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Resumo — Apesar da semelhanga com o diesel, o biodiesel possui algumas
particularidades que Ihe conferem caracteristicas diferenciadas, no que diz
respeito a estabilidade. O biodiesel € oxigenado e possui insaturagdes nas
cadeias carbonicas. E mais suscetivel & oxidacdo e, por ser mais higrosco-
pico que o diesel, também pode ser favorecido por um aumento na contami-
nagao microbiana. Para monitoramento da mistura biodiesel/diesel, foi feita a
coleta de uma amostra de diesel B (B7 S500; 7% v/v de biodiesel no diesel)
em um posto da regido Centro-Oeste, e de uma amostra de diesel A (S500)
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em uma distribuidora da regido Centro-Oeste. As amostras foram armaze-
nadas em tanques réplicas (tanque da distribuidora de combustivel) e foram
feitas analises ndo constantes da legislagdo em vigor, durante 90 dias, no
tempo zero e a cada 30 dias. As analises quimicas foram feitas por cromato-
grafia gasosa, utilizando nonadecanoato de metila como padrdo. A andlise de
variancia, com probabilidade de 95%, indicou que com 60 dias de estocagem
a amostra ja apresentava degradacgéo. Foi feito monitoramento microbiano
no tempo zero e aos 60 dias de armazenamento. Foram identificadas as bac-
térias Bacillus subtilis e Bacillus pumilus tanto no diesel A quanto no diesel
B (com adicao de biodiesel). No entanto, ambas as amostras apresentaram
contagem de microrganismos com indices inferiores aos limites estabeleci-
dos internacionalmente.

Termos para indexagao: degradagéo, microrganismos, estocagem, qualida-
de, combustivel.



Chemical and Microbial Monitoring of Diesel/
Biodiesel Blend During Simulated Storage

Abstract — Despite the similarity with petroleum diesel, biodiesel has features
that give this biofuel different characteristics regarding fuel stability. Biodiesel
is an oxygenated biofuel and it has unsaturated carbon chains. It is more
susceptible to oxidation, and because it is more hygroscopic than diesel, an
increase in microbial contamination may also be favored. To study the storage
of the biodiesel / diesel mixture, a sample of diesel B (B7 S500; 7% v / v bio-
diesel in diesel) was collected in a Center Western region station (Brazil), and
a sample of diesel A (S500) was collected in a distributor tank. Both samples
were stored in replicate tanks (fuel distributor tank where diesel is stored) and
lab analyses that are not part of the current legislation were performed for
ninety days, the first timepoint being zero and the following time points taken
every thirty days. Chemical analysis was performed using gas chromatogra-
phy using methyl nonadecanoate as standard. Analysis of variance, with a
probability of 95%, indicated that at sixty days of storage the sample already
presented degradation. Microbial monitoring was performed at time zero and
at sixty days of storage. The bacteria Bacillus subtilis and Bacillus pumilus
were identified in both diesel A and diesel B (diesel with added biodiesel),
however, both samples presented microorganism counts below the interna-
tionally fixed limits.

Index terms: degradation, microorganisms, biodiesel, diesel, storage,
monitoring.
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Introducao

O biodiesel € um biocombustivel que foi inserido na matriz energéti-
ca nacional com a criacdo do Programa Nacional de Producédo e Uso de
Biodiesel (PNPB) em dezembro de 2004. Em 2005, com a aprovacéo da Lei
11.097, foram determinados percentuais minimos de mistura de biodiesel
ao diesel fossil (Brasil, 2005). Inicialmente, essa incorporagdo ocorreu em
carater autorizativo, no teor de 2% (v/v). A partir de 2008, a mistura tornou-
-se obrigatéria em todo o territério nacional. Com o amadurecimento do
mercado, esse percentual tem sido ampliado sucessivamente, passando
a 11% em setembro de 2019, com incremento de 1% nos anos seguintes,
chegando a 15% em 2023.

Combustivel biodegradavel, derivado de fontes renovaveis, formado por
ésteres de cadeia longa (em média 18 atomos de carbono), o biodiesel pode
ser obtido pela reacdo de transesterificacdo entre um o6leo vegetal (como,
por exemplo, de soja, canola, girassol e algoddo) ou gordura animal (sebo
bovino, suino ou de aves) e um alcool, usualmente metanol ou etanol, na
presencga de catalisador.

O biodiesel possui caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao die-
sel, que é constituido de aproximadamente: 42% de alcanos de cadeias
longas, 32% de cicloalcanos, 25% de aromaticos e 1% de outros compo-
nentes. Apesar da semelhanca quimica com o diesel, o perfil de acidos
graxos dos 6leos e gorduras utilizados na fabricagdo do biodiesel favorece
o desenvolvimento do principal processo de degradagao quimica que o atin-
ge: a oxidagdo. Conhecida como rancificacéo oxidativa, essa acéo degene-
rativa decorrente do contato com o oxigénio do ar, via de regra, atua sobre o
biodiesel rico em acidos graxos insaturados, obtido de matérias-primas que
dominam o mercado brasileiro (soja, algodao e outros). Essa caracteristica
associada a maior higroscopicidade do biodiesel em relagao ao diesel tende
a causar inumeros problemas nos sistemas de armazenamento e de injegao
nos veiculos movidos a diesel, tanto de natureza quimica quanto microbia-
na (Cavalcanti, 2009).
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Contaminagao/degradagao quimica

A degradagao quimica do biodiesel e da mistura com diesel pode ocorrer
por oxidagéo, fotoionizagdo e processos térmicos e hidroliticos. O processo
de degradagéo quimica inicia-se principalmente pela oxidagao dos carbonos
das duplas ligacdes, formando peroxidos alilicos. Como estes sao instaveis,
posteriormente, ocorrem outras reacdes e rearranjos que contribuem para a
formagao de compostos de cadeias menores como aldeidos e acidos; ainda
podendo haver reagbes de polimerizagcédo (Knothe, 2007).

