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RESUMO

Os microrganismos devido a sua alta capacidade de adaptagdo e reproducdo em
um pequeno intervalo de tempo apresentam a caracteristica de se desenvolver em
ambientes com condi¢cdes aparentemente indspitas, como os combustiveis. Uma vez no
interior dos sistemas de armazenamento de combustiveis os microrganismos podem
permanecer dispersos na suspensdo ou aderidos na superficie sob a forma de biofilme,
podendo ocasionar diversos prejuizos a industria e ao meio ambiente. Portanto, esse
estudo objetivou quantificar os contaminantes microbianos presentes em diferentes
combustiveis, gasolina comum, gasolina aditivada, diesel, etanol e biodiesel e induzir a
adesdo e formacao de biofilme em cupons de prova representando a superficie de tanque
de combustivel. Para a avaliacdo da microbiota foram utilizados trés métodos,
Contagem Padrio em Placa (CPP), Método do Numero Mais Provavel (NMP) e
Espectrofotometria no Leitor de Elisa. Em avaliagdo da formagdo do biofilme foram
testados dois métodos, CPP e Espectrofotometria. Com base nos resultados obtidos
verificou-se que os métodos de CPP e Espectrofotometria apresentaram efeito
significativo (P<0,05) para a quantificacdo microbiana dos combustiveis. O diesel
apresentou maior concentragdo celular com 4,64 Log UFC/mL. Em processo de
formagcdo do biofilme pode-se perceber que os dois métodos testados foram
significativos (P<0,05). O teste CPP foi o que melhor evidenciou a formacdo de
biofilme. Verificou-se que entre os combustiveis analisados a gasolina comum e o
etanol caracterizaram a formagdo de biofilme. A gasolina comum e o etanol
apresentaram concentragdo celular indicativa de biofilme apds o periodo de 16 horas
com 6,02 Log UFC/mL e 7,87 Log UFC/mL, respectivamente. Esses resultados
demonstram que os combustiveis apresentam uma concentragdo microbiana elevada,
bem como evidenciam que em poucas horas ¢ possivel observar o processo de formacgao
de biofilme na superficie dos tanques de combustivel.

Palavras-chave: Microbiota, Combustiveis de origem fossil, Biocombustiveis,
Biofilme.
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ABSTRACT

Microorganisms, due to their high capacity of adaptation and reproduction in a
short time, have the feature of being able to develop in environments with seemingly
inhospitable conditions, such as fuels. Once inside the fuel storage system,
microorganisms may remain dispersed in suspension or adhered to the surface in the
form of biofilm, which may cause several damages to the industry and to the
environment. Therefore, this study aimed to quantify the microbial contaminants
present in various fuels, gasoline, premium gasoline, diesel, ethanol and biodiesel, and
to induce the adhesion and biofilm formation on test coupons representing the surface of
the fuel tank. To evaluate the microbiota three methods were used, Standard Plate Count
(SPC), Method of the Most Probable Number (MPN) and Spectrophotometry in Elisa
Reader. In the evaluation of biofilm formation, two methods were tested, SPC and
Spectrophotometry. Based on the obtained results, we verified that the SPC and
Spectrophotometry methods showed significant effect (P<0.05) for the microbial
quantification of fuels. Diesel presented a higher cell concentration with 4.64 Log
CFU/mL. In the process of biofilm formation it can be seen that the two tested methods
were significant (P<0.05). The SPC test was the one that best demonstrated the
formation of biofilms. It was verified that, among the analyzed fuels, gasoline and
ethanol characterized the biofilm formation. Gasoline and ethanol presented indicative
cell concentration of biofilm after a period of 16 hours with 6.02 Log CFU/mL e 7.87
Log CFU/mL, respectively. These results demonstrate that the fuels present a high
microbial concentration, as well as show that in a few hours it is possible to watch the
process of biofilm formation on the surface of the fuel tanks.

Key-words: Microbiota, Fossil fuels, Biofuels, Biofilm.
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INTRODUCAO

A industria petroquimica possui um papel fundamental na comunidade mundial,
pois atinge diversos segmentos, desde a industria de cosméticos até a produgdo de
combustiveis, sendo esse um dos setores mais importantes e influentes. Porém, o uso
dessas tecnologias tem ganhado destaque nos tltimos anos, uma vez que trata-se de um
recurso nao renovavel e muitas vezes prejudicial ao meio ambiente por contribuir para o
aumento do aquecimento global em virtude dos gases de didxido de carbono agirem
diretamente no efeito estufa.

Devido a escassez do petroleo e ao impacto ambiental da queima de
combustiveis fosseis hd um crescente interesse pela produgdo de biocombustiveis, em
virtude desses serem provenientes de fontes renovaveis além de apresentarem vantagens
ambientais, econdmicas e sociais.

Apesar de nos ultimos anos varios trabalhos terem relatado sobre o
desenvolvimento de novos combustiveis, bem como tecnologias para melhorar a
eficiéncia dos mesmos, a preocupagdo com 0s potenciais problemas microbiologicos
que esses podem vir a ter tem ganhado destaque, uma vez que 0s microrganismos
podem causar diversos danos a industria e ao meio ambiente (Nunes et al., 2008)

A presenca de microrganismos em sistemas de armazenamento de combustiveis
tem sido relatada ha algumas décadas. Apesar dos combustiveis aparentarem ser um
ambiente inOspito para a sobrevivéncia dos microrganismos, varios sdo os fatores que
contribuem para o crescimento microbiano nesses sistemas como, por exemplo: a
disponibilidade de nutrientes, presenga de agua, presenca de aditivos, e condigdes
favoraveis de pH e temperatura.

Os microrganismos nos combustiveis podem estar dispersos na suspensao
(planctdnicos) ou aderidos na superficie dos tanques sob a forma de biofilme
(Yemashova et al., 2007). Os biofilmes constituem comunidades microbianas
caracterizadas por células ligadas fortemente a um substrato por meio de substincias
poliméricas extracelulares (EPS) e podem levar a diversos prejuizos na industria de
combustiveis, como, por exemplo: desencadear processos de biocorrosdo, contaminagao

dos produtos armazenados levando a perda da qualidade do produto final, formacao de
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borra e deterioracdo das tubulagdes e tanques de combustiveis (Lindsay e Von Holy,
2006).

A biocorrosdo pode ser definida como um processo de corrosdo induzida e/ou
acelerada por microrganismos, sendo que o crescimento microbiano age sobre a
extensdo do material alterando sua resisténcia, seja pela interagdo do biofilme com o
substrato ou pela acdo dos metabolitos dos microrganismos (Mufioz et al., 2007).

Portanto, a presenca de microrganismos nos combustiveis, seja na forma de
biofilme ou dispersos na suspensdo pode levar a diversos prejuizos na industria ou até
mesmo a desastres ambientais, devido ao rompimento dos tanques. Por isso, se faz de
extrema importancia estudos relacionados ao crescimento microbiano em sistemas de
armazenamento de combustiveis bem como dos processos de biocorrosdo induzidos
pelos microrganismos, a fim de sugerir metodologias para minimizar esses impactos no
meio ambiente e na industria.

O presente trabalho tem como objetivo quantificar a microbiota de diferentes
combustiveis, além de analisar os processos de adesdo e formagdao de biofilme em
biocorrosdo através da avaliagdo em cupons de prova sugerindo a superficie de liga

metalica em tanque de combustiveis
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Quantificar os contaminantes microbianos presentes em diferentes combustiveis
e induzir a formagdo de biofilme em cupons de prova representando a superficie de

tanque de combustivel.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar e isolar cepas provenientes de combustiveis fOsseis: gasolina

comum, gasolina aditivada e diesel;

¢ Quantificar e isolar cepas provenientes de amostras de biocombustiveis:

biodiesel e etanol;

e Avaliar qual melhor analise para quantificagio da microbiota dos
combustiveis: Contagem Padrao em Placa, Método do Numero Mais Provavel,

Espectrofotometria no leitor de Elisa;

e Induzir a formagdo de biofilme por cepas isoladas na etapa anterior através de

ensaios in vivo em cupons sugerindo a superficie de um tanque de combustivel;

e Comparar o melhor método para avaliar a formagdo de biofilme: Contagem

Padrao em Placa ou Espectrofotometria no leitor de Elisa;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A industria de combustiveis tem enfrentado problemas de contaminagdo
microbiana, uma vez que os microrganismos podem causar diversos prejuizos, entre
eles biocorrosdo de equipamentos, tubulagdes e produg¢do de compostos indesejaveis
através do metabolismo microbiano, os quais alteram as caracteristicas dos

combustiveis.

3.1 Caracteristicas dos hidrocarbonetos

O petréleo ¢ uma mistura complexa e heterogénea de compostos organicos,
constituindo cerca de 90% hidrocarbonetos diferentes ¢ pequenas quantidades de
enxofre, oxigénio e nitrogénio. O processo de refino do petrdleo pode ser dividido em
fases, separagdo, craqueamento ¢ reagdes quimicas, tais como polimerizagdo ou
alquilagdo e mistura. Esses processos podem afetar a composi¢do do produto final, que,
por sua vez, influencia a susceptibilidade & contaminacdo microbiana (Gaylarde et al.,
1999; Van Hamme et al., 2003).

Nas refinarias, o 6leo bruto passa por uma série de processos até a obtengao dos

produtos derivados, como gasolina, diesel, lubrificantes, nafta e querosene de aviagao.

3.1.1 Gasolina

A gasolina ¢ um derivado do petréleo volatil e inflamavel, produzido na faixa de
destilacio de 30 a 220 °C. E formada por uma mistura de diversos tipos de
hidrocarbonetos, variando de C4 a C12 atomos de carbono.

Desde a Primeira Guerra Mundial descobriu-se que a adigdo de compostos
oxigenados na gasolina, como o chumbo, aumentava a octanagem, ou seja, a resisténcia
do motor a detonagdo. No entanto, a utilizacdo de chumbo na gasolina brasileira foi
proibida devido a sua alta toxicidade. Hoje no Brasil ¢ autorizada a adicdo de alcool
etilico como o mais correto oxigenado, portanto, sdo comercializados dois tipos de

gasolina: o tipo A e o tipo C. A gasolina do tipo A ¢ derivada diretamente das refinarias
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de petroleo e a gasolina tipo C possui a adi¢do de 24 + 1 (% v/v) de etanol (Wiedemann
et al., 2005; Gaylarde et al., 1999).

Na gasolina também podem ser adicionados compostos de tolueno, xilenos,
alcoois anidros e aditivos com finalidades especificas como antioxidantes,
antidetonantes, anticongelantes, detergente, entre outros, os quais podem agir como
fontes de nutrientes para os microrganismos, enquanto outros, como 0s compostos
antidetonantes contendo enxofre que podem servir como inibidores do crescimento

microbiano (Gaylarde ef al., 1999).

3.1.2 Diesel

O oleo diesel ¢ um derivado de petroleo formado por uma mistura de
hidrocarbonetos, variando de C22 a C15 atomos de carbono e produzido na faixa de
destilagdo de aproximadamente 150 a 400 °C. O 6leo diesel também possui em sua
composi¢do quantidades significativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre. No Brasil esse
ultimo constituinte apresenta-se em menor nivel (maximo 0,5%) em relagdo aos outros
paises o que pode favorecer a atividade metabolica microbiana (Gaylarde et al., 1999).

Esse combustivel também pode apresentar em sua formula¢do aditivos com
caracteristicas emulsificantes podendo promover a dispersdo do material biologico
aderido no tanque. Essa dispersao leva a uma maior exposicdo dos equipamentos
metalicos, devido a maior saturagdo do meio tornando-os mais suscetiveis ao processo
de corrosdo, além de disponibilizar mais material organico aos microrganismos. Por
outro lado, a remocao do biofilme protege o material metélico dos agentes e do processo

corrosivo que ¢ causado pela instalagdo desta pelicula biologica (Biicker, 2009).

