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RESUMO

A presenca de microrganismos em Oleo diesel, biodiesel e suas misturas, é uma pauta
gue tem sido bastante documentada pela literatura, sobretudo pelos efeitos negativos
gue tende a causar, como por exemplo, a formacéo de borras, entupimento de filtros
e valvulas e corrosao de tanques de armazenamento. Com o aumento gradativo dos
teores de biodiesel ao diesel comercializado, os cuidados durante a estocagem do
combustivel devem ser ainda maiores, uma vez que esse biocombustivel possui
carater higroscopico, o que facilita a contaminagéo devido a capacidade de absorcao
de 4gua. Uma das formas de evitar e/ou diminuir a contamina¢ao microbiologica é a
aplicacdo de técnicas como limpeza periddica dos tanques de armazenamento ou 0
uso de biocidas. Contudo seu uso pode estar associado a mudancas nos parametros
fisico-quimicos do combustivel. O objetivo desse trabalho foi avaliar a presenca de
microrganismos em combustivel diesel B11 e B20 com varia¢cdes quanto ao teor de
enxofre (10 ppm e 500 ppm) e 4gua (sem adicdo, 2500 ppm e 10000 ppm), propor o
uso da radiacao ultravioleta como alternativa ao controle microbiano e verificar se seu
promove alteragfes em suas caracteristicas fisico-quimicas. Para tanto, as amostras
de combustiveis foram estocadas por 10 dias, onde a presenca de microrganismos foi
acompanhada a partir da leitura de absorbancia. Apds a estocagem, os combustiveis
foram expostos a radiacao ultravioleta durante 360 minutos, nos quais a presenca de
microrganismos foi acompanhada a cada 45 minutos. Caracteristicas como teor de
agua, viscosidade, massa especifica e estabilidade oxidativa foram avaliadas no inicio
e final do tratamento. Apds o tratamento a presenca de microrganismos foi
acompanhada a cada 10 dias por um periodo de 30 dias a fim de verificar sua eficacia.
Os resultados apontaram que durante a estocagem simulada os combustiveis com
adicdo de agua foram os mais susceptiveis ao crescimento de microrganismos,
enquanto para os combustiveis sem alteracdo as mudancas mais expressivas foram
em relacdo ao combustivel com maior teor de enxofre. O tratamento com radiacéo
ultravioleta demonstrou eficiéncia acima de 90% para duas das doze amostras
analisadas, enquanto apenas 4 amostras tiveram eficiéncia menor que 50% na
reducdo da presenca de microrganismos caracterizada pela leitura da absorbancia.
Tratando-se dos parametros fisico-quimicos, foi verificado que a utilizacéo da radiacéo
ultravioleta promoveu mudancas estatisticamente significativas, porém nao alteraram
a gualidade final do combustivel. O uso da radiacédo ultravioleta para controle da
presenca de microrganismos mostrou-se estavel por até 10 dias apds sua aplicacgéo.
Os resultados encontrados apontam o potencial da radiagdo ultravioleta como método
de controle microbiano, além disso, foi verificado que a reducéo dos teores de enxofre
nao aumenta, por si sO, a contaminac¢ao microbiana no combustivel, sendo a presenca
de agua a principal razdo da contaminacéo.

PALAVRAS-CHAVE: biodiesel; contaminacao microbiana; biodegradabilidade.
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Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001
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ABSTRACT

The presence of microorganisms in diesel oil, biodiesel and their blends, is an issue
that has been well documented in the literature, especially due to the negative effects
that it tends to cause, for example, the sludge formation, clogging of filters and valves
and storage tanks corrosion. With the gradual increase in the levels of biodiesel to
commercial diesel, the precautions during fuel storage should be greater, since this
biofuel has a hygroscopic character, which facilitates contamination due to the water
absorption capacity. One of the ways to avoid microbiological contamination is the
application of techniques such as periodic cleaning of storage tanks or the use of
biocides. However, their use may be associated with changes in the fuel
physicochemical parameters. The aim of this work was to evaluate the presence of
microorganisms in diesel fuel B11 and B20 with variations in the sulfur (10 ppm and
500 ppm) and water (without addition, 2500 ppm and 10000 ppm) content, and to
propose the use of ultraviolet radiation as alternative to microbial control and to verify
if the UV use promotes changes in the fuel physical-chemical characteristics. The fuel
samples were stored for 10 days, where the presence of microorganisms was
monitored from the absorbance reading. After storage, the fuels were exposed to
ultraviolet radiation for 360 minutes, and the microorganisms presence was monitored
every 45 minutes. Water content, viscosity, density and oxidative stability were
evaluated at the beginning and end of the treatment. After the treatment the
microorganisms presence was followed during 30 days. The results showed that during
simulated storage, fuels with water addition were the most susceptible microorganisms
growth, while fuels without alteration the most significant changes were related to a
higher sulfur content. The ultraviolet radiation treatment showed efficiency higher than
90% for 2 of the 12 samples analyzed, while only 4 samples had an efficiency lower
than 50% in the microorganisms presence reduction. Regarding the physical-chemical
parameters, it was found that the use of ultraviolet radiation promoted statistically
significant changes but did not change the final quality of the fuel. The UV treatment
proved to be stable for up to 10 days after its application. The results have showed the
potential of ultraviolet radiation as a method of microbial control and reduction of sulfur
levels does not increase microbial contamination in the fuel, with the presence of water
being the main reason for contamination.

KEYWORDS: biodiesel; microbial contamination; biodegradability.
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1. INTRODUGAO

s

O Brasil € um pais cujo transporte é realizado, principalmente, por vias
rodoviarias, o que faz que o éleo diesel seja o combustivel de maior consumo nacional.
A fim de amenizar as emissfes promovidas por esse combustivel, houve a
necessidade de reducdo dos teores de enxofre no diesel comercializado no pais.
Atualmente sdo comercializados o diesel S10 e S500, com limites maximos de 10 e
500 ppm de enxofre, respectivamente (AZAMBUJA et al., 2017).

O fato desse combustivel ser de origem fossil, também se faz um importante
tépico de discussdo, uma vez que exploracdo de petrdleo no Brasil e no mundo é um
assunto de grande repercussao tratando-se da escassez dos recursos naturais. Nesse
sentido, o incentivo para a utilizacdo de combustiveis que sejam de origem
renovaveis, como o etanol e biodiesel, aumenta cada vez mais. O biodiesel é
combustivel que pode ser obtido por meio de diversas fontes, como 6leo de soja e
gorduras animais. Dentre os biocombustiveis existentes € o Unico com propriedades
semelhantes ao 6leo diesel de origem féssil, tornando-o uma excelente alternativa na
substituicéo parcial ou total do diesel.

Atualmente o percentual de biodiesel ao 6leo diesel é de 11%, com projecdes
de aumento para 20% nos préximos anos. A adocdo dessa mistura apresenta uma
série de vantagens ao combustivel, como reducao de gases poluentes e melhorias na
lubricidade. Em contrapartida, a adicdo do biodiesel ao diesel pode fazer com que o
combustivel resultante seja mais suscetivel a oxidagao, devido sua caracteristica de
biodegradabilidade, e contaminacdo microbiana, decorrente de suas propriedades
higroscopicas, principalmente quando ocorre em mas condicfes de armazenamento
(BENTO et al, 2016).

Com a diminuicdo do nivel de enxofre e aumento do porcentual de biodiesel ao
diesel fossil, discussfes acerca das propriedades fisico-quimicas tém sido levantadas.
Isso ocorre devido ao fato de que menores teores de enxofre e maiores teores de
biodiesel parecem fazer com o diesel torne-se mais vulneravel a processos de
degradacéo, principalmente de origem microbiolégica que podem causar alteracdes
nas propriedades fisicas e quimicas, comprometendo a qualidade final do produto
(AZAMBUJA et al., 2017).

Uma forma de conter e/ou diminuir a contaminacdo microbiana e os efeitos



negativos atrelados a ela, é a utilizacdo de métodos fisicos e quimicos para controle
microbioldgico, tais como: limpeza dos tanques de armazenamento, drenagem da
agua acumulada, filtragem e centrifugacdo dos combustiveis, aplicacdo de biocidas e
aditivos quimicos (ZIMMER, 2014; BEKER et al., 2016). Ainda que eficientes, a
aplicacao desses métodos pode acarretar altos custos na aquisicdo de materiais e/ou
manutenc¢do, além do risco de alteracéo nas propriedades do combustivel.

Ao considerar o preco de aquisicdo e manutengdo desses métodos e o risco de
alteracdo das propriedades do combustivel, a busca por métodos alternativos para o
controle microbiolégico de combustiveis que ndo promovam alteracdes em suas
propriedades fisicas e quimicas se justifica. Uma alternativa para o controle
microbiolégico é a utilizacdo da radiacdo ultravioleta como tratamento (BAUTISTA et
al., 2016). Esse tipo de tratamento tem sido aplicado em aguas residuarias de
estacdes de tratamento de esgoto e tem se mostrado eficiente para a inativacdo de
microrganismos. Contudo, na area de combustiveis ha poucos estudos que avaliam
sua eficiéncia no controle dos microrganismos presentes no 6leo diesel (NEVES,
2018).

Ainda que se saiba que a presenca de agua é um fator que esta atrelado as
mudancas de propriedades do combustivel, no que se diz respeito sua degradacao, a
literatura apresenta, de maneira geral, poucos estudos que relacionam a problematica
associada as mudancas das propriedades fisico-quimicas frente a contaminacao
microbiologica em diesel Bx com variados teores de enxofre.

Com isso, este trabalho esta pautado nas hipoteses de que maiores
concentracfes de agua e menores concentracdes de enxofre em diesel Bx favorecem
a proliferacdo de microrganismos no produto e que a aplicacéo da radiacdo UV na
inativacao microbiolégica ndo provoca alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas
da mistura.

Nesse sentido, o0 objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia de teores de
agua e enxofre em misturas Bx, com foco na avaliagdo da presenca de
microrganismos e verificagdo das mudancas nos parametros fisico-quimicos,
aplicando radiacédo ultravioleta como método de controle alternativo. Acredita-se,
portanto, que diante da escassez de trabalhos que abordem este assunto, o presente
trabalho torna-se promissor, podendo contribuir fortemente para a literatura

relacionada ao tema.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da variacdo dos teores de enxofre e agua em combustivel diesel
Bx sobre o crescimento de microrganismos durante estocagem simulada e propor um
método de controle microbiolégico para esse tipo de combustivel empregando
radiacao ultravioleta.

2.2 Objetivos especificos

« Avaliar se ha uma relacédo entre os diferentes teores de enxofre e agua, de
maneira isolada e correlata, no desenvolvimento e inativacdo de
microrganismos;

» Definir e adaptar métodos para verificagdo da presenca de microrganismos nas
misturas diesel Bx utilizadas com diferentes teores de enxofre e agua;

» Verificar a eficiéncia do tratamento com radiagéo ultravioleta na diminuicéo da
presenca de microrganismos em diferentes tempos de contato das amostras
com a radiagéo;

* Determinar a curva de crescimento e mortalidade dos microrganismos durante
o tratamento utilizado;

* Avaliar o efeito da estocagem sobre os parametros microbioldgicos;

* Avaliar se as condicdes de tratamento para inativacdo microbiol6gica

influenciam as propriedades fisico-quimicas das misturas Bx.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para fundamentar tedrica e metodologicamente este trabalho, foram abordados
0s seguintes temas: diesel, biodiesel e suas misturas; propriedades fisico-quimicas
do diesel comercializado; degradacéo do diesel Bx: fatores de influéncia (onde seréo
tratados assuntos relacionados a estocagem, presenca de agua e enxofre, consumo
de nutrientes e contaminac¢do microbiana); métodos de controle bioldgico; e radiacéo

ultravioleta.

3.1 Diesel, biodiesel e suas misturas

A Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustivel (ANP), define
como combustivel qualquer produto cuja queima ou transformacao quimica provoque
a geracdo de energia. Nesse sentido, o petrdleo € tido como a principal matéria prima
para a fabricacdo de uma série de combustiveis energéticos utilizados em escala
global, sendo o 6leo diesel um de seus principais produtos.

O 6leo diesel possui em sua composicdo, majoritariamente, hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, em proporcdes residuais, nitrogénio, enxofre e oxigénio (ANP,
2016a). Entretanto, sua composicdo pode variar de acordo com a origem do petréleo
utilizado na sua fabricacéo e nos diferentes processos de refino (ALEME; BARBEIRA,
2012).

Dentre os combustiveis derivados do petréleo, o 6leo diesel € o mais produzido
a nivel nacional (Tabela 1), seguido da gasolina A e o 6leo combustivel. De acordo
com a ANP (2018), a producéo deste combustivel no ano de 2017 foi de 41.880.333
m3, o0 que representa 38,7% da producdo total de derivados de petroleo, tanto

energéticos quanto nao energeticos.



Tabela 1. Producéo de derivados de petréleo energéticos (2013 — 2018)
Derivados Producéo (m3)

de Petroleo 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Gasolina A 29.720.707 30.078.550 26.923.072 27.719.573 27.661.932  25.064.972

GZ?,?gggode 93.685 93.762 72.486 53.902 59.662 46.220
GLP 10.228.151  10.050.965  9.897.467 9663122 10311178 10-083.998

. Om(zllf;ivel 14761276  16.267.891  14.339.295  11.506.738  11.692.764  10-/16:336

Oleo diesel ~ 49.539.186  49.675.057  49.457.609  45360.807  40581.202 1880465
QAV 5554391 6079114 5656859 5789278  6.168.600 0> 0333
Outros 263.487 472.222 371.056 128.071 es60s 0376333
Total 110.160.883 112717562 106.717.844  100.230.490 96.543.945 08:207.373

Fonte: Adaptado de Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2019.

Em razdo da lideranca do ramo rodoviario, no que se refere ao transporte
brasileiro, o diesel € o combustivel mais comercializado no pais. Em territério nacional
a ANP estabelece por meio da resolugcédo n° 50/2013 que para 0 uso rodoviario sejam
utilizados os tipos S10 e S500. Uma das diferencas entre os dois tipos apresentados
é que o diesel S500 apresenta em sua composi¢do 500 mg kg de enxofre, enquanto
0 S10 apresenta 10 mg kg (ANP, 2013). Tratando-se do uso nao rodoviario do 6leo
diesel, o tipo comercializado € o S1800, que pode ser utilizado para fins de mineracao,
transporte ferroviario e geracao de energia elétrica (ANP, 2016a).

Uma das maiores preocupac¢des mundiais € em relacdo a sustentabilidade e a
preservacdo do meio ambiente uma vez que, em sua combustdo, o 6leo diesel
promove a emissao de diversos poluentes, como 6xidos de enxofre e nitrogénio,
metais toxicos, didxido de carbono e outros compostos que podem colocar em risco a
saude humana e causar impactos ambientais negativos (BETHA;
BALASUBRAMANIAN, 2011). Segundo dados levantados pelo Balanco Energético
Nacional — BEN — (2018) as emissdes antrOpicas associadas a matriz energética
brasileira atingiram 435,8 MtCO2*®9, sendo o setor de transportes responsavel por
45,8% desse montante, o que representa 199,7 MtCO2¢9,

O aumento das emissdes esta diretamente associado ao consumo de
combustiveis energéticos de origem féssil. De acordo com o BEN (2018), de 2010 a

2017 houve um acréscimo de 15,44% nas emissfes de gases do efeito estufa. Haja



vista que o 6leo diesel € o combustivel mais utilizado no setor de transporte, seguido
da gasolina, e que ambos combustiveis sdo de origem féssil, portanto responsaveis
por emissdes de gases poluentes, cada vez mais ha a necessidade da insercédo de
combustiveis alternativos na matriz energética nacional, como é o caso do biodiesel
(GARCIA, 2006).

