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RESUMO

A adicdo do biodiesel ao 6leo diesel é obrigatéria desde 2008, e até 2018 o percentual
atualmente é de 8% (B8) pode atingir até 15% (B15), de acordo com a Lei n° 13.263
de 23/03/2016. Diferente do diesel fossil, o biodiesel apresenta uma quantidade
elevada de ligacOes insaturadas, sitios ativos carboxilicos que conferem carater
higroscopico ao combustivel, o que torna suscetivel a degrada¢bes. Durante o
armazenamento pode ocorrer a degrada¢cdes microbiolégicas, onde na presenca de
umidade, contato com oxigénio, luz e temperatura fornece um ambiente favoravel a
proliferacdo de microrganismos, que levam a degradacédo do combustivel, sendo que
a biomassa resultante ocasiona diversos problemas no motor. Com a reducéo destes
microrganismos é possivel aumentar o tempo de estocagem de 6leo diesel comercial,
favorecendo a distribuicdo e comercializagdo em um pais continental, como o Brasil.
Algumas alternativas tém sido utilizadas para contornar este tipo de problema, como
€ 0 caso dos aditivos quimicos, porém apresentam desvantagem, como 0 aumento do
custo do produto final e a geracéo de residuos. O objetivo deste trabalho € identificar
e quantificar microrganismos presentes em 6leo diesel, e diminuir o crescimento
microbioldgico utilizando radiacdo ultravioleta. Foram coletadas amostras de 6leo
diesel S10 (teor maximo de enxofre de 10 mg kgt), em distintos periodos ao longo do
ano. As amostras de diesel comercial foram adicionadas num reator composto por
lampadas de radiacdo ultravioleta (40W) com 253nm e sistema de circulacdo. Os
testes foram realizados em diferentes tempos de contato com a radiacéo ultravioleta
(de 0 a 360 min), variando-se o volume de amostra (40 e 60 L) e a utilizacdo ou néo
do sistema de circulacdo. Os microrganismos presentes no 6leo diesel S10 B8 antes
e apos o tratamento foram quantificados pela técnica de microgota e método
espectrofotométrico em 600nm e identificados por sequenciamento genético. O efeito
da radiacdo sobre as propriedades fisico-quimicas do combustivel foi avaliado por:
diferenciacéo espectrofotométrica, massa especifica a 20 °C, viscosidade cinematica
e realizado o acompanhamento da temperatura. A combinacdo de 360 minutos de
radiacdo, com circulacéo do sistema proporcionou uma diminuicdo de 1,50x10%° UFC
mL? para 3,33x10> UFC mL?' na concentracdo de microrganismos. Sobre as
propriedades fisico-quimicas do Oleo diesel, a maxima exposicdo a radiacdo nao
ocasionou alteracbes sobre o0s aspectos fisico-quimicos. Foram identificados
microrganismos dos géneros: Staphylococcus sp.; Clostridium sp.; Enterococcus sp.;
Enterobacter sp. e Bacillus sp., ao qual apresentaram alto potencial de degradacao
de dleo diesel e blendas, onde apdés 96 horas de incubagdo as amostras foram
degradadas. Com isso pode-se concluir que a utilizagcéo da radiacdo UV como método
de controle microbiologico diminuiu a concentragdo de microrganismos presentes, em
torno de 99%, com isso aumentando o tempo de estocagem do combustivel.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiesel, contaminacdo microbiologica, biodegradabilidade.
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Evaluation of ultraviolet radiation in the inactivation of microorganisms present
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ABSTRACT

The addition of biodiesel in the diesel oil is mandatory since 2008, and until 2018 the
percentage who currently is 8% (B8) can reach up to 15% (B15), according to the law
n° of 13,263 23/03/2016. But biodiesel is susceptible to degradation by unsaturated
bonds and high hygroscopicity. During storage the microbiological degradation may
occur, caused by contamination of microorganisms, mainly by the presence of water,
where in contact with oxygen, light and temperature, provides a favourable
environment for the proliferation of microorganisms, generating the formation of
biomass that causes various engine problems. With the reduction of these
microorganisms is possible to increase the storage time of commercial diesel, favoring
the distribution and marketing in a country, such as Brazil. Some alternatives have
been used to circumvent this kind of problem, as is the case with chemical additives,
but present a disadvantage, as the rising cost of the final product and the generation
of waste. The aim of this study is to identify, quantify and inactivate microorganisms
present in diesel oil by using ultraviolet radiation to eliminate and/or reduce
microbiological growth. We collected samples of diesel S10 (maximum sulphur content
of 10 mg kg 1), from different periods throughout the year. Commercial diesel samples
were added in a reactor composed of ultraviolet lamps (40W) and circulation system.
The tests were conducted at different times of contact with ultraviolet radiation (from O
to 360 min), varying the sample volume (40 and 60 L) and the use or non-use of the
circulation system. The microorganisms present in the diesel S10 B8 before and
afterhtreatment were quantified by the technique of microdrop and absorbance, and
identified by genetic sequence. The effect of radiation on physical and chemical
properties of fuel was rated by: differentiation, temperature, mass spectrometric
specifies the 20°C and kinematic viscosity. The combination of 360 minutes of
radiation, with circulation of the system provided a decrease of 1, 50x1010 UFC mL™
for 3, UFC 33x102 mL™* in concentration of microorganisms. On the physico-chemical
properties of diesel oil, the maximum exposure to radiation caused changes on the
physical and chemical aspects. Microorganisms of the genera were identified:
Staphylococcus sp.; Clostridium sp.; Enterococcus sp.; Enterobacter SP. and Bacillus
sp., which presented high potential for degradation of diesel oil and blends, where after
96 hours of incubation, the samples were oxidized. With this we can conclude that the
use of UV radiation as a method for microbiological control inativou and/or decreased
the microorganisms present, increasing storage of fuel.

KEYWORDS: Biodiesel, microbiological contamination, biodegradation.
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1. INTRODUCAO
O oOleo diesel é um dos principais combustiveis utilizados no Brasil, atuando
principalmente nos setores industriais e rodoviérios. Contudo, esse combustivel é
obtido de fontes ndo renovaveis, e seu uso esta diretamente ligado ao aumento das

emissdes antropicas de dioxido de carbono e enxofre.

Diante disso apresenta-se a necessidade da utilizacdo de um combustivel
alternativo, que contribua na mitigacdo das mudancas climaticas e esgotamento de
fontes fosseis. Esta alternativa é o biodiesel, que € obtido de fontes renovaveis,
proporciona uma energia sustentavel e auxilia na redugdo das emissdes dos gases
de efeito estufa, como CO, CO2 e compostos de enxofre (Meira et al., 2016; Caliskan,
2017; Patel e Sankhavara, 2017).

Atualmente o percentual de biodiesel ao 6leo diesel € de 8%, contudo a Lei n°
13.263 de 23 de marco de 2016, que entrou em vigor em 2017, determina que o
aumento acontecga para 9% em 2018 e 10% em 2019. A lei também determina que
em até 36 meses da data de promulgacdo, seja autorizada a adicdo de 15% em
volume de biodiesel ao 6leo diesel, apds testes que validem a mistura.

A inclusdo do biodiesel ao 6leo diesel apresenta varias vantagens ao
combustivel resultante, contudo o biodiesel € mais suscetivel a oxidacdes devido a
condicbes ambientais (luz, ar, umidade, etc.), sendo que teores elevados podem
afetar a estabilidade do combustivel, ocasionando degradacdes e alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas do combustivel.

A degradacdo pode ocorrer em todo tipo de combustivel, e uma forma de
degradacdo é a microbiologica, que ocorre principalmente durante o processo de
armazenamento, provocando altera¢des na qualidade com o avanco do tempo.

A contaminacdo microbiolégica pode ocorrer durante toda a cadeia de
producdo e/ou transporte de Oleo diesel e biodiesel. Esse tipo de contaminacao
acontece principalmente pela presenca de agua em tanques de armazenamento. Visto
gue o biodiesel apresenta uma alta capacidade de higroscopicidade, e com acumulo
de umidade no interior dos tanques de armazenamento, sua capacidade de absor¢ao
é alta.

A presenca de agua no biodiesel auxilia na degradacéo microbiana, onde em
contato com oxigénio, luz e temperatura, fornece um ambiente favoravel a proliferacao

de microrganismos. A presenca de 4gua em tanques de transporte e armazenamento



contribui para a produgcdo de biomassa microbiana, provocando corrosédo de
componentes de motor, entupimentos de tubos e filtros, danos nos sistemas de
injecdo e diminuicdo da qualidade do combustivel, e também a formacéo de biofilmes
(Buker et al., 2011; Buker et al., 2014).

Os métodos mais utilizados para controle deste tipo de degradacdo sdo os
fisicos e quimicos, tais como: aplicacdo de aditivos quimicos; drenagens e limpezas
nos tanques, filtracdo e centrifugacdo do combustivel. Contudo ambos apresentam

desvantagem em seu uso (Zimmer, 2014; Beker et al., 2016).

Diante disso vé-se a necessidade de novos métodos a serem utilizados como
forma de controle microbiolégico. A radiacdo ultravioleta vem como alternativa de
controle, visto que sua acdo atua diretamente na inativagdo de microrganismos,
apresentando acdo germicida e/ou bactericida, ocasionando quebra de importantes

grupamentos bioquimicos.

Com o aumento da concentracdo de biodiesel ao 6leo diesel, a capacidade
de higroscopicidade do combustivel final é elevada, tornando-o mais propenso a

contaminac¢des microbiologicas.

A radiacdo ultravioleta para inativacdo de microrganismos atualmente é
utilizada no tratamento de esgotos sanitarios, aguas de chuvas e efluentes. Nao foram
encontrados trabalhos na literatura consultada sobre seus efeitos na eliminacéo de
microrganismos do Oleo diesel. Sendo assim, este trabalho pode ser uma saida
simples para minimizar ou retardar o problema de degradacdes microbiol6gicas no

6leo diesel.

Diante disto, este trabalho trata-se de identificar, quantificar e inativar
microrganismos presentes em Oleo diesel, utilizando radiagéo ultravioleta a fim de
minimizar ou retardar o crescimento microbiolégico. Visto que, a exposicdo de
microrganismos a radiacdo ultravioleta tende a ocasionar lesfes irreversiveis

impedindo sua reproducao.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o efeito da radiacdo ultravioleta na

inativacdo de microrganismos presentes em 0leo diesel comercial S10 B8.

2.2.0bjetivos especificos

Elaborar um reator para a realizacao de testes de incidéncia da radiacéao
ultravioleta sobre combustiveis em escala piloto;

Determinar o tempo ideal de contato da radiagédo ultravioleta sobre o 6leo
diesel para inativar e/ou diminuir o crescimento de microrganismos;
Avaliar o efeito da circulacéo do 6leo diesel dentro do reator;
Quantificar os microrganismos presentes em 0leo diesel antes e apés o
tratamento com radiacao ultravioleta;

Realizar a identificacdo dos microrganismos isolados no 6leo diesel
comercial,

Avaliar as caracteristicas fisico-quimica do combustivel;

Avaliar a capacidade de biodegradacao dos microrganismos isolados em

diferentes blendas de 6leo diesel com biodiesel.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.0leo diesel

De acordo com a Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustivel
- ANP, combustivel é qualquer produto que a partir de sua queima ou transformacao
qguimica provoca a geracdo de energia, ex. gas natural, gasolina, 6leo diesel, carvao

mineral, etc.

O 6leo diesel é definido como um combustivel liquido, de origem fossil
(derivado do petrdleo), composto por hidrocarbonetos (dtomos de hidrogénio e
carbono), com cadeias carbonos, apresentando pequenas quantidades residuais de
oxigénio, nitrogénio e enxofre. E um combustivel inflaméavel, limpido, viscoso, baixa

volatilidade, odores fortes e marcantes e com medio nivel de toxicidade (ANP, 2016).

Atualmente no mercado brasileiro o diesel € um dos principais combustiveis
utilizados e comercializados, sendo sua aplicacdo diretamente no uso rodoviario
(veiculos automotivos, maquinas agricolas, constru¢cdo e industriais), no uso nao
rodoviario (mineracdo a céu aberto, transporte ferroviaria e usinas termoelétricas) e

no uso maritimo (embarcacdes) (ANP, 2016).