3.2 Caracteristicas dos biocombustiveis

Os biocombustiveis sdo combustiveis derivados de fonte de energia renovavel,
como a biomassa vegetal, que podem substituir parcialmente ou totalmente os
combustiveis de origem fossil. No Brasil, os dois principais biocombustiveis produzidos
e comercializados sdo o etanol, extraido principalmente da cana-de-agucar e o biodiesel

produzido de diversas fontes de oleaginosas ¢ de gordura animal.



20

3.2.1 Biodiesel

A utilizagdo de 6leos vegetais como combustiveis € um fato discutido desde o
final do século XIX. No entanto s6 ganhou importincia ap6s a primeira crise do
petréleo na década de 1970. A partir de entdo os dleos vegetais que até agora eram
utilizados apenas na industria alimenticia, passaram cada vez mais serem testados para
servir como uma alternativa em substituicdo ao diesel (Schleicher et al., 2009).

De acordo com a Resolugdo da ANP 07/2008, o biodiesel é definido como um
combustivel composto de alquil ésteres de acidos graxos derivados de 6leos vegetais ou
gorduras animais, denominado de B100 (Brasil, 2008). Para a produgdo de biodiesel
pode ser utilizado qualquer tipo de matéria-prima, desde que a mesma contenha acidos
graxos livres ou triglicerideos, tais como 6leos vegetais, gorduras animais e gorduras
residuais, que podem ser convertidos em biodiesel, ¢ que os produtos finais satisfagam
as rigorosas exigéncias de qualidade antes de ser aceito como biodiesel (Janaun e Ellis,
2010).

Desta forma, as opg¢des de fontes de matéria-prima para produgdo dos
combustiveis renovaveis sdo bem diversificadas. Dentre as oleaginosas destacam-se a
soja, canola, milho, mamona, girassol, amendoim, algoddo, palma, babacu, pinhao-
manso, crambe, entre outras. Como gorduras animais destacam-se o sebo bovino, 6leo
de peixe, 6leo de mocotd, banha de porco, entre outras. Outra matéria-prima
comumente utilizada na produgdo de biodiesel ¢ a gordura residual resultante de
processamentos domésticos, comerciais ¢ industriais, como lanchonetes, restaurantes e
cozinhas industriais, comerciais € domésticas.

Pesquisas recentes demonstram as potencialidades do biodiesel como
biocombustivel, bem como métodos de extracdo de 6leos de distintas fontes para a
producdo do mesmo. Porém sdo poucos os trabalhos que enfatizam os potenciais
problemas microbiologicos que esse biocombustivel pode apresentar (Nunes et al.,
2008).

Segundo Lutterbach et al. (2006), o biodiesel tende a sofrer alteragdes nas suas
propriedades ao longo do tempo, devido as reagdes de natureza hidrolitica,
microbiologica e oxidativa com o meio ambiente. Trata-se de processos de degradagao
que podem ser acelerados pela exposicao ao ar, umidade, metais, luz e calor ou mesmo

a ambientes contaminados por microrganismos. Um dos processos a que esta sujeito o
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biodiesel sdo os processos corrosivos induzidos pela presenca simultanea de agua e de
microrganismos, denominados de biocorrosdo, que também pode ocorrer com outros
combustiveis, a exemplo do que comumente se verifica em tanques de armazenamento

de diesel de origem f6ssil.

3.2.2 Etanol

O etanol ¢ um biocombustivel também conhecido como 4lcool etilico produzido
principalmente pelo processo de fermentacdo de diversas formas de biomassa. A cana-
de-acucar ¢ a mais utilizada no Brasil por apresentar mais vantagens energéticas e
econdmicas. Apesar da maior parte do etanol industrial ser produzido por meio da
fermentagdo, o mesmo também pode ser produzido sinteticamente por meio de
derivados do petrdleo como o eteno. No Brasil o etanol ¢ utilizado desde a década de 70
quando foi lancado o Programa Proalcool, o qual pode ser considerado o maior
programa de combustiveis renovaveis do mundo.

O etanol representa uma fonte de carbono e energia para varias populacdes
microbianas, e ¢ degradado por varias enzimas constitutivas das rotas metabolicas dos

microrganismos (Alvarez e Hunt, 2002).

3.3 Contaminaciao microbiana dos combustiveis

A contaminacdo microbiana em combustiveis t€ém sido relatada hd algumas
décadas, sendo que os primeiros trabalhos que reconheceram os efeitos nocivos da
contaminagdo microbiana foram realizados com combustiveis de aeronaves na década
de 1930. Porém, os primeiros trabalhos s6 foram publicados depois de 1960 (Raikos et
al., 2011).

O crescimento microbiano em tanques de combustiveis ¢ a causa de diversos
problemas operacionais como qualidade dos combustiveis, aumento da utilizacdo de
aditivos que podem fornecer nutrientes para os microrganismos, ¢ problemas
relacionados a limpeza e armazenagem (Pitcher, 1989).

Os microrganismos podem entrar em contato com os combustiveis de diferentes
formas durante o processo de refino, através do solo durante o periodo de estocagem,

durante a lavagem dos dutos que veiculam os combustiveis ou transportados juntamente
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com a poeira e agua através das aberturas nos tanques (Yemashova et al., 2007;
Gaylarde ef al. 1999). No interior dos tanques de combustiveis os microrganismos
podem permanecer aderidos na superficie, formando biofilme, e/ou dispersos no fluido.

A microbiota presente em sistemas de armazenamento de combustiveis provoca
um aumento na quantidade de 4gua livre devido a degradacdo dos hidrocarbonetos, e a
atividade metabodlica dos microrganismos levando a formacao de perdxido e acido. A
presenga de microrganismos também provoca o aumento da viscosidade, diminui¢do da
estabilidade térmica e volatilidade que podem levar a problemas de filtragdo,
deteriora¢do do equipamento e consequentemente perda da qualidade do produto final
(Kartavtseva et al., 1989; Yemashova et al., 2007).

Entre as bactérias capazes de crescer em combustivel, destacam-se os géneros:
Acinetobacter sp, Alcaligenes sp, Bacillus sp, Pseudomonas sp, Flavobacterium sp,
Aeromonas sp, Achromobacter sp, Arthrobacter sp, Nocardia sp, Rhodococcus sp e
Micrococcus sp (Gaylarde et al. 1999, Emtiazi et al. 2005, Yemashova et al. 2007).
Para crescer nesse ambiente, o0s microrganismos exigem a capacidade de
metabolicamente transformar os hidrocarbonetos, a fim de emprega-los como fonte de

carbono e energia.

3.3.1 Fatores que influenciam a contamina¢io microbiana

O crescimento microbiano em combustiveis sofre interferéncia do pH (do
combustivel), temperatura, oxigénio dissolvido, presenca de agua, disponibilidade de
nutrientes e presenca de aditivos. Em condigdes favoraveis, os microrganismos se
desenvolvem e consequentemente provocam alguns prejuizos no setor petrolifero.

Os microrganismos ao encontrarem condicdes ideais para o seu crescimento
podem se desenvolver em uma ampla faixa de pH e temperatura, como: pH 4 a 9 e de
4°C a 60°C (Yemashova et al., 2007). Os produtos do metabolismo microbiano podem
reduzir o pH do meio acelerando assim o processo de corrosdo do tanque de
combustivel (Videla e Herrera, 2005).

A presenca de agua ¢ um fator limitante para o crescimento microbiano.
Segundo Gaylarde et al. (1999) 1% de agua ¢ o suficiente para o desenvolvimento dos
microrganismos através da ativagdo do metabolismo celular e posteriormente gerando a

producao de mais agua, seqiienciando um ciclo metabdlico continuo.
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A agua livre ¢ responsavel pelo estabelecimento de um conjunto de processos
que associados as atividades metabdlicas dos microrganismos fornecem condicdes para
a biocorrosdao de componentes automotivos, tanques de armazenamento e a formagdo de
sedimentos de origem biologica, denominados de biodepdsitos ou conhecidos
popularmente como borra (Alves et al., 2006).

Acredita-se que além dos teores de 4gua (maximo de 500 ppm) aceitaveis, pela
Agéncia Nacional de petréleo (ANP), tanto para o diesel, quanto para o biodiesel, um
maior teor de 4gua pode ser proveniente pelas adulteracdes nos tanques de
armazenamento do diesel ou durante o transporte facilitando a degradacdo do
biocombustivel nas misturas com o diesel ou nas proprias misturas de diferentes fontes
de oleaginosas (Nogueira et al., 2009).

Além da presenga de dgua, outro fator limitante para o crescimento microbiano ¢
a disponibilidade de nutrientes como, fosforo, magnésio, potassio e outros

microelementos (Gaylarde et al., 1999).

3.4 Biofilmes microbianos

Os microrganismos sdo considerados extraordinarias formas de vida, seja pela
sua capacidade de adaptagdo ou pela sua facilidade de se reproduzir amplamente em um
curto periodo de tempo. Esses aspectos contribuem para que se distribuam na maioria
dos habitats podendo apresentar-se aderidos a uma superficie sob a forma de biofilme

ou dispersos (Viana, 2009).

3.4.1 Definicéo e constituicio dos biofilmes

As pesquisas sobre adesdo bacteriana tiveram inicio ha algumas décadas, quando
observou-se que a colonizagdo bacteriana em superficies constituia influéncia positiva
na atividade das células em relagdo a sua forma isolada e ndo aderida e que esses
microrganismos aderidos ou em biofilmes eram responsaveis por processos corrosivos
em superficies imersas em sistemas marinhos aquaticos (Zobell e Allen, 1935; Zobell,
1943; Fletcher, 1987; Zottola, 1997). Empregando técnicas de microscopia mais
sofisticadas e efetivas, Costerton et al. (1978) verificaram que a maioria dos

microrganismos nos ambientes naturais se encontrava fixa (sésseis) a suportes, € nao
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dispersos em suspensdo (planctonicos). Portanto, foi atribuida a definicdo de biofilme a
esse complexo ecossistema de células microbianas com mecanismos fisiologicos
diferenciados. Os microrganismos planctonicos sdo mais susceptiveis as agressdes
ambientais em relacdo aos microrganismos que se encontram fixos (Capelletti, 2006).

Na natureza, as bactérias ocorrem predominantemente na forma de biofilmes
(Veening et al., 2006), os quais podem ser definidos como uma comunidade de
microrganismos aderidos a uma superficie por meio de filamentos de natureza protéica
ou polissacarideos, conhecidos por glicocalix ou exopolissacarideo (Lindsay e Von
Holy, 2006).

Os biofilmes sdo constituidos por substincias poliméricas extracelulares (EPS),
que representam cerca de 70 a 90% do seu total, além de particulas de proteinas,
lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e vitaminas, que formam uma espécie
de crosta debaixo da qual os microrganismos continuam a crescer formando um cultivo
puro ou uma associacdo com outros microrganismos (Flemming, 1993, Parizzi, 1998;
Lindsay e Von Holy, 2006). A matriz polimérica possui papel fundamental na estrutura
do biofilme, pois sua composicdo determina algumas propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas dos biofilmes, destacando-se a capacidade de tornar-se impermedvel a
determinados agentes antimicrobianos, impedindo assim a sua ag¢do (Rohde ef al,
2009). Quando em biofilmes, os microrganismos apresentam maior resisténcia a acao de
agentes quimicos e fisicos, comumente usados em procedimentos de higienizagdo
(Mosteler e Bishop, 1993).

A diferenciacdo entre adesdo e biofilme tem sido proposta em funcdo da
quantidade de células aderidas por cm”. Segundo Andrade et al. (1998), € necessario um
numero minimo de 10° células aderidas por cm?, enquanto Ronner ¢ Wong (1993) e
Wirtanen et al. (1996) consideram como biofilme um niimero de células aderidas de 10°
e 10° células por cm”.