Garcia (2006) define o biodiesel como um combustivel renovavel,
biodegradavel e ambientalmente correto. Esse biocombustivel pode ser produzido a
partir de Oleos vegetais (girassol, soja, mamona, dendé e demais oleaginosas) ou de
gorduras animais, e um dos fatores que o torna atrativo é o fato que durante sua
combustdo ocorrem reducdes significativas na emissdo de poluentes atmosféricos
(VAZ, 2010).

Em 2004, o Governo Federal assumiu o compromisso de viabilizar a produgéo
e 0 uso de biodiesel no pais a partir do Programa Nacional de Producéo e Uso de
Biodiesel (PNPB). Tal compromisso foi reafirmado com a criagdo da Lei n°® 11.097 de
13 de janeiro de 2005, que dispde sobre a introducdo do biodiesel na matriz energética
brasileira e define o biodiesel como um biocombustivel derivado de biomassa
renovavel (BRASIL, 2005).

A obtencédo deste biocombustivel ocorre, geralmente, por meio do processo de
transesterificacdo, em que os triglicerideos existentes nos 6leos e/ou gordura vegetal,
na presenca de um catalisador, reagem com um alcool primério (etanol ou metanol),
dando origem a moléculas menores de ésteres alquilicos (biodiesel) e glicerina (ANP,
2016b). Esse processo € responsavel por diminuir a viscosidade do 6leo ou gordura
gue da origem ao biodiesel, melhorando suas propriedades fisico quimicas (GARCIA,
2006; SILVA, 2015).

Outra maneira de obter-se biodiesel é por meio do processo de esterificacédo
de acidos graxos com um alcool de cadeia curta na presenca de catalisador, em que
0 produto desta reagdo sera um éster alquilico e agua (PINHO, 2016). Este processo

juntamente como o de transesterificacdo, estao ilustrados na figura 1.
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Figura 1. ReacGes para obtencéo de biodiesel, onde (a) representa a transesterificacéo e (b) a
esterificacéo.
Fonte: Pinho, 2016.

Garcia (2006) e Patel e Sankhavara (2017) destacam que o biodiesel é
virtualmente livre de enxofre e compostos aromaticos e que apresenta uma série de
beneficios, tais como a biodegradabilidade, maior ponto de fulgor, maior nimero de
cetano, melhor lubricidade, menor emissdo de material particulado, além de ser de
origem renovavel. Com isso, a inclusdo deste biocombustivel na matriz energética e
o0 incentivo de seu uso, possibilitam acréscimos no ambito social e ambiental, como,
por exemplo, a reducdo das emissdes de mondxido de carbono (CO), dioxido de
carbono (CO2) e gases do enxofre (SOx), o fortalecimento da agricultura familiar e a
fixagdo do homem no campo (NABI; AKHTER; SHAHADAT, 2006; MEIRA et al.,
2016).

Ainda que os beneficios proporcionados pela mistura desses combustiveis
sejam significativos, ha de se considerar os desafios associados. Dentre eles, pode-
se citar a maior predisposicdo a oxidacdo que acarreta a elevacdo da acidez e da
corrosividade, na formagdo de sedimentos durante a estocagem e na
biodeteriorizagdo do produto, além da elevada reatividade com o ar e a
higroscopicidade, relacionada a capacidade de absorcao de agua do combustivel, que
pode levar ao desenvolvimento e crescimento de microrganismos (BUENO, 2006;
BUCKER, 2009; CARVALHO et al., 2016; FU et al., 2016).



O cenério nacional de producéo de biodiesel tem crescido a cada ano. Em 2010
a producéo foi de 2.386.399 m?3, ja em 2017 a producéao deste biocombustivel bateu a
marca de 4.291.294 m3, ou seja, 79,82% a mais que em 2010 (ANP, 2018). No Brasil,
a regido que mais produz biodiesel € o centro-oeste, seguido do sul e sudeste.

Os estados brasileiros com maior capacidade de producédo deste produto séo,
em sua maioria, aqueles com maior produtividade agricola, como é o caso do Rio
Grande do Sul, Mato Grosso, Goias e Parana (ANP, 2018). Tal fato ocorre,
principalmente, devido a disponibilidade de terras para o cultivo e produgcao das
matérias-primas utilizadas na producao de biodiesel. A ANP (2018) destaca, em seu
anuario estatistico, que dentre as matérias primas utilizadas na producao de biodiesel,
a soja é a que prevalece, representando um total de 71,6% dentre as demais matérias
primas utilizadas. A gordura animal encontra-se no segundo lugar, seguida por outros
materiais graxos e Oleo de algoddo, representando 16,8%, 11,3% e 0,3%
respectivamente.

Bento et al. (2016) e Neves (2018) comentam que devido as diversas fontes de
matérias primas, a composicao e propriedades fisico-quimicas do biodiesel se tornam
variados, com diferenca no tamanho dos constituintes, grau de insaturacdo e
proporcao entre diferentes ésteres graxos. Todavia, suas propriedades sédo similares
ao diesel oriundo do petroleo, tornando-o uma excelente alternativa para sua
substituicdo parcial ou integral (PATEL; SANKHAVARA, 2017). Nesse sentido, os
ésteres de acidos graxos caracterizam uma estratégia para atender a frota de veiculos
a diesel no mercado, podendo ser utilizados em misturas com o diesel de petréleo
sem gue haja a necessidade de adaptacdo dos motores (VAN GERPEN et al., 2004;
MURUGESAN et al., 2009; BOELTER, 2017).

Boelter (2017) destaca que para as misturas de diesel:biodiesel sdo utilizadas
nomenclaturas especificas, designada “Bx”, em que ‘X’ refere-se ao porcentual de
adicao do biodiesel ao diesel. Dessa forma, a denominacéo para o diesel e biodiesel
em sua forma pura é de BO e B100, respectivamente.

No Brasil, as misturas de biodiesel ao diesel fossil iniciaram em 2004, em
carater experimental, e até o ano de 2007 a comercializacdo do diesel com teor de
2% de biodiesel (B2) passou a ser voluntaria. A adicdo obrigatoria desse
biocombustivel aconteceu apenas em 2008, sendo 2% o teor exigido (ANP, 2016b).

Os teores de mistura do biodiesel ao 6leo diesel comercializado nacionalmente foram



aumentando a medida que o mercado brasileiro amadureceu, passando de 2% (B2)
em 2008 para 7% (B7) em 2014 (ANP, 2016b) e atualmente, o teor obrigatério em
territorio nacional é de 11% (B11) (BRASIL, 2016).

3.2 Propriedades fisico-quimicas do diesel comercializado

No Brasil, o 6rgdo responsavel por estabelecer os parametros minimos de
gualidade para comercializacdo de combustiveis € a ANP. Esses parametros (Tabela
2), listados na Resolucdo ANP n° 50 de 23 de dezembro de 2013, objetivam garantir
uma uniformidade ao produto, desde sua producdo até sua utilizacdo final. Neste
regulamento estéo listados as principais caracteristicas e propriedades do diesel e
biodiesel, seus limites e principais normas que devem ser aplicadas para suas
determinacdes.

As especificacdes fornecidas pela ANP seguem rigorosos métodos de analise,
estabelecidas pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), American
Society for Testing and Materials (ASTM) e International Organization for
Standardization (ISO) (RAMOS et al., 2016). Como essas especificacfes ditam os
parametros minimos de qualidade do combustivel € importante atentar-se a elas, pois
combustiveis fora dessas especificacdes estao sujeitos a degradacao e, consequente,
perda de qualidade.

Tabela 2. Especificacdes do 6leo diesel (caracteristicas, limites e métodos) de acordo com a
ANP

(continua)
LIMITE
CARACTERISTICA S1800 METODO
S10 S500 Nao
rodoviéario
Aspecto (1) LIl (2) Visual
Cor 3 Vermelho 5
®) ®) Visual
4)
Cor ASTM, max. 3,0 NBR 14483
ASTM D6045
ASTM D1500
Massa especificaa 20°C 817,8 a 817,8 a 8224 a NBR 7148 NBR
(kg/ms3) (6) 865,0 875,5 886,0 14065 ASTM
D1298 ASTM
D4052 NBR
15983 ASTM

D7042
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(continua)
Viscosidade Cinematica a 19a4,.1 2,0a5,0 NBR 10441
40°C (mm?/s) (7) ASTM D445
ASTM D7279
NBR 15983
ASTM D 7042
Teor de Biodiesel (% vol.) (8) NBR 15568 EN
14078 ASTM
D7861 ASTM
D7371 (9)
Enxofre (mg/kg) 10 500 1800 ASTM D5453
ASTM D2622
ASTM D7039
ASTM D7220
9)
ASTM D2622
ASTM D5453
ASTM D7039
Destilac&o/10% vol. (°C) 180 Anotar
(10)
Destilac&o/50% vol. (°C) 245,0 a 245,0 a 310,0
(10) 295,0
A NBR 9619 (9)
0 o
Destllagao(/fg)m vol. (°C) Anotar ASTM D86 (9)
ASTM D1160
Destila¢c&0/90% vol.(°C) Anotar
(10)
Destila¢g@0/95% vol. (°C) Anotar
(10)
Ponto de fulgor (°C) 38 NBR 7974 NBR
14598 ASTM
D56 ASTM D93
ASTM D3828
Ponto de entupimento de (1)) NBR 14747
filtro a frio (°C) ASTM D6371
Residuo de carbono — 10% 0,25 NBR 14318
amostra (%omassa) ASTM D524
Cinzas (Yomassa) 0,01 NBR 9842
ASTM D482
Corrosividade ao cobre 1 NBR 14359
ASTM D130
Teor de dgua (mg/kg) 200 500 ASTM D6304
EN I1SO 12937
Agua e sedimentos (% vol.) - 0,05 ASTM D2709
Estabilidade a oxidacgao (h) Anotar EN15751
Contaminacéo total 24 Anotar
EN12662
(mg/kg) (12)
Numero de acidez (mg 0,3 NBR 14248
KOH/g) ASTM D664
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(concluséo)

Condutividade elétrica 25 25 Anotar ASTM D2624
(Ps/M) (13) (14) ASTM D4308
NUmero de cetano ou 48 42 42 ASTM D613
numero de cetano derivado ASTM D6890
(NCD) ASTM D7170

ASTM D7668

Fonte: ANP, 2014.

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

Dentre todas as especificacdes existentes, alguns autores indicam que a
estabilidade oxidativa, viscosidade cinematica, massa especifica e teor de adgua sao
os que mais influenciam na qualidade do produto, no que diz respeito a sua
degradacédo (PULLEN; SAEED, 2012; RAMOS et al., 2016; PINHO, 2016).

Seja durante o processo de producdo, transporte, venda em postos de
combustiveis ou consumo em veiculos e maquinas agricolas, o diesel, biodiesel e
suas blendas estdo expostos a processos deteriorativos, principalmente quando
estocado sob condi¢des inadequadas. Nesse sentido, a existéncia de normas com
requisitos minimos de qualidade se justifica.

A resisténcia do combustivel a essas alteracdes fisico-quimicas denomina-se
estabilidade (BRAUN et al., 2015). A estabilidade oxidativa, por sua vez, trata-se da
capacidade do 6leo resistir ao processo de oxidacdo. Este parametro € expresso pelo
periodo de inducé&o em horas, ou seja, tempo entre inicio da medicdo e 0 momento
em que ocorre um aumento consideravel na formagédo de produtos desta oxidacdo
(ZIMMER, 2014). Gupta e Demirbas (2010) ressalvam que ao analisar a estabilidade

oxidativa de um combustivel, pode-se criar inferéncias a respeito de sua composi¢cao
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quimica, qualidade da matéria-prima utilizada em sua producéo e condi¢cdes durante
0 processamento e estocagem, seja do 6leo ou da semente.

Garcia (2006) escreve que a estabilidade oxidativa diminui com o aumento no
namero de insaturacdes no acido graxo, dessa forma € possivel afirmar que ela é
influenciada pelo comprimento da cadeia, nUmero de insaturagdes, disponibilidade de
oxigénio, entre demais ocorréncias relacionadas a fun¢des quimicas (WAZILEWSKI,
2012; OLIVEIRA, 2016).

Diante disso, tém-se que a estabilidade oxidativa € um parametro fundamental
a ser avaliado tratando-se da manutencdo da qualidade dos combustiveis em
estocagem, pois esta associada a mudancas nas propriedades fisicas e quimicas
(GOG et al., 2007; CAVALCANTI, 2009; MOSER, 2009; ZIMMER, 2014). Um dos
parametros que podem ser alterados em decorréncia da oxidagdo de combustiveis é
a viscosidade. Esta é definida como a medida da resisténcia do fluido ao escoamento,
dessa forma, quanto menor a viscosidade, melhor sera a fluidez do liquido (ZIMMER,
2014).

A viscosidade, além de ser uma referéncia de qualidade do combustivel, € um
dos parametros que podem ser alterados em decorréncia da oxidacao do combustivel.
Tratando-se de combustivel diesel, biodiesel e suas misturas, o aumento da
viscosidade indica a presenca de material de alto peso molecular no produto
relacionada a formacao de acidos e compostos poliméricos (ZIMMER, 2014). Esse
fato pode dar inicio a formacao de gomas e sedimentos no produto, influenciando no
processo de combustdo e provocando a deposi¢cao de residuos em partes internas do
motor (ATABANI et al.,, 2012; MAZUMDAR et al., 2013). Sanli (2018) afirma que
valores elevados de viscosidade influenciam negativamente o processo de inje¢éo do
combustivel, além de ser indicativo de deterioracdo do produto.

A massa especifica, também conhecida como densidade, é um importante
parametro de qualidade de combustivel, e é definida como a massa por unidade de
volume. Zimmer (2014) aponta que existe uma correlacéo entre os valores de massa
especifica e viscosidade de ésteres metilicos de 6leo vegetal, onde um aumento de
860 para 885 kg/m3 na densidade de um biodiesel de origem vegetal acarreta num
acréscimo da viscosidade que antes seria de 3,59 mm?2/s passando a ser 4,63 mm2/s,
Quando a densidade se encontra acima dos niveis permitidos, a emissao de poluentes

como monoxido de carbono e material particulado podem aumentar. Em contrapartida,
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guando ela esta abaixo dos niveis estabelecidos, ha perda de poténcia do motor e
aumento de consumo do combustivel (RODRIGUES, 2011; OLIVEIRA, 2016).

Neste contexto, de requisitos minimos de qualidade de combustiveis, o teor de
agua se faz um importante pard@metro a ser analisado. A presenca de agua pode
acentuar processos de corrosao, contribuir para degradacao hidrolitica e fornecer
ambiente propicio para o crescimento e proliferacdo de microrganismos (JAKERIA;
FAZAL; HASEEB, 2014; ZIMMER, 2014; AZAMBUJA et al, 2017; BOELTER et al.,
2018).