Dentre os contaminantes quimicos do biodiesel encontram-se a agua, que
normalmente é incorporada ao longo da cadeia, seja no transporte ou durante
abastecimento; os mono-, di- e triglicerideos, o etanol e metanol, n&o elimi-
nados no processo de purificagado e os esterdides e triterpenos, presentes no
oleo (Brewer, 2007; Lee et al., 2007; Selvidge et al., 2007; Pfaltzgraf et al.,
2007). A agua, além de contaminante, promove a sua degradacao hidrolitica,
trazendo inUmeras consequéncias, como mencionado anteriormente. A agua
dissolvida em contato com metais tende a promover a formacao de sedi-
mentos metélicos, bem como induz o aparecimento de agua livre, seja sob a
forma de microgoticulas, ou aderida as paredes do tanque, ou mesmo sob a
forma decantada, culminando com o acumulo de agua de lastro no fundo de
tanques (Cavalcanti, 2009).

Contaminacgao/degradagao microbiana

A contaminagao microbiana de combustiveis liquidos € mais notada nos
sistemas de armazenamento (Gaylarde et al., 1999). Historicamente, a con-
taminagédo microbiana durante o armazenamento é vista como um problema
cronico do diesel (Yemashova et al., 2007; Passman, 2013). Com a intro-
ducéo do biodiesel, foi constatada uma maior susceptibilidade das misturas
diesel/biodiesel a contaminagédo microbiana, a biodegradacao e a formagao
de biomassa durante o armazenamento (Schleicher et al., 2009; Blicker et al.,
2011, 2014; Sarensen et al., 2011; Dodos; Zannikos, 2013; Passman, 2013;
Soriano et al., 2015).

A ocorréncia de microrganismos em combustiveis se deve a diversos fa-
tores. As altas temperaturas que ocorrem durante o processo de produgao
dos combustiveis esterilizam o material produzido (Associagéo Brasileira de
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Normas Técnicas, 2019). Mesmo assim, durante o armazenamento, ou de-
pendendo das condi¢des de transporte, pode ocorrer a entrada de agua e,
por conseguinte, contaminagdo microbioldgica e uma possivel biodeteriora-
¢ao (Bento, 2014). A agua é essencial para a atividade microbiana, em funcao
disso, a maioria das recomendacdes para evitar a presenga ou para mitigar
a atividade microbiana em combustiveis inclui o controle da agua (Passman,
2013). A agua pode vir adsorvida no combustivel na usina, transporte, proce-
dimentos de carga e descarga, ventilacédo indevida, vedacgéao ineficiente e por
condensagéao de goticulas presentes no ar (Soares et al., 2014).

Os microrganismos s&o provenientes do solo, ar, agua e de outro com-
bustivel contaminado, podendo também aparecer nos tanques de armaze-
namento por ma lavagem dos mesmos (Gaylarde et al., 1999). Também po-
dem ser carreados nas particulas de p6 e nas gotas de agua geradas pela
condensagéo, durante o resfriamento do sistema e durante a movimentacao
do produto na cadeia logistica. Apés chegarem aos tanques de combustivel,
0s microrganismos podem ficar aderidos as superficies, em suspensao no
produto ou na interface combustivel/agua, onde ocorre o desenvolvimento
mais abundante. Geralmente, a deterioragdo do sistema e/ou do combustivel
€ devida a atividade de comunidades microbianas complexas (Associagao
Brasileira de Normas Técnicas, 2019).

Para o crescimento microbiano, sédo necessarios nutrientes como carbono,
nitrogénio, fosforo, potassio e enxofre, a maioria deles presentes nos com-
bustiveis. Calcio, sédio, ferro, magnésio, manganés, cobre, cobalto e niquel
sd0 necessarios em pequenas quantidades e podem entrar no sistema por
particulas de poeira e outros processos, por inibidores de corrosao presentes
e por sais inorganicos contidos na agua (Blicker et al., 2011).

A capacidade de metabolizar hidrocarbonetos (alifaticos e aromaticos) do
diesel é um fator determinante para o crescimento de microrganismos em
sistemas de armazenamento e transporte (Yemashova et al., 2007). Alguns
fungos e bactérias produzem biossurfactantes que criam condi¢des favora-
veis para o consumo de hidrocarbonetos, pois auxiliam a formagéo de mi-
croemulsdes na fase aquosa, tornando-os mais disponiveis ao ataque mi-
crobiano (Associagéo Brasileira de Normas Técnicas, 2019). Os metabdlitos
secretados pelos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos podem
servir como nutrientes para outros membros das comunidades microbianas
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(Yemashova et al., 2007). Em fungao disso, podem ocorrer alteragdes de pH,
potencial oxirredutor (ou redox), concentracao de agua e composicao fisico-
-quimica das fases oleosa e aquosa, no local onde a contaminagdo micro-
biana esta instalada (Associagéo Brasileira de Normas Técnicas, 2019). No
caso do biodiesel, sua biodegradabilidade deve-se a presencga de ésteres de
acidos graxos, que sao facilmente degradados por diferentes tipos de micror-
ganismos (Schleicher et al., 2009).

Muitas espécies microbianas tém sido encontradas em combustiveis, em-
bora nem todas sejam capazes de metabolizar hidrocarbonetos. Exemplos
de bactérias capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono e/ou
energia estdo entre os géneros Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Burkholderia, Flavobacterium,
Micrococcus, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Rhodococcus,
Sphingomonas e Vibrio (Bastiaens et al., 2000; Boonchan et al., 2000;
Das; Chandran, 2011; Brzeszcz; Kaszycki, 2018). Em sua revisdo sobre
0s grupos de bactérias e arqueias capazes de metabolizar hidrocarbone-
tos (por via aerébica ou anaerodbica), Prince et al. (2018) relataram pelo
menos 320 géneros diferentes de Eubacteria (com destaque para os filos
Actinobacteria, Bacterioidetes, Firmicutes e Proteobacteria) e 12 géne-
ros distintos de Archaea. Os fungos comumente isolados de combustiveis
e capazes de metabolizar hidrocarbonetos incluem Alternaria, Aspergillus,
Candida, Cladosporium, Clonostachys, Fusarium, Hormoconis, Lambertella,
Paecilomyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Pseudallescheria, Pseudozyma e
Rhodotorula (Bento; Gaylarde, 1996, 2001; Gaylarde et al., 1999; Chaillan et
al., 2004; Bento et al., 2005; Bucker et al., 2011; Boelter et al., 2018; Martin-
-Sanchez et al., 2018; Becarelli et al., 2019).