O biofilme pode ser formado por varios microrganismos, como microalgas,
fungos, protozodarios, virus e bactérias, que podem formar um cultivo puro ou uma
associagdo com diversos microrganismos metabolicamente distintos (Peréz et al., 2007).

As bactérias sao os microrganismos mais adaptados em colonizagdes na forma
de biofilmes, devido possuirem caracteristicas peculiares, tais como: reduzido tamanho,
elevadas taxas de reproducdo, grande capacidade de adaptacdo e de producdo de

substancias e estruturas extracelulares. Cerca de 99% das populagdes de bactérias em
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ambientes naturais sdo encontradas na forma de biofilmes em diferentes estagios de
crescimento, destacando-se as Pseudomonas sp, Enterobacter sp, Flavobacterium sp,
Alcaligenes sp, Staphylococcus sp e Bacillus sp. Biofilmes podem ser formados em uma
grande variedade de superficies, bidticas e abidticas, nos quais os nutrientes os estdo
disponiveis (Lindsay e Von Holy, 2006).

De modo geral, os biofilmes podem causar danos permanentes e reducdo da
viabilidade de equipamentos, o que traz prejuizo econdmico aos mesmos. Além disso,
podem diminuir a transferéncia de calor em trocadores, reduzir o fluxo em tubulagdes e
desencadear processos corrosivos nas superficies dos equipamentos ¢ dos utensilios
(Mafu et al., 1990; Spurlock e Zottola, 1991; Abrishami et al., 1994; Kim e Franck,
1994; Restaino et al., 1994a ¢ 1994b).

O maior problema de contaminag@0 microbiana na industria de refino de
petréleo ¢ a contaminagdo de produtos armazenados, que pode levar a perda da
qualidade, a formacdo de borra e a deterioragdo de tubulacdes e tanques de estocagem,

na refinaria € no usuario final do produto (Liu e Li, 2007; Mufioz et al., 2007).

3.4.2 Formacao do biofilme

Virias sdo as teorias sobre a formagdo do biofilme. A primeira foi proposta por
Marshall et al., em 1971, enfocando que a adesdo ¢ um processo que ocorre em duas
fases. A primeira fase € considerada ainda um processo reversivel, em fun¢do da adesdo
dos microrganismos na superficie que ocorrerem por forgas de Van der Walls,
interacdes hidrofobicas e atracdo eletrostatica. Durante este estagio as bactérias
apresentam movimentos browiniano, podendo ser removidas por rinsagem. Na segunda
etapa, ocorre a interacdo fisica da célula com a superficie por meio de material
extracelular de natureza polissacaridea ou protéica (EPS) produzido pela bactéria. Nesta
fase, as fimbrias poliméricas ligam a célula bacteriana ao substrato, tornando dificil a
remogao do biofilme, tornando necessario utilizar métodos mecanicos, como lavagem
ou raspagens fisicas mais agressivas.

Dentre as diversas teorias a mais aceita foi a defendida por Bott (1993), que
considera a formag@o do biofilme como resultado da agregacdo de substincias
organicas, microrganismos e produtos derivados do metabolismo dos organismos.

Segundo essa teoria o desenvolvimento do biofilme € separado em cinco fases (Figura
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1). Primeiro ocorre a adsor¢do de substincias organicas dissolvidas a uma superficie
solida em contato com o meio aquoso, constituindo-se um filme condicionador. Apos a
formagdo desse filme condicionador ocorre o transporte dos microrganismos e outras
particulas do meio aquoso para a superficie solida acondicionada e consequentemente a
adesdo firme dos microrganismos a superficie. Em seguida, inicia-se o transporte de
nutrientes da fase liquida para a interfase liquido-biofilme, bem como no interior do
filme microbiano, assim, o biofilme se estabelece, devido o consumo de nutrientes,
crescimento e reprodugdo dos microrganismos aderidos e sintese de polimeros
extracelulares. Uma vez o biofilme formado procede-se o transporte de subprodutos do
biofilme para o exterior e desprendimento de por¢des do biofilme devido a fendmenos

de erosdo superficial ou deslocamento stbito (Viana, 2009).

ial Colonizag@o primaria b}

O e Divisdo celular

l l EPS
O Filme condicionante — \\%

MicrocolOnias

Substrato Substrato
ic) Colonizagdo secundaria id)
Células Grupo de células
—= % Maturacdo do Biofilme
Co-adesdo Co-adesdo Co-adesdo
Substrato Substrato

Figura 1: Ilustracdo das principais fases da formagdo e desenvolvimento do biofilme

(Adaptado de Rickard et al., 2003).

Apos o contato inicial com a superficie, os microrganismos iniciam a sintese de
fibras, que podem ser observadas por microscopia eletronica. Essas fibras tornam-se

mais espessas com o decorrer do tempo, levando também a formagdo da matriz do
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biofilme, dentro da qual outras substancias organicas, inorginicas e materiais
particulados podem existir juntamente com os microrganismos. A producdo de
exopolissacarideos permite o aumento da adesdo da bactéria a superficie. Caso as
células do biofilme sejam reinoculadas em meio de cultura como células planctonicas,

havera redugdo na produgdo de exopolissacarideos (Schwach e Zottola, 1982).

3.4.3 Fatores que influenciam a formacao do biofilme

A formagdo do biofilme estd associada a diversos fatores, tais como:
microrganismos envolvidos, superficie de adesdo e caracteristicas do meio como pH,
temperatura, oxigénio dissolvido, disponibilidade de &4gua, matéria organica, entre

outros.

3.4.3.1 Microrganismos

No que diz respeito as caracteristicas dos microrganismos envolvidos no
processo de adesdo e formagdo do biofilme as estruturas de membrana, como flagelos,
pili e capsula sdo importantes nesse processo.

Os flagelos sdo organelas de locomocdo, constituidas principalmente de
flagelina que confere as bactérias a capacidade de adesdo ao substrato na fase inicial,
mesmo com o fluxo de corrente em alta velocidade (Liu e Tay, 2002).

Em relacdo as proje¢des de fimbria e pili essas estruturas auxiliam a célula tanto
na adesdo quanto na busca por regides de maior estabilidade, na qual a coldnia pode se
fixar e iniciar o desenvolvimento do biofilme.

Os pili sdo classificados segundo sua fungdo em quatro tipos, numerados em
algarismos romanos, sendo que o Pili tipo IV, confere mobilidade ao microrganismo
permitindo o mesmo se mover em superficies semi solidas, como agares e sélidas, como
o0 a¢o inoxidavel. Seu movimento permite a uma micro colonia a expansao radial média
de, aproximadamente, 1 milimetro por hora, considerando-se as taxas médias de

contracao e extensao de 0,5u/segundo (Skerker e Berg, 2001; Mattick, 2006).
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3.4.3.2 Caracteristicas da superficie (substrato)

As caracteristicas referentes a interagdo célula-substrato sdo importantes, uma
vez que podem favorecer ou ndo o desenvolvimento do biofilme. A adesdo bacteriana
corresponde ao contato entre a superficie microbiana e o substrato influenciado por
interagdes fisico-quimicas, que incluem pontes de hidrogénio, hidrofobicidade, a carga
de superficie, & composi¢do do material bem como a topografia do material, como a
rugosidade (Krepsky et al., 2003; Demilly et al., 2006).

A discussao sobre a influéncia do substrato na formacdo do biofilme ¢é fato
conhecido desde 1984, quando Characklis observou que a extensdao da colonizagdo
microbiana parece aumentar com o aumento da rugosidade da superficie, devido a
superficie do biofilme aumentar a interagdo com a superficie rugosa do substrato
(Viana, 2009).

A condicao topografica da superficie também ¢ um fator importante na formagao
de biofilmes, pois a deposicdo de microrganismos ocorre geralmente em areas com
maiores irregularidades (Hilbert et al., 2003). A rugosidade de uma superficie pode
aumentar a retencdo de microrganismos, pois representam locais de abrigo menos
influenciados pelas forcas do fluido (Bott, 1993; Flint et al., 1997).

Em relagdo a composigao do substrato, o biofilme pode ser aderido a varios tipos
de substrato. O aco inoxidavel, material dos tanques de combustiveis, possui algumas
caracteristicas que auxiliam na adesdo dos microrganismos. Segundo informagdes
disponiveis no sitio do American Iron and Steel Institute e da British Stainless Steel
Association, o aco inoxidavel, descoberto por Harry Brearley, Inglaterra, 1912,
corresponde a uma liga composta por ferro e Cromo.
O aco inoxidavel ¢ uma superficie hidrofobica e, portanto, quanto maior a

hidrofobicidade da célula, maior a facilidade de adesdo ao substrato.

3.4.3.3 Caracteristicas do meio

No que diz respeito a fase aquosa algumas caracteristicas sdo de extrema
importincia na adesdo bacteriana e no processo de maturacdo do biofilme. Dentre as
caracteristicas podemos destacar: temperatura, viscosidade, pH, disponibilidade de
nutrientes e potencial osmotico (Mansfeld, 2007). Essas caracteristicas funcionam como

sinais podendo estimular ou ndo a adesdo microbiana, uma vez que também podem
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influenciar na formagdo do filme condicionador, que consiste uma das primeiras etapas
da formag¢do do biofilme.

Os valores de pH abaixo ou muito acima da neutralidade afetam diretamente o
desenvolvimento do biofilme por interferir na forca préton motora, que ¢ a forca
utilizada pela bactéria para gerar o seu gradiente eletroquimico (Pereira, 2001).

Em relacdo a influéncia da concentracdo de nutrientes, verificou-se que quando
se aumenta a concentracdo de nutrientes livres no meio, proporcionalmente ha o
respectivo aumento no nimero de microrganismos presentes no biofilme formado, além
desse fator ser determinante para a adsor¢do da camada de moléculas presente no

biofilme que antecede a adsor¢do de bactérias (Rubio et al., 2006).

3.5 Biocorrosao

A corrosdo ¢ a transformag¢do de um material pela sua interagdo quimica ou
eletroquimica em um determinado meio. Segundo Silva e Pontes Filho (2008), varios
sao os fatores que afetam o processo de corrosao, entre eles, a temperatura, a umidade,
0s compostos presentes no meio e os microrganismos (bactérias, fungos e/ou virus).

Portanto, pode-se definir corrosdo microbioldgica ou biocorrosdo como um
processo eletroquimico de dissolugcdo metalica facilitado, induzido e/ou acelerado por
microrganismos e pelos produtos da sua atividade metabodlica (Miranda et al., 2006;
Silva e Pontes Filho, 2008), uma vez que os microrganismos influenciam a corrosao ao
favorecer reagdes eletroquimicas que nao sao comuns em condi¢cdes livres de
microrganismos e pela alteracdo da superficie de contato com o meio, pela fixagdo, ou
pela liberacdo de metabolitos no meio (Videla e Herrera, 2005).

Pode-se dizer que o processo de biocorrosdo ¢ um sistema formado pela
interacdo de trés componentes: metal, solucdo (fase aquosa) e microrganismos. Sendo
assim, esse processo so pode ser iniciado na presenca de uma fonte de energia, carbono,
um elétron doador, um receptor e na presenca de agua. Portanto, os microrganismos
acabam agindo sobre a extensdo e a resisténcia do material, seja pela sua interacdo
direta (formacdo de biofilme) e/ou como resultado da acdo dos seus produtos
metabolicos.

A corrosdo induzida por microrganismos estd diretamente associada com a

eletroquimica na qual, em ambos os casos, tem-se uma regido anddica desenvolvendo
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um processo de oxidacao que leva a dissolugdo do metal (corrosdo) e simultaneamente a
reducdo de algum componente do meio através da reag@o catodica. Os microrganismos
participam deste processo de forma ativa sem alterar a natureza eletroquimica do
fenomeno, apenas acelerando o processo de corrosdo (Videla, 1991; Mufioz et al.,
2007).