3.3 Degradacéao do diesel Bx: fatores de influéncia

A qualidade final do combustivel depende de diversos fatores, como a origem
do petréleo processado, processos durante o refino (hidrotratamento), tipo e origem
da matéria prima utilizada (no caso de biodiesel) e principalmente as condi¢cbes de
estocagem, pois € nela que o combustivel se torna mais susceptivel a degradacéo.
(AZAMBUJA, 2016).

Tratando-se da degradacdo quimica de combustiveis, pode-se citar o0s
processos de ordem térmica, oxidativa e hidrolitica como um dos principais. J& a
degradacdo de origem biolégica estd associada a acdo de microrganismos que,
guando presentes no combustivel, podem funcionar como catalisadores nos
processos de degradacdo quimica (ZIMMER, 2014).

A degradacéo térmica ocorre em funcao da temperatura que, quando elevada,
atua na deterioracdo de ésteres metilicos. A literatura aponta que altas temperaturas
aceleram o processo de oxidagcédo e promovem modificacfes nas propriedades fisico-
quimicas do combustivel, como elevacdo da densidade, viscosidade e acidez
(MOSER, 2011; MAZUMDAR et al., 2013). Ja a degradacédo oxidativa é causada pela
reacdo do oxigénio atmosférico com os acidos graxos insaturados presentes no
combustivel (ZIMMER, 2014). A degradacéo hidrolitica, por sua vez, esté relacionada
a presenca de agua. Zimmer et al. (2013) apontam que a hidrélise do biodiesel inicia
o acumulo de acidos graxos livres, incorporacdo de agua dissolvida, formacéo de

polimeros, além de facilitar a proliferacdo de microrganismos.
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3.3.1 Instabilidade durante o processo de armazenamento

Segundo a ANP ndo ha um prazo de validade para o 6leo diesel, principalmente
quando realizadas boas praticas de manuseio e armazenamento, pois estas
possibilitam o prolongamento da vida util do produto. De forma a orientar o mercado
consumidor desse produto, o citado 6rgdo informa por meio da cartilha intitulada
“Manuseio e Armazenamento de Oleo Diesel B” quais sdo as orientagbes e
procedimentos que devem ser realizados a fim de garantir a preservacéao do produto
(ANP, 2017). A norma que regulamenta os procedimentos e requisitos para o
armazenamento, transporte, abastecimento e controle da qualidade de biodiesel e/ou
diesel BX € a ABNT NBR 15512:2014.

Apos a introducado do biodiesel ao diesel comercializado, os cuidados durante
0 armazenamento tornaram-se ainda maior, principalmente devido a maior fragilidade
do biodiesel quando comparado suas caracteristicas fisicas e quimicas (AZAMBUJA,
2016). Ainda que considerado quimicamente estavel, o biodiesel tem maior propensao
a degradacao quimica e biolégica do que o Oleo diesel durante o armazenamento
prolongado (ZIMMER, 2014). Por isso os tanques onde o combustivel de qualquer
origem é armazenado devem estar limpos, secos e protegidos de luz e temperaturas
extremas a fim de evitar sua oxidagdo ou incorporagdo de contaminantes (ANP,
2016c¢).

Mas condicbes de armazenamento podem acarretar diversos problemas ao
produto, afetando diretamente seu desempenho no motor. Estes problemas estéao
relacionados a oxidacdo (devido o contato com o oxigénio do ar, luz e metais
provenientes da corrosdo dos tanques), decomposicao térmica (devido a exposicao a
altas temperaturas), hidrolise e contaminacéo microbiana (em decorréncia do contato
com agua ou umidade em tanques e linhas de combustiveis) (HASEEB et al., 2010;
MAZUMDAR et al., 2013; ZIMMER, 2014, AZAMBUJA et al., 2017).

Os beneficios da adicdo de biodiesel ao diesel sdo bastante conhecidos,
principalmente devido as diminui¢cdes de gases poluentes, sendo o apelo ambiental
uns dos fatores primordiais. Entretanto, diversos estudos nacionais e internacionais
apontam que essa mistura promove um maior incremento de populacdes microbianas,
dificultando seu controle durante a armazenagem (BENTO et al., 2006; BUCKER et
al.,, 2011; CAZAROLLI et al., 2016; MARTIN-SANCHEZ et al, 2016; AZAMBUJA, et
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al., 2017). Com isso, as possibilidades de encontrar agua na fase 6leo de 6leo diesel
BX sdo maiores e como consequéncia desse fato ha acumulo de biomassa
(principalmente na interface 6leo-agua) que pode ser desagregada e misturar-se no
combustivel como um todo (AZAMBUJA, 2016).

3.3.2 Presenca de agua

Dentre os fatores que influenciam na qualidade final do combustivel diesel, o
teor de agua é um dos mais importantes, uma vez que sua presenca esta associada
como a maior fonte de contaminacdo do combustivel devido ao crescimento
microbiano (BENTO et al., 2004; FREGOLENTE; FREGOLENTE; MACIEL, 2012). A
norma brasileira regulamentada pela ANP estabelece que o teor maximo de agua
permitido para os combustiveis Diesel S10 e S500 seja de 200 mg kgt e 500 mg kg -
! respectivamente, sendo os métodos ASMT D6304 e EN ISO 12937 uma das formas
de medicdo (ANP, 2013).

A presenca de agua no 6Oleo diesel pode ocorrer de diversas maneiras, seja na
forma de agua livre, dispersa, em emulsdo ou até mesmo solivel (PETROBRAS,
2014). Ainda que haja rigorosos cuidados para evitar a presenca dessa substancia,
dificilmente consegue-se evita-la, pois, surge continuamente nos estoques do 6leo
diesel, sendo a condensacdo da umidade do ar e a troca de tanques de
acondicionamento uma das razdes que favorecem esse contato (PETROBAS, 2014).

Uma outra razdo da ocorréncia de agua no combustivel é que apds a producao
do biodiesel é necessario um processo de purificacdo. Este processo é realizado com
0 objetivo de retirar residuos indesejaveis a fim de produzir um éleo com aspecto mais
fluido. No entanto, para sua realiza¢do, quando feito de maneira convencional, é
utilizado agua, aumentando a possibilidade de concentracfes indesejaveis desse
liguido no combustivel (CAZAROLLI et al., 2012).

Pinho (2016) aponta que a agua pode ser encontrada no tanque de
armazenamento de combustivel diesel do tipo B (adicdo de biodiesel) em trés
diferentes condicfes, sendo em forma de goticula, emulsionada ou livre, como pode

ser observado na figura 2.
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A: Dispersa como microgoticula dispersa no combustivel - GOTICULA
B: Emulséo na interface 6leo-agua - EMULSIONADA
C: Agua do lastro- LIVRE

Figura 2. Diferentes formas que a agua pode ser encontrada nos tanques de armazenamento de
diesel B.
Fonte: Bento et al., 2016.

Segundo Bhuiya et al. (2016), enquanto o diesel sem adi¢do de biocombustivel
pode conter 50 ppm de agua dissolvida, o biodiesel pode atingir nimeros muito
superiores, chegando a 1500 ppm. Outros autores chegaram em conclusdes
similares, como é o caso de Van Gerpen et al. (1996) que verificaram em um estudo
com o biodiesel proveniente do 6leo de soja, que a capacidade de absorcéo de agua
em relacao ao diesel é de 40 vezes superior. Tal fato se justifica pelas caracteristicas
higroscépicas do biodiesel, dessa forma quando misturado ao diesel puro, o
combustivel final torna-se mais higroscopico e, portanto, mais suscetivel a
contaminacgdao por agua.

Diferentes estudos associam a degradacao do combustivel com a presenca de
agua e o fato do diesel comercializado nacionalmente conter 10% de biodiesel
aumenta sua higroscopicidade, potencializando sua tendéncia natural a oxidacdo
(GERPEN et al., 1997; BENTO et al., 2004; BUCKER et al., 2011; DELFINO et al.,
2018). Bhuiya et al. (2016) e Mahmudul et al. (2017) apontam que agua no
combustivel sdo responsaveis por problemas como a reducao do calor da combustao,
corrosdo dos componentes do sistema de combustiveis do motor (bombas injetoras e
tubos de combustivel) e bloqueio do filtro de combustivel.

A armazenagem do combustivel em tanques € um fator que colabora para
presenca de agua, pois neles podem ocorrer a absorcado de umidade e processos de
degradacédo oxidativa (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009). Gaylarde, Bento e Kelley

(1999) escrevem que mesmo nos melhores tanques de armazenamento de
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combustiveis € possivel ocorrer a presenca de agua por absorcdo da umidade. Com
isso, reforca-se a necessidade de manutencdo dos tanques, pois, uma vez que a
contaminacdo microbiana se espalha no combustlivel, ela pode ser facilmente
passada de tanques a tanques, até atingir o motor do veiculo (ZIMMER, 2014).
Outra problematica associada a presenca de agua no diesel é o
desenvolvimento microbiano. Gaylard, Bento e Kelley (1999) defendem que o teor de
1% de &gua € suficiente para iniciar crescimento microbiano no diesel, j& Cazarolli et
al. (2012) afirmam que microlitros de agua séo suficientes para iniciar tal atividade
biolégica. O desenvolvimento de microrganismos em tanques de estocagem de
combustivel diminui a qualidade do diesel a ser comercializado pois, a atividade
biol6gica dos microrganismos pode levar a corrosdo de metais e formacao de material
particulado e lodo no interior do tanque (FREGOLENTE; MACIEL; OLIVEIRA, 2015).
Ainda que acarrete varios problemas ao combustivel, diversos autores tém
estudado emulsdo agua em diesel com o objetivo de reduzir as emissdes provocadas
pela combustdo do combustivel e verificar o comportamento do motor (ITHNIN et al.,
2015; ITHNIN et al., 2018; HASANNUDDIN et al., 2018). Os resultados encontrados
por tais autores apontam que a emulsao agua em diesel pode ser eficiente na reducéo
de poluentes, principalmente de Material Particulado (MP) e de Oxidos de Nitrogénio

(NOx), como pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3. Viscosidade, densidade, poder calorifico e emissdes de combustivel diesel emulsionado em agua em diferentes proporcdes

(continua)
Combustivel Surfactante Caracteristicas do combustivel Emissdes Referéncia/Ano
Viscosidade Densidade PC NOXx CO; (6{0) HC MP
AIO (5% de agua) 1 80% i C 1261%  131%  130,6% i 121%
AJO (10% de agua) 1140% i i 128%  130.3%  130,6% - 130,6% ,
SPAN 80 (2% Ithnin et al. (2015
6 de agua 2 1240% : . 1385% 1325%  140,8% . 1236% (2015)
AJO (15% d ) (
AJO (20% de agua) 1360% : : 142%  132.5%  139,5% - 1395%
AIO (5% de agua) - NI NI NI 132.1% i 148,4% A%l 2018)
O (5% de 4gua) SPAM 80 (0,2% 151,5% 11,4% 15%  128,6% - 135,5% - 127,7% '
AJO (5% de agua) (0,2%) 51,5% 1.4% 5%  128.6% 35,5% 27,7%
AJO (15% de agua) 133,4% 12.9%  186% (135%  175%  183%  171% -
A OI\I(%?:O/E’S%‘Q a%a) ¥ 183,4% 13.3%  193%  |287% 1942%  |40,6%  |2.3% -
PP Tween 80 e Singh & Bharj
o
A 00 o)™ Span80(2%)  1g5,6% 13,6%  I74% 1415% 1942%  |58,6% 147% - (20152)
N
A ?\l(Tlg (/igg sg;‘;‘) ¥ 191,2% 13.6%  14.6% 1427% 1107.7% |744% |11.9% -
=2 F
AIG (15£2‘§339”a) * SPANBO(2%)  157.2% 132%  12.9%  |45% : 1232%  |14% - K“m?zr(f‘lg)“mar
AJO (20% de agua) 177.5% 13.80%  |112% 1294% 152.4% 171% 1211% -
00e
AIO N(%?: /Esc(i)epa;)%a) + 1104,7% 14% 19,3% 1404% 171,7%  1283% |11,5% - _ _
AIO (20% de agua) + Tween 80 e Singh & Bharj
T (106 pgm) Span 80 (2%)  1106,9% 142%  18.6% |47.6% 192,4%  142.8% |191% - (2015b)
({100p
O 20 (/igg sgr‘:g) ¥ 1109,9% 145%  |65% |484% 1101,5% |535% |33.9% -
Tween 80 e Singh, Sharma,
A/O (10% de agua) 165,2% 11,6% 110,8%  16,2% - M4,1%  12,1% - Gangacharyulu

Span 80 (2%)

(2016)
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(concluséo)

. Caracteristicas do combustivel Emissdes o
Combustivel Surfactante Viscosidade Densidade PC NOx co, co o VP Referéncia/Ano
A/O (10% de agua) + o o o i o o i

102 (50 pony 1 67,6% 117% 1 84%  |55% 144%  114.9%
A/O (10% de agua) +
( 20 1,89 % 14,19 : 149% 125,99 :
Ti02 (70 ppm) 169,2% 11.8% 166% 14.1% 114,9%  125,9% Singh, Sharma,
A/O (15% de agua) 192,4% 12,5% 116,1%  16,5% - 15,9% 137% - Gangacharyulu
, 2016
A OT%?A(’S%EF%%;‘;J‘) ¥ 1 95,2% 126%  1134%  16,3% i NS 135% - (2016)
A/ngcl)SZO/c(JY%epa;gﬁ)al) + 1 96,4% 126% 1104% 6% - 174%  |14,9% -
AJO (10% de agua) 1 83,3% 11,6% - 1369%  |12%  140%  157.6% -
A/O (10% de agua) + Vellaiyan &
Z(nO (50 pp?#) ) NI (1%) 1 85,4% 11,6% . 1384% NS 1255%  136,4% Amirthagadeswaran
; 2016
A’OZ%’(’(/ESS r?r?:ﬁ?) ¥ 1 86,6% 11,7% : 140%  112% NS M27% - (2016)
AJO (10% de agua) 1 15.4% NS . 1493% |187% 126,5% 1595,1% |60,4%
A %218?(28 Sgr‘f)‘) ¥ 1 15,4% NS . 1601% |186%  |43% 1597.5% |49.7%
A oc(jg%%ep%%a) ¥ 1 15,4% NS . 1398%  |197% 126,5% 13951% |45,3%
A/O (10% de agua) + Span 80 (1%) o o o . . . Hasannuddin et al.
MgO (50 py 1 15,4% NS . 1641%  |286%  |34% 1797.5%  |66% (2018)
A/O I\ﬁg}/?s%ep%%f) + t 15,4% NS . 1387%  |216% 1102% 14121% |58,5%
AJO (10% de agua) + 1 14.1% NS . 1674% 1319% |12,8% 1663,.4% |68,5%

ZnO (50 ppm)

Fonte: autoria propria.

NI — Nao informado; NS — N&o significativo; 1- aumento do parametro; | - diminuicdo do parametro; PC — poder calorifico; MP — Material particula; HC —
Hidrocarbonetos; A/O — emulsdo agua e éleo; NTC — Nanotubos de carbono.
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Ithnin et al. (2015) investigaram a influéncia da agua em oleo diesel no que diz
respeito as emissdes de dioxido de nitrogénio e carbono, emissdo de material
particulado, viscosidade e consumo especifico de combustivel. Para tanto, os autores
utilizaram diferentes teores de agua (5%, 10%, 15% e 20%) para realizar a emulséo
com o diesel juntamente com surfactante Span 80. Os resultados apontaram uma
reducado nas emissdes de material particulado e 6xido de nitrogénio, fazendo com que
a mistura de 4gua em diesel seja promissora.

