-B20BHCT  6,8+0,0 6,8+0,1 MDO-B20 AL CT  5,5+0,0 5,9+0,1
MDO-B0 BH BR 7,1x0,0 7+0,1 MDO-B0 AL BR 5,7+0,0 5,7+0,0
MDO-B20 BHBR  7,0+0,2 6,6+0,3 MDO-B20 AL BR  5,3+0,0* 5,6+0,0
MDO-B0 BH EX 6,9+0,0 6,9+0,0 MDO-B0O AL CL 5,5+0,0 5,9+0,0
MDO-B20 BH EX  6,4+0,2 6,3+0,1 MDO-B20 AL CL  5,240,22 5,9+0,0

Tabela 2 — Valores de pH para os tratamentos com fase aquosa constituida de meio Bushnell Haas e agua
de lastro no tempo inicial, 30 dias e tempo final

1 Diferiu significativamente quando comparado ao seu controle negativo no mesmo tempo de tratamento.

2 Idem.
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Tratamento
Meio BH
Tempo inicial:
61+0,0 mN-m-1

Tensdo superficial

apos 45 dias

Tratamento
Agua de lastro Tensao superficial
Tempo inicial: apos 45 dias

59+0,0 mN-m-1

MDO-B0 BH CT 46,3+0,7°
MDO-B20 BH CT 35,7+1,9
MDO-B0 BH BR 4741,8

MDO-B20 BH BR 37,140,6
MDO-B0 BH EX 453427
MDO-B20 BH EX 41,5442

MDO-B0 AL CT 40,4+0,6
MDO-B20 AL CT 35,7+0,1
MDO-B0 AL BR 41,7+3,1
MDO-B20 AL BR 37,2462
MDO-B0 AL CL 40,542,9
MDO-B20 AL CL 36,7+1,1

Tabela 3 — Valores das medidas de tensao superficial para os tratamentos com fase aquosa constituida de
meio Bushnell Haas e 4gua de lastro nos tempos iniciais e finais (45 dias)

Anadlise da fase oleosa no
infravermelho — Degradagdo do
biodiesel

Para a avalia¢do dos resultados dos
tratamentos que continham as blendas
de 20% de biodiesel, foi selecionada a
regido de 1800-900 cm™! na avaliagdo das
analises quimiométricas. Os dados, entdo,
foram suavizados para remover o efeito
de ruido e normalizados ¢ foi aplicada a
primeira derivada para que as diferencas
entre amostras fossem evidenciadas.
Por meio de uma Analise Hierarquica
de Agrupamentos (Hierarchical Cluster
Analysis — HCA) (Figura 7), pode-se
observar a tendéncia para a formacgao
de dois grandes grupos, sendo um deles
formado por amostras contendo agua de

lastro, enquanto outro grupo ¢ formado
exclusivamente por amostras com o meio
Bushnell Haas (BH). No grafico de esco-
res da Andlise de Componentes Principais
(Principal Component Analysis — PCA),
observa-se que as duas primeiras compo-
nentes principais (PCs) explicam 61% da
variagdo dos dados (Figura 8). Na PCl1,
amostras contendo meio BH com inéculo
de fungo isolado e borra oleosa se en-
contram na parte negativa, enquanto que
amostras controle e aquelas que possuem
agua de lastro apresentam-se na parte po-
sitiva. No grafico de pesos (loadings) da
PC1, observa-se que a maior contribuigdo
para esta distribui¢o se da na regido entre
1800-1650 cm-1, onde estdo presentes os
estiramentos C=0 presentes nos ésteres,
caracteristicos do biodiesel.

3 Todos os valores diferiram significativamente do valor inicial.
4 Assim como MDO-B20 BH BR 37.1+0.6, diferiu significativamente do tratamento quando comparado com

6leo diesel maritimo puro e blenda.

RMB3°T/2021

117



COMO A ADICAO DE BIODIESEL PODERA IMPACTAR O OLEO DIESEL MARITIMO DURANTE A ESTOCAGEM?

HEA

: f Ninl& LT l . '

RN R N R RENERRERR RN

=

Bushnell Haas como fase aquosa
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Figura 7 — Dendrograma obtido a partir dos dados de infravermelho das amostras de MDO-B20 no tempo
final do experimento 45 dias. Em destaque, a separagdo dos grupos
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Figura 8 — Escores de PCA obtidos por meio dos dados de infravermelho das amostras de MDO-B20 no
tempo final do experimento 45 dias
Amostras com Bushnell Haas como fase aquosa — cinza; Amostras com agua de lastro como fase aquosa —
preto. Em destaque, as amostras que sofreram degradagio

CONCLUSAO ritimo. Foram caracterizados os seguintes

fungos filamentosos: Paecilomyces dac-

Foi possivel realizar o isolamento e a tylethromorphus, Exophiala oligosperma,

caracterizagdo de espécies microbianas Pseudallescheria boydii, Penicillium

presentes no lodo encontrado no fundo sp, Curvularia lunata e Fusarium sp. O

de uma embarcagdo com 6leo diesel ma- desenvolvimento microbiano em condi-
118
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¢des com o meio minimo mineral (aporte
nutricional) e com a agua livre (condi-
¢do real) como fase aquosa foi distinto.
Com a presenca da mistura com 20%
de biodiesel, foram observados maiores
valores de biomassa

durante o crescimento microbiano. Os
resultados de FTIR mostraram degradag@o
da fracao biodiesel apenas para a condi¢cao
em que a fase aquosa foi o meio mineral
Bushnell Haas, devido ao aporte de nu-
trientes minerais.

(peso seco) do que
o tratamento com
oleo diesel mariti-
mo puro. Foi obser-
vado que o fungo
Exophiala oligos-
perma isoladamen-
te obteve maiores
valores de biomassa

A adic¢ao de biodiesel em
diesel maritimo exigira
cuidados e implementacio
de rotinas rigidas na
manutencao do
combustivel estocado

A presenca de
biodiesel pode ter
sido responsavel pe-
los maiores valores
de biomassa obser-
vados na mistura
B20 quando compa-
rado com a condicao
de diesel naval puro.

(peso seco) quando

Essa constatacao

comparado com o

inéculo do lodo bioldgico, na condigdo
com 20% de biodiesel quando comparado
com Oleo diesel maritimo. Os valores das
medidas de pH e da tens@o superficial
ndo apresentaram redugdes significativas

alerta a comunidade
usuaria, como o ocorrido para o 6leo
diesel rodoviario, de que a adi¢cdo de
biodiesel em diesel maritimo exigira cui-
dados e implementacao de rotinas rigidas
na manuten¢do do combustivel estocado.

=~ CLASSIFICACAO PARA INDICE REMISSIVO:
<ECONOMIA>; Industria do Petréleo; Oleo Combustivel; Recursos do Mar;
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