Como consequéncia de elevada contaminagao microbiana, pode ocorrer
o entupimento de filtros, presenca de biossedimentos, corrosao influenciada
por microrganismos, redug¢ao na estabilidade quimica ou aumento da corro-
sividade do combustivel (Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, 2019).

Monitoramento de contaminagao microbiana em combustiveis

A contaminagao microbiana de combustiveis pode ocasionar sérios pro-
blemas operacionais em sistemas de armazenamento. Bactérias, fungos e
arqueias podem causar deterioragao por meio de acumulo de biomassa, de-
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gradagéao de aditivos protetores e produgao de coprodutos metabdlicos cor-
rosivos (Allsopp et al., 2004).

Os estudos sobre contaminagdo microbiana em combustiveis liquidos
baseiam-se em técnicas de cultivo e identificacdo fenotipica (Guidelines...,
2007). Entre os métodos disponiveis para estudo da diversidade microbiana,
além dos tradicionais, merecem destaque aqueles baseados no sequencia-
mento de genes codificadores de RNA ribossémico diretamente de amostras
ambientais, ou seja, sem a necessidade de cultivo dos microrganismos. Tais
abordagens foram desenvolvidas para complementar as abordagens tradi-
cionais dependentes de cultivo, pois consistem na extracao de DNA total de
amostras ambientais, seguida pelo sequenciamento de genes que compdem
o cluster de DNA ribossémico (rDNA). Assim, a utilizagdo de técnicas de se-
quenciamento de proxima geracgao (next-generation sequencing - NGS) per-
mite ampla cobertura da diversidade microbiana em determinada amostra.
Estudos de diversidade microbiana que utilizam essas técnicas moleculares
modernas podem fornecer maiores esclarecimentos sobre a eficiéncia das
praticas utilizadas pela industria. Adicionalmente, a correta identificacéo dos
contaminantes, particularmente dos indicadores de deterioracdo (bactérias
redutoras de sulfato, bactérias ferroxidantes e formadoras de biofilmes), pode
facilitar intervencdes e medidas de controle.

Nos ultimos anos, um ndmero crescente de estudos usando NGS foi reali-
zado para avaliar a diversidade microbiana em amostras de diesel, biodiesel e
outros combustiveis liquidos (White et al., 2011; Bucker et al., 2014; Azambuja
et al., 2017; Fonseca et al., 2019; Hu et al., 2019a). Por exemplo, White et
al. (2011) avaliaram amostras de querosene, diesel e biodiesel em postos de
abastecimento utilizando isolamento tradicional e técnicas independentes de
cultivo, como DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) e pirossequen-
ciamento de DNA ribossdmico 16S. Os autores verificaram que bactérias
abundantes em meio de cultura (Pseudomonas ssp.) nao foram observadas
na mesma proporg¢ao por técnicas moleculares e que bactérias detectadas
pelas técnicas moleculares (Clostridia, Halomonas, Deltaproteobacteria) ndo
foram detectadas em meio de cultura, demonstrando a importancia de combi-
nar diferentes estratégias para melhor avaliagdo da composicao das comuni-
dades microbianas em amostras de combustiveis liquidos.
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Por ser uma estratégia comumente acessivel aos laboratérios de micro-
biologia, a utilizacdo de técnicas baseadas em cultivo é reconhecida como
padrdo para monitoramento de combustiveis (Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas, 2019), apesar de suas limitagdes. Ainda assim, quando
acompanhada de identificagdo taxonémica por meio de analise do DNA, ela
tem contribuido para o entendimento do impacto dos microrganismos na qua-
lidade dos combustiveis liquidos (Restrepo-Florez et al., 2013; Cazarolli et
al., 2018; Hu et al., 2019b).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo realizar o monitoramen-
to quimico e microbioldgico de uma amostra comercial de diesel B S500 (B7)
coletada em posto de combustivel da regido Centro-Oeste e submetida ao
armazenamento simulado. Analises peridédicas das caracteristicas quimi-
cas e da composi¢cao da comunidade bacteriana cultivavel foram realizadas
durante o armazenamento. Também s&o relatados os resultados do moni-
toramento microbioldgico para uma amostra de diesel A S500 coletada em
distribuidora da regido Centro-Oeste e submetida as mesmas condigbes de
armazenamento.

Material e Métodos

Amostras e condi¢cées de armazenamento simulado

O combustivel analisado foi o diesel B7 S500 (7% de biodiesel misturado
ao o6leo diesel S500 - 500 ppm de enxofre; também denominado diesel B),
o qual foi coletado do bico da bomba de abastecimento em um posto de
combustivel na regido Centro-Oeste no ano de 2015 e acondicionado em
bombonas esterilizadas. O combustivel foi fracionado e armazenado em trés
tanques réplica de metal previamente esterilizados (capacidade para 20 L)
para simulagao de condi¢cdes de armazenamento. Cada tanque recebeu 10 L
do combustivel. Para as analises quimicas e microbioldgicas, amostragens
(em recipientes esterilizados) foram realizadas imediatamente apds a cole-
ta (tempo zero) e posteriormente aos 30, 60 e 90 dias de estocagem. Para
comparacao da comunidade microbiana com a amostra de diesel B7 S500,
foi coletada em uma distribuidora da regido Centro-Oeste uma amostra de
diesel S500 (sem biodiesel, também denominado diesel A). Para as analises
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microbiolégicas, a amostra de diesel B7 S500 foi codificada como LGB 34 e
a amostra de diesel A S500 foi codificada como LGB 25.