Singh e Bharj (2015a) realizaram emulsdo agua em diesel na propor¢ao de
15%, adicionando na mistura nanotubo de carbono (NTC) em variadas concentracdes
a fim de verificar o efeito da mistura frente as emissdes de NOx, CO, CO:z e
hidrocarbonetos. Os autores verificaram que as emulsdes realizadas diminuiram
consideravelmente as emissdes de 6xido de nitrogénio e mondxido de carbono e que
as misturas ndo promoveram mudancas significativas ho comportamento do motor,
entretanto houve uma elevacéo na viscosidade e densidade quando comparado ao
diesel puro.

Posteriormente, Singh e Bharj (2015b) realizaram os mesmos testes, mas
dessa vez o teor de agua adicionado ao diesel para a realizagcdo da emulséo foi de
20%. Os resultados apontaram que se tratando das emissées de NOx, CO, COz2, HC,
verificou-se que para as duas primeiras houve reducdes significativas, enquanto as
emissdes de CO2 aumentaram em todas as blendas testadas. JA em relacdo a
emissao de HC, os combustiveis com 50, 100 e 150 ppm de NTC resultaram em uma
reducdo de 11,5, 19,1 e 33,9% respectivamente.

Singh, Sharma e Gangacharyulu (2016) realizaram emulsdes agua (10 e 15%
de 4gua) em diesel com adicdo de nano particulas de 6xido de titanio (50 e 70 ppm).
Os autores analisaram o desempenho das blendas de combustivel quanto a
performance, caracteristicas do combustivel e emissdes, e verificaram uma queda no
consumo especifico de combustivel ao freio com a adicdo de TiO2 no combustivel
emulsionado com 10% de agua. Com excec¢do da blenda com 70 ppm de TiO2 com
10% de agua, notou-se uma diminuicdo significativa nas reducdes de Oxidos de
Nitrogénio. Tratando-se das emissdes de Monodxido de Carbono e Hidrocarbonetos,
foi possivel observar reducéo das emissfes na presenca de TiO2.

Embora a literatura mencionada aponte que a adicdo de agua pode ser uma
solucdo para a reducdo das emissOes, € necessario preocupar-se a respeito da

qualidade do combustivel apés a emulséo. A tabela 3 mostrou que a mistura agua,
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diesel e surfactante aumentou a viscosidade e a densidade do liquido e fez com que
o poder calorifico diminuisse. Tais parametros devem ser levados em consideracao,
uma vez que influenciam na qualidade final do combustivel. Além disso, os autores
ndo consideraram o efeito negativo que a adicdo de agua causa ao diesel, como por
exemplo crescimento microbiano que, por sua vez, podem desencadear problemas
que afetam ndo apenas o combustivel em si, mas também tanques de

armazenamento e tubulac¢des devido a corroséo.

3.3.3 Presenca de enxofre

Dentre os parametros de qualidade exigidos pela Resolu¢cdo ANP n° 50 de 2013
(ANP, 2013), o teor de enxofre se encontra como um dos mais importantes a ser
considerado, uma vez que sua presenca esta diretamente associada a emissao de
poluentes como material particulado e gases toxicos oriundos de sua combustdo
(AZAMBUJA, 2016).

Teores elevados desse elemento no diesel podem provocar diversos efeitos
negativos, pois podem ser responsaveis pela corrosédo de tubulages e unidades de
armazenamento, causar danos aos motores dos veiculos, além de estar associado
aos impactos ambientais causados pelas emissdes (SRIVASTAVA; NANDAN, 2012;
RANZAN, 2014). Em decorréncia dessas questdes, as quantidades de enxofre no dleo
diesel vém sendo regulamentadas e, por isso, devem ser removidos durante o
processo de refino (AZAMBUJA, 2016).

O processo de remocédo de enxofre do combustivel é realizado por meio da
hidrodessulfurizacdo (HDS) ou hidrotratamento (HDT). Neste processo, 0S compostos
de enxofre presentes no 6leo diesel sédo transformados em sulfeto de hidrogénio por
meio da reagcdo com catalisadores (PAWELEC, et al., 2011). Schmitt (2013) destaca
gue a HDS demanda altas pressodes (30 a 130 atmosferas), temperaturas elevadas
(300 a 400°C), reatores com grandes capacidades e o uso de hidrogénio, fatores que
encarecem o0 processo e demandam maior consumo de energia. Entretanto, durante
esse processo, além da remocédo de enxofre, ha também a remocao de outros
componentes, como os poliaromaticos, que melhoram a lubricidade do combustivel.

Nesse contexto, a adicao de biodiesel ao diesel comercializado pode ser vista

como um compensador da perda de lubricidade provocada pela reducao de enxofre.
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A boa lubricidade do biodiesel funciona como aditivo de lubricidade ao diesel quando
misturados, como comprovado por Knothe e Steidley (2005) que verificaram que a
adicdo de 1% - 2% de biodiesel pode compensar a perda de lubricidade de
combustiveis com baixo teor de enxofre.

As discussoes a respeito da diminuicao das concentracdes de enxofre iniciaram
devido ao aspecto ambiental e da saude humana, uma vez que esse elemento,
durante a combustdo do diesel, produz o diéxido de enxofre (SO2), que é uma
substancia nociva (RANZAN, 2014; HAJJARI, et. al., 2017). Em razéo disso, muitos
paises tém diminuido os teores desse elemento quimico no diesel comercializado,
como € o caso da Alemanha, que ha anos produz diesel com 10 ppm de enxofre
(RANZAN, 2014; AZAMBUJA, 2016).

De acordo com Ranzan (2014), em paises desenvolvidos a comercializagéo de
0leo Diesel com baixas concentracdes de enxofre ocorre ha mais de 10 anos, sendo
gue em 2005 o Japéo, Estados Unidos da América e alguns paises da Unido Européia
possuiam concentracées maximas de 10, 15 e 50 ppm respectivamente. Os teores de
enxofre variam de pais para pais, embora em diversas partes do mundo a

concentracdo maxima permitida esteja abaixo de 50 ppm (figura 3).

Legenda:
10 - 15 ppm

16 - 50 ppm

51. 350 ppm
351- 500 ppm

501 - 2000 ppm

. > 2000 ppm B

Sem informacéao

Figura 3. Concentragdes maximas de enxofre (ppm) no combustivel diesel em diferentes paises
no ano de 2016.
Fonte: adaptado de Stratas Advisors, 2016.
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No Brasil sdo comercializados 6leos Diesel com diferentes proporcdes de
enxofre, sendo 0 S10, S500 e S1800 com limites maximos de 10 mg kg, 500 mg kg
1 e 1800 mg kg respectivamente (ANP, 2016a). Entretanto, apenas o diesel S10 e
S500 sdo permitidos na frota rodoviaria. As reducdes dos teores de S no combustivel
brasileiro iniciaram-se em 2009, com a substituicdo gradativa do S1800 pelo S500,

como pode ser visto na tabela 4.

Tabela 4. Evolucao dos teores de enxofre no combustivel Diesel comercializado no Brasil

Diesel AeB Teores maximos Especificacbes
de enxofre (ppm)

Substituicdo gradativa pelo S500 desde 2009. Eliminado da
S1800 1800 frota rodoviaria em 2014. Somente para geracao de energia
elétrica, ferroviario e mineracao.
Substituicdo gradativa pelo S50 desde 2009. Atualmente
permanece como o diesel com maior conteddo de enxofre

S500 500 . > o
de uso rodoviario no pais com adi¢cdo de corante vermelho
para diferenciacéao.
Mandatorio em 2012 para antecipar a entrada do S10.
S50 50 Substituido pelo S10 em 2013 e ndo mais disponivel na frota
brasileira.
S10 10 Mandatorio em 2013. Atualmente permanece como o diesel

com menor conteudo de enxofre de uso rodoviario no pais.

Fonte: adaptado de Azambuja, 2016.

O diesel comercializado no Brasil possui atualmente 11% de biodiesel
adicionado, o chamado B11, e teores de enxofre que variam de acordo com o tipo de
combustivel (S10, S500 ou S1800). Ainda que a adicdo de biodiesel compense a
perda de lubricidade (para diesel foéssil com menores teores de enxofre), torna o
combustivel mais susceptivel a absor¢cdo de &gua, devido as propriedades
higroscopicas do biocombustivel (BUCKER, 2009). E embora seja evidente 0s
beneficios da reducdo dos niveis de enxofre, principalmente do ponto de vista
ambiental, as consequéncias de tal remocédo ainda esta sendo estudadas.

Knothe e Steidley (2005) verificaram que o processo de remocao de enxofre
afetou as propriedades fisico-quimicas do 6leo diesel, provocando mudancas na
lubricidade e viscosidade do combustivel. Chapman (2011) destacou problemas de
corrosdo em diesel com ultrabaixo teor de enxofre (15 ppm) e 0s associou com o
aumento da comunidade microbiana e a reducéo de S que diminuiu a quantidade de
compostos aromaticos, facilitando o crescimento de microrganismos.

Dodos et al. (2011) verificaram o crescimento microbiano em diesel com

diferentes concentracdes de enxofre (baixa e ultrabaixa concentracdo de enxofre) e
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biodiesel, e concluiram que baixas concentracdes desse elemento podem favorecer o
crescimento microbiano. Os autores ainda relataram que os combustiveis analisados
apresentaram diferencas na estabilidade oxidativa e acidez, que podem ou n&o estar
associada a quantidade de compostos sulfurados no combustivel.

Srisvatava e Nandan (2012) testaram a corroséo do combustivel utilizando 6leo
Diesel Euro Ill em diferentes concentracdes de enxofre (350, 400, 450 e 500 ppm),
onde verificaram a corrosdo (mm.ano™) e perda de combustivel devido a corroséo (g)
e concluiram que guanto maior a concentracdo de enxofre, maiores serao os niveis
de corrosdo do metal. Os autores ainda relatam que em combustiveis com maiores
concentracdes de enxofre, o crescimento microbiano € menor, devido as propriedades
do elemento que podem funcionar como inibidores da agéo de microrganismos.

Azambuja et al. (2017) verificaram a influéncia do enxofre no crescimento
microbiano em diesel com trés concentracdes diferentes desse elemento (3,3 ppm,
327 ppm e 861 ppm) e concluiram que o combustivel com teor de 327 ppm de S foi o
mais susceptivel a biodegradacédo. Por outro lado, os autores sugerem que a remog¢ao
de enxofre do diesel puro, por si sO, ndo é responsavel pelo aumento da contaminagéo
microbiana, e sim a adicdo de biodiesel ao diesel, uma vez que suas caracteristicas
higroscopicas facilitam o crescimento de fungos e bactérias.

De fato, ha diversos estudos nos quais as opinides acerca da presenca do
enxofre, em maiores ou menores quantidades, sdo divergentes. Enquanto alguns
pesquisadores apontam que a remocao de compostos sulfurados do 6leo diesel tende
a influenciar na proliferacdo de microrganismos, outros defendem que a presenca de
enxofre, por si sO, ndo influencia o avanco ou retardo da contaminagdo por
microrganismos no combustivel. Diante deste cenario, os objetivos que este trabalho
visa atingir, ira contribuir para essa questdo, uma vez que carecem de trabalhos que
avaliem a influéncia do enxofre para o crescimento microbiano em combustiveis

diesel.

3.3.4 Consumo de nutrientes e degradacao microbiana

Um dos problemas associados a qualidade dos combustiveis € a possibilidade
de deterioracédo, principalmente durante a fase de armazenamento, uma vez que 0s
mesmos podem estar expostos a diversos fatores que podem dar inicio a esse

processo, como o ar, umidade, calor, luz e a presencga de microrganismos (GAYLARD;
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BENTO; KELLEY, 1999; BENTO et al., 2005; ZIMMER, 2014).

Dentre os efeitos negativos que podem ser desencadeados em decorréncia da
degradacdo microbioldgica, pode-se citar a formacg&o de material particulado como um
dos mais comuns, originando sedimentos biol6gicos também conhecido como borra
(NEVES, 2018). Srivastava e Nandan (2012) afirmam que a contaminacgao microbiana
pode contribuir com a instabilidade do combustivel e acelerar seu envelhecimento,
mas que as principais consequéncias do crescimento de microrganismos sao a
corrosdo dos tanques, o bloqueamento de tubulacbes e filtros e o desgaste das
bombas.

A tabela 5 relaciona as consequéncias que a degradacdo microbiana causa
aos combustiveis, bem como os tipos de microrganismos responsaveis por tais acoes.

Os hidrocarbonetos presentes no combustivel, bem como os aditivos
(compostos fosforados e nitrogenados) que o 6leo diesel contém servem como fonte
de nutrientes aos quais muitos microrganismos possuem a capacidade de
metabolizar. Ao longo dos anos, diversos autores (GAYLARD et al., 1999; BENTO;
GAYLARD, 2005; ZIMMER, 2014; AZAMBUJA, 2017) tem estudado a presenca de
microrganismos em combustiveis e sua relacdo com a degradacdo do mesmo e
constataram que dentre os combustiveis existentes, o 6leo diesel é o mais propenso
ao crescimento microbiano, principalmente quando misturado ao biodiesel, pois suas
cadeias de hidrocarbonetos séo utilizadas como fonte de carbono por fungos,
bactérias e leveduras.

Tabela 5. Consequéncias do desenvolvimento microbiano em combustiveis

Problemas Principais grupos de microrganismos envolvidos

Bloqueios de tubulagdes, valvulas, filtros Fungos e bactérias produtoras de substancias
€ mangueiras; poliméricas;
Aumento do teor de 4gua; Todos;
Formacéo de borras; Todos;
Producéo de surfactantes; Fungos e bactérias aerébicas;
Corrosao de tanques e linhas de - -~

Fungos e bactérias anaerdbicas;
armazenamento;
Producéo de soélidos suspensos; Todos;
Diviséo de hidrocarbonetos; Fungos e bactérias aerobicas;
Diminuicdo da vida util dos filtros; Todos;
Aumento do teor de enxofre; Bactérias redutoras de enxofre;

Bactérias produtoras de endotoxinas, patégenos
oportunistas, bactérias redutoras de enxofre.
Fonte: adaptado de Gaylarde, Bento e Kelly, 1999.

Problemas de saulde;
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Nesse sentido, Hill e Hill (2009) afirmam que as misturas diesel/biodiesel
contém todos os nutrientes habituais do 6leo mineral e que a adicdo de biodiesel
promove a adicdo de novos nutrientes que serdo facilmente consumidos por
microrganismos, uma vez que uma das caracteristicas do biodiesel diz respeito sua
biodegradabilidade.