De acordo com a Resolucédo da ANP, n° 30 de 23 de junho de 2016, o dleo
diesel é classificado de acordo com o teor de biodiesel. O Oleo diesel A é um
combustivel isento de biodiesel, empregado no uso rodoviario ou ndo rodoviério,
destinado a veiculos de motores de ciclo Diesel, proveniente de refinarias, nas
centrais de matérias-primas petroquimicas e nos formuladores. O 6leo diesel BX a
B30 é um combustivel composto da mistura do 6leo diesel A com biodiesel, onde o

teor é estabelecido pela legislacdo vigente, sendo inferior ou igual a 30% em volume.

A Resolucdo da ANP, n° 50 de 23 de dezembro de 2013 estabelece a
nomenclatura em relacdo ao teor maximo de enxofre, onde 6leo diesel S10 apresenta
teor maximo de enxofre de 10 mg kg * e 6leo diesel S500 teor maximo de 500 mg kg

1 de enxofre.

De acordo com dados do Balan¢co Energético Nacional — BEM (ano base
2015) elaborado pela Empresa de Pesquisa Energética — EPE, em 2015 houve um
regresso de 1,9% no consumo de combustiveis, principalmente nos setores industriais

e transportes. Em relacdo ao consumo de 6leo diesel houve uma queda de 4,3% no



consumo e essa diminuicdo esté diretamente relacionada com uma leve diminuicéo
da atividade no setor de transporte, principal consumidor de 6leo diesel, ao qual o 6leo
diesel representa 18,4% (Figura 1) do consumo final de energia por fonte na matriz

energeética brasileira.

BRASIL (2015)
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Figura 1. Consumo final de energia por fonte.

(* inclui biodiesel; 2 inclui apenas gasolina A (automotiva); 3 inclui gas de refinaria, coque de carvao
mineral e carvao vegetal, dentre outros).

Fonte: Balanco Energético Nacional (ano base 2015), 2016).

De acordo com o Balanco Energético Nacional, em 2015 as emissdes
antropicas alcangaram valores de 462,34 MtCO2®9, sendo o setor de transporte com
a maior geragcdo de emissfes totais, com 42%. Visto que o 6leo diesel € um dos
principais combustiveis fésseis utilizados no setor de transporte, juntamente com a
gasolina, ha necessidade da utilizacdo de combustiveis alternativos que sejam
ecoldgicos e renovaveis, contribuindo com a mitigacdo das mudancas climaticas e o
esgotamento de fontes fosseis (Caliskan, 2017).

Diante disso, os biocombustiveis se tornam uma alternativa de combustivel a
partir de fontes renovaveis e obtencao de energia sustentavel, a fim de minimizar os
efeitos com a poluicdo ambiental (Patel e Sankhavara, 2017).

A incluséo do biodiesel ao 6leo diesel passou a ser obrigatéria desde 2008.
Esta inclusdo esta diretamente relacionada com os beneficios ambientais, visto que o
biodiesel é renovavel e produzido a parte de 6leos vegetais e animais. De acordo com
Meira et.al, (2016) a mistura de biodiesel ao Oleo diesel auxilia para uma reducéo de
CO, COz2 e enxofre.



3.2.Biodiesel

Os biocombustiveis sdo derivados de biomassas renovaveis, que podem ser
utilizados em motores a combustao ou na geracéo de energia, na substituicao parcial
ou completa de combustiveis de origem fosseis. S&o exemplos de biocombustiveis o

etanol, o biodiesel dentre outras regulamentadas pela ANP (ANP, 2016).

A introducé@o do biodiesel na matriz energética brasileira se iniciou com a
criacdo do Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB) em 2004 e

com a implementacéo da Lei 11.097/2005

Segundo a ANP (2017), biodiesel € um combustivel obtido a partir de 6leos e
gorduras, vegetais ou animais, definido de acordo com a Resolucdo da ANP, n° 30 de
23 de junho de 2016, como um combustivel composto de alquil ésteres de acidos
carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir da transesterificacdo e/ou
esterificacdo de materiais graxos, que atenda as especificacbes do regulamento

técnico contido na Resolucéao.

E um combustivel oxigenado e renovavel (Aldhaidhawi et al.,2017), com alto
potencial de biodegradabilidade, menor toxicidade, maior indice de cetano, melhor
lubrificacdo, baixos teores de enxofre, sendo menores as emissdes de gases nocivos
(Patel e Sankhavara, 2017). Apresenta caracteristicas muito proximas do 6leo diesel,
podendo ser usado diretamente e/ou misturas (blendas) em motores de ignicao,
podendo ser necessarios pequenas modificacdes (Shahabuddin et al., 2012; Meyer et
al., 2014, Caliskan, 2017).

O biodiesel é produzido a partir do processo de transesterificacdo ou
esterificacdo de um triacilglicerol ou do acido graxo, com um alcool de cadeia curta na
presenca de uma catalisador, esta reacdo esta representada na Figura 2 (Pinho,
2016).
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Figura 2. Reacéo de obtencéo de biodiesel: (a) transesterificacdo; (b) esterificacéo.
Fonte: Pinho, (2016).

As matérias-primas oleaginosas apresentam diversidade muito grande de
utilizacdo. No Brasil as principais matérias-primas empregadas na producdo de
biodiesel sdo os 6leos vegetais (como soja, dendé, girassol, algodao, entre outros),
gorduras animais (como sebo, 6leos de peixes, gordura de suinos, aves e outros) e
Oleos e gorduras residuais (6leos provenientes de frituras, matérias-primas graxas
provenientes de esgotos urbanos e outros). A Figura 3 apresenta o perfil nacional de
matérias-primas (Agéncia Embrapa de Informacéao Tecnoldgica , 2017).

® Gordura Bovina
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¥ Outros Materiais Graxos
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® Gordura de Porco 1,73%

2,73%

Outras Matérias Primas " Gordura de Frango

1,11%

u Oleo de Palma / Dendé
1,76%

Figura 3. Perfil nacional de matérias-primas utilizadas para producao de biodiesel.
Fonte: Boletim do Biodiesel — ANP, (2018).

Na regido sul, o 6leo de soja € a matéria prima mais utilizada na producao de
biodiesel, contudo também sao utilizados gordura bovina, porco, 6leo de franco e

6leos de algodao, palma e girassol, conforme demonstrado na Figura 4.
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Figura 4. Percentual de matérias-primas utilizadas para producgéo de biodiesel na regido Sul.
Fonte: Boletim do Biodiesel — ANP (2018).

Devido ao biodiesel ser produzido de diversas fontes de matérias-primas, sua
composicdo quimica se torna muito variada. Em termos de natureza (tamanho de
cadeia e grau de insaturacdo) e quantidade de ésteres graxos as propriedades fisico-
quimicas do biodiesel variam significantemente (Pinho, 2016).

Apesar do biodiesel apresentar varias vantagens em sua utilizacao, ele possui
uma maior predisposicdo a oxidacao do que o 6leo diesel, em funcao da presenca de
ligagbes insaturadas nas moléculas provenientes das matérias-primas utilizadas,
elevada reatividade com ar e alta higroscopicidade (capacidade em absorver agua)
(Fu et al., 2016).

Os teores de ésteres saturados e insaturados variam em func¢éo do tipo de
matéria-prima disponibilizada para a producdo do biodiesel. Quando o biodiesel
apresenta grandes quantidades de ésteres saturados em sua composi¢do, nao
apresenta propriedades ideais de fluxo a frio. O biodiesel tende a solidificar em
elevadas temperaturas, préximas a temperatura ambiente, porém tem uma maior
estabilidade a oxidacdo. De outro lado um biodiesel composto principalmente por
ésteres insaturados apresenta boas qualidades de fluxo a frio, mas apresenta uma

maior degradacéo a oxidacdo (Dogan e Temur, 2013; Pinho, 2016).

3.3.Misturas entre 6leo diesel e biodiesel

A mistura de biodiesel e 6leo diesel € possivel visto que o biodiesel é miscivel
com o diesel, independente da proporgédo utilizada, formando misturas (blendas)
denominadas BX (onde o X é a propor¢do adicionada de biodiesel ao 6leo diesel)
(Bastos, 2014).



Atualmente o percentual de biodiesel ao 6leo diesel € de 8% do volume final
do 6leo diesel, sancionado pela Lei n° 13.263 de 23 de marco de 2016. Essa
determinacao entrou em vigor em 01 de Marco de 2017, e de acordo com a medida,
o percentual deve aumentar para 9% em 2018 e 10% em 2019. A lei também
determina que em até 36 meses da data de promulgacédo seja autorizada a adicao de
15% em volume de biodiesel ao 6leo diesel.

Para a utilizacdo dessas misturas em motores e que ocorre que apresente
uma funcionalidade correta, é indispensavel que as propriedades fisicas e quimicas
sejam adequadas as normas. As normas técnicas para o 6leo diesel sédo estabelecidas
pela ANP na Resolugédo n° 50 de 23 de dezembro de 2013, onde descreve todos 0s
parametros fisico-quimicos exigidos, assim como para o biodiesel, regulamentado
pela Resolucdo n°45 de 25 de agosto de 2014.

A ANP dispde de um boletim de conformidade, um documento de qualidade,
expedido pelos distribuidores, que pode ser utilizada para verificar os resultados das
analises fisico-quimicas do biodiesel. A ANP analisou 3.025 amostras de 6leo diesel
B8 comercializada no més de Junho de 2017, onde foi relatado que o teor de biodiesel
fora das especificacdes representou 55% do total de ndo conformidades, conforme
Figura 5 (Ministério de Minas e Energia — MME, 2018).
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Figura 5. N&o conformidades de 6leo diesel B8
Fonte: MME (2018).

A incluséo do biodiesel ao 6leo diesel ocasionou algumas vantagens, por ser
um combustivel obtido de fontes renovaveis. Contudo o biodiesel apresenta uma
maior facilidade de oxidacdo, levando a formacdo de compostos que danificam os
motores a diesel, principalmente pela alta capacidade de absorcdo de agua (Carvalho
et al., 2016; Pinho, 2016).
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Os principais problemas associados a mistura de biodiesel ao 6leo diesel
englobam a formacdo de depdsitos em tanques de transporte e armazenamento;
obstrucdes de filtros de bomba de combustivel; sistemas de injecdes, corrosdo em
bombas, pistédo, injetor, tubo compressor, camara de combustéo e catalitica (Carvalho
et al., 2016; Pinho, 2016).

3.4.Propriedades fisico-quimicas do 6leo diesel e biodiesel

A ANP determina especificagbes necessarias a um combustivel, com o
objetivo de estabelecer e atingir uma qualidade minima para o uso, obedecendo as
normas técnicas a fim de garantir uma uniformidade no produto, visto que as
alteracbes nas propriedades fisico-quimicas podem ocorrer desde o processo de

producao até a utilizacao final em postos de combustiveis (Ramos et al., 2016).

As metodologias utilizadas para determinar as propriedades fisico-quimicas
séo estabelecidas por normas técnicas, tais como as normas da Associa¢ao 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, 2014; Ramos et al.,
2016).

A qualidade do combustivel pode ser dividida em trés categorias, sendo a
primeira categoria dividida pelos ensaios comuns do controle de qualidade de
combustiveis fésseis, a segunda pelos ensaios utilizados no controle da qualidade de
Oleos vegetais e a terceira pelos ensaios especificos para biodiesel (Pullen e Saeed,
2012; Ramos et al., 2016).

As principais caracteristicas do biodiesel que esté@o diretamente relacionadas
com a estabilidade, sensiveis a incidéncia de processos degenerativos, de origem
abidtica (hidrolitica e oxidativa) sdo: teor de umidade; indice de acidez; indice de
peréxido; densidade, viscosidade cinematica a 40° C e indice de estabilidade oxidativa
(Pinho 2016).

Sao apresentados na Tabela 1 especificacdes necessarias para identificar as

caracteristica da qualidade do 6leo diesel.



Tabela 1. Especificacdes do 6leo diesel de acordo com a ANP.