Monitoramento quimico

Para o monitoramento quimico, as amostras coletadas de B7 nos tem-
pos zero, 30, 60 e 90 dias de estocagem simulada foram diluidas em vial de
1,5 mL, na proporcao de 25 pyL de amostra para 975 yL de heptano. Para
analise no GC-FID, foi adicionado na amostra o padrao interno nonadeca-
noato de metila na concentragdo de 400 ug mL'. As analises cromatogra-
ficas foram realizadas utilizando os seguintes equipamentos: GC-MS QP
2010 (Shimadzu) e GC-FID 7890A (Agilent). Utilizou-se a coluna Rix-5ms
(30 m x 0,25 mm x 0.25 pm). As condi¢des analiticas do GC-MS foram: tem-
peratura do injetor e interface de 250 °C, temperatura da fonte de ions 200
°C, gas de arraste hélio com velocidade linear de 38 cm s e injetor no modo
split (25:1). A temperatura da coluna permaneceu a 120 °C por 2 min iso-
termicamente e depois aumentou a 10°C/min até 300°C. Essa temperatura
foi mantida por 5 min isotermicamente. Devido a complexidade da amostra
(biodiesel + diesel), foram monitorados os compostos que apresentaram
sinal mais intenso entre C15 e C28. Dessa forma, o método foi otimizado no
GC-MS e, em seguida, foi adaptado para o GC-FID ajustando a temperatura
do detector FID para 320 °C.

Analises microbiolégicas

Isolamento de microrganismos e obtengao de culturas puras

Para o monitoramento microbiolégico, foram seguidas as recomendacgbes
da ASTM D6974 — 09 (Standard Practice for Enumeration of Viable Bacteria
and Fungi in Liquid Fuels - Filtration and Culture Procedures. American
Society for Testing and Materials, 2012). O foco da analise foi o isolamento de
bactérias. Cada amostra (de diesel B7 S500 e de diesel S500) coletada nos
tempos zero, 30, 60 e 90 dias foi filtrada em condi¢cbes assépticas. Para cada
amostra, trés volumes foram filtrados (2 mL, 20 mL e 200 mL), utilizando-se
membrana esterilizada de éster de celulose de 0,22 ym e 47 mm de diametro
(Millipore®) em sistema de filtragdo a vacuo (Nalgene®). Para tanto, a bomba
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de vacuo foi acoplada ao sistema de filtracao e as amostras foram colocadas
na parte superior do sistema. Apds a passagem de todo o combustivel pela
membrana, uma aliquota de 10 mL de TWEEN® 80 0,1% esterilizada foi adi-
cionada e filtrada. Por fim, 30 mL de Solugéo de Ringer esterilizada (compo-
sicdo em g/L: NaCl 2,25; KCI 0,105; CaCl,.2H,0 0,12; NaHCO, 0,05) foram
adicionados e filtrados.

Cada membrana foi coletada com pinga esterilizada e colocada sobre a
superficie do meio de cultura TSA (Tryptic Soy Agar, Sigma-Aldrich) previa-
mente vertido em placas de Petri (90 mm x 15 mm). Este meio de cultura
possui em sua composigao triptona (15 g/L), soja enzimaticamente digerida
(5 g/L), NaCl (5 g/L) e agar bacteriolégico (15 g/L). O meio de cultura foi este-
rilizado em autoclave (121 °C, 1 atm, 20 minutos). Ao meio de cultura resfria-
do até 50 °C foi adicionado o fungicida Benomyl (Sigma-Aldrich) (200 pg/mL)
para evitar o crescimento de fungos; em seguida o meio de cultura foi distri-
buido nas placas.

Para cada amostra (tempo zero, 30, 60 e 90 dias), foram utilizadas trés
membranas para cada volume filtrado (2 mL, 20 mL e 200 mL), resultando
em 9 membranas por amostra (dispostas sobre 9 placas de Petri contendo o
meio de cultura seletivo). As placas com as membranas foram incubadas a 28
°C e diariamente monitoradas quanto ao crescimento bacteriano (por até 15
dias). Apds a incubacao, as colbnias bacterianas foram coletadas da superfi-
cie das membranas e inoculadas em novo meio de cultura TSA pelo método
de estria por esgotamento. As placas foram novamente incubadas a 28 °C até
o crescimento de culturas puras. O numero de bactérias isoladas representa
0 numero total que se conseguiu cultivar no meio de cultura padrdo apds a
filtragem e obtencgéo de culturas puras e néo o total de bactérias presentes
nas membranas filtrantes.

Preservagcao de microrganismos

Para a preservagao, uma colbnia isolada oriunda das placas de purifica-
¢ao da etapa anterior foi coletada e inoculada em tubos de 50 mL contendo
10 mL de meio TSB (Tryptic Soy Broth, Sigma-Aldrich). As bactérias foram in-
cubadas por 16 horas (28 °C; 180 rpm). Em seguida, elas foram preservadas
por ultracongelamento (-80 °C) em glicerol 30% em criotubos. As bactérias
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foram depositadas na “Colegédo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a
Agroenergia e Biorrefinarias - CMMAABIo” da Embrapa Agroenergia.

Cultivo e extragcao de acidos nucleicos

As bactérias preservadas por ultracongelamento foram reativadas por
meio de cultivo em meio de cultura TSA (Tryptic Soy Agar, Sigma-Aldrich).
As placas inoculadas foram incubadas por 48-72 horas a 28 °C. Apés a che-
cagem do crescimento e pureza da cultura bacteriana, uma coldnia isolada
de cada linhagem foi coletada e transferida para tubos de 15 mL contendo
5 mL de meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth, Sigma-Aldrich). Os tubos
foram incubados por 16-20 horas a temperatura de 28 °C sob agitagédo de
180 rpm. O conteudo dos tubos foi centrifugado a 3.000 x g € o sobrenadan-
te foi descartado. O pellet formado foi ressuspendido e lavado com 500 pL
da solugéo STE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; NaCl 50 mM; EDTA 5 mM pH 8,0)
e transferido para um novo tubo de 1,5 mL. O DNA gendmico foi extraido
com auxilio do MasterPure™ DNA Purification Kit (Epicentre), seguindo as
instrugdes do fabricante. As amostras foram tratadas com 1 pL de RNAse
[10 pg/uL] e incubadas em estufa por 1 hora a 37 °C. O DNA gendmico foi
mantido em freezer (-20 °C).