O fluxo aquoso ¢ de extrema importdncia no processo de biocorrosdo, pois
influencia na formacdo e maturacdo do biofilme, além de modificar os parametros
eletroquimicos do meio (Franga e Cravo Jr, 2000; Liu e Li, 2007). Outro parametro que
influencia diretamente na adesdo dos microrganismos em superficies metalicas ¢ a
concentragdo de oxigénio dissolvido na fase aquosa, pois alguns grupos microbianos
nao toleram baixas concentragdes de oxigé€nio e paralelamente outros grupos como as
bactérias redutoras de sulfato (BRS), se desenvolvem através de metabolismo anaerdbio
utilizando o sulfato como aceptor final de elétrons (Beech et al., 2005; Muioz et al.,
2007). Em virtude dessas caracteristicas as BRS tém sido caracterizadas como as
principais responsaveis pelos fendmenos de biocorrosao.

Viérios sdo os microrganismos envolvidos na biocorrosdo. Esse envolvimento ¢é
correlacionado a formacao do biofilme que permite a interagdo entre os diversos tipos
de microrganismos, como bactérias aerobicas e anaerobicas, além de fungos, alguns
tipos de algas e protozoarios.

A formacdo e o desenvolvimento do biofilme ¢ o principal fator para
acelerar/induzir o processo de corrosdo, principalmente pela produgdo do EPS, que
funciona como uma interface entre a célula e a superficie do material. Sendo assim, atua
modificando as caracteristicas eletroquimicas da superficie do metal (Beech, 2004;
Antony et al., 2008).

Pode-se dizer que a corrosdo microbiana, ¢ um dos principais problemas
encontrados nos dutos que veiculam agua, 6leo, gas ou minério, sendo responsavel por
varios prejuizos nesses setores. Esse processo corrosivo induzido por microrganismos
pode deteriorar o produto transportado, causar seu vazamento e provocar paradas nao
programadas, além de troca de pecas e limpeza constante. Outro problema enfrentado
pelas industrias de combustiveis ¢ a contaminacdo dos produtos armazenados, que
podem levar a perda da qualidade, a formagao de borra ¢ a deterioragdo de tubulacdes ¢
tanques de estocagem, na refinaria e no usuario final (Liu e Li, 2007; Mufoz et al,

2007).
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Segundo dados da Petrobras, o processo de corrosdo ¢ particularmente
preocupante no setor petrolifero, pois podem provocar falhas de equipamentos ou
componentes quando em servigo, causando acidentes catastroficos para o ecossistema.
Como consequéncia, a partir da década de 80, houve um aumento na utilizacdo de ligas
resistentes a corrosdo. O uso de técnicas adequadas de amostragem e acompanhamento,
complementadas por metodologias microbioldgicas, microscopicas e eletroquimicas sdo
necessarias para entender os efeitos resultantes da atividade microbiana e o papel dos
biofilmes no processo de corrosdo com o intuito de implementar medidas adequadas de

prevencao (Videla, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande Dourados.

Para efetuar a quantificagdo, o isolamento e¢ a formagdo do biofilme foram
analisadas amostras de combustiveis de origem fossil (gasolina comum, aditivada e
diesel) e de biocombustiveis (etanol e biodiesel).

As amostras de gasolina comum, gasolina aditivada, diesel e etanol foram
provenientes de trés postos de combustiveis localizados na cidade de Dourados, MS.
Foram analisadas trés coletas em cada posto, totalizando nove amostras de cada tipo de
combustivel. Também foram analisadas dez amostras de biodiesel de extracdo de
conversdo industrial, provenientes de uma planta produtora de biodiesel, localizada na
cidade de Dourados, MS.

Os meios de cultura utilizados nessas etapas foram preparados de acordo com as
instrugdes do fabricante e esterilizados a 121°C por 20 minutos e resfriados a 40°C,
antes do uso, sendo que a composicao dos meios ¢ apresentada no Anexo 1.

A metodologia utilizada nos ensaios de quantificagdo microbiana e formacao de

biofilme foi adaptada de Rossi (2008) e Rodriguez-Rodriguez (2009).

4.1 Quantificacio e isolamento da microbiota dos biocombustiveis e combustiveis

de origem fossil

A populacdo microbiana foi mensurada na amostra através da Contagem Padrdo
em Placa, Método do Nimero mais Provavel (NMP) e por Espectrofotometria no leitor
de Elisa, a fim de verificar qual método ¢ mais eficaz na quantificacao das células
microbianas nas amostras de combustiveis em estudo.

Para a realizagdo do método de Contagem Padrao em Placa, primeiro foi
realizada a dilui¢do seriada. Foram pipetados 10 mL da amostra em um erlenmeyer
contendo 90 mL de solugio salina denominada 10™, a partir da qual foram realizadas as
demais dilui¢cdes. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para um tubo contendo 9 mL de
solucdo salina (diluicdo 107) e assim sucessivamente até a obtencdo da diluicdo de 107

Para o plaqueamento em superficie, 0,1 mL de amostra de cada tubo, nas diferentes
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diluigdes preparadas, foi transferido para as placas Petri contendo Plate Count Agar
(PCA) em duplicata, sendo que as mesmas foram 4 incubadas a 35+2°C por 48 horas.

Para a realizacdio do método do Numero Mais Provavel também procedeu-se a
dilui¢do seriada e a partir das mesmas foi inoculado 1 mL em uma série de trés tubos
contendo Caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI), os quais foram incubados a
35+£2°C por 48 horas. A densidade bacteriana foi determinada pela combinagdo dos
resultados dos tubos positivos e negativos em uma tabela de probabilidade designada
por tabela do NMP. Os tubos foram considerados positivos quando apresentaram
crescimento e/ou producao de gas.

Em paralelo ao método do NMP também foi realizada a técnica de
Espectrofotometria no leitor de Elisa, para tanto retirou-se uma aliquota de 1 mL de
cada tubo da série de trés da etapa anterior e colocou-se na cubeta para leitura no
aparelho ajustado em 630 nm de absorbancia. Essas leituras foram realizadas nos
periodos de incubagdo de 24 e 48 horas.

O isolamento dos microrganismos foi realizado através da técnica de
esgotamento. Portanto, de cada tubo da série de trés do método do NMP foi retirada
uma al¢ada, e semeada em placas de Petri contendo Plate Count Agar (PCA), para o
isolamento de bactérias mesofilas aerobias, e em placas com Agar Sabouraud Dextrose
(SDA) para o isolamento de fungos filamentos e leveduriformes. As placas foram
incubadas invertidas a 35+2°C por 48 horas para as bactérias ¢ a 27+2°C por até 7 dias
para os fungos.

Apos a etapa de isolamento as cepas bacterianas foram acondicionadas em
frascos contendo 2,4 mL de Caldo BHI e 0,6 mL de glicerol e os fungos foram
acondicionados em tubos com Agar Sabouraud inclinado. As cepas foram mantidas sob

refrigeragdo, para desenvolvimento de biofilme e posterior identificagdo.

4.2 Avaliaciao do pH e turbidez dos combustiveis

As analises de pH foram realizadas com um aparelho pHmetro da marca Hanna,
exceto das amostras de biodiesel que foram analisadas com fita de pH.

A turbidez foi avaliada por meio de um aparelho turbidimetro marca
Instrutherm.
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4.3 Obtencio de uma suspensio padronizada de células vegetativas dos

combustiveis para formacao do biofilme

Para a obtengdo de uma suspensdo padronizada as cepas isoladas de cada
combustivel foram incubadas em um erlenmeyer contendo 50 mL de Caldo BHI a
35+2°C por 24 horas. Posteriormente esse volume foi transferido para um erlenmeyer de
450 mL de Caldo BHI, sendo incubado a 35+2°C por 24 horas, para garantir que todas

as cepas fossem ressuspendidas.

4.4 Desenvolvimento do biofilme

Os biofilmes foram desenvolvidos em cupons de ago inoxidavel, provenientes de

um tanque de combustivel, com dimensdes de 1 cm’.

4.4.1 Preparo dos cupons de aco inoxidavel (tanque de combustivel)

Os cupons utilizados foram higienizados da seguinte maneira: as superficies
foram limpas por escovacdo, usando-se escova de cerdas macias, dgua e detergente
liquido neutro. Em seguida, foram rinsadas com agua destilada e imersas em acetona,
durante 30 minutos, para intensificar a remog¢do de gordura. Posteriormente, foram
imersas em solugdo NaOH a 1%, por 1 hora. Apds este tempo os cupons foram
novamente rinsados e secos, em temperatura ambiente. As superficies foram

esterilizadas em autoclave, a 121° C, durante 15 minutos (Parizzi et al., 2004).

4.4.2 Condicionamento da superficie dos cupons

Com o objetivo de obter uma superficie de ago inoxidavel coberta por um filme
de condicionamento semelhante ao encontrado em ambiente industrial, os cupons foram

imersos durante uma hora nas amostras de combustiveis a temperatura ambiente.

4.4.3 Adesao das células vegetativas aos cupons

Em um erlenmeyer foram colocados com o auxilio de uma pinga, 33 cupons de
prova, previamente preparados como descrito nos itens 4.3.1 € 4.3.2. Um volume de 150

mL de combustivel foi acrescentado ao erlenmeyer, de maneira que os cupons
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permaneceram submersos e adicionou-se 150 mL de suspensdo de bactérias
padronizada. Para cada amostra de combustivel (gasolina comum, gasolina aditiva,
diesel, etanol e biodiesel) foi preparado o ensaio descrito acima para verificar a adesao
bacteriana aos cupons, sendo que as analises foram realizadas em triplicata.

O tempo de incubacgdo foi suficiente para proporcionar a obtengdo de um
biofilme final de aproximadamente 10° UFC de células aderidas, de forma que os
cupons foram retirados de cada erlenmeyer, com uso de uma pinga esterilizada, nos
tempos 0, 30 minutos, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72 e 168 horas para verificar a formagao de

biofilme na superficie dos cupons.

4.4.4 Avaliacido da adesdo das células vegetativas nos cupons

Para avaliar a adesdo das células vegetativas nos cupons foram utilizados dois
métodos: Contagem Padrdo em Placa (CPP) e Espectrofometria no leitor de Elisa.

Em cada periodo de incubagdo em estudo foram retirados trés cupons, um para
analisar a formag@o do biofilme através da Contagem Padrio em Placa e os outros dois
para as analises de biocorrosao.

Para a avaliagdo da formacdo do biofilme pelo método de Contagem Padrio em
Placa, apds o periodo de incubagdo, os cupons foram retirados do combustivel com o
auxilio de uma pinga esterilizada e, posteriormente foram acondicionados sobre um
papel filtro previamente esterilizado para secarem. Em seguida, os cupons foram
colocados em frascos esterilizados contendo solugdo salina para remog¢ao das células
ndo-aderidas ou planctonicas. Apos a remogao das células planctonicas os cupons foram
transferidos para tubos Corning® contendo 10 mL de solucdo salina e o contetido destes
foi homogeneizado em agitador de tubos Vortex durante 10 minutos. Das suspensdes
homogeneizadas foram retiradas aliquotas para o preparo das dilui¢des seriadas (107 -
10™®) em tubos de ensaio contendo 9 mL solugdo salina.

Para quantificacdo das células microbianas aderidas foi utilizada a técnica do
plaqueamento em superficie em Agar PCA, com placas em duplicata, incubadas em
estufa a 35+2°C por 48 horas. Apos a contagem das colonias, foi determinado o nimero
de UFC/cm’.

Em paralelo foi analisada a formagdo do biofilme por meio de

espectrofotometria de Elisa. Para tanto, apds os cupons serem agitados no Voértex uma
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aliquota da suspensdo homogeneizada foi transferida para uma placa de Elisa, com
fundo reto, para leitura em duplicata no comprimento de onda de 630 nm de

absorbancia no Espectrofotémetro de Elisa.