LIMITE METODO
CARACTERISTICA S10 S500 S1800
N&o
rodoviério
Aspecto (1) LIl (2) Visual
Cor 3 Vermelho 5
® ®) Visual
(4)
Cor ASTM, max. 3,0 NBR 14483
ASTM D6045
ASTM D1500
Massa especificaa 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 Cinematica 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.) (8) 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
Destilac&o/10% vol. (°C) 180 Anotar
(10)
Destilac&o/50% vol. (°C) 245,0 a 245,0 a 310,0
(10) 295,0
A NBR 9619 (9)
0 o
Destllagao(/fg)/o vol. (°C) Anotar ASTM D86 (9)
ASTM D1160
Destila¢c@0/90% vol.(°C) Anotar
(10)
Destilac@0/95% 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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Residuo de carbono — 10% 0,25 NBR 14318
amostra (%omassa) ASTM D524
Cinzas (%massa) 0,01 NBR 9842
ASTM D482
Corrosividade ao cobre 1 NBR 14359
ASTM D130
Teor de 4gua (mg/kg) 200 500 ASTM D6304
EN ISO 12937
Agua e sedimentos (% vol.) - 0,05 ASTM D2709
Estabilidade & oxidacéo (h) 20 EN15751
Contaminacao total 24 Anotar
EN12662
(mg/kg) (12)
Numero de acidez (mg 0,3 NBR 14248
KOH/qg) ASTM D664
Condutividade elétrica 25 25 Anotar ASTM D2624
(Ps/M) (13) (14) ASTM D4308
NuUmero de cetano ou 48 42 42 ASTM D613
numero de cetano derivado ASTM D6890
(NCD) ASTM D7170
ASTM D7668

Fonte: ANP, 2014.

Nota: (1) Em caso de disputa ou para efeito de fiscalizacdo, nas autuagfes por ndo conformidade no Aspecto,
deverdo ser realizadas as analises de teor de agua e contaminagao 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 agua 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 anotacédo da temperatura de ensaio. (3) Incolor a amarelada,
podendo apresentar-se ligeiramente alterada para as tonalidades marrom e alaranjada devido a coloragéo 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 coloragdo 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
variacao de + 0,5% em volume para misturas de 6leo diesel com teor de biodiesel inferior a 20% e variacéo 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 éleo 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 versao da norma de 1998 ou 2008 (EN 12662:1998 ou EN
12662:2008) (13) Limite requerido ho 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 adogdo de medidas de
seguranga.

O teor de umidade indica a extenséao da degradacéao hidrolitica que promove
a geracdo de acidos gréos livres, tendo como consequéncia, altos valores de indice
de. O indice de peroxido reflete no progresso de oxidacao, indicando a formacéo de
produtos de oxidacao secundarios. No processo final de oxidacdo ocorre o aumento
da densidade e também elevacgao da viscosidade, onde em sua fase final oligbmeros
sdo observados, contribuindo nos elevados valores. Para o indice de estabilidade

oxidativa, valores baixos indicam baixa resisténcia a estabilidade de oxidacéo,
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refletem também o tempo de propagacao do processo de oxidagdo e a reserva de
oxidantes ainda presente (Ashraful et al., 2014; Pinho 2016).

3.5.Estabilidade do 6leo diesel e biodiesel

A degradacdo pode ocorrer em todo tipo de combustivel, afetando as
propriedades fisicas e quimicas, a qualidade no uso e também provocando a formacao
de outros compostos. A forma em que o combustivel resiste a essas alteracdes é

denominada estabilidade (Braun et al., 2015).

Os tipos de degradacdes que mais afetam o biodiesel sdo: (i) oxidacéo,
quando ocorre contato com oxigénio presente no ar; (ii) térmica, por excesso de calor;
(iii) hidrdlise pela contaminacdo de 4gua e umidade em tanques de armazenamento;
e (iv) contaminacdo microbiana que pode conter bactérias, fungos ou leveduras
(Pullen e Saeed, 2012; Braun et al., 2015).

A estabilidade esta diretamente relacionada com a cadeia de producéao do
biodiesel, podendo ser proveniente da matéria-prima, processo de producao,
transporte e armamento. A estabilidade pode ser dividida em trés tipos: estabilidade
de armazenamento, estabilidade a oxidacdo e estabilidade térmica. (Pullen e Saeed,
2012; Fu et al., 2016; Saluja, Kumas e Sham, 2016).

Estabilidade de armazenamento é determinada como a capacidade de um
combustivel em resistir ao longo prazo de armazenamento, sem que ocorra a sua
deterioracdo. E a resisténcia em relacdo as mudancas fisicas e quimicas ou
interacbes durante o armazenamento, tais como: interacdo com luz, umidade,
oxigénio do ar, temperatura, etc (Fu et al., 2016; Pinho, 2016; Saluja, Kumas e Sham,
2016).

A estabilidade a oxidacdo define um combustivel que tem a tendéncia em
reagir com moléculas de oxigénio em temperaturas mais proximas a do meio ambiente
e a suscetibilidade do combustivel a degradacdo por oxidacdo. (Pullen e Saeed,
2012).

As matérias primas utilizadas no processo de producdo de biodiesel
apresentam estruturas insaturadas, que permanecem nos ésteres alquilicos e podem
sofrer processos de oxidagdo. O processo de oxidacdo envolve varias reagbes do

oxigénio molecular, presente no meio, acompanhado pela formacdo de peroxidos e



14

hidroperdxidos, podendo degradar-se em produtos de cadeia curta, como: cetonas
aldeidos, alcoois e acidos de baixo peso molecular, sendo capaz também de formar
produtos de elevado peso molecular (Pullen e Saeed, 2012; Pinho, 2016; Saluja,
Kumas e Sham, 2016).

O processo de oxidacao dos triacilglicerideos é derivado de varias reacoes,
onde ocorre formacédo de radicais livres, que sofrem rearranjos que provocam 0
aumento da massa molecular do sistema, formando materiais insoliveis no meio.
Esse material aumenta a viscosidade do biodiesel, estando relacionado também com
os depdsitos em tanques, problemas em sistema de injecao e outras partes do motor
(Pinho, 2016; Saluja, Kumas e Sham, 2016).

Estabilidade térmica é a vulnerabilidade do combustivel em se degradar em
altas temperaturas. Em elevadas temperaturas ocorre a deterioragcdo dos
antioxidantes naturais do biodiesel, aumentando o processo de oxidacdo. A
estabilidade térmica é importante quando o biodiesel entre em contato com o calor do
motor (Pinho, 2016; Saluja, Kumas e Sham, 2016).

3.6.Degradacao microbiana do biodiesel

A biodegradabilidade é uma das principais vantagens do biodiesel, contudo
essa mesma biodegradabilidade permite que o biodiesel seja mais suscetivel as
degradacfes/contaminacdo microbiologica, principalmente nas etapas de

armazenamento do biodiesel (Buker et al., 2011).

A degradacao microbiolégica ocorre principalmente durante o processo de
armazenamento, que provoca alteracdes na qualidade ao longo do tempo. Uma das
principais alteracbes que ocorre nos combustiveis € a formacdo de material
particulado que posteriormente se sedimenta, também chamado de borra, podendo
ser de procedéncia quimica ou microbiolégica. Os sedimentos microbiol6gicos podem
apresentar potencial de contaminacdo durante toda a cadeia de produgédo e/ou

transporte de 6leo diesel e biodiesel (Pinho, 2016).

Uma das propriedades de qualidade que auxilia na degradacdo microbiana é
o teor de agua presente no biodiesel. Quando os valores ultrapassam os limites

maximos acelera a oxidacao hidrolitica, alterando as caracteristicas quimicas ao longo
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do tempo, e com o contato de oxigénio, luz e temperatura, promove um ambiente

favoravel a contaminacado microbiana (Fattah et al., 2014; Beker et al., 2016).

A presenca de agua em tanques de transporte e armazenamento contribui
para uma maior agregacao de biomassa microbiana e a corrosdo, promovida por
microrganismos produtores de acido (Beker et al., 2016). Esse acumulo de biomassa
microbiana provoca corrosdo de componentes de motor, entupimentos de tubos e
filtros, danos nos sistemas de injecdo e diminuicdo da qualidade do combustivel, e

também a formacéo de biofilmes (Buker et al., 2011; Buker et al., 2014).

Vérias sdo as formas do contato do combustivel com a agua, podendo ser
proveniente do processo de producdo do biodiesel, da condensacdo do ar nas
paredes dos tanques, por vazamentos, através do processo de limpeza dos tanques,
na carga ou descarga do combustivel, conforme demostra a Figura 6 (Pinho, 2016).

A: Dispersa como microgoticula dispersa no combustivel - GOTICULA
B: Emulso na interface 6leo-agua - EMULSIONADA
C: Agua do lastro- LIVRE

Figura 6. Tanque de estocagem que apresenta contamina¢ao microbiana na interface éleo/agua.
Fonte: Pinho (2016).

O contato dos microrganismos pode ocorrer por meio da poeira, de aguas e
ar contaminados, podendo constituir uma fonte de nutrientes para proliferacédo
(Jakeria et al., 2014). O o6leo diesel e o biodiesel sdo utilizados como fonte de
nutrientes devido a sua composi¢cdo de hidrocarbonetos, utilizada como fonte de
carboidratos. Quando os microrganismos ndo metabolizam hidrocarbonetos, os
mesmos utilizam ésteres de acido graxos do biodiesel e metabdlitos secundarios de
outros microrganismos. Sao necessarios também nutrientes inorganicos (fésforo e
nitrogénio), que podem ser provenientes de residuos quimicos ou da agua (Hill e Hill,
2009; Das e Chandran, 2010; Jekeria et al., 2014; Pinho, 2016).
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Apébs o combustivel ter entrado em contato com esses microrganismos, ele
passa a ser uma fonte de nutrientes, quando as condi¢des de crescimento favorecem,
com a presenca de agua livre, temperatura (4°— 60°C), pH (4 — 9) e tempo de contato

ocorrendo a formagao de biomassa (Sgrensen et al., 2011; Pinho, 2016).

Os principais tipos de microrganismos que contaminam o combustivel sao:
bactérias anaerdbias e aerobias, fungos e leveduras. Sendo que as bactérias aerobias
Sa0 0s primeiros microrganismos a contaminar, seguidos de fungos filamentosos e
leveduriformes e bactérias anaerdbias (Bento e Gaylarde, 2001; Buker et al., 2011,
Pullen e Saeed, 2012).

Na Tabela 2 sdo demonstrados alguns tipos de microrganismos encontrados

em diferentes combustiveis, relatados em diversos trabalhos nacionais e

internacionais.

Tabela 2. Microrganismos: arquéias, bactérias e fungos (filamentosos e leveduriformes) isolados em
Oleo diesel, biodiesel e misturas

Arquéias Combustivel Referéncia

Euryarchaeota Mistura B10 Buker et al., (2014)

Crenarchaeota Mistura B10 Buker et al., (2014)

Euryarchaeota Diesel Azambuja et al., (2016)

Bactérias Combustivel Referéncia

Achromobacter Diesel White et al., (2011); Lisiecki et al., (2014)

Acinetobacter Diesel Onuorah et al., (2013)

Actinobacteria Diesel White et al., (2011); Restrepo-Florez et al.,
(2013)

Aeromonas Misturas Buker et al., (2014)

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

Alcaligenes Diesel, biodiesel e mistura | White et al., (2011); Lisiecki et al., (2014)

Arthrobacter sp. Biodiesel, diesel e mistura Soriano et al., (2015)

Bacillus Diesel e misturas Gaylarde et al., (1999); Bento et al., (2001);
White et al., (2011); Onuorah et al., (2013);
Restrepo-Florez et al., (2014); Buker et al.,
(2014)

B Biodiesel e misturas Soriano et al., (2015)

amyloliquefaciens

B. cereus

Diesel

Bento et al., (2001); White et al., (2011)

B. subtillis

Diesel

Gaylarde et al., (1999); Bento et al., (2001)

Brevundimonas

Diesel, biodiesel e mistura

White et al., (2011); Sgrensen et al., (2011);
Restrepo-Florez et al., (2013; 2014)

Burkholderia

Diesel e misturas

White et al., (2011); Buker et al., (2014)
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Comamonas Misturas Buker et al., (2014)

Clostridium Biodiesel e Misturas White et al., (2011); Sgrensen et al., (2011);
Buker et al., (2014)

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 Misturas White et al., (2011)

Flavobacterium Diesel White et al., (2011); Onuorah et al., (2013)
Hylemonella Misturas Buker et al., (2014)

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

Mesorhizobium sp.