Os primeiros registros sobre a presenca de microrganismos em
combustivel derivado de petroleo datam o final do século XIX e inicio do século XX,
com o crescimento do fungo Botrytis cinerea em parafina e a oxidagdo do metano pela
bactéria Pseudomonas methanica (BOELTER, 2017). Em relacdo aos estudos que
relacionam a corrosdo de combustiveis com a presenca de microrganismos, Bucker
(2009) relata que os primeiros registros datam o final da década de 50, e que a
natureza microbiana dos residuos do tanque de aeronaves foi estudada por
Bakanaukas em 1958. No Brasil, a primeira referéncia acerca da presenca de
microrganismos em combustiveis foi de Gutheil (1966), que isolou o fungo
Cladosporium reinae em tanques de querosene. Gaylard, Bento e Kelley (1999) citam
diversos fungos, bactérias e leveduras com capacidade de crescimento em
combustivel, gue mais tarde foram observados por Bento e Gaylarde (2001), White et
al. (2011) e Soriano et al. (2015), como € caso da bactéria Pseudomonas sp. e do
fungo Penicillium sp. Ao longo dos anos foram desenvolvidos uma série trabalhos cujo
foco era de identificar os microrganismos presentes em combustivel diesel, biodiesel
e suas blendas. Nesse sentido, a tabela 6 expde a relagdo desses microrganismos

com os combustiveis os quais foram encontrados.
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Tabela 6. Bactérias e fungos isolados em 6Gleo diesel, biodiesel e blendas

(continua)
Arquéias Combustivel Referéncia
Euryarchaeota Mistura B10 Buker et al., (2014)
Crenarchaeota
Euryarchaeota Diesel Azambuija et al., (2016)
Bactérias Combustivel Referéncia
White et al., (2011); Lisiecki et al., (2014);
Achromobacter Diesel Martin-Sanches; Gorbushina; Toepel,
2016.
Acetobacter peroxydans Diesel g/loalrg.n-Sanches, Gorbushina; Toepel,
. . Onuorah et al., (2013); Azambuja et al.
Acinetobacter Diesel (2017): Neves (2018)
Aeromonas Blendas Buker et al., (2014)
Aerosphaera Biodiesel e blendas Sgrensen et al., (2011)
Alcaligenes Biodiesel, diesel e blendas  White et al., (2011); Lisiecki et al., (2014)

Arthrobacter sp.

Bacillus

B. amyloliquefaciens
B. cereus

B. subtillis

B. thuringiensis

Brevundimonas

Burkholderia

Cellulomonas marina
Citrobacter farmeri
C. amalonaticus
Comamonas

Clostridium

Comamodaceae
Desulfovibrio
Dysgonomonas
Enterobacter
Enterococcus sp.
Enterococcus gallinarum
Flavobacterium
Hylemonella

Klebsiella

Biodiesel, diesel e blendas

Diesel e blendas

Biodiesel e blendas

Diesel

Diesel

Diesel

Diesel, Biodiesel e blendas

Diesel e blendas

Diesel

Misturas
Biodiesel e Misturas

Diesel

Diesel e misturas
Misturas
Misturas

Misturas

Diesel
Misturas
Misturas

Soriano et al., (2015)

Gaylarde et al., (1999); Bento et al.,
(2001); White et al., (2011); Onuorah et al.,
(2013); Restrepo-Florez et al., (2014);
Buker et al., (2014); Azambuja et al.
(2017); Neves (2018)

Soriano et al., (2015)

Bento et al., (2001); White et al., (2011);
Martin-Sanchez et al., (2016); Neves
(2018)

Gaylarde et al., (1999); Bento et al., (2001)
Martin-Sanchez et al., (2016); Neves
(2018)

White et al., (2011); Sgrensen et al.,
(2011)

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

Martin-Sanches; Gorbushina; Toepel,
2016.

Buker et al., (2014)

White et al., (2011); Sarensen et al.,
(2011); Buker et al., (2014); Neves (2018)
Lisiecki et al., (2014)

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

White et al., (2011); Neves (2018)

Neves (2018)

White et al., (2011); Onuorah et al., (2013)
Buker et al., (2014)
White et al., (2011); Buker et al., (2014)
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(continua)
Bactérias Combustivel Referéncia
Lactobacillus pentosus
L. plantarum,
L. paraplantarunm
Lactobacillus
paracasei Diesel Martin-Sanches; Gorbushina; Toepel, 2016.
L.casei,
L. zeae
Lysinibacillus
xylanilyticus
Mesorhizobium sp. B|9d|esel € Soriano et al., (2015)
Misturas

. Diesel e Gaylarde et al., (1999); White et al., (2011); Onuprah

Micrococcus biodiesel et al., (2013); Restrepo-Florez et al., (2014); Soriano

Mycosphaerella

Ochrobactrum

Paludibacterium
yongneupense
Paraclostridium
bifermentans

Pseudomonas

Rhizobium

Rhodococcus

Stenotrophomonas
maltophilia

Sphingobacterium

Staphylococcus
Staphylococcus
warneri/pasteuri

Tepidimonas sp.

Diesel e blendas

Diesel, biodiesel
e mistura

Diesel
Mistura B8
Diesel e

misturas

Diesel e
misturas

Diesel, biodiesel
e mistura

Diesel

Diesel, biodiesel
e mistura
Diesel

Mistura B8

Biodiesel, diesel

et al., (2015)
Azambuja et al. (2017).

Restrepo-Florez et al., (2014); Soriano et al., (2015)
Martin-Sanchez et al., (2016)

Neves (2018)

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

Restrepo-Florez et al., (2013; 2014); Buker et al.,
(2014)

Martin-Sanches; Gorbushina; Toepel, 2016.

Lisiecki et al., (2014)
White et al., (2011)
Neves (2018)

Soriano et al., (2015)

e mistura
Fungos Combustivel Referéncia
: . Diesel, biodiesel
Aspergillus fumigatus ! . odt Gaylarde et al., (1999); Buker et al., (2011)
e mistura
Asp.er.g.nl.us Blpdlesel © Soriano et al., (2015)
penicillioides misturas
. L Biodiesel, diesel .
Candida dubliniensis |0(j|ese , diese Soriano et al., (2015)
e mistura
. . N Biodiesel . .
Candida viswanathii I.O lesel e Mariano et al., (2008-A); Soriano et al., (2015)
misturas
Engyodontium album Biodiesel Soriano et al., (2015)
Paecilomvees Diesel, biodiesel  Gaylarde et al., (1999); Rodriguez-Rodrigues et al.,
y e mistura (2010); Buker et al., (2011)
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(concluséo)

Fungos Combustivel Referéncia

Paecilomyces saturatus  Misturas Soriano et al., (2015)

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

Pichia anomala B|9d|esel © Soriano et al., (2015)
misturas

P t h . .

. euros .omop ora Misturas Soriano et al., (2015)

richardsiae

pseudallescheria boydii Dllesel e Gaylarde et al., (1999); Cazarolli et al., (2012); Beker
misturas et al. (2016)

Scedo;ponum Biodiesel Cazarolli et al., (2014)

aurantiacum
Diesel, Gaylarde et al., (1999); Buker et al., (2011); Azambuja

Rhodutorula sp. biodiesel e y v ' v ' J

) et al. (2017).
mistura ( )

Fonte: adaptado de Bento et al. (2016)

Bucker et al. (2011) apontam que o biodiesel e as misturas de diesel:biodiesel
sdo mais susceptiveis a degradacao e/ou contaminacdo microbiolégica durante o
armazenamento, isso, pois, 0 biocombustivel possui maior capacidade de absor¢céo
de &gua, podendo criar condi¢cdes propicias ao desenvolvimento desses
microrganismaos.

Além da &gua, outro fator que pode ser associado ao desenvolvimento da
presenca de microrganismos nos combustiveis é a reducdo do teor de enxofre
(AZAMBUJA et al.,, 2017). Dodos et al. (2011) observaram o comportamento
microbiano em combustiveis com diferentes teores de enxofre e biodiesel, e
concluiram que a reducdo de enxofre tende a aumentar a presenca de
microrganismos, afetando na estabilidade oxidativa e na acidez dos combustiveis. Em
diesel com teores elevados de enxofre, percebe-se que o crescimento microbiano é
reduzido comparado aos combustiveis com baixo teor desse elemento
(SRIVASTAVA; NANDAN, 2012). Entretanto, Azambuja et al. (2017) apontam que
ainda sdo necessarios mais trabalhos que abordem essa tematica, uma vez que
pouco se foi estudada a influéncia do enxofre sobre o crescimento de microrganismos

Aléem do exposto, a temperatura e pH do combustivel também podem ser
colocados como fatores de influéncia para o crescimento microbiano e suas ac¢des
degradadoras, ainda que ndo essenciais. Ao encontrar condigdes favoraveis ao seu
crescimento, uma populacédo microbiana pode se desenvolver em temperaturas que
variam de 4°C a 60°C e de pH 4 a pH 9 (CHUNG et al., 2000). Todavia, uma

pY

temperatura na faixa de 20°C a 30°C € vista como a mais propicia para o
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desenvolvimento da maior parte dos microrganismos (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et
al., 2009).

A acdo microbiana tem inicio na estocagem do Oleo diesel B e/ou biodiesel.
Bento e Gaylarde (2001) apontam que bactérias e leveduras sdo 0s primeiros
organismos a se estabeleceram nesta colonizacéo, seguidos por fungos filamentosos.
Uma vez dentro dos tanques, estes organismos se estabelecem na interface agua e
0leo ou se aderem as paredes, formando biofilmes (ZIMMER, 2014). Com isso, as
populacdes microbianas com competéncia de degradacao iniciam suas atividades
com a quebra das moléculas que compde o0 combustivel, jA 0s microrganismos que
ndo consomem as fontes de carbono disponiveis diretamente, utilizam-se dos
fragmentos parcialmente degradados (YEMASHOVA et al., 2007). Esta acdo pode ser
denominada como consoércio microbiano, nas quais 0s microrganismos aerobicos
criam condicbes para 0s anaerobicos se desenvolverem (ZIMMER, 2014).

Como elencado na tabela 8, a maior parte dos microrganismos encontrados
sdo comuns ao diesel, biodiesel e suas blendas. Das bactérias apresentadas, as mais
comuns encontradas segundo literatura pesquisada foram Bacillus, Brevundimonas,
Micrococcus e Pseudomonas. Tratando-se dos fungos, os mais comuns na literatura
foram Cladosporium sp., Paecilomyces e Penicillium.

Ressalva-se a importancia de estudar quais sao 0s microrganismos que atuam
como degradadores do combustivel, pois a partir disso torna-se possivel desenvolver
metodologias para combaté-los, bem como utilizd-los em processos de
biorremediacdo de ambientes contaminados por combustiveis (MARIANO et al., 2008;
SANLI, 2018).

3.4 Métodos de controle microbiolégico

E comum que os problemas referentes a contaminagdo microbiana,
especialmente no combustivel diesel, sejam investigados somente quando comecam
a ocorrer danos que comprometam equipamentos, como por exemplo, a corrosao de
tanques de armazenamento e entupimentos da bomba (BUCKER, 2009).
Dependendo da magnitude dos danos, 0os precos a serem pagos pela manutencao e
conserto podem ser altos. Nesse sentido € importante zelar pela boa preservacao dos
tanques de armazenamento e transporte e realizar avaliagbes frequentes a fim de

garantir a qualidade do combustivel e evitar problemas (ZIMMER, 2014).
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Sabe-se que a contaminacdo microbiolégica € um problema recorrente e de
dificil controle. Contudo ha métodos fisicos e quimicos que auxiliam na reducéo de
microrganismos, inibindo seu desenvolvimento. Os métodos fisicos se destacam pela
simplicidade e baixos custos de processos, j& 0s métodos quimicos se caracterizam
pela adicdo de compostos quimicos, também conhecidos como aditivos, ao produto
gue previnem e inibem o crescimento microbiano (NEVES, 2018).

A drenagem da agua na fase aguosa (também conhecida como agua de lastro)
€ um dos processos fisicos que podem ser aplicados no controle e prevencéo de
microrganismos nos tanques de combustivel. A eliminacdo da agua pode ser tida
como uma forma efetiva de controlar o crescimento dos microrganismos, uma vez que
ela propicia ambiente favoravel para tal acontecimento. A drenagem e a limpeza fisica
regular dos tanques de armazenamento podem garantir um ambiente com bons niveis
de descontaminacdo (ZIMMER, 2014). De maneira a complementar esse processo,
Pasmman (2003) indica que seja feita a filtracdo e centrifugacdo do combustivel, a fim
de aumentar a eficiéncia do processo de controle.

Os métodos quimicos para prevencao e controle microbiolégico consistem na
utilizacdo de antioxidantes (aditivos comerciais) e/ou aplicacdo de agentes
antimicrobianos (biocidas) (BUCKER, 2009; NEVES, 2018). O uso de biocidas tem
sido visto como um dos métodos de maior eficiéncia no controle da suscetibilidade a
deterioracdo de combustiveis por contaminacao microbiana (GAYLARDE et al., 1999;
PASSMAN, 2005; BUCKER, 2009).

Passman (2003) data a utilizacdo de biocidas no controle da contaminacao
microbiana desde os anos 60, sendo seu uso mais recorrente em combustiveis de
aviacdo. Estes compreendem produtos com largo espectro de componentes de
estruturas quimicas (compostos inorganicos e organicos), empregados no processo
de desinfeccdo, esterilizacdo de objetos e superficies e controle microbioldgico
(BUCKER, 2009; ZIMMER, 2014).

Os biocidas podem ser classificados, devido seu carater quimico, em duas
categorias, sendo (1) oxidantes (0z6nio, peréxido de hidrogénio, compostos clorados)
e (2) ndo oxidantes (compostos sulfurados, estanhados, isotiazolonas, sais de cobre,
entre outros). Pasmman (2003) ressalta que ha biocidas que podem ser mais
eficientes para fungos (fungicidas), para bactérias (bactericidas) e outros que podem
abranger um espectro maior que envolva ambos grupos. Além disso, o autor informa

gue esse tipo de produto é soluvel tanto em agua, 6leo ou ambos, dependendo da
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necessidade.

Esses agentes antimicrobianos podem ser divididos em quatro categorias: (1)
oxidantes; (2) eletrofilicos; (3) liticos; e (4) protonoforos. Os oxidantes promovem a
morte rapida de microrganismos, sendo praticamente efetivo para qualquer tipo de
microrganismos, pois possui amplo espectro e sua acao consiste em oxidar os
compostos que constituem as células microbianas (ZIMMER, 2014). Os eletrofilicos
sdo nédo-oxidantes e atuam sobre o0s microrganismos por interferéncia em seu
metabolismo e/ou sendo responséveis por desintegrar a parede celular dos mesmos
(WIENCEK; CHAPMAN, 1999; CHAPMAN, 2003). Os liticos atuam sobre
componentes da membrana celular alterando sua permeabilidade, desestabilizam a
membrana e promovem a sua lise (CHAPMAN, 2003). Os protonoforos interferem na
habilidade da célula manter o pH, promovendo a acidificacdo de seu meio interno e
desiquilibrando metabolicamente os microrganismos (CHAPMAN, 2003).

Os antioxidantes s&o utilizados a fim de aumentar a estabilidade oxidativa do
combustivel e atuam de forma a desacelerar o processo de degradacdo. Podem ser
de origem sintética (butil-hidroxi-anisol, butil-hidroxi-tolueno, tec-butil-hidroquiona,
galato de propia) ou natural (presentes no biodiesel) e sdo caracterizados pela
presenca de compostos fendlicos que justificam sua eficiéncia na atividade
antimicrobiana (BUCKER, 2009; PULLEN, SAEED, 2012; PINHO, 2016; NEVES,
2018).