4.5 Analise dos dados

Os resultados foram expressos na forma de graficos e tabelas, e a analise
estatistica referente aos dados de microbiota, pH, turbidez e formagdo de biofilme dos
combustiveis foram realizadas através do pacote estatistico SAEG 9.1 (UFV, 2007) e as
médias comparadas através do teste de Tukey adotando-se 5% de nivel de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagciao da microbiota dos biocombustiveis e combustiveis de origem féssil

Os combustiveis aparentam ser um ambiente desfavoravel para o crescimento
microbiano, no entanto, existem relatos de microrganismos em sistemas de
armazenamento de combustiveis.

Para a avaliacdo da microbiota foram analisadas amostras de biocombustiveis
(biodiesel e etanol) e combustiveis de origem fossil (diesel, gasolina comum e
aditivada), as quais foram submetidas a trés métodos de quantificacdo: Contagem
Padraio em Placa (CPP), o método do Numero Mais Provavel (NMP) e
Espectrofotometria no leitor de Elisa.

A avaliacdo da microbiota pelo método CPP resultou em uma diferenca
estatistica significativa (P<0,05) entre os combustiveis. A Figura 2 e Tabela 1
apresentam os valores médios de microrganismos e os coeficientes de comparagdo para

cada tipo de combustivel.
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Figura 2: Quantificacdo média da microbiota dos combustiveis comercializados na
cidade de Dourados, MS pelo método de Contagem Padrdo em Placa (Log
UFC/mL).
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Tabela 1: Comparagdes entre os combustiveis analisados pelo método de Contagem

Padrao em Placa (Log UFC/mL), proposta pelo teste de médias.

Combustiveis Médias (Log UFC/mL) Comparacoes
Biodiesel 3,565 A
Gasolina aditivada 1,7455 AB
Diesel 1,4779 B
Gasolina comum 1,2054 B
Etanol 1,0057 B

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Pode-se verificar que dentre os combustiveis o biodiesel apresentou maior
crescimento microbiano com 3,56 Log UFC/mL, seguido da gasolina aditivada com
1,74 Log UFC/mL, diesel com 1,47 Log UFC/mL, gasolina comum com 1,20 Log
UFC/mL e etanol com 1,00 Log UFC/mL.

Em relacdo a quantificagao da microbiota pelo método do NMP observou-se que
nao houve diferenca estatistica significativa (P<0,05) entre os combustiveis (Figura 3).
O diesel apresentou maior crescimento microbiano com 4,58 Log NMP/mL seguido das
amostras de biodiesel, gasolina aditivada, comum e etanol, com 3,32 Log NMP/mL,

3,18 Log NMP/mL, 3,17 Log NMP/mL e 2,84, respectivamente.
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Figura 3: Quantifica¢ao da microbiota dos combustiveis comercializados na cidade de

Dourados, MS, pelo método do Nimero Mais Provavel (Log NMP/mL).
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A microbiota dos combustiveis também foi avaliada pelo método de
Espectrofotometria. Os resultados obtidos por essa técnica sdo apresentados em
absorbancia, por isso os mesmos foram transformados para Log NMP/mL pela equagao
da reta obtida pela correlagdo dos métodos NMP e Espectrofotometria (Apéndice A).

Pelo método de Espectrofotometria foi observada interagdo significativa
(P<0,05) entre os combustiveis. A Figura 4 e Tabela 2 apresentam os resultados da
microbiota pelo método de Espectrofotometria e as comparacdes referentes ao teste de
média, respectivamente. Pode-se perceber que as amostras do combustivel diesel
apresentaram maior crescimento microbiano com 4,69 Log NMP/mL, seguido da
gasolina aditivada com 3,51 Log NMP/mL, gasolina comum com 3,34 Log NMP/mL,
biodiesel com 3,32 Log NMP/mL e etanol com 2,84 Log NMP/mL.
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Figura 4: Quantificagdo da microbiota dos combustiveis comercializados na cidade de
Dourados, MS, pelo método de Espectrofotometria no leitor de Elisa (Log

NMP/mL).
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Tabela 2: Comparagdes entre os combustiveis analisados pelo método de

Espectrofotometria (Log NMP/mL) no leitor de Elisa, proposta pelo teste de

médias.
Combustiveis Médias (Log NMP/mL) Comparacoes
Diesel 4,6992 A
Gasolina aditivada 3,5124 AB
Gasolina comum 3,3491 B
Biodiesel 3,3217 B
Etanol 2,8454 B

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Pode-se perceber conforme descrito acima que os métodos CPP e
Espectrofotometria foram estatisticamente significativos (P<0,05) para quantificag¢do
dos microrganismos presentes nos combustiveis. Apesar do método do NMP ndo ter
apresentado diferenca estatistica significativa sugere-se que ele seja mais adequado que
o CPP, pois como a inoculagdo ¢ feita em meios liquidos, a técnica do NMP apresenta
algumas vantagens em relagdo a CPP, como a possibilidade de inocular quantidades
maiores da amostra, aumentando-se proporcionalmente o meio de cultura. Fato que
confere 4 técnica uma sensibilidade maior do que a do método CPP e uma grande
flexibilidade no estabelecimento no limite de deteccdo. Outra vantagem da técnica do
NMP ¢ a introducdo de etapas de recuperacdo de células injuriadas, ou seja, meios nao
seletivos podem ser utilizados para a inoculagdo inicial, os quais sdo favoraveis para
microrganismos injuriados e depois transferidos para meios de cultura seletivos (Silva et
al. 2010).

Portanto, comparando-se os trés métodos de contagem microbiana (Figura 5),
pode-se inferir que os métodos de NMP e T foram melhores para quantificagdo dos

microrganismos presentes nos combustiveis.
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Figura 5: Correlacdo entre os métodos Contagem Padrdo em Placa, método do Nuimero
Mais Provavel e Espectrofotometria para avaliagdo da microbiota nas

amostras de combustiveis comercializados na cidade de Dourados, MS.

Em relagdo aos combustiveis que apresentaram maior crescimento microbiano,
com base nos métodos sugeridos como ideais, NMP e Espectrofotometria, pode-se
verificar que o diesel obteve maior crescimento médio com de 4,64 Log NMP/mL,
seguido da gasolina aditivada com 3,34 Log NMP/mL, biodiesel com 3,32 Log
NMP/mL, gasolina comum com 3,26 Log NMP/mL e etanol com 2,84 Log NMP/mL

(Figura 6).
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Figura 6: Quantificagdo média (Log NMP/mL) dos microrganismos presentes nas

amostras de combustiveis comercializados na cidade de Dourados, MS.
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Esses resultados sdo condizentes com os apresentados por Rodriguez-Rodriguez
et al. (2009), em um estudo similar realizado com os combustiveis diesel, gasolina e
querosene de quatro distribuidoras da regido da Costa Rica, no qual verificou-se maior
contagem microbiana nas amostras de diesel. Esses resultados também foram relatados
por Bento e Gaylarde (2001) e Gaylarde (1999) em estudos realizados com os
combustiveis no Brasil.

Segundo Gaylarde (1999), o diesel apresenta essa tendéncia microbioldgica, pois
possui uma maior quantidade e variedade de aditivos em relagdo aos outros
combustiveis. Esses aditivos constituem fonte de micronutrientes e carbono para os
microrganismos, além de facilitar o acesso dos hidrocarbonetos aos microrganismos
(Leahy e Colwell 1990).

Outro fator que tem sido evidenciado como fonte de biodegradabilidade do
diesel ¢ a adicao de biodiesel a esse combustivel, aumentando assim a formacgdo de
biomassa microbiana na interface 6leo dgua (Bucker ef al. 2011), uma vez que a partir
de 1 de janeiro de 2010 o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil passou a ter
adicdo de 5% de biodiesel. Esse percentual de adigdo foi aprovado pela Resolugdo
6/2009 do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE).

Além do diesel as amostras de gasolina aditivada, gasolina comum, biodiesel e
etanol também apresentaram contagem microbiana significativa (Figura 6). Estudos
recentes também tém evidenciado a presenca de microrganismos no biodiesel.
Lutterbach et al. (2009) em um estudo realizado no Laboratério de Biocorrosdo e
Biodegradacdo (LABIO) do Instituto Nacional de Tecnologia (INT) constatou que a
microbiota do biodiesel constitui-se de 99-100% de bactérias anaerobias.

Apesar do etanol ter apresentado a menor contagem microbiana em relagdo aos
outros combustiveis, ele favorece o crescimento microbiano, uma vez que possui uma
alta solubilidade, além de enzimas constitutivas que associadas as rotas metabolicas dos
microrganismos degradam o etanol (Powers et al. 2001; Alvarez e Hunt, 2002).

Os dois tipos de gasolina analisados (gasolina comum ¢ aditivada) também
apresentaram contagem microbiana significativa. Pode-se sugerir que a gasolina
aditivada apresentou maior contagem em relacdo a gasolina comum devido a presenca
de mais aditivos, além de uma maior quantidade de alcool que garante assim uma maior

solubilidade.
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A capacidade de biodegradacao dos hidrocarbonetos deve-se, segundo Leahy e
Colwell (1990) a trés mecanismos inter-relacionados: indug¢do e/ou repressdo de
enzimas especificas, mudangas genéticas que resultam na aquisicdo de novas atividades
metabolicas e selecao de cepas capazes de transformar tais compostos.

Os hidrocarbonetos podem ser inativos, inibidores ou estimulantes para os
microrganismos (Lima, 1975). Os microrganismos podem utilizar hidrocarbonetos
como unica fonte de matéria organica para o desenvolvimento de seus processos vitais.
Do imenso nimero de microrganismos conhecidos, apenas uma centena de géneros ¢
citada na literatura como sendo capaz de utilizar hidrocarbonetos em seu metabolismo.
A maioria ¢ constituida por bactérias, havendo também fungos filamentosos e
leveduras. As algas tém importancia na formacdo do petroleo, mas ndo sdo citadas como
utilizadores de hidrocarbonetos.

Segundo Chao ef al. (2010), bactérias, fungos filamentosos e leveduras tem sido
evidenciados como fontes de biodegradabilidade dos hidrocarbonetos. A maioria dos
microrganismos isolados de sistemas de armazenamento de combustivel pertence aos
géneros: Bacillus sp, Cladosporium sp, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Aerobacter
sp, Alcaligenes sp, Brevibacterium sp, Clostridium sp, Corynebacterium sp,
Enterobacter sp, Flavobacterium sp, Micrococcus sp, Moraxella sp, Ochrobactrum sp ¢
Pasteurella sp.

Com base nos resultados apresentados pode-se sugerir que os combustiveis
fosseis e biocombustiveis sdo ambientes favoraveis para o crescimento microbiano.
Uma vez no interior dos tanques de combustiveis esses microrganismos podem se aderir
a superficie, induzindo entre outros problemas o processo de biocorrosao. No entanto,
ainda sdo poucos os trabalhos que tem relatado a presenga de microrganismos em

sistemas de armazenamento de combustiveis.

5.3 Avaliacao do pH e turbidez

As condi¢des de pH e turdidez sdo fatores limitantes que podem favorecer ou
ndo o crescimento microbiano.
As amostras de combustiveis foram significativas para pH (P<0,05). Pode-se

observar que as amostras de etanol apresentaram os valores mais altos de pH com 8,04
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seguido da gasolina comum com 7,25, gasolina aditivada com 7,17, diesel com 6,00 e

biodiesel com 5,5 (Figura 7).
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Figura 7: Determina¢do média do pH das amostras de combustiveis comercializados na

cidade de Dourados, MS.

A Tabela 3 apresenta as comparagdes entre os combustiveis referente ao teste de

médias.