Biodiesel e Misturas

Soriano et al., (2015)

Micrococcus

Diesel e biodiesel

Gaylarde et al., (1999); White et al., (2011);
Onuorah et al., (2013); Restrepo-Florez et
al., (2014); Soriano et al., (2015)

Ochrobactrum Diesel, biodiesel e mistura Restrepo-Florez et al., (2014); Soriano et
al., (2015)

Pseudomonas Diesel e misturas Gaylarde et al., (1999); Bento et al., (2001);
White et al., (2011); Onuorah et al., (2013);
Restrepo-Florez et al., (2014); Buker et al.,
(2014); Lisiecki et al., (2014)

Rhizobium Diesel e misturas White et al., (2011); Restrepo-Florez et al.,
(2013; 2014)

Rhodococcus Diesel, biodiesel e mistura Restrepo-Florez et al., (2013; 2014); Buker

et al., (2014)

Sphingobacterium

Diesel, biodiesel e mistura

Lisiecki et al., (2014)

Staphyilococcus

Diesel

White et al., (2011)

Tepidimonas sp.

Biodiesel, diesel e mistura

Soriano et al., (2015)

Fungos Combustivel Referéncia

Aspergillus Diesel, biodiesel e mistura | Gaylarde et al., (1999); Buker et al., (2011)
fumigatus

Aspergillus Biodiesel e misturas Soriano et al., (2015)

penicillioides

Candida Biodiesel, diesel e mistura Soriano et al., (2015)

dubliniensis

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)

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)
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Penicillium Diesel e misturas Gaylarde et al., (1999); Rodriguez-
Rodrigues et al., (2010); Onuorah et al.,
(2013); Soriano et al., (2015)

Pichia anomala Biodiesel e misturas Soriano et al., (2015)

Pleurostomophora Misturas Soriano et al., (2015)

richardsiae

Pseudallescheria Diesel e misturas Gaylarde et al., (1999); Cazarolli et al.,

boydii (2012)

Scedosporium Biodiesel Cazarolli et al., (2014)

aurantiacum

Rhodutorula sp. Diesel, biodiesel e mistura | Gaylarde et al., (1999); Buker et al., (2011)

Fonte: adaptado de (Allsopp et al., 2016) e (Pinho, 2016).

Como observados na tabela acima, muitos dos microrganismos sao
encontrados tanto em diesel quanto em misturas com biodiesel. Para bactérias
encontradas em 0Oleo diesel, o que mais se predomina séo: Bacillus; B. cereus; B.

subtillis; Flavobacterium; Pseudomonas; Flavobacterium; Staphylococcus.

Muitos destes microrganismos isolados de combustiveis sao utilizados em
estudos de biorremediacdo, com objetivo de degradacdo de combustiveis, visando a
capacidade dos microrganismos em degradar poluentes a base de hidrocarbonetos
(Mariano et al., 2008-B).

3.7.Formas de controle da degradacao microbioldgica

Diante do que foi exposto, é improvavel acondicionar os combustiveis livres
de microrganismos, por isso a necessidade de um manejo adequado, principalmente

nos processos de armazenamento (Zimmer, 2014).

A contaminacdo microbiolégica pode ser controlada ou eliminada através de
métodos fisicos e métodos quimicos. Os métodos fisicos apresentam uma maior
simplicidade e baixos custos de processo, para evitar o crescimento microbiano. Ja
0s métodos quimicos consistem na aplicagdo de compostos quimicos (aditivos) que
evitam e controlam o crescimento de microrganismos. Esses compostos podem ser
aplicados numa forma continua, onde se tem uma maior frequéncia de aplicacdo com
baixas concentracbes dos aditivos, ou uma aplicacdo choque com uma alta
concentracdo de aditivo com baixa frequéncia, aplicados a intervalos pré-
determinados (Zimmer, 2014; Beker et al., 2016).

Os meétodos fisicos utilizados para o controle sdo os métodos de drenagens

frequentes e limpezas periodicas nos tanques, sendo associadas a filtragcdo e
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centrifugagcdo do combustivel. Contudo, o método fisico apresenta como
desvantagem, a dificuldade na drenagem completa dos tanques, devido aos diferentes

tipos, tamanhos e formato dos tanques (Zimmer, 2014; Pinho, 2016).

O método quimico consiste na utilizacdo de antioxidantes (aditivos
comerciais) e/ou biocidas, com proposito de eliminar ou inibir o crescimento

microbiano.

Os biocidas ou microbiocidas podem ser definidos como um grupo de
componentes e estruturas quimicas (organica e inorganica) utilizados para vetar o
crescimento microbiolégico. Sdo agrupados de acordo com o microrganismo alvo,
podendo ser solavel em agua e/ou Oleo, sendo em forma pura ou misturados em

produtos comerciais (Buker et al., 2014; Zimmer, 2014).

Sao classificados em duas categorias: oxidantes (ozénio, peroxidos de
hidrogénio, compostos clorados) e ndo oxidantes (compostos sulfurados, estanhados,
isothiazolonas, sais de cobre e outros). A acdo desses agentes quimicos podem ser
uma acao biocida (letal) ou uma acéo biostatica (inibitéria), podendo agir com trés
alvos nos microrganismos: estruturas celulares externas (parede celular), com
componentes da membrana plasmatica ou com as estruturas citoplasméaticas
(Yemashova et al., 2007; Pinho, 2016)

Os antioxidantes sdo utilizados para desacelerar o processo de degradacéo
oxidativa, aumentando a estabilidade oxidativa. Podem ser antioxidantes sintéticos ou
naturais (presentes no biodiesel), caracterizados pela presenca de grupos fendlico
(catecol, tocoferol), e devido a essa composicdo fendlica, esses antioxidantes
apresentam atividade antimicrobiana. Sdo exemplos de antioxidantes sintéticos: butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e
galato de propia (PG) (Pullen e Saeed, 2012; Pinho, 2016).

Os antioxidantes sao classificados em relagdo ao mecanismo de acéo:
podendo ser primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, biolégicos, agentes

guelantes e mistos (Bastos, 2014).

3.8.Radiacgéo Ultravioleta

A radiacado solar € composta por diferentes tipos de radia¢des, em funcéo do

comprimento de onda. S&o classificados em trés regides, variando de acordo com o



20

intervalo de comprimento de onda (A): infravermelho (> 780 nm), luz visivel (780 - 400
nm) e ultravioleta (400 - 100 nm) (Araujo e Souza, 2008; Balogh et al., 2011).

A radiacdo UV pode ser classificada em UVA (luz negra: 400 — 315nm), UVB
(luz eritematogénica: 315 — 280nm) e UVC (radiagdo germicida: 280 — 100nm). A
radiacdo UVC € a mais energética, visto que atua diretamente na inativacdo de
microrganismos; quanto menor for o comprimento de onda, maior a energia da
radiacdo (Okuno e Vilela, 2005; Sgarbi, Carmo e Rosa, 2012; Ponczek, 2014).

A radiacdo UVC esta associada a sua acao germicida e/ou bactericida, com
elevada energia de radiacdo, apresenta acdes carcinogénicas e mutagénicas. A acao
germicida é acarretada pela quebra de moléculas e/ou catélise de reacbes quimicas

de moléculas (Sanhueza e Maia, 2001; Araujo e Souza, 2008).

Pode ocorrer absorcao da radiacdo UV em diferentes moléculas, tais como:
DNA, RNA, proteinas, amino&cidos aromaticos, entre outras. Essa absor¢do provoca

reacoes fotoquimicas e interacdes secundarias (Balogh et al., 2011).

Quando a radiacdo atinge importantes grupamento bioquimicos ocasiona
lesbes irreversiveis e impede a reproducdo de microrganismos. O dano esti
relacionado a intensidade de radiacdo, capacidade de absorcdo e ao tempo de
exposicao nessa radiacdo. O efeito germicida alcanca efetividade méaxima num
comprimento de onda de 260 nm, ao qual atua diretamente nas bases hidrogenadas
do &cido desoxirribonucléico (DNA) e ribonucléico (RNA) (Sanhueza e Maia, 2001;
Bilotta e Daniel, 2006).

Varios séo os trabalhos que utilizam radiacdo UV para desinfeccao de aguas.
No trabalho de Souza (2011), foi avaliado a radiacdo UV em efluentes domésticos, a
fim de avaliar a inativacdo de ovos de Ascaris sp. Foi possivel inativar 90% dos ovos
Ascaris sp., contudo os resultados ndo se adequaram as diretrizes da Organizacéo
Mundial da Saude. Souza et al. (2012), avaliaram a potencialidade da radiacdo UV na

desinfeccdo de esgoto sanitario.

Battistelli et al (2016), utilizaram um reator UV, com doses de radiacdo
variando de 43,8 a 194,9 mWs.cm, no pos-tratamento de um reator UASB, a fim de
avaliar a desinfeccdo do efluente. Houve a inativagdo satisfatoria, variando uma

inativacao de 90 — 94%, de E. coli, Clostridium perfrigens, coliformes totais, colifagos.
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Ferreira (2015), avaliou a existéncia e o perfil de sensibilidade de bactérias
ambientais e/ou feco-orais isoladas de esgoto hospitalar e sanitario a fim de
caracterizar o perfil de sensibilidade das bactérias com desinfetantes, antibioticos e
radiacdo UV. Neste trabalho foi utilizado um esterilizador de agua acoplado com
lampadas UVC 15W, onde a suspensdo com o isolado bacteriano é introduzida e
retirada amostras para quantificagdo nos tempos de: 15”7, 307, 5’, 10’, 15’ e 20’. Em
ambos isolados encontrados a maior inativacdo dos microrganismos por radiacao UV
foi no maior tempo (20’) de contato com a radiacdo, contudo a concentracao de solidos
em suspensao nos diferentes tipos de esgotos pode resultar numa menor efetividade
do processo de inativagdo dos microrganismos por radiacao UV.

Como exposto anteriormente, fatores como luz tornam o biodiesel mais
suscetivel a oxidacdes e aumenta a contaminacdo microbiologica. Alguns estudos
descrevem a influéncia da radiacdo UV no periodo de inducdo do biodiesel. A
incidéncia de radiacdo UV em prolongados tempos (acima de 6 horas) leva a formacgéao
de radicais livres que iniciam o processo de oxidacdo (Ambrosio et al., 2014; Silva
2015).

A radiacdo UV apresenta varias vantagens para sua utilizacdo na desinfeccao

de efluentes e aguas, tais como:

e E um processo fisico que nio requer da adicdo de produtos quimicos;

e Nao produz produtos residuais, sendo assim as doses de aplicacdo podem
ser realizadas de acordo com 0 necessario;

e E efetiva na desinfeccéo de diversas bactérias, leveduras, fungos e virus;

e Processo simples e de baixo custo de operagdo e manutencao;

e Baixo tempo de contato para efetivacdo da desinfeccdo, sendo assim nao

necessita de grandes tanques (Dias, 2001).

Contudo este tipo de processo também pode apresentar algumas

desvantagens, comao:

e Para alguns virus, baixas doses de contato nao sao eficientes;
e Por ser um processo que atua diretamente no coédigo genético, 0s

equipamentos devem ser devidamente vedados;
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e Este processo ndo melhora a qualidade de cor, odor e matéria organica de
efluentes;

e O material particulado (dissolvido ou suspenso) diminuiu a intensidade da
radiacao;

e Alto custo inicial de implantacdo (Dias, 2001).

As lampadas de fluorescéncia tém descarga de vapores de mercurio,
combinada de um filamento, um tubo de vidro cilindrico, ao qual é preenchido com

géas nobre e uma superficie interna coberta com po fluorescente.

Estas lampadas tem um menor custo energético, de 80%, quando comparado
com lampadas incandescentes comuns, apresentam alta eficiéncia e longa
durabilidade, devido a conversao de mais energia em luz do que em calor podendo

ser aplicadas em diversas areas, tanto comercial quanto industrial (MME, 2011).