Amplificagdo de genes por PCR, purificagao e sequenciamento

O DNA gendmico das bactérias foi utilizado como molde para a amplifica-
¢éo da regido 16S do DNA ribossémico por meio da técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Aregiao 16S do DNA ribossémico foi amplifica-
da com os primers P0(27f) (5-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e R1378
(5-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-3') (Lane, 1999), os quais amplifi-
cam uma regido de aproximadamente 1.500 pares de bases.

Cada reagéo foi preparada em volume final de 50 yL contendo: 20 ng de
DNA gendmico; 0,2 uM de cada primer; 0,2 mM de dNTP; 2,5 mM de MgCl,,
Tampao da Taq DNA polimerase 1X (500 mM KCI; 100 mM Tris-HCI pH 8,4;
1% Triton X-100) (Tag pht, Phoneutria) e 1,5 U da enzima Taqg DNA poli-
merase (Taq pht, Phoneutria). A amplificagédo foi realizada em termociclador
(Veriti, Applied Biosystems) programado para desnaturagéo inicial a 94 °C por
4 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificagéo (cada ciclo consistiu em 30
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segundos a 94 °C, 1 minuto a 67 °C, 1 minuto a 72 °C) e uma extensao final
de 10 minutos a 72 °C.

Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose (1%), cora-
dos com brometo de etidio e fotodocumentados sob luz UV. Em seguida,
foram purificados utilizando o kit GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit
(Thermo-Scientific). Por fim, esses fragmentos de DNA foram sequenciados
(método Sanger) pela empresa Eurofins do Brasil Analises de Alimentos Ltda.
(Indaiatuba, SP), em um sequenciador ABI PRISM 377 (Applied Biosystems).

Analise de DNA utilizando ferramentas de bioinformatica

As sequéncias foram avaliadas com auxilio do software Geneious®
11.0.2 (Kearse et al., 2012) para checagem da qualidade e obtengédo da
sequéncia consenso. As sequéncias com qualidade suficiente para analise
foram avaliadas com o auxilio da ferramenta BLAST contra bases de da-
dos curadas de sequéncias de DNA de bactérias. Para isso, foi utilizada a
ferramenta Classifier da base de dados Ribosomal Database Project, RDP
(Wang et al., 2007; Cole et al., 2014), bem como a ferramenta BLASTn da
base dados do GenBank', incluindo comparagdo com sequéncias de linha-
gens tipo (type strains). Além da analise contra essas duas bases de dados,
também foi realizada a analise filogenética, que foi conduzida utilizando o
software MEGA version 5.10 (Kumar et al., 2018). Para a andlise filogenéti-
ca, foi necessaria a construgdo de datasets contendo as sequéncias obtidas
neste trabalho e sequéncias oriundas de linhagens tipo (type strains) de
espécies de bactérias filogeneticamente relacionadas. As analises filogené-
ticas foram conduzidas utilizando o método "General time reversible mode”
com 1.000 Booststrap e o modelo de arvore filogenética Nearest-Neighbor-
-Interchange (NNI) (Tamura et al., 2011).

2 Disponivel em: <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>



18 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 23

Resultados e Discussao

Monitoramento quimico

Devido a complexidade das amostras (biodiesel+diesel), foram monitora-
dos os compostos que apresentaram sinal mais intenso entre C15 e C28, nas
analises cromatograficas. Dessa forma, o método foi otimizado no GC-MS e,
em seguida, foi adaptado para o GC-FID, ajustando a temperatura do detec-
tor FID para 320 °C. A Figura 1 mostra os cromatogramas obtidos em ambos
0s equipamentos para a amostra de diesel B7 S500 do tempo zero.
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Figura 1. Cromatograma da amostra de diesel B7 S500 (tempo zero de estocagem) por
cromatografia gasosa (GC): (a) cromatograma dos ions totais (TIC) e (b) cromatograma por
detector de ionizag&o por chama (FID). 1. Pentadecano, 2. Hexadecano, 3. Heptadecano,
4. 2,6,10,14-tetrametil pentadecano, 5. Octadecano, 6. 2,6,10,14-tetrametil hexadecano,
7. Nonadecano, 8. Metil hexadecanoato, 9.Eicosano, 10. 8,11-Metil octadecadienoato,
11. Metil octadecenoato, 12. Metil octadecanoato, 13. Docosano, 14. Octacosano.
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A avaliagdo da degradacdo quimica foi feita pela determinagao das
areas dos picos dos compostos relacionados, normalizadas pela area do
padrao, preparado no dia da analise. A Figura 2 apresenta um grafico
comparativo das areas dos 14 compostos, listados na Tabela 1, durante
os 90 dias de estocagem.

Observa-se que as areas dos compostos sofreram variagédo ao longo dos
90 dias de estocagem. Em vista do exposto, foi necessario realizar a analise
de variancia pelo teste de Tukey, com significAncia de 95%, utilizando o soft-
ware Statistica ®. Os dados com as médias das areas dos picos cromatogra-
ficos sdo apresentados na Tabela 1.
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Figura 2. Areas dos picos de CG-FID das substancias de interesse detectadas apés
90 dias de estocagem simulada de diesel B7 S500 em tanques réplica.
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Observa-se na Tabela 1 que, para todos os compostos, houve um aumen-
to de area com 30 dias de estocagem simulada do diesel B7 S500 comparado
ao tempo zero. O fato pode ser explicado pela evaporagao de compostos
volateis do diesel, fazendo com que os compostos monitorados fossem con-
centrados. A analise estatistica revelou que o tempo de 30 dias é diferente do
tempo zero e que os tempos 60 e 90 dias sao estatisticamente iguais, porém
diferentes de 30 dias, para a maioria dos compostos. Esses dados permitem
concluir que em 60 dias de estocagem simulada em tanques réplica houve
degradagéo quimica dos compostos monitorados.

Monitoramento microbiano

Nas amostras de diesel A S500 (de zero e de 60 dias de estocagem -
LGB 25), foram isoladas 10 e 40 bactérias, respectivamente. Do diesel A
S500 sem armazenamento (tempo zero), foi possivel sequenciar e identificar
5 bactérias. Do diesel A S500 com 60 dias de estocagem, foram sequencia-
das e identificadas 36 bactérias.