Tabela 3: Comparacdes de pH entre os combustiveis analisados, proposta pelo teste de

médias.
Combustiveis Médias Comparacoes
Etanol 8,0478 A
Gasolina comum 7,2533 B
Gasolina aditivada 7,1733 B
Diesel 6,0011 C
Biodiesel 5.5 C

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

As analises de turbidez foram significativas (P<0,05) para os combustiveis

analisados, sendo que os resultados referentes as médias de turbidez sdo apresentadas na
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Figura 8, respectivamente. Verificou-se que a amostras de diesel apresentaram valores
mais altos com 3,19 UNT seguido do biodiesel com 2,86 UNT e gasolina aditivada com
2,49 UNT. As amostras de gasolina comum e etanol apresentaram os valores mais

baixos para turbidez com 1,80 UNT e 1,27 UNT, respectivamente.
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Figura 8: Determinacido média da turbidez das amostras de combustiveis

comercializados na cidade de Dourados, MS.

A Tabela 4 apresenta as comparacdes dos valores de turbidez proposta pelo teste

de médias.

Tabela 4: Comparagdes de tubidez (UNT) entre os combustiveis analisados, proposta

pelo teste de médias.

Combustiveis Médias (UNT) Comparacoes
Diesel 3,1933 A
Biodiesel 2,86 AB
Gasolina comum 2,4922 ABC
Gasolina aditivada 1,8089 BC
Etanol 1,2711 C

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Os resultados obtidos pelas analises de turbidez apresentaram relacdo direta com
a avaliagdo da microbiota, uma vez que as amostras de diesel, biodiesel e gasolina
aditivada apresentaram-se mais tarbidas e também com maior quantidade de

microrganismos por mL.

5.3 Avaliacio da formacio do biofilme nos cupons de prova

A adesdo das células microbianas depende de varios fatores como morfologia
das células (motilidade, flagelos, pili e fimbrias), caracteristicas do meio e da superficie
de contato. Outro fator limitante para formagdo de biofilme € o tempo de contato das
células e o substrato, bem como a formacdo de um filme de condicionamento na
superficie.

A avaliagdo da formacdo de biofilme foi realizada com amostras de
combustiveis em estudo, sendo que para cada tipo foram realizados quatro ensaios. Para
avaliar qual método ¢ mais significativo para quantificagdo de biofilme em amostras de
combustiveis foram utilizados dois métodos: Contagem Padrio em Placa (CPP) e
Espectrofotometria no leitor de Elisa. Os resultados obtidos pelo método de
Espectrofotometria sdo apresentados em absorbancia, por isso os mesmos foram
transformados para Log UFC/cm® pela equagdo da reta obtida pela correlagio dos
métodos CPP e Espectrofotometria (Apéndice B).

Para as amostras de gasolina comum pode-se perceber o mesmo perfil de
crescimento microbiano no método de Contagem Padrdo em Placa e Espectrofotometria
(Figura 9). As equagdes da reta pelos dois métodos nao foram significativas (P<0,05). A
populacdo inical de microrganismos, para os ensaios de formacdo de biofilme de
gasolina comum foi de 8,66 Log UFC/mL. A populagdo inicial refere-se a quantidade
de microrganismos no concentrado de bactérias antes de ser misturado com o
combustivel. No tempo 0 horas observou-se concentragdo celular de 4,71 Log UFC/cm®
pelo método CPP e 0,55 Log UFC/cm” pelo método de Espectrofotometria. A partir do
tempo de 4 horas pode-se perceber um aumento no cresciemtno microbiano passando
para 5,18 Log UFC/cm? (CPP) ¢ 0,83 Log UFC/cm? (Espectrofotometria). Pelo método
CPP pode-se percerber que entre os tempos de 16 e 24 horas o crescimento microbiano
entra na fase estacionaria com 6,02 Log UFGC/ cm’ e 6,17 Log UFC/ cm?,

respectivamente. Pelo método de Espectrofotometria a fase estacionaria manteve-se por
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um periodo maior, uma vez que a concentracdo celular manteve-se estavel pelos tempo
de 16, 24 e 48 horas apresentando 1,41 Log UFC/em?, 1,61 Log UFC/cm?® e 1,53 Log
UFC/cm?, respectivamente. A partir de 72 horas pode-se perceber a fase de declinio no
crescimento microbiano pelos dois métodos com 2,90 Log UFC/cm” e 0,83 Log

UFC/cm?, respectivamente.
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Figura 9: Cinética da formagao de biofilme dos microrganismos isolados das amostras
de gasolina comum em cupons de aco inoxidavel, provenientes de tanque de

combustiveis.

Os ensaios para formacdo de biofilme de gasolina aditivada mostraram-se
diferentes para os dois métodos (CPP e Espectrofotometria). A equacao da reta nao foi
significativa (P<0,05) para o método CPP e significativa (P<0,05) para o método de
Espectrofotometria (Figura 10).

Para os ensaios de formacdo de biofilme de gasolina aditivada a concentragdo
inicial de microrganismos foi de 11,13 Log UFC/mL. Pelo teste CPP no tempo 0 horas a
populagio de microrganismos aderidos foi de 7,73 Log UFC/cm”. A partir do periodo
de 2 horas at¢ 16 horas pode-se perceber a fase Logaritimica de crescimento
microbiano, passando de 7,73 Log UFC/cm’ (tempo 0 horas) para 9,16 Log UFC/cm®
(tempo 16 horas). Entre o periodo de 16 e 24 horas pode-se verificar a fase

estaciondria, sendo que a partir das 48 horas até 72 horas percebeu-se a fase de declinio.
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O mesmo perfil de crescimento ndo pode ser observado pelo método de
Espectrofotometria, uma vez que no tempo de 0 horas a contagem microbiana foi de
2,74 Log UFC/cm?, sendo que a mesma s foi demonstrar um ligeiro aumento a partir
do tempo 72 horas com 3,08 Log UFC/cm®. Pelo de Espectrofotometria nio pode-se

obervar a fase de declinio.
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Figura 10: Cinética da formagdo de biofilme dos microrganismos isolados das amostras
de gasolina aditivada em cupons de aco inoxidavel, provenientes de tanque de

combustiveis.

Em relacao aos ensaios de formagao de biofilme com o diesel os dois métodos
de avalicdlo mostraram-se distintos. A equacdo da reta pelo método de
Espectrofotometria mostrou-se significativa (P<0,05), e pelo método CPP nao foi
significativa (P<0,05) (Figura 11).

A populagao inicial de microrganismos para o ensaio de biofilme do diesel foi de
10,97 Log UFC/mL. Em relagao a gasolina comum e aditivada o diesel apresentou
maior contagem no tempo 0 horas, com 9,64 Log UFC/cm’ pelo método CPP e 4,88
Log UFC/cm? pelo método de Espectrofotometria. Pelo método CPP essa concentragio
manteve-se constante até o periodo de 4 horas, passando para a fase de declino a partir
das 16 horas com 8,37 Log UFC/cm®. Pelo método Espectrofotometria o crescimento
manteve-se constante até o periodo de 72 horas com 4,94 Log UFC/cm?, caracterizando

a fase estacionaria.
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Figura 11: Cinética da formagao de biofilme dos microrganismos isolados das amostras
de diesel em cupons de ago inoxidavel, provenientes de tanque de

combustiveis.

Os ensaios de formagao de biofilme para o biocombustivel etanol apresentaram
crescimento microbiano diferente para os dois métodos (CPP e Espectrofotometria)
testados (Figura 12). A equacdo da reta pelo método CPP foi significativa a 1%
(P<0,001) e pelo método de Espectrofotomeria foi significativa a 5% (P<0,05).

A populagdo microbiana inicial dos ensaios de formag@o de biofilme para esse
biocombustivel foi de 9,47 Log UFC/mL. Pode-se perceber que no tempo 0 horas pelo
teste CPP a contagem foi de 3,20 Log UFC/cm?, sendo possivel observar um aumento
progressivo até o tempo de 48 horas, atingindo a concentracao celular de 10,35 Log
UFC/cm?. Apos esse periodo observou-se um declinio até o tempo de 168 horas
reduzindo a populagio aderida para 6,87 Log UFC/cm®. Pelo método
Espectrofotometria no tempo 0 horas observou-se concentragdo de 4,49 Log UFC/cm?
permanecendo constante até o periodo de 2 horas com 4,41 Log UFC/cm®. Do tempo 4
horas até 24 horas observou-se um leve declinio atingindo 3,90 Log UFC/cm® e apos
esse periodo até 168 horas verificou-se um crescimento progressivo atingindo a

concentragao celular de 6,11 Log UFC/cm’.
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Figura 12: Cinética da formagdo de biofilme dos microrganismos isolados das amostras
de etanol em cupons de ago inoxidavel, provenientes de tanque de

combustivelis.

Para os ensaios de formacao de biofilme em biodiesel pode-se observar a mesma
tendéncia de crescimento microbiano pelos dois métodos (CPP e Espectrofotometria)
(Figura 13). Pelo método CPP a equacdo da reta foi siginificativa (P<0,05) e pelo
método de Espectrofotometria ndo foi significativa (P<0,05).

A concentragdo inicial de microrganismos para formacdo de biofilme do
biodiesel foi de 11,14 Log UFC/mL. No tempo 0 horas pelo método CPP observou-se
crescimento microbiano de 9,40 Log UFC/cm?, ap6s o periodo de 4 horas verificou-se
um declinio no crescimento atingindo 5,90 Log UFC/cm” em 48 horas. No tempo de
72 horas observou-se um aumento atingindo 6,21 Log UFC/cm?, no entanto no periodo
de 168 horas houve novamente um declinio passando para 4,99 Log UFC/cm®. O
crescimento microbiano pelo método de Espectrofotometria foi similar ao método CPP,
uma vez que no tempo 0 horas a biomassa foi de 4,08 Log UFC/cm®, mantendo-se
estavel até o periodo de 2 horas com 3,99 Log UFC/cm®. Do tempo de 4 horas até 16
horas pode-se observar um pequeno declinio passando para 3,56 Log UFC/cm®. Entre o
periodo de 16 horas e 48 horas o crescimento manteve-se estavel. No periodo de 72

horas verificou-se um aumento na biomassa microbiana passando para 4,16 Log
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UFC/cm? e ap6s as 168 horas observou-se novamente um declinio atingindo 3,36 Log

UFC/cm?.
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Figura 13: Cinética da formagao de biofilme dos microrganismos isolados das amostras
de biodiesel em cupons de aco inoxidavel, provenientes de tanque de

combustivelis.

A Figura 14 apresenta as curvas de crescimento microbiano de todos os
combustiveis analisados pelo método CPP. Por esse método observou-se que os
combustiveis e a interagdo combustivel/tempo foram significativos (P<0,05)

estatisticamente para formagdo de biofilme.
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Figura 14: Cinética da formacdo de biofilme da microbiota isolada das amostras de
gasolina comum, gasolina aditivada, diesel, etanol e biodiesel em cupons
de aco inoxidavel, provenientes de tanques de combustiveis, pelo método

de Contagem Padrio em Placa (Log UFC/cm?).

A Tabela 5 apresenta as comparagdes entre os combustiveis para a formagao de

biofilme pelo método CPP.

Tabela S: Comparagdes entre os combustiveis referente ao teste de médias do ensaio de

formacdo de biofilme pelo método de Contagem Padrdo em Placa (Log

UFC/em?).
Combustiveis Médias (Log UFC/cm’) Comparacdes
Diesel 8,6232 A
Gasolina aditivada 8,0814 A
Biodiesel 7,7619 AB
Etanol 6,1239 BC
Gasolina comum 5,5362 C

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

A Tabela 6 apresenta as comparagdes entre a interagdo combustivel/tempo para

formacao de biofilme pelo método CPP.
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Tabela 6: Comparagdes entre a interagdo combustivel/tempo dos combustiveis
referente ao teste de médias do ensaio de formacdo de biofilme pelo

método de Contagem Padrio em Placa (Log UFC/cm?).