A radiacdo ultravioleta para inativagdo de microrganismos atualmente é
utilizada no tratamento de esgotos sanitarios, aguas de chuvas e efluentes, ndo foram
encontrados trabalhos na literatura consultada sobre seus efeitos na eliminacéo de
microrganismos do Oleo diesel. Sendo assim, este trabalho pode ser uma saida
simples para minimizar ou retardar o problema de degrada¢des microbioldgicas no
Oleo diesel.

4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Catalise e Producéo de
Biocombustivel — LabCatProBio e no Laboratério de Microscopia e Microbiologia

ambos na Universidade Federal do Parana — UFPR, Setor Palotina/PR.

4.1.Coleta das amostras

As amostras de O6leo diesel S10 - B8 foram coletadas em posto de
abastecimento na cidade de Palotina — PR. A coleta foi realizada nos meses de Junho,
Setembro, Novembro e Dezembro de 2017. Para as coletas foram utilizados galdes
de 50 litros, previamente lavados com detergente neutro e deixado abertos e
invertidos para completa secagem. Os ensaios no reator foram realizados no dia da

coleta da amostra.
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4.2.Reator de radiacéo ultravioleta

Na Figura 7 se encontra um esquema geral do reator de radiag&o ultravioleta.

: Tanque de armazenamento
Coluna de reacéo Entrada da amostra
Lampada UV
Coleta de amostra {\

Coleta de amostra
: Coleta de amostra
: Quadro elétrico

] l
“ | 1
Bomba ¢
SR II hidraulica - Saida da amostra
6 /

NoOEWNS

Figura 7. Esquema grafico do reator de radiagéo ultravioleta.

O reator € composto por duas colunas de reagdo e um tanque reserva, 0S
sistemas de acionamento das lampadas e circulagéo se encontram na parte frontal do
reator, sendo acionados separadamente (Figura 8). Cada coluna é composta por 4
lampadas fluorescente tubulares de flior UVC germicida, da marca SYLVANIA de 40
W cada e comprimento de onda de 253 nm (Figura 9). A circulacao é realizada por
uma bomba hidraulica HYDROBLOC P 500T da marca KSB, com uma vazéo de 40 +
5 (L min1). As amostras sdo adicionadas pela parte superior do tanque de
armazenamento e a saida das amostras ao fundo do tanque de armazenamento. As
coletas das amostras sao realizas em diferentes pontos das colunas de reacao,

conforme Figura 10.



Figura 8. Reator com radiacao ultravioleta (a: quadro elétrico; b: reator completo; c: tanque de
armazenamento).
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Figura 9. Colunas de reacéo com lampadas ultravioletas.
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Figura 10. Locais de coleta de amostra (a: coleta inferior do tanque esquerdo; b: coleta central no
tanque esquerdo; c: coleta inferior do tanque direito).

4.3.Consumo energético do reator

Para determinar o gasto energético das lampadas UVC de fldor do reator, foi

realizado o célculo do consumo energético pelas formulas abaixo:

poténcia da lampada (W) X horas de consumo
1000

Consumo energético kW =

Valor de consumo kWh = consumo energético (kW) x 0,6911

Onde:
0,6911= da tarifa convencional industrial do subgrupo B3, COPEL, com impostos incluidos.

4.4.Ensaios com reator de radiacao UV

Para os ensaios foi utilizado combustivel 6leo diesel S10 B8. O combustivel foi
adicionado ao tanque de armazenamento, com circulacdo do sistema no inicio do
processo a fim de estabilizar as amostras no reator. As coletas de amostra no tempo
0 (min) aconteceu ap6s o tempo de estabilizacdo. Foi coletado 10 (mL) de amostra
em tubos previamente esterilizados para analise microbiolégica e 30 (mL) para as
analises fisico-quimicas, sendo acondicionadas em temperatura ambiente e sem
contato com luz. Posteriormente, as lampadas UV sdo acionadas e iniciados os

ensaios e as coletas nos diferentes tempos.
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A Tabela 3 demonstra um resumo dos diferentes ensaios realizados no reator

e as condigOes experimentais.

Tabela 3. Condi¢des experimentais dos diferentes ensaios.

Ensaios Data da Volume de 6leo Tempo total de Circulacao In6culo
coleta diesel (L) ensaio (min)
A Junho 60 60 SIM NAO
B Novembro 120 SIM SIM
C Novembro 40 240 NAO SIM
D Dezembro 360 SIM NAO
E Dezembro 40 360 NAO NAO

4.4.1. Ensaio A

O ensaio A foi 0 ensaio teste, realizado para verificar a necessidade da
utilizacao de tempos superiores ou inferiores a 60 minutos.

Foi composto por 60 litros de 6leo diesel, com circulacdo de 5 minutos para
estabilizacdo da amostra no reator. A coleta de amostras foi realizada ao fundo do
tanque de reacdo, a cada 10 minutos e teve duracéo total de 60 (min). Apds o teste,
o reator foi esvaziado e realizado lavagem do tanque com detergente neutro e agua
corrente, posterior deixado aberto para secagem. Ao inicio dos ensaios seguintes um
volume de diesel foi circulado e posterior desprezado, para néo haver interferéncia.
Este procedimento de lavagem foi adotado nos intervalos dos diferentes ensaios.

442. EnsaioBeC

Como a presenca de agua favorece a proliferacdo de microrganismos, 0S
ensaios B e C constituiram numa simulacdo de um cenario com alta contaminacao

microbiolégica.

Foi utilizado um volume de 40 litros de 6leo diesel e 5% de inéculo bacteriano,
com a presenca de circulagdo do sistema. A bactéria utilizada neste ensaio foi isolada
do ensaio A, conforme item 4.5. O tempo de estabilizacdo da amostra com o reator foi

de 20 minutos, e 0 ensaio teve duracdo de 120 minutos.

Apo6s o termino do ensaio B, o volume foi mantido no reator por 4 dias.
Posteriormente o mesmo material foi circulado por 20 minutos, desligado a circulagao,
e iniciado o ensaio C. As amostras foram coletadas no fundo do tanque de reacao,

com tempo total do ensaio foi de 240 minutos.
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443. EnsaioDeE

Para o ensaio D foi utilizado 40 litros de Oleo diesel com circulagédo do sistema,
com tempo de estabilizagdo de 20 minutos. A coleta de amostras foi realizada no meio
da coluna de reacéo. O ensaio teve duracao 360 minutos. Ao fim do ensaio D o volume
foi mantido dentro do reator por 6 dias. Posteriormente o mesmo material foi circulado
por 20 minutos, desligado a circulacdo e iniciado o ensaio E, sem circulagdo, com

tempo total de ensaio de 360 minutos.

4.5.Preparo do in6culo

Para o preparo do inéculo utilizado no ensaio B e C, foi feito um pré-indculo,
onde uma colbnia bacteriana do ensaio A, foi inoculada em meio Luria-Bertani (LB)
estéril, mantidos em estufa 35°C por 12h. Posterior o pré-inéculo foi adicionado
novamente em meio LB, mantidos por mais 12h a 35°C em estufa bacterioldgica. O

in6culo foi incubado juntamente com o volume de 6leo diesel no reator.

4.6.Avaliacao da atividade microbioldgica
4.6.1. Preparo da suspensdao bacteriana

Esta suspensao bacteriana € utilizada para a quantificacdo de microrganismos
presentes nas amostras. O preparo da suspensdo bacteriana foi realizado pela
adaptacdo da Norma ASTM E1259-10, onde 10ml da amostra de 6leo diesel coletada
em tubos estéreis foram adicionados em 90 ml de meio de cultura LB estéril, mantidos
sob agitacdo a 150 rpm, a 35°C, por 18 horas. Esta etapa foi realizada para todos os
pontos coletados (VAZ, 2010; ZIMMER, 2014)

4.6.2. Método espectrofotométrico

Foi utilizado o método espectrofotométrico para leitura de absorbancia, para
verificar o aumento da turbidez nas suspensdes bacterianas nos diferentes tempos de
coleta dos ensaios. Mediu-se a absorbancia (600 nm) em espectrofotbmetro UV
5300pc, para determinar o crescimento bacteriano. As amostras foram inseridas em
um funil de separacdo de fases, esperou-se 10 minutos para separacdo de fases, e
pela parte inferior foram retiradas as aliqguotas para leitura, evitando assim a

interferéncia do oOleo diesel durante a avaliacdo (RIBEIRO et al., 2015).
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4.6.3. Técnica de microgota

Para determinar a quantidade de unidades formadoras de colénias (UFC ml?)
foi utilizada a técnica de microgota, adaptado de Romeiro (2007).

Foi realizado uma diluicdo seriada (10° a 1077) da suspensédo bacteriana em
salina a 0,9% em microtubos estéreis. Posteriormente cada dilui¢cdo foi plagueada em
placas de Petri contendo meio LB agar com auxilio de micropipeta, em capela de fluxo
laminar, utilizando 3 gotas de 3 pl. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica
a 35°C por um periodo de 16 horas. Apés o periodo de incubacéo, foi realizada a
contagem das colbnias de bactérias e o célculo de UFC foi realizado conforme
Equacao abaixo:

1 1
X
diluicdo da amostra volume de amostra (mL)

UFC ml'= média de colénias x

4.6.4. Caracterizagao molecular

A caracterizacdo molecular foi realizada no tempo inicial e final de cada ensaio.
Para caracterizacdo molecular uma coldnia bacteriana de cada amostra foi cultivada
em 5ml de meio LB liquido e mantida por aproximadamente 16 horas, sob agitacdo a
120 rpm, a 28 ° C. Posteriormente o DNA gendémico foi extraido de acordo com o
método descrito por (Shahriaret et al., 2011), a partir de 3 ml da cultura. O DNA
extraido foi diluido na proporcao 1:10 em agua Milli-Q e a sua integridade foi verificada
através de eletroforese em gel de agarose a 1,0% com tampao TBE 1X (Tris-base 90
mM; Acido bérico 90 mM; EDTA 2 mM pH 8,0). A amplificagéo por PCR da regido do
rDNA  16S  foi realizada  com 0s primers Y1  forward (5"
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3') Young et al. (1991) e Y3 reverse (5-
TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3") Cruz (2001), produzindo um amplicon de
aproximadamente 1500 pb. Para a realizacdo da PCR, 2 ul do DNA diluido foi
misturado com Tampéao de PCR 1x, 1,5 mM de MgClz, 0,4 mM do mix de dNTP, 1
unidade da Tag DNA Polimerase (4G Pesquisa e Desenvolvimento) e 0,2 uM de cada
primer, em um volume final de 20 pl. As reagdes foram amplificadas em termociclador
Bioer Life Express modelo MJ96. As condi¢cdes de amplificagdo foram: 5 min iniciais a
94°C, e 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 57°C e 1 minuto a 72°C, como

extensao final de 5 minutos a 72°C. Os produtos de amplificagao foram visualizados
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por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéo TBE 1X utilizando o padréo de
peso molecular de 100pb (Kasvi), com 0,5 pg/ml de brometo de etidio.

Para o sequenciamento da regido do gene ribossomal 16S, o fragmento
amplificado de 1500 pb foi eluido do gel e purificado com kit de eluicdo EZ10 (Bio
Basic Inc), visando a purificacdo dos fragmentos para o sequenciamento. Uma
aliquota de 2 pL dos produtos de PCR foi quantificada com o auxilio de
espectrofotometro Nanodrop2000 (ThermoScientific). O grau de pureza foi
determinado pela relacdo A260/280. Apds quantificacdo, 60 ng do produto de PCR
eluido foi seco em termociclador, a 60°C, juntamente com 0,45 pmol do primer forward
e reverse, e as amostras foram enviadas para a empresa ACTGene Andlises

Moleculares LTDA, Alvorada-RS, para a realizacdo do sequenciamento.

4.6.5. Avaliacédo da biodegradabilidade

O teste de biodegradabilidade consiste na utilizagdo do indicador redox 2,6-
diclorofenaol indolfenol (DCPIP), que se baseia na oxidacao de uma fonte de carbono,
sendo utilizado para determinar a capacidade de um microrganismo biodegradar
hidrocarbonetos. Este indicador apresenta a funcionalidade de um aceptor artificial de
elétrons na cadeia transportadora, tendo a mesma fung¢éo que o oxigénio, o nitrato ou
0 sulfato. Quando oxidado o indicador muda a coloragcdo do meio para incolor e

guando reduzido para coloracéo azul.