Nas amostras de diesel B S500 (B7) (de zero e de 60 dias de armazena-
mento - LGB 34), foram isoladas 25 e 4 bactérias, respectivamente. No tempo
zero, conseguiu-se sequenciar e identificar 18 bactérias; com 60 dias de ar-
mazenamento, foram sequenciadas e identificadas 3 bactérias.

Foi possivel identificar duas familias de bactérias na amostra de diesel A
S500 (LGB 25) do tempo zero, Paenibacillaceae e Bacillaceae, e dois géne-
ros, Paenibacillus e Bacillus, conforme mostrado na arvore filogenética na
Figura 3.

Da amostra de diesel A S500 (LGB 25) com 60 dias de estocagem, fo-
ram identificados dois filos diferentes, Firmicutes e Actinobacteria, e dois
géneros, Janibacter e Bacillus. Nao foram identificadas bactérias da familia
Paenibacillaceae ap6s o armazenamento, conforme Figura 4.
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24 Bacillus tequilensis (T) 10b HQ223107
25 Bacillus subtilis (T) DSM10 AJ276351
28 LGB 25 B5-200
51 LGB 25 B10-20
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560
59 |: Bacillus mojavensis (T) IFO15718 AB021191
100 Bacillus subtilis (T) DSM 22148 HE582781
Bacillus fusiformis (T) DSM 2898T AJ310083
100 Lysinibacillus xylanilyticus (T) XDB9 FJ477040
Lysinibacillus boronitolerans (T) 10a AB199591.2
— 38 LGB 25 B9-200
35 Lysinibacillus pakistanensis (T) NCCP-54 AB558495
55 Lysinibacillus macroides (T) LMG 18474 AJ628749
Paenibacillus oceanisediminis (T) L10 JF811909
Paenibacillus xylanilyticus (T) XIL 14 AY427832
99 87 LGB 25 B3-200
29 LGB 25 B4-2
29 Paenibacillus tundrae (T) A10b EU558284
27 Paenibacillus pabuli (T) HSCC 492T (NRRL NRS-924T) AB045094
57 Paenibacillus taichungensis (T) BCRC 17757 EU179327
Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 M59126.1

100

Figura 3. Arvore filogenética obtida a partir das sequéncias da regido 16S do DNA
ribossémico (rDNA) das bactérias isoladas da amostra de diesel A S500 (LGB 25)
do tempo zero e dados oriundos de linhagens tipo do banco de dados RDP. Como
outgroup foi utilizada a sequéncia 16S do rDNA da arqueia Methanococcus jannaschii.
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LGB 25 60 DIAS B7-20

LGB 25 60 DIAS B38-200

LGB 25 60 DIAS B40-200

LGB 25 60 DIAS B13-20

LGB 25 60 DIAS B14-20

LGB 25 60 DIAS B39-200

LGB 25 60 DIAS B36-200

Bacillus safensis (T) FO-036b AF234854

LGB 25 60 DIAS B1-20

LGB 25 60 DIAS B9-20

LGB 25 60 DIAS B12-20

LGB 25 60 DIAS B6-20

LGB 25 60 DIAS B11-20

Bacillus stratosphericus (T) 41KF2a AJ831841
Bacillus aerophilus (T) 28K AJ831841

Bacillus altitudinis (T) 41KF2b AJ831842

LGB 25 60 DIAS B31-2

Bacillus pumilus (T) ATCC 7061 AY876289

LGB 25 60 DIAS B30-2

LGB 25 60 DIAS B22-2

Bacillus invictae (T) Bi.FFUP1 JX183147

LGB 25 60 DIAS B8-20

LGB 25 60 DIAS B34-200

Bacillus subtilis (T) DSM10 AJ276351

Bacillus tequilensis (T) 10b HQ223107

LGB 25 60 DIAS B35-200

Bacillus subtilis (T) DSM 22148 HE582781
Bacillus mojavensis (T) IFO15718 AB021191
Bacillus vallismortis (T) DSM11031 AB021198
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 2
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 3
LGB 25 60 DIAS B10-20

Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 6
Bacillus methylotrophicus (T) CBMB205 EU194897
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 8
LGB 25 60 DIAS B37-200

Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 7
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 4
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 5
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 2
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 4

LGB 25 60 DIAS B26-2

LGB 25 60 DIAS B3-20

Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877
Bacillus anthracis (T) ATCC 14578 AB190217
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE01687
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 5
LGB 25 60 DIAS B24-2

Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 3
LGB 25 60 DIAS B16-2

LGB 25 60 DIAS B32-200

LGB 25 60 DIAS B17-2

Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 7
LGB 25 60 DIAS B15-2

Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 5
LGB 25 60 DIAS B20-2

LGB 25 60 DIAS B18-2

LGB 25 60 DIAS B19-2

Bacillus thuringiensis (T) IAM 12077 D16281

LGB 25 60 DIAS B28-2

LGB 25 60 DIAS B27-2

LGB 25 60 DIAS B21-2

Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 3
LGB 25 60 DIAS B25-2

Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863

LGB 25 60 DIAS B29-2

Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 4
Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 2
Bacillus toyonensis (T) CNCM I-1012/NCIB 40112 AJ310100

Figura 4. Arvore filogenética obtida a partir das sequéncias da regido 16S do DNA

Knoellia Ic i (T) DMZ1 HQ171909
Janibacter melonis (T) CM2104 AY522568

LGB 25 60 DIAS B23-2

Janibacter alkaliphilus (T) SCSIO 10480 JN160681
Janibacter anophelis (T) CCUG 49715 AY837752
Janibacter hoylei (T) DSM 21601 FR749912
Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 M59126.1

23

ribossdmico (rDNA) das bactérias isoladas da amostra de diesel A S500, com 60 dias
de armazenamento (LGB 25), e de dados do banco de dados RDP. Como outgroup foi
utilizada a sequéncia 16S do rDNA da arqueia Methanococcus jannaschii.
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A amostra de diesel B S500 (B7) (LGB 34) do tempo zero apresentou
apenas a familia Bacillaceae e o género Bacillus, conforme Figura 5 abaixo.