No Brasil a ANP n&o recomenda o uso de biocidas juntamente com os aditivos,
ainda que seja em tanques contaminados e que haja diversos estudos que testem e
comprovem a eficiéncia deste produto para fins antimicrobianos (LOBO; FERREIRA;
CRUZ, 2009; BENTO et al., 2010; ZIMMER et al., 2010).

3.4.1 Radiacao ultravioleta

A combinacdo de um campo elétrico e um campo magnético resultam na
radiacdo eletromagnética que se propaga através do tempo transportando energia
(MALTEZ, 2018). Essa radiacao pode ser classificada de acordo com a frequéncia de
suas ondas a qual formam um espectro eletromagnético. Nesse espectro sdo
encontradas algumas regides que variam de acordo com o intervalo de comprimento

de onda (1), como por exemplo: infravermelho (> 780 nm), luz visivel (400 - 780 nm)
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e ultravioleta (100 - 400 nm) (ARAUJO; SOUZA, 2008; BALOGH et al., 2011).

O comprimento de onda onde ocorre o processamento da radiacao ultravioleta
(UV) varia entre 100 e 400 nm. Este intervalo pode ser subdividido em radiacdo UVA
(luz negra, com comprimento de onda variando de 315 — 400 nm), UVB (luz
eritematogénica: 280 — 315 nm) e UVC (radiacao germicida: 100 — 280 nm) (MALTEZ,
2018; NEVES, 2018).

A radiacdo UVC esta associada a sua acao germicida que é ocasionada pela
quebra de moléculas e/ou catalise de reacdes quimicas de moléculas (SANHUEZA;
MAIA, 2001; ARAUJO; SOUZA, 2008). Balogh et al. (2011) informam que a absorcao
desse tipo de radiacdo em moléculas de DNA, RNA, proteinas, entre outras, provoca
reacOes fotoquimicas e interagdes secundéarias. Nesse sentido, quando a radiacédo
atinge grupamentos bioquimicos, promove lesbes irreversiveis, impedindo a
reproducao de microrganismos (BAUTISTA et al., 2016; NEVES, 2018).

Fatores como a intensidade de radiacéo, capacidade de absorcdo e tempo de
exposi¢do a radiacdo influenciam diretamente nos efeitos promovidos por esse tipo
de radiacdo. Pesquisas apontam que o efeito germicida alcanca total efetividade
guando o comprimento de onda estd em 260 nm, pois atua diretamente nas bases
nitrogenadas do acido desoxirribonucleico e ribonucleico, isto €, o0 DNA e RNA
respectivamente (BILOTTA; DANIEL, 2006; NYANGARESI et al., 2019).

A literatura aponta a eficiencia da radiacdo UV no tratamento de alguns
liquidos, sendo a desinfeccdo de 4gua um dos principais objetos de estudo (HIJNEN;
BEERENDDONK; MEDEMA, 2006; SOUZA et al, 2012; FERREIRA, 2015;
BATTISTELLI et al., 2016; NYANGARESI et al., 2019). Nesse sentido, Souza et al.
(2012) investigaram o uso da radiacdo UV para a desinfeccédo de esgoto proveniente
de uma estacdo de tratamento de esgotos (ETE) onde verificaram a eficiéncia da
radiacdo na inativacdo de Escherichia coli, principalmente em niveis maiores de
radiacao.

Ferreira (2015) incidiu radiacao ultravioleta em um isolado bacteriano oriundo
de esgoto hospitalar e sanitario. Para tanto, foi utilizada uma lampada UVC 15W e as
amostras foram submetidas a diferentes tempos de exposi¢ao a radiagao (157, 307, &’,
10’, 15" e 20’). Ao final do estudo, foi constatada a eficacia da radiacdo para a
inativacao das bactérias presentes nas amostras, sendo a maior eficiéncia encontrada
para o tempo de 20 minutos de exposicdo. No entanto, o autor ressalva que a

presenca de solidos nas amostras de esgoto pode interferir na eficiéncia do



34

tratamento.

Battistelli et al. (2016) utilizaram um reator UV, com doses de radiacéo variando
de 43,8 a 194,9 mWs.cm, no pds tratamento de um reator UASB com o objetivo de
avaliar o potencial de desinfeccao da radiacao sobre o efluente. Os autores constaram
uma inativacdo na faixa de 90 a 94% em Escherichia coli, Clostridium perfrigens,
coliformes totais e colifagos.

Como observado, a literatura apresenta diversos trabalhos que comprovam a
eficiéncia da radiacdo ultravioleta no controle e inativagdo de microrganismos,
principalmente em aguas residuarias provenientes de esgotos. No entanto, poucos
estudos relatam seus efeitos na eliminacdo de microrganismos presentes em
combustiveis. Diante disso, Neves (2018) testou a eficiéncia da radiagdo UVC em
combustivel Diesel B8. A autora utilizou 8 lampadas UVC 40W com comprimento de
onda de 253 nm em um reator batelada UV com volume de combustivel variando de
40 a 60 litros e diferentes tempos de ensaio (60, 120, 240 e 360 minutos). Ao final dos
testes, foi concluido a eficiéncia do tratamento, principalmente para o ensaio de 360
minutos de duracdo, onde neste caso a carga microbiolégica diminui
significantemente, passando de 1,5x10° UFC mL™ para 3,33x102 UFC mL™,

Considerando o que foi exposto, este trabalho tem o potencial de colaborar com
a literatura, visto que ndo foram encontrados na bibliografia consultada dados que
abordem a influéncia de enxofre e 4&gua em misturas diesel Bx considerando os fatores
microbiolégicos, bem como a utilizacdo da radiacao ultravioleta como tratamento do
combustivel afim de evitar e/ou diminuir a contaminacdo microbiolégica. Nesse
sentido, este trabalho busca estudar a utilizacdo de radiacdo ultravioleta para
inativacdo microbiologica e os efeitos que seu uso pode vir a causar nas
caracteristicas fisico-quimicas do combustivel, de modo que possa ser aplicado para

fins comerciais.
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4. MATERIAL E METODOS

Para verificar quais os efeitos provocados pela adicdo de agua e diferentes
teores de enxofre na inativacdo de microrganismos por radiacdo ultravioleta em
combustiveis diesel Bx, foram realizadas analises fisico-quimicas e microbioldgicas.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Materiais e Energias
Renovaveis (LABMATER) e no Nucleo Experimental de Micologia Aplicada (NEMA),
ambos situados na Universidade Federal do Parana — Setor Palotina. Os

experimentos foram realizados de acordo com o fluxograma apresentado na figura 4.
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Figura 4. Fluxograma metodolégico seguido para o desenvolvimento do presente trabalho.
Fonte: autoria propria.
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4.1 Reator ultravioleta

Em trabalho anterior do grupo de pesquisa, Neves (2018) verificou que a
utilizagdo da radiagao ultravioleta foi eficiente na inativagdo dos microrganismos
presentes no combustivel diesel B8. A autora realizou seu experimento utilizando
combustivel diesel S10 (B8) em reator contendo 8 lampadas UVC 40W. No entanto,
para esse experimento foi utilizado um reator de bancada para melhor controle das
variaveis e reducdo do consumo de materiais.

O reator UV utilizado consiste na adaptacdo de uma incubadora shaker
refrigerada, a qual foi acoplado em sua lateral esquerda interna uma lampada
fluorescente tubular de flor UVC germicida, de 55 W e comprimento de onda de 253

nm da marca Osram. O esquema representativo deste equipamento pode ser

. Legenda

1 - Lampada UV-C 55W;
2 — Suporte para fixa¢do de
amostras;

3 — Plataforma agitadora;
4 — Controle de agitagao e
temperatura.

visualizado na figura 5.

\‘

Figura 5. Esquema geral do reator de radiac&o ultravioleta.
Fonte: autoria propria.

Além da lampada de radiacdo ultravioleta com acdo germicida, o reator é
composto por 2 suportes onde as amostras de combustiveis foram acondicionadas,

plataforma agitadora e painel para controle da agitacao e temperatura.

4.2 Definicdo e preparo da composi¢cdo dos combustiveis

Considerando os objetivos deste trabalho, foram estudados combustiveis

diesel com duas concentracdes de biodiesel, sendo o diesel comercial (B11) e diesel
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com 20% de biodiesel adicionado em sua composicéo (B20). Além disso, as amostras
de diesel variaram o teor de enxofre (S10 e S500) e teor de agua (comercial, 2500
ppm e 10000 ppm). A distribuicdo e composi¢do das amostras (tabela 7) foram
baseadas na literatura nacional e internacional, seguindo as tendéncias do mercado
de combustiveis conforme apresentado na reviséo bibliografica (BENTO et al., 2016;
AZAMBUJA et al., 2016; CAZAROLLI et al., 2018).

Tabela 7. Composicdo das amostras a serem avaliadas

Especificacbes
Amostra combustivel Biodiesel (%) Teor de enxofre* Adicio de &gua (ppm)
(ppm)
MP-D1 10
11
MP-D2 500
MP-D3 10
20
MP-D4 500
MP-D5 1 10
MP-D6 500 2500
MP-D7 20 10
MP-D8 500
MP-D9 1 10
MP-D10 500
10.000
MP-D11 20 10
MP-D12 500

*Teor de enxofre de acordo como foi adquirido no posto de combustivel, podendo atingir no méaximo
10 ppm e 500 ppm respectivamente.
Fonte: autoria propria.

Para os ensaios foram utilizados combustivel diesel comercial, B11, e mistura
diesel:biodiesel B20 com variacdes nos teores de agua e enxofre. Ao todo, foram 12
composicdes de combustivel, conforme apresentado na tabela 7. Para tanto, os
combustiveis diesel B11 (S10 e S500) foram adquiridos em posto de abastecimento
na cidade de Palotina— PR. Para o preparo da blenda B20 foi adquirido biodiesel B100
em inddstria que atua no setor no estado do Parana. Ja para as amostras com adi¢ao
de &gua, foi utilizado agua ultrapura Milli-Q nas proporc¢des planejadas.

Para a aquisicdo dos combustiveis utilizou-se gal6es de 10 litros, previamente
higienizados e secos. Posteriormente, as misturas foram realizadas e em seguida
acondicionadas em frascos de 500 mL, transparentes, limpos, esterilizados e

vedados. Ressalva-se que o volume de cada amostra preparada foi de 400 mL
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4.3 Estocagem simulada e ensaios no reator ultravioleta

Apés o preparo das misturas dos combustiveis, uma aliquota de 10 mL foi
coletada para verificacdo da presenca de microrganismos na amostra.
Posteriormente, os combustiveis foram acondicionados em local livre de luz e
umidade, a temperatura ambiente por um periodo de 10 dias a fim de simular uma
estocagem. Ao final dos 10 dias, uma nova aliquota de 10 mL foi coletada a fim de
verificar se houve aumento ou diminuicdo da presenca de microrganismos durante a
estocagem. Apos tal verificacdo, os ensaios com utilizacdo da radiagdo UV foram
iniciados.

Foram realizados 12 ensaios diferentes, sendo 1 para cada composi¢do de
combustivel. Os ensaios tiveram duracdo de 360 minutos, com coleta de 10 mL de
material para analise da presenca de microrganismos a cada 45 minutos. No entanto,
no tempo inicial e final de cada ensaio, foi coletado um volume de 50 mL de
combustivel a fim de realizar analises fisico quimicas do mesmo, verificando, assim,
se a radiagdo UV promove algum efeito nos parametros avaliados.

A duracado do ensaio foi definida com base em trabalho anterior do grupo de
pesquisa (NEVES, 2018) ao qual concluiu-se que 360 minutos de exposicdo a
radiacdo ultravioleta promove uma maior eficiéncia ao tratamento.

Ao final de cada ensaio, os combustiveis foram estocados em ambiente livre
de luz e umidade e com temperatura ambiente. Apés 10, 20 e 30 dias foram coletadas
amostras dos frascos e realizada novamente analise microbiolégica a fim de verificar

a duracéo do efeito do tratamento.

4.4 Avaliacdo da presenca de microrganismos

A fim de quantificar os microrganismos presentes nas amostras de combustivel
foram utilizados os seguintes métodos: método espectrofotométrico e técnica do peso
seco. Entretanto, para que esses metodos possam ser aplicados ha a necessidade de
preparo de um meio de cultura bacteriano a fim de criar um ambiente propicio para o
cultivo dos microrganismos. O método do peso seco, no entanto, foi realizado apenas
para um ensaio a fim de relacionar o resultado com o método espectrofotométrico para

a validagdo do método.
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4.4.1 Preparo do meio de cultura bacteriano

O meio foi preparado com base na adaptacdo da Norma ASTM E1259-10.
Aliquotas de 10 mL de oleo diesel coletados nos diferentes tempos de ensaio foram
adicionadas em 90 mL de meio de cultura Luria-Bertani (LB) estéril e mantidos sob
agitacdo a 150 rpm na incubadora shaker, a 35°C, pelo periodo de 18 horas (VAZ,
2010; ZIMMER, 2014; NEVES, 2018).

4.4.2 Método espectrofotométrico

Uma forma de verificar a presenca de biomassa microbiana em combustivel
diesel € por meio do método espectrofotométrico também conhecido como
turbidimetria ou analise espectrofotométrica da densidade Optica, caracterizado pela
leitura da absorbancia de um volume de meio de cultura em espectrofotbmetro com
comprimento de onda em 600 nm (BARBERI et al., 2004; GIOVANELLA et al., 2011).
Apesar de ser um método de quantificacdo indireto, isto é, ndo proporciona um
resultado quantitativo, pode ser considerado eficiente uma vez que o aumento e
diminuicdo da absorbancia estd diretamente relacionado com a presenca de
microrganismos (NEVES, 2018). Desta forma, quanto maior a absorbancia do meio,
maior a quantidade de microrganismos nele presente.

Para realizacdo desta técnica, 20 mL de suspenséo bacteriana foi adicionado
em tubos cénicos e centrifugado a 3400 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, deixando apenas a massa microbiana, posterior foi adicionado 10 mL de
agua salina (0,9%), a massa foi entdo resuspendida e o processo de centrifugacao foi
realizado novamente sob as mesmas condicdes a fim de eliminar os residuos de meio
liquido que podem interferir na leitura. Apés nova centrifugacéo, o sobrenadante foi
descartado e mais 10 mL de salina foram adicionados. Seguidamente, a amostras
foram agitadas em vortex por 60 segundos e as leituras da absorbancia foram
realizadas em triplicatas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 600 nm.

A técnica foi realizada em triplicata.
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4.4.3 Peso seco

Uma das técnicas mais utilizadas para verificacdo de biomassa microbiana em
combustiveis liquidos € a técnica de peso seco (ZIMMER et al., 2013; AZAMBUJA et
al., 2016; BUCKER et al., 2018; CAZAROLLI et al., 2018). Esta técnica consiste na
filtragem do combustivel por meio de uma bomba a vacuo, com a utilizacdo de um
filtro de nitrato de celulose com poros de 0,22 um, onde apos a filtragem o filtro passa
por um processo de secagem e é pesado novamente, sendo o resultado expresso em
mg ou mg/mL. Este método de quantificacdo é uma alternativa viavel frente aos
demais métodos de contagem existentes, visto a dificuldade da empregabilidade de
outros métodos de quantificacdo bacteriana devido as caracteristicas do 6leo diesel.