Este procedimento foi adaptado de Vaz (2010). Foram utilizados os isolados do
tempo inicial e final de cada ensaio. As bactérias isoladas foram inoculadas em caldo
Bushnell Hass (BH) e incubadas a 30°C, até o crescimento atingir um padrdo de
absorbancia 0,5, medida em espectrofotdbmetro, indicando aproximadamente 9x108

células.

Posteriormente as culturas foram centrifugadas a 5.000 rpm por 10 minutos, o0
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 2 mL de solugéo
tampao fosfato pH 7,2 e centrifugado novamente, esse processo foi repetido 2 vezes
e padronizado uma absorbancia de 0,5. Para a realizacdo deste experimento foi
utilizado microplacas de acrilico, previamente esterilizadas, com 96 poc¢os, 0

experimento foi realizado em duplicata.
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Adicionou-se 25uL de solucao bacteriana; 170uL de meio de cultura BH; 6uL
do indicador DCPIP; 4uL de diferentes blendas de éleo diesel com biodiesel (8, 10,
15, 20, 50 e 100%). Constituiu também um controle positivo (174puL de meio de cultura
BH com glucose 0,1%, 25uL de solucédo bacteriana e 6L do indicador DCPIP) e um
controle negativo (174uL de meio de cultura BH, 25uL de solugéo bacteriana e 6pL do
indicador DCPIP). As placas foram incubadas a 30°C em estufa, as leituras foram
realizadas com 12, 24 e 72 horas. A descoloracéo do corante € indicativo da utilizacdo

do combustivel como fonte de carbono pelos microrganismos.

4.7.Caracterizacdao fisico-quimica

As andlises fisico-quimicas foram realizadas nas amostras antes e depois da
exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta. Foram selecionadas as amostras que apresentaram

maior inibicdo no crescimento microbiolégico.

4.7.1. Diferenciacdo espectrofotométrica

Para analise de aspecto de diferenca de cor das amostras foi realizado a
varredura das amostras em espectrofotdbmetro UV 5300PC, com interface ao software
MetaSpace Pro, célula de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e varredura entre 200
nm a 900nm. A varredura foi realizada nos ensaios com maior tempo de contato com
radiacdo e nos tempos iniciais e finais de cada. Esta analise foi utilizada para verificar
se a incidéncia de radiacao ultravioleta promovia a formagdo de novos compostos,

indicados pela presenga de novos picos ao fim do ensaio.

4.7.2. Temperatura das amostras

Durante os ensaios realizou-se o0 acompanhamento da temperatura utilizando
um termdmetro digital, medido em amostras coletadas no fundo da coluna de reacéo.
Com intuito de verificar a variacdo perante a exposi¢cado das amostras em contato com
a radiacgédo, o efeito do sistema de circulacdo do reator, assim com a interferéncia da

temperatura nos microrganismos presentes nas amostras.

4.7.3. Massa especifica a 20°C

A determinacdo da massa especifica das amostras seguiu metodologia
gravimeétrica. Para isto, inicialmente calibra-se um baldo volumétrico de 10 (mL),

anotando-se o valor real do volume do mesmo. Posteriormente, pesa-se em balanga
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analitica a massa de amostra até aferir o menisco do baldo volumétrico, marcando-se
este valor como Mmamostra. O volume real do baldo volumétrico calibrado € 0 Vamostra
(AOCS, 2013). Todo procedimento foi realizado controladamente a 20 °C.

Calcula-se a densidade a partir da Equacao abaixo.

p (g ml—l) — Mamostra

Vamostra

Onde:
p =densidade em g ml™".

Mamostra = Massa de amostra em gramas
Vamostra = Volume de amostra em mililitros

4.7.4. Viscosidade cineméatica a 20°C

Esta andlise foi realizada somente para comparagdo entre 0s ensaios e as
amostras obtidas. Para a determinacédo da viscosidade das amostras sera utilizado
um viscosimetro rotativo analégico EEQ-9031, que é usado para determinar
parametros de fluidos com alta viscosidade, como os 6leos.

Este procedimento serd realizado em duas medicdes, relacionadas com a
velocidade de rotacdo do viscosimetro (H12 e H30), cada uma delas realizada em
triplicata utilizando spindle nimero 1. Realiza-se visualmente, quando do contato do
equipamento com o 6leo, as leituras de Hx, e a partir da Equacédo abaixo calcula-se o
valor de viscosidade relativa.

Hy

a =
X 2,5

Onde:
ax — viscosidade relativa para cada Hx
Hx — valor obtido pela leitura do viscosimetro para cada step.

2,5 —raio do recipiente adaptado para as amostras.

A viscosidade relativa deve ser multiplicada pelo coeficiente k, valor tabelado
para cada step Hx, para obter entdo a viscosidade absoluta. Para H12, o mesmo vale
5 e para H30 é dado por 2. A viscosidade absoluta é calculada pela Equacdo abaixo
(AOCS, 2013).

n, = k, X a, Equacéo 4

Em que:

Nnx — viscosidade absoluta para cada ax

kx - valor tabelado do coeficiente para cada step Hx
ax — viscosidade relativa para cada Hx
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Coleta de amostras
Como o biodiesel é produzido por diferentes matérias-primas, matérias essas
gue variam de acordo com a procedéncia, sazonalidade, fatores climaticos, sua
composicdo quimica e as propriedades fisico-quimicas, se tornam muito variaveis
(Pinho, 2016).

O biodiesel é mais suscetivel as degradacbes e contaminagao
microbiolodgicas, principalmente no armazenamento, em relacdo ao diesel. Como a
presenca de agua favorece a proliferacdo de microrganismos, os ensaios B e C foram
simulacées de um cendrio com alta contaminacdo microbiolégica, onde foi utilizado

microrganismos isolados do 6leo diesel como indculo.

Neste trabalho foram coletadas amostras de 6leo diesel em diferentes meses
de producédo do biodiesel, onde em cada més o conjunto e o percentual de matérias-

primas da producao de biodiesel variou.

Diante dessa variacdo de matérias-primas e ao tempo de armazenamento do
combustivel no posto de abastecimento, as concentra¢des de microrganismos iniciais

variaram em cada em ensaio, de acordo com o més de coleta.

5.2.Consumo energético do reator

Lampadas fluorescentes tubulares apresentam uma reducdo de 80% no gasto
energético, com alta eficiéncia e longa durabilidade, garantindo aplicacdes e utilizacédo

em diversas areas comerciais e industriais (MME, 2011).

O consumo das 8 lampadas do reator é de 0,32 kW, ao qual em 1 hora de uso
custa 0,2211 reais, com base no preco do R$/kWh da tarifa convencional industrial do
subgrupo B3, COPEL na data de 22/02/2018, inclusos de impostos (ICMS e
PIS/COFINS) (Resolucdo ANEEL n° 2.255, 2017).

5.3.Avaliacéo da atividade microbiologica

5.3.1. Método espectrofotométrico

De acordo com a escala de McFarland a turvacdo em meios de cultura liquidos

determina a intensidade da multiplicagdo dos microrganismos, onde o aumento das
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bactérias impede a passagem da luz, ocasionando a turvacao ou opacidade no meio
(Pobac do Brasil, 2017). O aumento ou diminuicdo da absorbancia reflete na
concentracdo de células de microrganismos presentes no meio. Contudo, nessa
concentracdo de células estdo presentes tanto células vivas, quanto células mortas
(RIBEIRO et al., 2015; QUATRIN et al., 2016).

Na Figura 11 estdo representados os valores de absorbancia das suspensoes
bacterianas, dos diferentes ensaios no decorrer no tempo de exposicado a radiacao
uVv.
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Figura 11. Absorbancia dos ensaios em decorréncia do tempo de exposi¢ao a radiagdo UV

O ensaio A ensaio apresentou a maior absorbancia no tempo 0 minutos e
durante o experimento a absorbéancia acompanhou os valores iniciais, apresentando
uma redugcdo somente ao fim do ensaio, com valores chegando a 0,767. Esse
comportamento também se estendeu e acompanhou a quantificacdo de
microrganismos, item 5.1.2, indicando que nesta amostra de 6leo diesel em 60

minutos ocorreu a diminuicdo da concentracao celular viavel de microrganismos.

Nos ensaios B e C, que ocorreu a adicdo de inoculo ao inicio do teste, os
valores de absorbéancia iniciais foram elevados, e o comportamento durante o ensaio

permaneceu semelhante. Para o ensaio C, somente ap0s 120 minutos houve uma
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diminuicdo para 0,922, onde se estabilizou até o fim do ensaio, mas na quantificagcao

para células vivas, os valores permaneceram altos.

Para o ensaio D, os valores apresentaram reducdo em relacdo ao tempo de
experimento, passando de 1,606 nm no tempo de O minutos para 0,310 ao fim do
experimento, com 360 minutos. O ensaio E, teve valores baixos de absorbancia
durante todo o experimento, contudo na quantificacdo este ensaio ndo apresentou
células viaveis, essa absorbancia pode ser resultado de células mortas presentes nas

amostras.

Os ensaios que apresentaram diminuicdo na absorbancia estao relacionados
com a diminuicdo da concentracdo celular de microrganismos presentes. Quando
correlacionado com a quantificagédo de células vivas, técnica de microgota, é possivel

verificar a diminuicdo dos microrganismos presentes nas amostras.

5.3.2. Técnica de Microgota
Na Figura 12 se encontra a quantificacdo de células viaveis, nos diferentes

ensaios, durante o decorrer do tempo de experimento.
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Figura 12. Perfil de quantificac@o de células viaveis nos ensaios.
* 0 ensaio E ndo apresentou coldnias viaveis na contagem
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Nos ensaios A, D e E, ndo foram utilizados in6culo. Nestes ensaios a
concentracdo inicial de microrganismos foi de 1,82x10° e 1,50x10%° UFC mL?,
respectivamente para A e D, no ensaio E a concentracao inicial foi zero. Para o ensaio
A ao fim de 60 minutos houve uma diminuicdo para 8x10? UFC mL™%, e no ensaio D
somente ap6s 360 minutos a quantidade de microrganismos chegou a 3,33x102 UFC
mL. A diferenca de tempo para inativacéo destes microrganismos se deve ao periodo
de coleta do 6leo diesel de cada ensaio e aos diferentes microrganismos presentes

nas amostras.

O ensaio E, que foi continuidade do ensaio D, ao final do ensaio D ainda se
encontrou microrganismos, com isso foi realizado o ensaio sem circulacéo do sistema,
a fim de verificar se o contato da radiacéo seria maior para completa inativacdo. Porém
no tempo 0 minutos do ensaio E n&o foi encontrado células vivas, e no decorrer de

360 minutos de experimento, ndo houve a detecgéo de microrganismos presentes.

Para os ensaios B e C foram utilizados in6culo ao inicio do ensaio B, visando
um cenario de alta concentracdo microbiologica. Nestes ensaios verificou-se a
influéncia da circulacdo do sistema. Para o ensaio B, que foi realizado com circulagéo,
nao houve diminuicdo da carga de microrganismos. Como na amostra havia uma
maior concentracdo de agua, ocorreu a proliferacdo dos microrganismos, passando
de 1,78x10'° UFC mL em 0 minutos, para 2,72x10%° UFC mL* em 120 minutos. No
ensaio C, realizado sem circulagéo, apresentou o mesmo perfil do ensaio B, sendo
gue ao fim de 240 minutos a concentracdo de microrganismo permaneceu elevada,
chegando a 5,00x10° UFC mL™.

Com isso pode-se concluir que cada amostra coletada apresenta um perfil
diferenciado em relacéo ao tempo de inativacdo. Nos ensaios realizados com indculo,
pode-se concluir que ocorreu uma maior proliferacdo de microrganismos, em
decorréncia da maior concentracéo de agua, proveniente do inoculo, e a utilizagcao ou

nao de circulacdo ndo proporcionou diferenca na inibicdo dos microrganismos.