Gasolina Gasolina Diesel Etanol Biodiesel

comum aditivada
Tempo (h) M C M C M C M C M C
0 4,00 B 5,82 AB 10,74 AB 2723 B 8,19 AB
0,2 3,60 B 729 AB 9,10 AB 340 AB 10,14 AB
1 543 A 853 A 942 A 544 A 898 A
2 34 AB 858 AB 875 AB 3,52 B 992 AB
4 634 A 861 A 973 A 546 A 946 A
8 899 AB 10,21 AB 10,12 AB 3,5 B 7,79 A
16 482 A 929 A 7,10 A 890 A 811 A
24 446 A 856 A 626 A 943 A 451 A
48 6,20 A 791 A 1023 A 10,18 A 7,78 A
72 284 A 6,10 A 687 A 840 A 549 A
168 10,38 A 8,01 A 654 A 68 A 500 A

M = médias; C = comparacdes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P <0,05).

Analisando os resultados obitidos pelo método CPP pode-se verificar que a
biomassa microbiana variou mais, sendo possivel observar todas as fases do
crescimento (lag, log, estaciondria e declinio) ao contrario do método de
Espectrofotometria, no qual a populacdo mostrou-se mais estavel. Pode-se observar que
o diesel apresentou maior contagem microbiana para os ensaios de biofilme, seguido da
gasolina aditivada, biodiesel, etanol e gasolina comum.

Na Figura 15 ¢ possivel comparar a tendéncia microbiana de todos os
combustiveis em relacdo ao método de Espectrofotometria. Por esse método observa-se
que a variagdo do combustivel foi significativa estatisticamente (P<0,05) para formacgao
de biofilme, ndo sendo observada diferenga estatistica para as variagdes tempo e

combustivel/tempo.
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Figura 15: Cinética da formacdo de biofilme da microbiota isolada das amostras de
gasolina comum, gasolina aditivada, diesel, etanol e biodiesel em cupons de
aco inoxidavel, provenientes de tanques de combustiveis, pelo método

Espectrofotometria no leitor de Elisa (Log UFC/cm?).

A Tabela 7 apresenta a comparacdo entre os coefientes de variagdo dos

combustiveis pelo teste de médias.

Tabela 7: Comparacdes entre os combustiveis referente ao teste de médias do ensaio de
formagdo de biofilme pelo método de Espectrofotometria (Log UFC/cm?)

no leitor de Elisa.

Combustiveis Médias (Log UFC/cm?) Comparacoes
Diesel 4,9467 A
Etanol 4,4622 AB

Biodiesel 3,8177 B
Gasolina aditivada 2,9652 C
Gasolina comum 1,1173 D

Medias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)
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Pelo método de Espectrofotometria verificou-se que o diesel também apresentou
maior crescimento microbiano para formagdo de biofilme, seguido do etanol, biodiesel,
gasolina aditivada e gasolina comum.

Comparando-se os dois métodos analisados (CPP e Espectrofotometria), pode-se
inferir que o método CPP foi mais viavel para as condigdes desse estudo, uma vez que
representa melhor as fases de crescimento microbiano, porém, para a confirmacao dessa
afirmacdo ¢ necessaria a realizagdo de mais ensaios.

Tomando como base os ensaios realizados pelo método CPP (Figura 14), pode-
se perceber que todos os combustiveis gasolina comum e etanol apresentaram adesao
caracterizando a formagdo de biofilme, ou seja, concentragio celular superior a 10°
UFC/cm?, conforme proposto por Andrade ef al. (1998).

A gasolina comum e o etanol apresentaram comportamento celular similar, uma
vez que nas primeiras horas houve um crescimento progressivo seguido de um declinio
na adesdo microbiana. A gasolina comum atingiu concentracdo celular caracteristica de
formacgdo de biofilme apos terem decorridas 16 horas de ensaio, momento no qual
apresentava 6,02 Log UFC/cm’.

Nos ensaios de avaliagdo da microbiota, o etanol apresentou menor contagem
microbiana, porém para a formagao de biofilme, atingiu maior taxa de crescimento em
relag@o aos outros combustiveis. Pode-se inferir que esse fato deve-se a alta solubilidade
dos alcodis, facilitando o processo de deterioragdo microbiana (Powers et al. 2001;
Alvarez e Hunt, 2002). O etanol como a gasolina comum atingiu adesdo com
concentragao caracteristica de biofilme apos as primeiras 16 horas de ensaio atingindo
7,87 Log UFC/cm’.

Segundo Zotola e Sasahara (1994), a adesdo bacteriana tende a aumentar com o
decorrer do tempo de contato com a superficie. Fato este que pdde ser evidenciado no
presente estudo, como por exemplo, no caso do etanol que no tempo 2 horas a adesdo
foi de 3,93 Log UFC/cm’ passando para 7,87 Log UFC/cm® no tempo de 16 horas.

Rossi (2008) em um estudo sobre a adesdo de Bacillus cereus na superficie de
aco inoxidavel também verificou a influencia do tempo na formagdo do biofilme sendo
que, apos 6 horas a contagem foi de 3 Log UFC/cm?, aumentando para 5 Log UFC/cm?
em 10 horas. Gandara e Oliveira (2000) encontraram resultados parecidos na adesdo de
Streptococcus thermophilus em superficie de ago inoxidavel tipo 316, onde apos 3 horas

adesdo a média foi de 1,20 Log UCF/cm® e apos 6 horas 4,27 Log UCF/cm?.
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Apesar de o presente estudo ser pioneiro na avaliacdo da adesdo microbiana na
superficie de tanques e sistemas de armazenamento de combustiveis, varios trabalhos
tem evidenciado a presenca de biofilme em diversos segmentos da industria e na area
hospitalar, demonstrando que a adesdo dos microrgarnismos sob a forma de biofilme
tem sido causa de inimeros problemas.

Boari ef al. (2009) avaliaram a formacao de biofilme por Staphylococcus aureus
em aco inoxidavel usando leite em diferentes condigdes de temperatura (18°C e 4°C) e
constatou que a adesio foi de 823 Log UFC/em® e 7,39 Log UFC/cm?,
respectivamente. Marques (2005) também analisou a adesdo de Staphylococcus aureus
em aco inoxidavel AISI 304 ¢ verificou que apos 15 dias de incubagdo a adesdo média
foi de 8 Log UFC/cm’.

Pode-se perceber que em um curto intervalo de tempo ¢ possivel o
desenvolvimento de sistemas de biofilme na superficie dos tanques de combustivel. De
acordo com Heydorn et al. (2000) e Stoodley et al. (2002) o aumento de células em um
biofilme faz parte de seu proprio processo de maturagao, podendo compreender até 10
dias apos a adesdo inicial. Este aumento ocorre em decorréncia da divisdo celular e da
co-adesao de outras células presentes no sistema em seu estado planctonico.

Alguns fatores como, tempo de sonicagdo, o indculo inicial, o tipo de substrato
(tanque de combustivel de aco inoxiddvel) e a metodologia empregada podem ter
influenciado na adesdo das células microbianas.

No presente estudo foi estabelecido o periodo de 10 minutos para a remog¢ao dos
microrganismos aderidos no substrato, porém alguns trabalhos tém evidenciado outros
tempos. Locatelli (2001) através de visualizacdo em microscopia eletronica de varredura
constatou que a sonicacdo por dois periodos de 10 minutos ¢ eficaz para remocao das
células bacterianas aderidas, sem afetar a sua viabilidade. Portanto, o tempo
estabelecido nessa pesquisa talvez ndo tenha sido suficiente para remover as células
aderidas, sendo esse um dos fatores que contribuiram para baixa adesdo nos ensaios
com o diesel e o biodiesel.

Em relagdo ao material utilizado como superficie de adesdo, Sommer et al.
(1999), sugere que a interacdo substrato-microrganismos difere conforme a
hidrofobicidade do material. Além das caracteristicas do material, ¢ preciso considerar

propriedades bacterianas como carga ¢ apéndices celulares (Bower et al., 1996), cuja
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importdncia na adesdo varia conforme a espécie de microrganismo em estudo
(Chmielewski & Frank, 2003).

A hidrofobicidade do ago inox ¢ controversa na literatura: alguns trabalhos o
citam como sendo um material hidrofilico (Barnes et al., 1999; Moretro et al., 2003)
outros, relatam que é hidrofobico (Sinde e Carballo, 2000; Peng et al., 2001; Teixeira et
al., 2005). Segundo Boari et a/.(2009), no ago inoxidavel o cromo, devido a sua alta
afinidade com o oxigénio, tende a se combinar com este formando uma fina camada de
6xido de cromo, com aproximados 40 Angstron de espessura. Esta camada passiva ¢ a
responsavel pela resisténcia a corrosdo e pela hidrofobicidade do ago inoxidavel. Os
diferentes graus de hidrofobicidade de uma célula sdo conferidos por fatores de
viruléncia associados a adesdo, como pili, fimbrias e flagelos, bem como pela
membrana externa, em gram-negativos, ¢ os diferentes graus de eletronegatividade
conferidos pela presenca de grupos funcionais polares, como fosfatos, carboxilas,
hidroxilas e acido teicoico (Flach ef al., 2005). Desta forma, bactérias Gram-negativas,
devido a suas estruturas peculiares, apresentariam uma vantagem competitiva, quando
comparadas a Gram-positivas, no que diz respeito a adesdo inicial, colonizacdo da
superficie e formagdo do biofilme.

Outro fator que pode ter influenciado a adesdo microbiana ao tanque de
combustivel ¢ a capacidade de certos microrganismos atuarem como condicionadores
de superficie. E o caso dos colonizadores primarios, produtores de grande quantidade de
EPS, que acabam favorecendo a adesdo de outros microrganismos a superficie.

Os combustiveis gasolina aditivada, diesel e biodiesel ndo apresentaram adesdo
caracteristica de formacdo de biofilme. Esses trés combustiveis apresentaram uma
concentragio microbiana elevada nas primeiras horas, 7,34 Log UFC/cm” para gasolina
aditivada, 9,64 Log UFC/cm® para o diesel ¢ 9,40 Log UFC/cm” para o biodiesel. Essa
concentracdo manteve-se estavel para a gasolina aditivada até o periodo de 4 horas, a
partir do qual houve um aumento na concentragdo celular passando para 9,34 Log
UFC/cm’® e apos o tempo de 48 horas observou-se um declinio atingindo 8,26 Log
UFC/em?®. O diesel e o biodiesel exibiram um perfil de cresciento diferente, pois a
concentracdo manteve-se estavel até o tempo de 4 horas apresentando concentracao de
9,25 Log UFC/cm® e 8,80 Log UFC/cm?, respectivamente. Apods esse periodo observou-
se um declinio até o tempo de 168 horas chegando a 6,51 Log UFC/cm? nas amostras de

diesel e € 4,99 Log UFC/cm? no biodiesel.
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Pode-se verificar que as amostras de gasolina aditivada, diesel e biodiesel nao
apresentaram adesdo caracteristica de biofilme, ou seja, 10° UFC/cm*conforme proposto
por Andrade et al. (1998), porém, mesmo estando no seu estado plancténico podem
caracterizar um risco na industria, uma vez que a presenca destas bactérias indica que,
caso um biofilme ndo se forme em um tanque de expansdo, poderd haver uma
quantidade de células suficientes para alterar as propriedades das amostras (Martins et
al., 2002; Tiryaki e Tuncel, 2006).

Segundo Hood e Zottola (1997) o potencial de biotransferéncia, ou seja, a
presenca de microrganismos aderidos em uma superficie que poderiam eventualmente
levar a contaminacdo, deve ser levado em consideragdo e interpretado como um
problema a ser resolvido. Além disso, o fato de as bactérias aderidas serem mais
resistentes aos sanificantes do que as em suspensdo (Peng et al., 2001) ja é capaz de
gerar uma situacdo talvez tdo indesejavel para a industria quanto a presenca de
biofilmes maduros, porque em ambos os casos haverd maior sobrevivéncia de
microrganismos.