LGB 34 0 DIAS B12 20

LGB 34 0 DIAS B18-200

LGB 34 0 DIAS B1-20 B

LGB 34 0 DIAS B20-200

LGB 34 0 DIAS B9-20

LGB 34 0 DIAS B15-200

LGB 34 0 DIAS B2-20

Bacillus subtilis (T) DSM 10 AJ276351

LGB 34 0 DIAS B13 20

LGB 34 0 DIAS B14-20

LGB 34 0 DIAS B5 20

LGB 34 0 DIAS B11-20

LGB 34 0 DIAS B16-200

LGB 34 0 DIAS B17-200

Bacillus mojavensis (T) IFO15718 AB021191
Bacillus subtilis (T) DSM 22148 HE582781
Bacillus subtilis (T) NRRL B-23049 AF074970
LGB 34 0 DIAS B24 200A

Bacillus tequilensis (T) 10b HQ223107

LGB 34 0 DIAS B24 200B

LGB 34 0 DIAS B10 20

Bacillus methylotrophicus (T) CBMB205 EU194897
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560
Bacillus stratosphericus (T) 41KF2a AJ831841
Bacillus aerophilus (T) 28K AJ831844
Bacillus invictae (T) Bi FFUP1 JX183147
Bacillus safensis (T) FO-036b AF234854
Bacillus pumilus (T) ATCC 7061 AY876289
LGB 34 0 DIAS B21-200

LGB 34 0 DIAS B22-200

Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 M59126 1

Figura 5. Arvore filogenética obtida a partir das sequéncias da regido 16S do DNA ri-
bossdmico (rDNA) das bactérias isoladas da amostra de diesel B S500 (B7) (LGB 34)
do tempo zero (sem armazenamento) e dados do banco de dados RDP. Como out-
group foi utilizada a sequéncia 16S do rDNA da arqueia Methanococcus jannaschii.
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Da amostra de diesel B S500 (B7) (LGB 34) armazenada por 60 dias, foi
possivel isolar apenas uma familia Bacillaceae e um género Bacillus, confor-
me Figura 6.

35 Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 3
&E Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 5
Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 2

57 Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 1
{ Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 4

LGB 34 60 DIAS B2-200
493; LGB 34 60 DIAS B1-20
37 LGB 34 60 DIAS B3-20

Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 M59126 1

67

Figura 6. Arvore filogenética obtida a partir das sequéncias da regido 16S do DNA ri-
bossémico (rDNA) das bactérias isoladas da amostra de diesel B S500 (B7) (LGB 34)
com 60 dias de armazenamento e dados do banco de dados RDP. Como outgroup foi
utilizada a sequéncia 16S do rDNA da arqueia Methanococcus jannaschii.

Na Figura 7, estdo relacionadas na mesma arvore filogenética, para com-
paragao, as bactérias isoladas nas duas amostras de combustiveis avaliadas
no presente trabalho — diesel A S500 e diesel B S500 (B7), com zero e 60 dias
de estocagem simulada.
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Bacillus subtilis (T) DSM 22148 HE582781
Bacillus vallismortis (T) DSM11031 AB021198
LGB 34 0 DIAS B15-200
LGB 25 B5 200
LGB 25 60 DIAS B34-200
LGB 34 0 DIAS B18-200
LGB 34 0 DIAS B14-20
LGB 34 0 DIAS B2-20
Bacillus subtilis (T) NRRL B-23049 AF074970
LGB 34 0 DIAS B1-20 B
Bacillus subtilis (T) DSM10 AJ276351 3
LGB 34 0 DIAS B11-20
LGB 34 0 DIAS B10 20
LGB 34 0 DIAS B20-200
Bacillus subtilis (T) DSM 22148 HE582781
Bacillus subtilis (T) DSM10 AJ276351 2
Bacillus tequilensis (T) 10b HQ223107
Bacillus tequilensis (T) 10b HQ223107 1
LGB 34 0 DIAS B24 200B
LGB 25 60 DIAS B35-200
LGB 34 0 DIAS B24 200A
LGB 34 0 DIAS B17-200
LGB 34 0 DIAS B12 20
Bacillus subtilis (T) DSM10 AJ276351
LGB 25 60 DIAS B8 20
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LGB 34 0 DIAS B13 20
Bacillus tequilensis (T) 10b HQ223107 2
LGB 34 0 DIAS B5 20
LGB 34 0 DIAS B16 200
LGB 34 0 DIAS B9-20
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 8
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 6
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 9
LGB 25 B10 20
Bacillus methylotrophicus (T) CBMB205 EU194897
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 3
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 7
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 4
LGB 25 60 DIAS B10-20
Bacillus methylotrophicus (T) CBMB205 EU194897
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 5
LGB 25 60 DIAS B37-200
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 10
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560
Bacillus amyloliquefaciens (T) FZB42 CP000560 2
Bacillus mojavensis (T) IFO15718 AB021191 2
Bacillus mojavensis (T) IFO15718 AB021191
Bacillus mojavensis (T) IFO15718 AB021191 1
38 LGB 34 60 DIAS B1-20

LGB 34 60 DIAS B2-200

LGB 34 60 DIAS B3-20
) Bacillus licheniformis (T

=)
3
<

ATCC 14580 DSM 13 CP000002 2
17 Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 3
99 o1 Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 5
47 Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 1
15 Bacillus licheniformis (T) ATCC 14580 DSM 13 CP000002 4
64 Bacillus invictae (T) Bi.FFUP1 JX183147
7 Bacillus invictae (T) Bi FFUP1 JX183147 1

Continua...