O ensaio que demonstrou um melhor perfil de combinacdo do tempo de
radiacdo UV combinado com o sistema de circulacéo do reator, foi o ensaio D. Este
ensaio apresentou uma elevada diminui¢cao da carga microbiolégica apds 360 minutos
de contato com radiacdo UV e a circulagdo do sistema permitiu uma melhor incidéncia

sobre a amostra.
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5.3.3. Caracterizacdo molecular

Os dados obtidos pelo sequenciamento genético foram comparados com 0s
dados contidos no banco de dados do GenBank. A analise permitiu identificar os
géneros de microrganismos presentes antes e ap0s 0S ensaios com radiacao

ultravioleta. Os resultados sé&o apresentados na Tabela 4.

Para o ensaio A os isolados foram os mesmos antes e apés a incidéncia com
radiacdo ultravioleta. Foram identificados o0s géneros Staphylococcus sp.,
Staphylococcus pasteuri e Staphylococcus warneri. Este género é um dos patégenos
humano e animais mais comum, podem crescer em temperaturas entre 18 — 40° C.
Foram encontrados este género de microrganismo em diversos trabalhos como
degradadores do 6leo diesel (Vaz, 2010; White et al., 2011; Silva, 2012).

No tempo inicial do ensaio B foram identificados os géneros Clostridium sp. e
Paraclostridium bifermentans. S&o bactérias encontradas tanto em solo como em
aguas. Estes microrganismos foram encontrados em biodiesel e misturas de biodiesel
com oOleo diesel, relatados em trabalhos como White et al., (2011); Sgrensen et al.,
(2011); Buker et al., (2014). Ja no tempo final do ensaio B, 0os microrganismos
identificados foram diferentes, Enterecoccus sp. e Enterococcus gallinarum. Estes

microrganismos apresentam origem de alimentos e agua.

O ensaio C também foram identificados ao inicio do ensaio os mesmos géneros
encontrados no ensaio B, Clostridium sp.; Paraclostridium bifermentans. No tempo
final do ensaio foram identificados Enterobacter sp. e Enterobacter ludwigii, sao
bactérias encontradas em diferentes niveis da natureza (agua doce, solos, esgotos,

vegetais, animais, etc.).

No ensaio B e C foi utilizado um indculo proveniente dos microrganismos
isolados do ensaio A, contudo os microrganismos do ensaio A nao foram identificados
ao final do ensaio B e C. Ao fim do ensaio B e C o tempo de contato com radiagéo foi

maior que no ensaio A, ocorrendo a inativacao deste género de microrganismos.

Para o ensaio D foram identificados os géneros Acinetobacter sp. e
Acinetobacter baumannii no tempo inicial do ensaio, também encontrados em 0leo
diesel no trabalho de Onuorah et al., (2013), e Bacillus sp.; Bacillus cereus e Bacillus
thuringiensis no tempo final do ensaio D, os mesmos géneros foram identificados em

6leo diesel, biodiesel e misturas nos trabalhos Gaylarde et al., (1999); Bento et al.,
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(2001); White et al., (2011); Onuorah et al., (2013); Restrepo-Florez et al., (2014);
Buker et al., (2014).

Tabela 4. Identificacéo de bactérias isoladas dos ensaios.

Ensaio Tempo (min) Espécie referéncia % de ID*
A 0 Staphylococcus warneri/ pasteuri 98%
60 Staphylococcus warneri/ pasteuri 97%
0 Clostridium sp 96%
B Paraclostridium bifermentans 96%
120 Enterococcus Sp. 99%
Enterococcus gallinarum 99%
0 Clostridium sp 98%
c Paraclostrodium bifermentans 98%
240 Enterobacter sp. 97%
Enterobacter ludwigii 97%
0 Acinetobacter sp. 97%
D Acinetobacter baumannii 97%
360 _ Bacillus sp. 97%
Bacillus cereus/ thuringiensis 97%

* % de identificacdo da sequéncia genética encontrada com os microrganismos identificados

Nos ensaios B, C e D ocorreu a mudanca de géneros de bactérias, do tempo
inicial para o tempo final, essa mudanca pode ser explicada pela maior facilidade de
inibicdo dos grupos iniciais pela radiacdo ultravioleta, permanecendo 0s grupos que
apresentam maior resisténcia.

Pode-se ter ocorrido também uma competi¢cdo de nutrientes, visto que quando
se tem uma grande variedade de microrganismos numa amostra, ocorre a competicéo
nutricional, onde alguns géneros tém maior facilidade em utilizar o hidrocarboneto do
combustivel como fonte de nutrientes, com isso os fatores nutricionais limitam o
crescimento das demais bactérias. Esse tipo de competicdo de nutrientes € um fator
limitante e conduz a sele¢ao no crescimento microbiolégico.

A diferenca dos géneros encontrados antes e apds 0s ensaios, podem ser
explicados também pelo tipo de meio de cultura utilizado para o crescimento
microbioldgico, visto que o meio LB, € um meio ndo seletivo, utilizado para
crescimento de diversas bactérias, na manutencéo e cultivo. Com isso, 0 meio contém
nutrientes basico para crescimento, e como cada género de microrganismos necessita
de diferentes nutrientes para o crescimento, este fator pode ter sido uma variavel para
os diferentes géneros encontrados.

Os géneros encontrados no tempo inicial e final de cada ensaio podem
apresentar, ou ndo, uma maior facilidade em passar da fase 6leo para fase dgua (meio

de cultura) e com o decorrer do tempo de ensaio alguns microrganismos foram
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inibidos, facilitando o crescimento de outros microrganismos com maior resisténcia e
facilidade em utilizar o combustivel como fonte de nutriente.
Na Tabela 5 observa-se que, para cada periodo de coleta das amostras dos

ensaios, apresentaram um perfil de géneros identificados distintos dos demais.

Tabela 5. Relacao dos meses de coleta com a identificacdo molecular

Ensaios Data da coleta Espécie referéncia
A Junho Staphylococcus sp.
B/C Novembro Clostridium sp., Enterobacter sp. e Enterococcus sp.
D Dezembro Acinobacter sp. e Bacillus sp.

Como relatado anteriormente, a producdo do biodiesel, adicionado ao 6leo
diesel, varia-se de acordo com o més de producdo e as matérias-primas utilizadas.
Como o biodiesel é uma das formas de contaminacdo microbioldgica, devido a sua
instabilidade e a sua producéo é realizada com diversas matérias primas, em cada
més de coleta de amostra dos ensaios, a identificacdo molecular dos géneros foi
diferente. Os géneros identificados em junho, n&o foram encontrados nos outros

meses de coleta, assim como em novembro e dezembro.

As contaminacdes do combustivel pelas bactérias identificadas nestes ensaios
promovem e facilitam a formacdo de compostos que causam problemas associados
a: bloqueio de tubulacdes, filtros e vélvulas; formacdo de sedimentos; corrosfes;
incrustacdes e degradacdo do combustivel.

5.3.4. Avaliacéo da biodegradabilidade

Este teste foi realizado com os isolados dos ensaios A, B, C e D, dos tempos
iniciais e finais. Ao qual foram verificados a capacidade destes isolados em degradar
as diferentes blendas de 6leo diesel e biodiesel.

As leituras foram realizadas com tempo de avaliacédo de 24, 48 e 96 horas de
incubacdo, e foram identificadas pela descoloracdo do corante 2,6-diclorofenaol
indolfenol (DCPIP), onde a oxidacao do meio € determinada pela mudanca da cor azul

para incolor.

Pode-se observar que apos 24 horas de incubacéo (Tabela 6) as bactérias
isoladas dos ensaios A (tempo inicial e final) e ensaio D (tempo inicial e final),

degradaram o biodiesel puro (B100).
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Nas demais blendas a degradacdo iniciou-se apos 48 horas (7), onde as
bactérias do ensaio A no tempo inicial degradaram as blendas B8, B20 e B40, j4 as
bactérias isoladas do ensaio A no tempo final degradaram todas as blendas. Para o
ensaio D, nas bactérias isoladas do tempo inicial, ocorreu a degradacéo da blenda B8,

e nas bactérias isoladas do tempo final, ocorreu a degradacdo em todas as blendas.

No tempo de 96 horas (Tabela 8) ocorreu a degradacado do combustivel pelas
demais bactérias isoladas. As bactérias isoladas dos tempos iniciais e finais, do ensaio
B e C, degradaram todas as blendas produzidas.

Tabela 6. Resultado do teste de biodegradabilidade apds 24 horas
Isolados C+ B8 B8 B20 B20 B40 B40 B60 B60 B100 B100 C-

Ensaio A C+ - - - - - - - - + + C-
T0’

Ensaio A C+ - - - - - - - - + + C-
T60’

EnsaioB C+ - - - - - - - - - - C-
T0’

EnsaioB C+ - - - - - - - - - - C-
T120°

EnsaioC C+ - - - - - - - - - - C-
T0’

EnsaioC C+ - - - - - - - - - - C-
T240°

EnsaioD C+ - - - - - - - - + + C-
T0’

EnsaioD C+ - - - - - - - - + + C-
T360°

* C+: controle positivo; C-: controle negativo

Tabela 7. Resultado do teste de biodegradabilidade ap6s 48 horas
Isolados C+ B8 B8 B20 B20 B40 B40 B60 B60 B100 B100 C-

Ensaio A C+ + + + + + + - - + + C-
T0’
Ensaio A C+ + + + + + + + + + + C-
T60’
EnsaioB C+ - - - - - - - - - - C-
TO’
EnsaioB C+ - - - - - - - - - - C-
T120°
EnsaioC C+ - - - - - - - - - - C-
TO
EnsaioC C+ - - - - - - - - - - C-
T240’
EnsaioD C+ + + - - - - - - + + C-
TO’
EnsaioD C+ + + + + + + + + + + C-
T360’

* C+: controle positivo; C-: controle negativo
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Tabela 8. Resultado do teste de biodegradabilidade ap6s 96 horas
Isolados C+ B8 B8 B20 B20 B40 B40 B60 B60 B100 B100 C-

EnsaioA C+ + + + + + + - - + + C-
T0’
EnsaioA C+ + + + + + + + + + + C-
T60’
EnsaioB C+ + + + + + + + + + + C-
T0’
EnsaioB C+ + + + + + + + + + + C-
T120°
EnsaioC C+ + + + + + + + + + + C-
T0’
EnsaioC C+ + + + + + + + + + + C-
T240°
EnsaioD C+ + + - - - - - - + + C-
T0’
EnsaioD C+ + + + + + + + + + + C-
T360’

* C+: controle positivo; C-: controle negativo

Mesmo que a biodegradabilidade do biodiesel seja considerada uma vantagem
guando correlacionada as perspectivas ambientais, ela constituiu para misturas de
Oleo diesel e biodiesel um problema. Uma maior concentracdo de biodiesel nas
misturas ocasiona novas condi¢cdes de armazenamento, condigbes estas que estao
diretamente relacionadas com a instabilidade quimica do biodiesel, apresentando uma
maior probabilidade de degradacdo. Durante o armazenamento prolongado do
combustivel e em contato com fatores externos, as condicfes se tornam mais

favoraveis para proliferagdo dos microrganismos.

Pode-se observar no teste de biodegradabilidade que os microrganismos
pertencentes aos géneros Staphylococcus sp., Acinetobacter sp. e Bacillus sp.
(ensaios A e D) apresentam uma maior facilidade em degradar biodiesel puro (B100).
Comprovando juntamente com outros trabalhos, que a adicéo de biodiesel promove
uma maior instabilidade a misturas e aumentando o potencial de degradacao
microbiolégica, consequentemente a producdo de biomassa (White et al., 2011;
Onuorah et al., 2013; Buker et al.,2014; Restrepo-Florez et al., 2014; Soriano et al.,
2015).

Pode-se concluir também que os microrganismos dos ensaios que tiveram a
adicao de in6culo (B e C) s6 iniciaram a degradacédo apds 96 horas de testes, e os

microrganismos dos ensaios sem inoculo (A e D) tiveram uma degradacdo do
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biodiesel puro e das blendas em até 48 horas de teste. Estes microrganismos

apresentam uma maior facilidade em utilizar o combustivel como fonte de nutrientes.

5.4.Caracterizacéo fisico-quimica
5.4.1. Diferenciacéo espectrofotométrica

A varredura das amostras iniciais e finais dos ensaios com maior exposicao a
radiacdo ultravioleta teve como objetivo avaliar a formacdo de novos picos de
absorbancia ap6s o tempo de exposicdo, indicando uma alteracdo na coloracdo do
Oleo diesel.