Para este trabalho a técnica foi adaptada de Azambuja et al. 2016, cujo método
consistiu na filtragem a vacuo de 10 mL do meio de cultura bacteriano sob um filtro de
celulose de 0,45 um. Apds a filtragem, os filtros foram lavados com 4 mL de hexano a
fim de remover o 6leo diesel residual da biomassa retida. Posteriormente os filtros
foram acondicionados individualmente em placas de Petri e o peso foi anotado. Apds,
os mesmos foram levados a estufa onde permaneceram a 30°C por um periodo de 48
horas, e entdo foram transferidos para um dessecador por um periodo de 24 horas
para remocéo total da humidade. Por fim, os filtros foram novamente pesados e a
biomassa microbiana calculada a partir do peso final menos o peso inicial. A técnica

foi realizada em triplicata.

4.5 Caracterizacao fisico-quimica

As andlises fisico-quimicas foram realizadas nas amostras de combustivel

anterior e posterior exposicao a radiacao ultravioleta.

4.5.1 Massa especifica a 25°C

A analise de massa especifica foi realizada a 25°C a partir do uso do
equipamento Densito 30PX (Mettler Toledo) e ocorreu no Laboratorio de Analise
Instrumental e Controle de Qualidade da Universidade Federal do Parana — Setor

Palotina.
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4.5.2 Viscosidade a 20°C

A viscosidade cinematica dos combustiveis utilizados nesse trabalho foi
calculada com o auxilio de um viscosimetro rotativo analdgico EEQ-9031, que &
comumente utilizado na determinacéo de parametros de fluidos com alta viscosidade,
como € o caso dos Oleos. Este procedimento foi realizado em duas medicles,
relacionadas com a velocidade de rotacéo do viscosimetro (H12 e H30), realizadas
em triplicada, utilizando o spindle nimero 1. Quando o spindle entra em contato com
a amostra, liga-se o equipamento e realiza-se de maneira visual as leituras de Hx.

Apés as leituras, com auxilio da equacéao 2, calculou-se o valor de viscosidade relativa.

H

- ®

a, =

N

Onde:
ax = viscosidade relativa para cada Hx;
Hx = valor obtido pela leitura do viscosimetro para cada step;

2,5 = raio do recipiente adaptado para alocacdo das amostras.

Apos calcular a viscosidade relativa, pode-se determinar a viscosidade absoluta
a partir da equacdo 2. O valor do coeficiente para H12 e H30 sédo 5 e 2
respectivamente.

n, = ky Xa, 2

Onde:
nx = viscosidade absoluta para cada ax;
kx = valor tabelado do coeficiente para cada stop Hx;
ax = viscosidade relativa para cada Hx.

Para estes experimentos, a viscosidade relativa foi transformada em
viscosidade absoluta por meio de calculos matematicos, conforme descritos acima,

com o objetivo de tornar o resultado comparavel a norma brasileira de combustiveis.

4.5.3 Teor de agua

O método de Karl-Fisher € um dos meios utilizados para determinar a presenga
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de dgua em amostras. Constituido por uma mistura de iodo, dioxido de enxofre e
piridina em metanol, o reagente Karl Fisher (RKF) é capaz de determinar pequenas
quantidades de agua. O procedimento baseia-se numa titulagdo visual ou
eletrométrica. Nesta técnica a presenca de agua faz com o iodo seja reduzido pelo
diéxido de enxofre, e quando toda agua da amostra for consumida, a reacéo cessa.
Com isso, o volume de RKF gasto na titulacdo é utilizado nos célculos do teor de
umidade.

Esta analise foi realizada no Laboratério de Andlise Instrumental e Controle de
Qualidade da Universidade Federal do Paranad — Setor Palotina a partir do uso do

equipamento V20 Volumetric KF Titrator (Mettler Toledo).

4.5.4 Estabilidade a Oxidacgéo

A estabilidade a oxidacdo trata-se de um parametro de qualidade para a
comercializacdo de oleo diesel, conforme estabelece a ANP. Uma das formas de
verificar a estabilidade a oxidacao de 6leos € por meio do Método Rancimat, proposto
por Hadorn e Zurcher, que consiste na utilizagdo de um fluxo de ar a uma temperatura
de 110°C com objetivo de promover a oxidagdo acelerada (MIRANDA, 2018). Esta
andlise foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento de Produtos e Processos da
Universidade Estadual de Maringa, Campus Umuarama. Foi utilizado o equipamento
893 Professional Biodiesel Rancimat (Metrohm) e analise realizada de acordo com a

norma EN 15751, com temperatura em 110°C e fluxo de ar de 10 L.h2.

4.6 Andlise Estatistica

Para comparar eventuais diferencas estatisticas das variaveis resultantes das
analises microbioldgicas durante a estocagem simulada e tratamento com radiacao
ultravioleta, bem como das analises fisico-quimicas pré e pos tratamento, foi utilizado
a analise de variancia de um critério (one-way ANOVA), e quando significativo, com
teste Tukey de comparagdo de médias. Estas andlises foram realizadas a partir do

uso do software livre SISVAR.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comparagao entre os metodos espectrofotométrico e peso seco

Para verificacdo da presenca de microrganismos em combustiveis, optou-se
pela utilizacdo do método espectrofotométrico adaptado por Neves (2018), contudo a
fim de verificar a eficiéncia do método foi realizado um teste comparativo entre a
metodologia de peso seco e o método espectrofotométrico. Para tanto, a amostra MP-
D8 foi escolhida para realizar a relacdo, pois durante a estocagem foi uma das
amostras que houve maior proliferacdo de microrganismos. Dessa forma, seguindo
metodologia descrita neste trabalho foi realizado ensaio no reator ultravioleta com
duracédo de 360 minutos e a verificacdo da presenca de microrganismos realizada por
meio das duas técnicas.

Os resultados da comparacdo entre o método de peso seco e o método

espectrofotométrico pode ser observada no grafico 1.

Gréfico 1. Relacdo entre peso seco (mg.mL?t) e medidas de absorbancia (A 600 nm) durante
ensaio com radiacdo ultravioleta da amostra de combustivel MP-D8 (B20, S500, 2500 ppm de
agua).
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Ambas as técnicas foram realizadas em triplicatas, e como pdde ser observado

no grafico as curvas acompanharam a mesma tendéncia. Ainda que para 0s quatro
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primeiros pontos o valor do peso seco encontra-se um pouco acima dos valores de
absorbancia, é evidente 0 mesmo comportamento uma vez que do primeiro ao terceiro
ponto hd um decréscimo da presenca microbioldgica seguindo para o quarto ponto
com um acréscimo da mesma. Nota-se, também, que para os tempos de 180 e 225
minutos de exposicao a radiacdo ultravioleta, os resultados de ambas as técnicas se
sobrepuseram com baixo valor de desvio padrao.

Neves (2018) em trabalho similar, utilizou-se do método espectrofotométrico
juntamente com a técnica da microgota, expressa em unidades formadoras de
coloénias por mililitro (UFC.mLY), para verificar a presenca de microrganismos
presentes em amostras de combustivel diesel S10 com adi¢cao de 8% de biodiesel. A
autora constatou que conforme os valores de UFC.mL! variavam, havia também uma
variagdo da absorbancia que seguia uma mesma tendéncia. Com isso a autora
concluiu que os resultados encontrados pelos diferentes métodos seguiam uma
tendéncia, fazendo que ambos sejam confiaveis.

Desta forma, ao considerar os resultados apresentados por Neves (2018) e os
obtidos neste trabalho, é possivel concluir que 0 método espectrofotométrico utilizado
é valido para verificacdo do aumento e ou diminui¢cdo da presenca de microrganismos
em combustiveis liquidos, principalmente ao Oleo diesel que € o foco deste trabalho.
Embora este método ndo possa ser colocado como quantitativo, permite realizar

analises e discussdes a respeito da presenca de microrganismos.

5.2 Avaliagéo da presenca de microrganismos durante estocagem simulada

Para este trabalho, foi avaliada a presenca de microrganismos em combustivel
diesel B11 e B20 com diferentes teores e enxofre e agua, conforme descrito no item
material e métodos. Para tanto, uma aliquota de 10 mL de combustivel foi retirada da
fase 6leo e adicionada em 90 mL de meio de cultura LB para posterior leitura de
absorbancia a partir da adaptacdo do método espectrofotométrico utilizado por Neves
(2018), que parte do principio que maiores valores de absorbancia apontam maior
presenca de microrganismos, conforme consta descrito na secao de metodologia.

A tabela 8 apresenta os valores de absorbancia para cada amostra de
combustivel, contendo a absorbancia inicial, relacionada a quantidade de
microrganismos presentes no combustivel no inicio da estocagem, e absorbancia

final, referente a presenca microbiologica apos 10 dias de estocagem.
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Tabela 8. Valores de absorbancia (600 nm) para as diferentes amostras de combustivel no inicio
e no final da estocagem
Amostras de

Inicio da estocagem Final da estocagem  Aumento relativo da

combustivel absorbancia (%)
MP-D1 0,181 + 0,008 a 0,269 + 0,001 b 47
MP-D2 0,044 + 0,007 a 0,152+ 0,039 b 245
MP-D3 0,148 £ 0,071 a 0,167+ 0,026 a 13
MP-D4 0,198 £ 0,012 a 0,252 £ 0,002 b 27
MP-D5 0,247 £0,010 a 0,300 £0,001 b 21
MP-D6 0,267 + 0,005 a 0,382 +0,001 b 43
MP-D7 0,213 + 0,009 a 0,496 + 0,006 b 133
MP-D8 0,174 + 0,006 a 1,089 + 0,007 b 255
MP-D9 0,512 + 0,001 a 1,549 £ 0,001 b 203
MP-D10 0,178 + 0,007 a 1,408 £ 0,002 b 691
MP-D11 0,344 + 0,001 a 0,987+ 0,039 b 187
MP-D12 0,315 + 0,062 a 0,391+ 0,007 b 24

Amostras seguidas da mesma letra na linha nao diferem a 5% de significancia no teste de Tukey.

Ao analisar a tabela acima é possivel verificar que as amostras de combustivel
com teor de enxofre de até 500 ppm, com excecao da MP-D12, obtiveram aumento
da absorbancia superior as amostras com teor de enxofre de até 10 ppm. Ainda que
as amostras contenham diferentes teores de agua e combustivel, ao considerar
apenas o teor de enxofre como variavel, é possivel afirmar que durante o
armazenamento, combustiveis com maiores teor de enxofre foram mais susceptiveis
a proliferacdo de microrganismos, em especial para as amostras MP-D2, MP-D8 e
MP-D10 que tiveram um aumento superior a 100% da absorbancia em relacéo ao
inicio da estocagem.

Ao considerar as amostras MP-D1 e MP-D2 que sdo comerciais, ou seja, que
nao foram submetidas a alteracfes, percebe-se que embora MP-D2 tenha tido um
maior aumento relativo da absorbancia, MP-D1 que caracteriza o combustivel diesel
B11 S10 obteve valores de absorbancia superior, tanto no inicio quanto no final da
estocagem. Alguns autores (DODOS et al., 2011; SRIVASTAVA e NANDAM, 2012;
LYLES et al., 2013) sugerem que quanto maior a presenca de enxofre no combustivel
diesel, menor sera a contaminagdo microbioldgica, pois thiofenos, thiois, acidos
tiofénicos e sulfetos aromaticos presentes nesses combustiveis podem inibir as
atividades metabdlicas de microrganismos. Porém, alguns dos resultados
encontrados apontaram que as amostras com diesel com maior teor de enxofre foram
as mais suscetiveis a contaminagéo durante a estocagem.

As amostras MP-D3 e MP-D4 configuram combustivel diesel B20 com até 10 e
500 ppm de enxofre respectivamente. Em comparacgéo as amostras MP-D1 e MP-D2,

que sdo combustiveis B11, notou-se que a adi¢do de biodiesel favoreceu o aumento
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da absorbancia para o combustivel com maior teor de enxofre, o que corrobora com
os resultados encontrados por Azambuja et al. (2016) que afirmam que o teor de
biodiesel tende a ter maior influéncia na proliferacdo microbiana do que o teor de
enxofre propriamente dito. A amostra MP-D3 néo diferiu estatisticamente durante a
estocagem.

Tratando-se das amostras MP-D5 até MP-D12, todas receberam adicdo de
agua, sendo que de MP-D5 a MP-D8 a quantidade de 4gua adicionada foi de 2.500
ppm, enquanto para MP-D9 a MP-D12 foi de 10.000 ppm. Ao analisar a absorbancia
destas amostras, € notorio a diferenca entre o inicio e o final da estocagem, uma vez
que os valores encontrados foram superiores em relacdo aos combustiveis sem
adicdo de agua. O aumento da concentracdo de microrganismos nestas amostras,
esta diretamente relacionado com o teor de agua adicionado nas mesmas, uma vez
gue diversos autores apontam que a presenca de agua se configura como o fator
principal para o desenvolvimento e proliferacdo de bactérias, fungos e leveduras
(BENTO et al., 2004; BUCKER et al., 2011; CAZAROLLI, et al., 2014; AZAMBUJA et
al., 2016; DELFINO, et al., 2018).

Além do exposto, faz-se importante salientar que as amostras MP-D1 a MP-D4
durante a estocagem ndao tiveram alteracéo visual de cor, enquanto as amostras MP-
D5 a MP-D12 apresentaram alteracdo na cor, tornando-se mais turvas em relacéo ao
inicio da estocagem. Tais amostras também apresentaram formacao de biomassa
microbiana, caracterizada pela formacgéao de uma biomassa esbranquicada, conforme

ilustrado na figura 6.
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Figura 6. A e B: Amostras MP-D1 e MP-D2, referente ao diesel S10 e S500 respectivamente, sem
alteracdo de cor ap0s estocagem; C e D: Amostras MP-D7 e MP-D8 referentes ao diesel B20, S10
e S500 respectivamente, com adicdo de agua com mudanca de cor apos estocagem; E e F:
Amostra MP-D7 e MP-D8 com formacao de biomassa microbiana.

Como visto na figura 6, o combustivel dos frascos A e B encontram-se limpidos
e livre de impurezas, conforme a caracteristicas exigidas pela ANP segundo a
resolucdo ANP n° 50 de 2013. Os frascos C e D, referentes as amostras MP-D7 e MP-
D8 (20% de biodiesel, 2.500 ppm de agua, com teor de enxofre de até 10 e 500 ppm
respectivamente) anterior ao periodo da estocagem também apresentavam-se
limpidos e livres de impureza, conforme frascos A e B, entretanto apdés 10 dias
estocados apresentaram turvacdo e os liquidos tornaram-se translicidos, além de
haver formacdo de biomassa microbiana no fundo do frasco, conforme aponta as
figuras 6 E e F.

Diante disso, foi possivel verificar, que para as amostras com maiores valores
de absorbancia houve formacédo de biomassa microbiana devido a adicdo de agua.
Cazarolli et al. (2019) adicionaram 2000 e 10000 ppm de &gua ultrapura em biodiesel
e verificaram o crescimento de microrganismos por meio do aparecimento de
biomassa no frasco. Assim, pode-se afirmar que durante a estocagem, a presenca de
agua e o teor de biodiesel tendem a influenciar mais que o teor de enxofre no que diz
respeito ao crescimento e proliferagédo de bactérias, fungos e filamentos.
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5.3 Ensaios com radiacao ultravioleta

Os ensaios com radiacao ultravioleta foram realizados para todas as 12
amostras de combustivel. Tais amostras variaram quanto sua composi¢do, com
diferenca na relacdo diesel biodiesel, teor de agua e teor de enxofre conforme
apresentado na tabela 7 (material e métodos).