Figura 7. Arvore filogenética obtida a partir das sequéncias da regido 16S do DNA
ribossémico (rDNA) das bactérias isoladas da amostra de diesel A S500 (LGB 25) e
diesel B S500 (B7) (LGB 34) com zero e 60 dias de armazenamento simulado e dados
do banco de dados RDP. Como outgroup foi utilizada a sequéncia 16S do rDNA da
arqueia Methanococcus jannaschii.
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Figura 7. Continuagéo.
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LGB 34 0 DIAS B21-200
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LGB 25 60 DIAS B39 200

Bacillus safensis (T) FO-036b AF234854 2
LGB 25 60 DIAS B14 20

LGB 25 60 DIAS B12-20

LGB 25 60 DIAS B36 200

LGB 25 60 DIAS B40-200

LGB 25 60 DIAS B6 20
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LGB 25 60 DIAS B1 20

LGB 25 60 DIAS B11 20

Bacillus safensis (T) FO-036b AF234854

LGB 25 60 DIAS B9-20

LGB 25 60 DIAS B38-200

Bacillus anthracis (T) ATCC 14578 AB190217
LGB 25 60 DIAS B29-2

LGB 25 60 DIAS B15-2

Bacillus toyonensis (T) CNCM I-1012/NCIB 40112 AJ310100
LGB 25 60 DIAS B17-2

LGB 25 60 DIAS B32-200

LGB 25 60 DIAS B16-2

Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 3
LGB 25 60 DIAS B19-2

Bacillus thuringiensis (T) IAM 12077 D16281
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE01687
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 3
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 2
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 5
Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877
Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863
LGB 25 60 DIAS B28-2

LGB 25 60 DIAS B25-2

LGB 25 60 DIAS B26-2

Bacillus cereus (T) ATCC 14579 AE016877 4
Bacillus toyonensis (T) BCT 7112 CP006863 1
Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 4
LGB 25 60 DIAS B3-20

Bacillus toyonensis (T) BCT 7112 CP006863
LGB 25 60 DIAS B18-2

LGB 25 60 DIAS B27-2

LGB 25 60 DIAS B24-2

LGB 25 60 DIAS B21-2

LGB 25 60 DIAS B20-2

Bacillus toyonensis (T) BCT-7112 CP006863 2
Bacillus fusiformis (T) DSM 2898T AJ310083
Lysinibacillus pakistanensis (T) NCCP-54 AB558495
Lysinibacillus xylanilyticus (T) XDB9 FJ477040
Lysinibacillus boronitolerans (T) 10a AB199591
LGB 25 B9 200

Lysinibacillus macroides (T) LMG 18474 AJ628749
Paenibacillus oceanisediminis (T) L10 JF811909
Paenibacillus tundrae (T) A10b EU558284
Paenibacillus xylanilyticus (T) XIL14 AY427832
LGB 25 B3 200

LGB 25B4 2
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Figura 7. Continuagéo.

28 Paenibacillus pabuli (T) HSCC 492T (NRRL NRS-924T) AB045094

70 Paenibacillus taichungensis (T) BCRC 17757 EU179327

Knoellia locipacati (T) DMZ1 HQ171909

98 Janibacter anophelis (T) CCUG 49715 H2.16B AY837752

100 Janibacter hoylei (T) DSM 21601 FR749912
77 Janibacter alkaliphilus (T) SCSIO 10480 JN160681
LGB 25 60 DIAS B23-2

71 Janibacter melonis (T) CM2104 AY522568
Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 M59126 1

Entre as bactérias isoladas das amostras de diesel A S500 (LGB 25) e de
diesel B S500 (B7) (LGB 34), antes da armazenagem e apds os 60 dias, a
maioria pertence ao género Bacillus, conforme sumarizado nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Relagéo das bactérias isoladas da amostra de diesel A S500 (LGB 25 -
nos tempos zero e 60 dias de estocagem simulada) em nivel de género e provaveis
espécies (filogeneticamente relacionadas de acordo com a analise das sequéncias
da regido 16S do DNA ribossdmico).

Bactérias isoladas do diesel A S500

0 dias de estocagem simulada 60 dias de estocagem simulada
2 Paenibacillus taichungensis 12 Bacillus safensis
1 Lysinibacillus macroides 11 Bacillus toyonensis
2 Bacillus subtilis 4 Bacillus subtilis
4 Bacillus pumilus
2 Bacillus cereus
1 Janibacter melonis
1 Bacillus anthracis
1 Bacillus amyloliquefaciens

Tabela 3. Relagéo das bactérias isoladas da amostra de diesel B S500 (B7) (LGB 34
— nos tempos zero e 60 dias de estocagem simulada) em nivel de género e prova-
veis espécies (filogeneticamente relacionadas de acordo com a anadlise das sequén-
cias da regido 16S do DNA ribossémico).

Bactérias isoladas do diesel B S500 (B7)

0 dias de estocagem simulada 60 dias de estocagem simulada
13 Bacillus subtilis 3 Bacillus licheniformis

3 Bacillus tequilensis

2 Bacillus pumilus
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Na amostra de diesel A S500 (LGB 25), houve o aumento do nimero de
isolados ao logo do tempo de armazenamento, enquanto que na amostra de
diesel B S500 (B7) (LGB 34) diminuiu o numero de isolados obtidos.

A comunidade bacteriana cultivavel foi semelhante nas amostras anali-
sadas em nivel de género e possivelmente diferente em nivel de espécie.
Em algumas amostras apareceram bactérias que ndo apareceram nas
outras amostras. Por exemplo, B. subtilis e B. pumilus foram encontradas
nas amostras de diesel A e B, e B. subtilis s6 nao aparece na amostra de
diesel B (LGB 34) com 60 dias de armazenamento. A bactéria B. pumilus
foi identificada na amostra de diesel A (LGB 25) com 60 dias de armaze-
namento e no diesel B (LGB 34) do tempo zero (sem armazenamento). Os
géneros Paenibacillus e Lysinibacillus s6 apareceram na amostra de diesel A
(LGB 25) do tempo zero.

Apesar de terem sido identificadas bactérias nas amostras de diesel do
tipo A e B coletadas na regido Centro-Oeste, a contagem desses micror-
ganismos indica valores inferiores aos estabelecidos na recomendagéo da
ABNT/NBR 16732, em que séo referenciados os limites internacionais de
contaminagao de combustiveis liquidos por microrganismos.

Conclusoes

O monitoramento quimico das amostras de diesel B S500 (B7) indicou
certa degradagao da amostra a partir de 60 dias de estocagem simulada. Foi
identificada a presenca de bactérias tanto no diesel A S500 quanto no diesel
B S500 (B7). Algumas delas presentes em apenas um tipo de diesel. No
que se refere a contagem de microrganismos, as amostras de combustiveis
analisadas na regido Centro-Oeste (posto de combustivel e distribuidora da
regido Centro-Oeste) apresentaram valores abaixo dos limites estipulados
internacionalmente.
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