No tempo inicial do ensaio B, o espectro de absorbancia indicou um pico mais
elevado, decorrente da presenca de agua proveniente do indculo utilizado (Figura 13).
Apéds 120 min de ensaio o0 pico apresentou uma area menor, essa diminui¢do deve-se
pela evaporacdo da agua. Para o ensaio C tanto no tempo inicial quanto no tempo
final, os espectros permaneceram parecidos sem a presenca de Nnovos picos,
indicando que a radiagao UV nao proporcionou a formagéao de produtos que interferem
na coloracdo do 6leo diesel.
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Figura 13. Espectro de varredura das amostras do ensaio B e C (com indculo).
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Nos espectros de absorcdo dos ensaios D e E (Figura 14) pode-se observar
que apos o tempo maximo de exposi¢ao a radiagdo UV, ndo houve formacao de novos
picos, apresentando semelhancas nos espectros de absorcdo dos tempos iniciais e
finais. Com isso pode-se concluir que a exposicao a radiacdo UV nao interfere na

mudanca de coloracdo do 6leo diesel.
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Figura 14. Espectro de varredura das amostras do ensaio D e E (sem in6culo).
5.4.2. Temperatura das amostras

Um dos principais fatores que influéncia no crescimento e desenvolvimento
microbiolégico é a temperatura. A temperatura € responsavel por realizar alteragdes
em reagdes quimicas que favorecem o crescimento ou até mesmo inibindo. Cada tipo
de microrganismo tem uma faixa ideal de crescimento, os microrganismos psicrofilos
tem uma temperatura 6tima de crescimento abaixo de 15°C, podendo ter crescimento
a 0°C, os mesdfilos apresentam temperatura 6tima entre 20 — 40°C, sendo estes a
maioria dos microrganismos e os termofilos com temperatura 6tima acima de 45°C
(VALDUGA et al., 2009).
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Na Tabela 9 é demonstrado a diferenga da temperatura nos ensaios com e sem

circulacao do sistema.

Tabela 9. Diferenga de temperatura das amostras, no sistema com e sem circulagéo

Com circulagé&o Sem circulagéo
Tempo (min) Temperatura (°C) Temperatura (°C)
0 25,0 27,1
60 30,3 36,3
120 36,6 44,6
240 37,2 51,6
360 39,8 60,4

Em relacdo ao combustivel os ensaios com circulacao sao preferenciais, visto
que a maxima temperatura atingida foi de 39,8°C em 360 minutos. Para os ensaios
realizados com circulacao do sistema (A, B e D), a temperatura maxima final atingida
se encontrou dentro da faixa Otima de crescimento da maioria dos microrganismos.
Podendo-se prever que a temperatura ndo apresentou influéncia na inibicdo da maior

parte dos microrganismos.

Os ensaios C e E foram realizados sem a circulacdo do sistema, e no decorrer
do tempo de exposi¢cdo da amostra com a radiacdo UV, houve um aumento da
temperatura, chegando a 60,4°C. Contudo o ensaio C foi realizado com inoculagao de
microrganismos e ao fim de 240 minutos de experimento, a carga de microrganismos
permaneceu alta, com 5,00x10° UFC/mL™%, e a temperatura neste ensaio a

temperatura atingiu 51,6°C.

No ensaio C foi identificado os microrganismos isolados pertencentes ao
género Clostridium sp., que apresentam espécies tanto psicrofilos (inferior a 30°C)
guanto termofilos (superior a 40°C) (Blaschek 2014), concluindo que a alta carga de
microrganismos neste ensaio esta relacionada ao tipo de bactéria presentes no 6leo
diesel, e como n&o houve a circulagdo da amostra a incidéncia da radiagdo UV foi

menor, sobre todo o contelido do reator.

Para o ensaio E mesmo a temperatura final do experimento tenha atingido
60,4°C, nao foi possivel detectar microrganismos presentes nas amostras iniciais

deste ensaio.

5.4.3. Massa especifica a 20°C

A caracterizacdo de massa especifica a 20°C foi realizada para as amostras
com maiores tempos de contato com a radiagcdo UV, para ensaio A nao foi realizado
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esta analise. Foi realizada no laboratorio de catalise e producdo de biocombustivel
com temperatura controlada em 20°C. Essa caracterizagdo é uma referéncia de
qualidade para combustiveis automotivos, referindo-se a estocagem, manuseio e
combustdo. O aumento da massa especifica ocasiona o acréscimo na producéo de
poluentes e valores baixos favorecem a perda de poténcia do motor e 0 aumento no
consumo do combustivel (ALEME, 2011; LIMA, 2012).

Na Tabela 10 sdo demonstrados os resultados de massa especifica dos

ensaios.

Tabela 10. Caracterizagéo fisico-quimica de massa especifica a 20°C

Ensaios Tempo de radiacdo UV Massa especifica a 20°C Desvio Padrao
(min) (kg/m?3)
o 1001,81 0,0141
B 120 831,87 0,0714
o 826,56 0,0169
¢ 240' 832,56 0,0293
0} 848,73 0,1458
D 360’ 823,78 0,0920
o 845,91 0,0072
E 360 826,90 0,1029

De acordo com a Resolucao n°30 de 23/06/2016 da ANP, o limite de massa
especifica a 20°C para 6leo diesel S10 é de 817,8 a 865,0 kg m3. Com isso as
amostras dos ensaios C, D e E permaneceram inclusas nos limites especifico, mesmo

apos 360 minutos de contato com radiacédo UV.

Como no ensaio B constituiu na utilizacdo de inéculo ao inicio do processo,
ocorreu um aumento na concentracdo de agua presente no Oleo diesel e
consequentemente o aumento da massa especifica. Decorrente disto, a densidade
passou dos limites especificos no tempo 0 minutos, contudo apés 120 minutos de
circulacdo e radiacdo ultravioleta, os valores de densidade passardo a limites

correspondente a normatizagao.

Esta diminuicdo da massa especifica ao fim do ensaio pode ser explicada pela
evaporacao da agua presente. Como no topo das colunas de reacao e no tanque de
armazenamento existe um volume composto de ar, 0 aquecimento provocado pelas
lampadas UV pode ocasionar a evaporacao da agua produzindo um acumulo de vapor

d’agua. Mesmo que a temperatura do combustivel medida na saida do reator tenha
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sido baixa, a temperatura préxima a lampada pode ser maior, provocando um

superaquecimento no local préximo da lampada e evaporando a agua presente.

5.4.4. Viscosidade cinematica a 20° C

Segundo Meier (2014), a viscosidade € determinada a fim de verificar a
resisténcia de um 6leo ao escoamento a uma dada temperatura. Maiores valores de
viscosidade proporcionam uma maior tendéncia na formagdo de depositos e afeta
atomizacdo do combustivel, procedendo na queima incompleta e emissdes de
materiais particulados (LIMA, 2012).

A caracterizagdo de viscosidade a 20°C foi realizada para as amostras com
maiores tempos de contato com a radiagcdo UV, para ensaio A nao foi realizado esta
analise. Esta analise foi realizada somente como uma analise comparativa entre as
amostras. A Resolucdo n°30 de 23/06/2016 da ANP determina os valores limites para

viscosidade a 40°C de 6leo diesel S10, entre 1,9 a 4,1 mm?s.

Na Figura 15 € demonstrado o comportamento da viscosidade cinematica a
25°C nos ensaios com maior exposicdo a radiacdo UV, no decorrer do tempo de

experimento.
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Figura 15. Viscosidade cinemética a 25°C dos ensaios

Para o ensaio B e C o valor de viscosidade sem a adi¢ao do inoculo foi de 2,4

mm?Zs, apos a adicdo do inéculo os valores de viscosidade inicial foi de 6,4 mms3s, e
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no transcorrer do tempo de exposi¢do a radiacdo UV os valores variaram 3,2 a 6,4
mm?2s. Estes altos valores de viscosidade podem ser resultado da inoculagéo de
microrganismos realizada ao inicio do ensaio, visto que ao adicionar agua ao Oleo,
houve a formacdo de uma emulsao, tratando-se de emulsdes de liquidos diferentes,
a viscosidade tende a apresentam maiores valores, do que quando em fases
individuais (BASTOS, 2013; RONCHI, 2014).

Os ensaios D e E que ndo houve a adicdo de agua nas amostras, apresentaram
valores para viscosidade a 25°C, de 2,4 mm?s durante o decorrer de todo o tempo de

exposicdo a radiacdo ultravioleta.

Diante disso pode-se concluir que a utilizacdo da radiacédo ultravioleta como
método de controle de contamina¢cdes microbioldgicas, ndo interfere sobre as
propriedades do 6leo diesel comercial. Visto que somente as amostras onde foram
adicionados in6culo (dgua) apresentaram variacdo das propriedades fisico-quimica.

Com isso este método apresente somente efeitos na inativacdo dos microrganismos.
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6. CONCLUSAO

Buscando atender os objetivos deste trabalho, foi possivel a montagem de um
reator com lampadas de radiacdo ultravioleta para utilizacdo com o combustivel éleo
diesel, a quantificacdo dos microrganismos presentes nas amostras e determinar um
tempo minimo ideal de incidéncia com radiagdo UV para inativacao e/ou diminuicdo

do crescimento de microrganismos.

Os ensaios preliminares de radiacdo UV demonstraram a necessidade um
tempo de contato do éleo diesel com a radiacdo UV de no minimo 360 minutos e com
a presenca da circulagdo do sistema, evitando assim um aumento da temperatura do

combustivel no interior do reator.

Somente nos ensaios com a adicdo de inoculo ocorreu alteragbes nas
propriedades fisico-quimicas do 6leo diesel comercial, nos ensaios com 6leo diesel

comercial a radiacdo nao proporcionou alteracdes nas propriedades do combustivel.

Com essas caracteristicas de ensaio, foi possivel realizar a diminuicao e/ou
eliminacdo de microrganismos. O ensaio D foi o que apresentou melhores
combinac¢des na diminuicdo de microrganismos presentes no 6leo diesel S10. Neste
ensaio ocorreu uma diminuicédo da carga microbioldgica, passando de 1,50x10'° UFC
mL! para 3,33x10%2 UFC mL™, sendo estes dados comprovados pela diminuicdo da
absorbéancia do meio, caindo de 1,606 nm para 0,310 nm ao fim de 360 minutos de

contato com radiacdo UV.

Em todas as amostras, iniciais e finais dos ensaios, foi possivel realizar a
identificacdo molecular das bactérias presentes. Foi possivel realizar a identificacao
molecular de 10 espécies de bactérias na Regido Sul do Brasil. Bactérias estas que
apresentaram potencial de degradacgéao tanto de biodiesel puro quanto da mistura de
Oleo diesel com biodiesel, sendo que em 24 horas o biodiesel puro foi degradado e as
blendas B8, B20, B40 e B60 em 96 horas.

Como relatado no decorrer deste trabalho, a acdo combinada da agua,
oxigénio, ar, temperatura e microrganismos fornecem um ambiente favoravel para
degradacdo microbiolégica do combustivel, sendo estd um dos problemas mais

recorrentes em relacdo ao tempo de armazenamento do 6leo diesel comercial.
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Portanto, a utilizagdo da radiac&o ultravioleta como um método de controle para
inativacdo e/ou eliminagdo de microrganismos, favorece a distribuicdo e
comercializacdo de o6leo diesel, aumentando o tempo de estocagem, e visando

garantir a qualidade do produto até o consumidor final.
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7. TRABALHOS FUTUROS
Otimizar o processo de quantificacdo dos microrganismos;
Avaliar novos tempos de incidéncia com radiagéo UV;
Produzir e testar blendas B20 e B40 no reator e radiagédo UV,
Realizar um teste de estabilidade de amostras em diferentes tempos de
armazenamento e avaliar a estabilidade apds a radiacdo UV;
Realizar uma identificacdo de microrganismos nas diferentes épocas de
producao do biodiesel, avaliando as distintas matérias-primas;
Estabelecer um Banco de Germoplasma de microorganismos degradadores de
biodiesel, importantes para pesquisas de deteccéo e controle de qualidade do

biodiesel.
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