Com base nos resultados obtidos pode-se observar a importancia da avaliagdo de
processos de formagdo de biofilme, uma vez que, apesar desses ambientes nao
aparentarem, sdo propicios para o desenvolvimento de microrganismos, podendo levar
sérios problemas a indistria e ao meio ambiente, pois quando em biofilme os
microrganismos se aderem firmemente ao substrato e os seus produtos metabolitos
podem induzir e/ou acelerar o processo de corrosdo na superficie do tanque de
combustivel.

Segundo Chmielewski e Frank (2003), a forma mais eficiente de se impedir a
formacdo de um processo de biofilme e a conseqiiente ocorréncia de tantos maleficios
em virtude dessa problematica corresponde a pratica constante de adequados
procedimentos de higiene industrial, contemplando ndo apenas remog¢do de residuos,
mas também a eliminacdo de células indesejaveis, por meio da sanitizacdo. Kumar e
Anand (1998) propdem que as substincias associadas com o biofilme podem limitar a
difusdo de sanificantes no biofilme e provocar trocas fisioldgicas nos microrganismos e
producao de enzimas que degradam os sanificantes. Portanto, ainda que a contaminagao
da superficie seja relativamente baixa, como 1,2 x 10> UFC/em?, ¢ dificil prever, apos o
periodo de producdo, o grau de eficiéncia que os sanificantes terdo contra essas

bactérias.
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Uma vez que esse € um dos primeiros trabalhos a avaliar o processo de formagao
de biofilme em superficies de tanque de combustivel, sugere-se que outros trabalhos
desenvolvam esses ensaios, testando mais tempos de incubagdo, concentracdo celular
inicial e os processos de biocorrosdao provocados, para se obter em média o tempo que a
degradagdo microbiana pode levar a processos biocorrosdo, para assim trabalhos
posteriores sugerirem alternativas para minimizar os impactos causados pelo biofilme

nos sistemas de armazenamento de combustiveis.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos em relagdo a quantificagdo da microbiota e
avaliagdo do processo de adesdo e formagdo de biofilme dos combustiveis de origem
fossil (gasolina comum, gasolina aditivada e diesel) e biocombustiveis (etanol e

biodiesel) pode-se concluir que:

e Em relacdo aos métodos testados para avaliagdo da microbiota: Contagem
Padrdo em Placa (CPP), Método do Numero Mais Provavel (NMP) e
Espectrofotometria no leitor de Elisa. Constatou-se que apesar dos testes CPP
e Espectrofotometria terem a apresentado efeito significativo a 5% (P<0,05)
os métodos NMP e CPP foram considerados mais favoraveis para

enumeracdo de microrganismos provenientes de combustiveis;

e Entre os combustiveis analisados o diesel foi o que apresentou maior

contagem microbiana com 4,64 Log UFC/mL;

e Os valores de turbidez apresentaram relagdo direta com a concentragao

celular dos combustiveis;

e Na avaliacdo do processo de adesdo e formagdo de biofilme verificou-se que
entre os métodos testados, Contagem Padrdo em Placa (CPP) e
Espectrofotometria no leitor de Elisa, o método CPP foi mais favoravel por

representar melhor os ciclos microbianos quando em biofilme.

e Em relagdo a avaliag@o dos processos de adesdo a gasolina comum e o etanol
~ . 2 .
apresentaram concentragdo celular acima de 10° UFC/cm” caracterizando a

formacao de biofilme;

e Verificou-se a necessidade de novos estudos sobre adesdo ¢ formacao de

biofilme para a avaliagao de mais tempos de incubacgao;
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e Concluiu-se que os combustiveis apresentam caracteristicas favoraveis para o
desenvolvimento microbiano, sendo necessario a realizacdo de mais estudos
para se conhecer com exatiddio o perfil microbiano das amostras de
combustiveis e assim sugerir medidas que diminuam os impactos provocados

pelos microrganismos nas industrias petrolifera e petroquimica.
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APENDICE A — Correlacio entre os métodos Contagem Padrao em Placa e

Espectrofotometria para avaliacdo da microbiota.

O Apéndice A apresenta os graficos com as respectivas equagdes da reta que
foram utilizadas na transformagdo dos valores de absorbancia para Log NMP/mL
referente a correlagdo dos métodos Numero mais Provavel e Espectrofotometria
utilizados para avaliar a microbiota dos combustiveis: gasolina comum, gasolina

aditivada, diesel, etanol e biodiesel.
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Figura 16: Correlagdo entre os métodos Numero Mais Provavel (Log NMP/mL) e
Espectrofotometria  (Log/mL) para avaliacgdo da microbiota dos

combustiveis.
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Apéndice B — Correlacio entre os métodos Numero Mais Provavel e

Espectrofotometria para analise da formacao de biofilme.

O Apéndice A apresenta os graficos com as respectivas equagdes da reta que

foram utilizadas na transformagio dos valores de absorbincia para Log UFC/cm’

referente a correlagdo dos métodos Numero mais Provavel e Espectrofotometria

utilizados para avaliar a microbiota dos combustiveis: gasolina comum, gasolina

aditivada, diesel, etanol e biodiesel.
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Figura 17: Correlacdo entre os métodos Contagem Padrdo em Placa (Log UFC/em?) e
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Espectrofotometria (Log/mL) para avaliagdo da formacdo de biofilme em
superficies de tanques de combustiveis abastecidos com gasolina comum.
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Figura 18: Correlacao entre os métodos Contagem Padrdo em Placa (Log UFC/cmz) e

Espectrofotometria (Log/mL) para avaliagao da formagdo de biofilme em
superficies de tanques de combustiveis abastecidos com gasolina aditivada.



76

: 10 . 10 -
s o 8 ¢ S 81 e
s g = =}
T _9 6 = T 6 - ¢
oY ¢ 40 ¢ ¢ 2 = pth &
TEE o, AEE o4
£ *, ¢ = LN I
AR ¢ ol ( ]
g3 3@ 27
= ' = ot
< 0 : ; . =] 0 T T T 1
~ O

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0 0.1 0.2 0,3 0.4

Absorbincia (Log/mL) Absorbancia (Log/mL)
y=1,5474x + 4,7626 - R*=0,0074 y=1,7193x +4,7076 - R2=0,0114

Figura 19: Correlagdo entre os métodos Contagem Padrdo em Placa (Log UFC/cm?) e
Espectrofotometria (Log/mL) para avaliagdo da formagdo de biofilme em
superficies de tanques de combustiveis abastecidos com diesel.
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Figura 20: Correlagdo entre os métodos Contagem Padrdo em Placa (Log UFC/cm?) e
Espectrofotometria (Log/mL) para avaliagdo da formagdo de biofilme em
superficies de tanques de combustiveis abastecidos com etanol.
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Figura 21: Correlagio entre os métodos Contagem Padrio em Placa (Log UFC/cm’) e
Espectrofotometria (Log/mL) para avaliagdo da formagdo de biofilme em
superficies de tanques de combustiveis abastecidos com biodiesel.
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APENDICE C — Resumo da analise de variancia

O Apéndice C apresenta as analises de variancia referente a avaliagdo da
microbiota ¢ formagdo de biofilme em superficies de tanques de combustiveis
abastecidos com combustiveis: gasolina comum, gasolina aditivada, diesel, etanol e

biodiesel.

Tabela 8: Andlise de variancia da microbiota pelo método de Contagem Padrdo em
Placa (Log UFC/mL) dos combustiveis de origem fossil (gasolina comum,
gasolina aditivada e diesel) e biocombustiveis (biodiesel e etanol).

Contagem Padriao em Placa GL oM F SIG.
Combustiveis 4 10,22618 5,294 0,00157
Residuo 41 1,931541

*(P<0,05) GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; F = freqiiéncia; SIG = significancia.

Tabela 9: Analise de varidncia da microbiota pelo método do Numero Mais Provavel
(Log NMP/mL) dos combustiveis de origem fossil (gasolina comum,
gasolina aditivada e diesel) e biocombustiveis (biodiesel e etanol).

NMP GL oM F SIG.
Combustiveis 4 5,273963 0,725 ok ek sk ok
Residuo 41 7,27289

*(P<0,05) GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; F = freqiiéncia; SIG = significancia.

Tabela 10: Andlise de variancia da microbiota pelo método de Espectrofotometria no
leitor de Elisa (Log NMP/mL) dos combustiveis de origem fossil (gasolina
comum, gasolina aditivada e diesel) e biocombustiveis (biodiesel e etanol).

Espectrofotometria GL oM F SIG.
Combustiveis 4 4,312012 4,331 0,00517
Residuo 41 0,9957069

*(P<0,05) GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; F = freqiiéncia; SIG = significancia.
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Tabela 11: Analise de variancia do pH dos combustiveis de origem fossil (gasolina
comum, gasolina aditivada e diesel) e biocombustiveis (biodiesel e etanol).

pH GL oM F SIG.
Combustiveis 4 9,927582 32,096 0,00000
Residuo 41 0,3093133

*(P<0,05) GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; F = freqiiéncia; SIG = significancia.

Tabela 12: Analise de variancia da turbidez dos combustiveis de origem fossil (gasolina
comum, gasolina aditivada e diesel) e biocombustiveis (biodiesel e etanol).

Turbidez GL oM F SIG.
Combustiveis 4 5,571769 6,632 0,00033
Residuo 41 0,8401691

*(P<0,05) GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; F = freqiiéncia; SIG = significancia.

Tabela 13: Analise de variancia da formacdo de biofilme pelo método de Contagem
Padrdao em Placa (Log UFC/cm?) dos combustiveis de origem fossil
(gasolina comum, gasolina aditivada e diesel) e biocombustiveis (etanol e

biodiesel).
Contagem Padrao GL oM F SIG.
em Placa
Combustiveis 4 77,45058 7,778 0,00000
Tempo 10 13,06143 1,312 0,22729
Combustivel*Tempo 40 18,14184 1,822 0,00479
Residuo 9,957868

*(P<0,05) GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; F = freqiiéncia; SIG = significancia.

Tabela 14: Analise de varidncia da formagdo de biofilme pelo método de
Espectrofotometria no leitor de Elisa (Log UFC/cmz) dos combustiveis de
origem fossil (gasolina comum, gasolina aditivada e diesel) e

biocombustiveis (etanol e biodiesel).

Espectrofotometria GL oM F SIG.
Combustiveis 4 49,91545 63,408 0,00000
Tempo 10 1,450290 1,842 0,7441
Combustivel*Tempo 40 0,6239820 0,793 ko
Residuo 0,7872130

*(P<0,05) GL = grau de liberdade; QM = quadrado médio; F = freqiiéncia; SIG = significancia.
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ANEXO

Composi¢do dos meios de cultura e solugdes utilizadas no processo de avaliagdo
da microbiota e formagdo de biofilme em amostras gasolina comum, gasolina aditivada,

diesel, etanol e biodiesel.

Tabela 15: Composicdo dos meios de cultura utilizados para quantificacdo da

microbiota e formacao de biofilme das amostras de combustiveis.

Composicao g/L

Caseina Enzimatica Hidrolisada 5,00
Plate Count Agar (PCA)  DCX1O% 1,00
Extrato de Levedura 2,50
Agar 15,00
Caseina Enzimatica Hidrolisada 10,00
Agar Sabouraud (SDA)  Dextrose 40,00
Agar 15,00
Infusdo de cérebro de bezerro 200,00
Infusdo de coragao de boi 250,00
Peptona 10,0
Caldo Infusio de Cérebro peyirose 2,00
e Coragio (BHI) Cloreto de sodio (NaCl) 5,00
Fosfato disodico 2,5

Solucdo Salina NaCl 8,5