A fim de verificar a eficiéncia da radiacéo ultravioleta como método alternativo
de controle e inativagdo de microrganismos no combustivel foram realizadas medidas
de absorbancia previamente a exposicao a radiacao ultravioleta, durante a exposicéo
com medidas realizadas a cada 45 minutos e ao final da exposicéo, ap6s 360 minutos
de contato com a radiacdo. A tabela 9 ilustra a absorbancia anterior e posterior a
radiacao ultravioleta bem como a eficiéncia do tratamento (%). Neste cenario, a
diminuicBo da absorbancia estd associada a diminuicAo da presenca de

microrganismos no combustivel diesel em todas as composicdes utilizadas.

Tabela 9. Absorbancia das amostras de combustivel anterior e posterior o tratamento com
radiacdo ultravioleta e eficiéncia do tratamento empregado
Absorbancia

Temperatura média Diminuic&o da

Amostras ] Apods 360’ de )
do ensaio (°C) Anterior a UV ) absorbéncia (%)
exposi¢do a UV

MP-D1* 32,6 + 0,631 0,269 + 0,001 a 0,117 £ 0,006 a 56
MP-D2* 32,6 + 0,631 0,152+ 0,039 a 0,092 + 0,009 a 39
MP-D3* 31,2+1,238 0,167+ 0,026 a 0,143 +0,017 a 14
MP-D4* 31,2+ 1,238 0,252 + 0,002 a 0,118 £ 0,075 a 53
MP-D5 33,2+ 2,250 0,300 £ 0,001 a 0,081 + 0,002 b 73
MP-D6 33,2+ 2,250 0,382+ 0,001 a 0,077+0,010b 80
MP-D7 40,3 + 3,381 0,496 + 0,006 a 0,226 £ 0,025 b 54
MP-D8 40,3 + 3,381 1,089 £+ 0,007 a 0,143+0,013 b 87
MP-D9 37,7 + 3,364 1,549 £ 0,001 a 0,064 + 0,013 b 95
MP-D10 37,7 + 3,364 1,408 £ 0,002 a 0,0447 £ 0,005 b 97
MP-D11 34,2+ 4,419 0,987+ 0,039 a 0,697 £ 0,029 b 29
MP-D12* 34,2 £ 4,419 0,391 + 0,007 a 0,241 +0,029 a 38

Amostras seguidas da mesma letra na linha ndo diferem a 5% de significancia no teste de Tukey.

*Amostras estatisticamente iguais antes e ap6s o tratamento.

Como po6de ser visto na tabela acima, a eficiéncia do tratamento com radia¢ao
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ultravioleta variou conforme cada amostra combustivel. A amostra MP-D3, por
exemplo, que anterior ao tratamento continha uma absorbancia de 0,167 ABS passou
para 0,143 ABS apdés 360 minutos de exposi¢cao a radiagao ultravioleta, o que significa
uma eficiéncia de 14% na diminuicdo da concentracdo de microrganismos no
combustivel. Entretanto, a mesma néao diferiu estatisticamente, o que aponta que o
tratamento ndo obteve o efeito desejado. Ja a amostra MP-D10 obteve um dos
melhores resultados em relacdo a inativagdo de microrganismos, uma vez que sua
absorbéancia inicial era de 1,408 passando para 0,0447 ABS, o que representa uma
diminuicdo de 97%, além disso os valores de absorbancia anterior e posterior a
radiacdo ultravioleta, diferem-se estatisticamente a um nivel de 5% de significancia.

Em trabalho similar, Neves (2018) verificou em um ensaio de 360 minutos de
duracéo utilizando 6leo diesel S10 com 8% de biodiesel uma diminui¢céo de 80,69%,
no qual a absorbéancia da suspenséo bacteriana entre o inicio e fim do ensaio, passou
de 1,606 para 0,310 ABS. Em ensaio com duracao de 60 minutos e outro combustivel
com a mesma composicao (6leo diesel S10 B8), com absorbancia inicial de
aproximadamente 3,5 a autora constatou uma diminui¢cdo de aproximadamente 78%.

Em um panorama geral de analise, € possivel verificar que as amostras sem
adicao de agua, isto é, MP-D1 a MP-D4, o tratamento UV néo obteve resultados com
diferencas significativas estatisticamente quanto a reducdo da presenca
microbiolégica. J& as demais amostras, que havia adicdo de agua, diferiram-se. Este
resultado permite afirmar que a adicdo de agua é um fator determinante na
proliferacdo de microrganismos em combustiveis, uma vez que as amostras nas quais
houve sua adicdo houve maior contaminacdo e, consequentemente, melhor efeito da
radiacdo ultravioleta na inativagdo dos microrganismos.

Neves (2018) apresentou resultados similares aos encontrados por esse
trabalho, onde os ensaios mostraram diferentes variagdes quanto a diminuicdo da
absorbancia. Nesse sentido, Gielnik et al. (2019) e Bautista et al. (2016) explicam que
a eficiéncia de tratamentos que visam diminuir e conter a presenga de microrganismos
em Oleo diesel € variavel, pois esta associada a composicdo do combustivel e a
diversidade de microrganismos presentes no mesmo.

Bautista et al. (2016) utilizaram biocida como tratamento na inativacao de
microrganismos de amostras de diesel com baixa concentracédo de enxofre (10 ppm)
e 7% de biodiesel adicionado. Os autores testaram biocidas com diferentes grupos

funcionais, e apoés 45 dias da adi¢éo de biocida, encontraram reducdo da comunidade
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microbioldgica de até 100% para 6 biocidas diferentes. Entretanto, houve biocidas que
apos 45 dias favoreceram o a proliferacdo de microrganismos, como € o caso dos que
continham Tiocarbamato e Tiocianato como grupos funcionais.

Diversos autores (BUCKER et al., 2014; BAUTISTA et al., 2016; ZIMMER et al.,
2017; FONSECA et al., 2019) apontam o uso de biocidas como um modo eficiente
para o tratamento de combustiveis contaminados por microrganismos. Entretanto, os
biocidas, quando comparado ao tratamento com radiacdo ultravioleta, necessitam de
maior tempo para fazer efeito na diminuicdo dos microrganismos. Muitos dos citados
autores encontraram bons resultados ap6s 15 dias de aplicacdo dos biocidas, ja a
utilizacdo de radiacdo ultravioleta como tratamento alternativo demonstra eficiéncia
em apenas algumas horas de exposicdo, como apresentado por Neves (2018) e
reafirmado pelos resultados expressos na tabela 9.

Diante dos resultados obtidos, e comparacdes com outros métodos, e as
informacdes disponiveis na literatura, € possivel perceber que a radiacao ultravioleta
pode ser uma alternativa viavel e eficiente para a diminuicdo da acdo microbioldgica
em combustiveis, quando 0s mesmos encontram-se em um cendrio de contaminagao
microbioldgica elevada. Isso ocorre devido ao fato de a acdo da radiacéo ultravioleta
promove mudancas irreversiveis no DNA dos microrganismos presentes, impedindo-
os de se reproduzir (NEVES, 2018; FONSECA et al., 2019).

Para melhor compreensdo dos resultados obtidos pelos ensaios no reator
ultravioleta, os capitulos a seguir irdo abordar os ensaios em sua totalidade,
demonstrando a curva de crescimento e mortalidade dos microrganismos ao longo
dos ensaios, bem como discusséo da influéncia dos teores de agua e enxofre sobre o

crescimento e inativacao de fungos, bactérias no combustivel.

5.4 Influéncia da agua

Os ensaios foram realizados com diesel B11 e B20, com diferentes
concentracdes de enxofre (S10 e S500) e variacdo do teor de agua, onde havia uma
amostra comercial, isto €, da forma com que se adquire no posto de combustivel, uma
amostra com 2500 ppm de agua e outra com 10000 ppm de agua adicionado.

O grafico 2 exibe as curvas do comportamento microbiolégico encontradas
durante os ensaios com radiacao ultravioleta das amostras MP-D1, MP-D5 e MP-D?9,

que sao referentes ao diesel S10 comercial com 11% de biodiesel.
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Grafico 2. Leituras de absorbéancia (600 nm) das amostras de 6leo diesel S10 B11 comercial (MP-
D1), com adi¢cdo de 2500 ppm de agua (MP-D5) e 10000 ppm de agua (MP-D9) durante os ensaios
em decorréncia ao tempo de exposicdo aradiagdo ultravioleta.
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Conforme apontado pela literatura (BENTO et al., 2004; FREGOLENTE et al.,
2012; CAZAROLLI et al., 2020) quanto maior a quantidade de adgua no combustivel,
maior sera a possiblidade de contaminac&o microbiolégica, pois a presenca deste
elemento propicia um ambiente favoravel para o desenvolvimento de fungos e
bactérias no combustivel. Os resultados apresentados confirmam as informacfes
encontradas na literatura, onde a amostra MP-D9, que havia maior quantidade de
agua adicionada, obteve a maior absorbancia no inicio do ensaio, enquanto a amostra
MP-D1, referente ao diesel S10 comercial, foi a que obteve absorbancia menor.

O ensaio MP-D1 iniciou com uma absorbancia de 0,269 e apds 45 minutos de
incidéncia da radiagao ultravioleta uma queda na absorbéancia foi observada, a qual
atingiu um total de 0,085 ABS. Entretanto, como péde ser visto, houve um acréscimo
da absorbéancia nos tempos de 90, 135 e 180 minutos, que pode estar associada a
resisténcia de alguns microrganismos a radiacdo UV conforme apontam Bautista et
al. (2016) e Fonseca et al. (2019). Ap6s 225 minutos de incidéncia de UV a
absorbancia voltou a reduzir, até atingir um total de 0,117 ABS ap0s 360 minutos de
radiacdo. Apos os 360 minutos de ensaio, foi possivel verificar que o tratamento com
radiacdo ultravioleta teve uma eficiéncia de 56,5% na diminuigcdo da presenca de
microrganismos, porém a maior eficiéncia do tratamento ocorreu apos 45 minutos, o
que representou uma queda de 68,18% da absorbancia em relacdo ao inicio do

ensaio. Diante disso, é possivel afirmar para o ensaio MP-D1, que embora ao final do
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tempo previsto para o ensaio tenha havido uma reducdao significativa, 45 minutos de
contato com a radiacdo ultravioleta foi onde observou-se o melhor desempenho tendo
em foco a diminuicdo da concentracdo microbiol6gica no combustivel.

O ensaio MP-D5 iniciou com uma absorbéancia similar ao do ensaio MP-D1,
entretanto obteve uma eficiéncia maior ao final do ensaio, sendo de 73%. Outro fato
gue distingue o ensaio MP-D5 do MP-D1 esté relacionado ao tipo de curva obtida. No
ensaio MP-D1 observou-se apds de 45 minutos de UV um aumento na absorbancia
que se estendeu até o minuto 180. Este comportamento nédo foi observado no ensaio
MP-D5, uma vez que ao longo do ensaio foram constatados apenas diminuicbes da
absorbancia. Neves (2018) em ensaios realizados com 6leo diesel utilizando radiacdo
UV como forma de controle microbioldgico também verificou comportamentos
diferentes durante seus ensaios, sendo que em alguns casos a comunidade
microbiolégica aumentava e em outros diminuia. Esse tipo de comportamento pode
estar relacionado a diversidade microbiolégica em cada amostra, pois alguns
microrganismos tendem a bloquear uns aos outros diante da radiagdo UV como tética
de sobrevivéncia (BAUTISTA, 2016).

O ensaio MP-D9 é referente ao mesmo combustivel dos ensaios MP-D1 e MP-
D5, porém com adicional de 10000 ppm de agua. Dentre os citados ensaios, foi o que
obteve maior absorbancia, sendo de 1,549 e maior eficiéncia ap6s 360 de contato com
a radiacdo UV. Para este ensaio notou-se uma elevada concentracdo de
microrganismos, verificada por meio da absorbancia e pelo aspecto do frasco onde a
amostra combustivel estava acondicionada que continha visivelmente formacéo de
biomassa microbiana. Ao longo do ensaio foi possivel observar a diminuicdo da
absorbancia ao longo da exposicéo a radiagdo UV, com um leve acréscimo apos 225
minutos de ensaio. Ap6s 45 minutos, uma diminuicdo de 43% foi constatada em
relacdo a absorbancia inicial e ap6s 360 minutos a diminuicdo foi de 95,45%, sendo
este 0 ensaio com maior eficiéncia dentre os 3 apresentados no grafico 2.

Ao comparar 0s trés ensaios entre si, é possivel afirmar que o teor de agua
influencia diretamente na concentracdo de microrganismos no combustivel e que a
eficiéncia do tratamento aplicado foi melhor para as amostras com maior nivel de
contaminacdo. Em relagdo a utilizacdo de biocidas como forma de controle
microbiolégico, que alguns casos sado mais eficientes quando a concentragcao
microbiolégica € baixa (ZIMMER et al., 2013; FONSECA et al., 2019) a radiagao

ultravioleta se mostrou uma opc¢éo eficiente tanto num nivel mais elevado de
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contaminagdo quanto menos elevado, embora este em menor magnitude.
Também foram realizados ensaios com o diesel S500 com 11% de biodiesel,
onde foram analisadas amostras comerciais e com diferentes teores de agua,

conforme mostra o grafico 3.

Grafico 3. Leituras de absorbancia (600 nm) das amostras de 6leo diesel S500 B11 comercial
(MP-D2), com adicao de 2500 ppm de agua (MP-D6) e 10000 ppm de agua (MP-D10) durante os
ensaios em decorréncia ao tempo de exposicdo a radiacdo ultravioleta.
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Estes ensaios seguiram o0 mesmo comportamento inicial dos ensaios
apresentados no grafico 2, onde a amostra com maior quantidade de 4gua adicionada
(MP-D10) resultou numa maior absorbancia (1,408 ABS), seguido pelo ensaio MP-D6
com quantidade média de agua e absorbancia de 0,382 e, por fim, o ensaio com diesel
S500 comercial, MP-D2 com absorbancia de 0,174.

Nota-se que para todos os ensaios do grafico 3 houve um pico de crescimento
microbiano durante a exposi¢ao a radiacao ultravioleta, que ocorreu apdés 90 minutos
de contato com a luz UV. O ensaio MP-D2 apresentou um comportamento diferente
do esperado, onde o tratamento proposto promoveu a proliferagcdo de microrganismos
gue pode ser notada pelo aumento da absorbancia em relacdo ao tempo inicial que
perdurou até 315 minutos de exposicdo a radiacao ultravioleta. Entre 315 e 360
minutos ocorreu uma diminuicdo da absorbancia, que esta associada a reducéo da
comunidade microbiana. Bautista et al. (2016) utilizaram sonificacdo em diferentes
amostras de 6leo ao longo de 45 dias e perceberam que em algumas amostras, ao
longo do tratamento, houve aumento da populacdo microbiologica, antes que o

tratamento finalizasse, entretanto ndo consideram um tratamento viavel devido ao
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gasto energético e a baixa eficiéncia encontrada na maioria das amostras. Apesar do
ensaio MP-D2 ter demonstrado picos de crescimento microbiano, pode-se considerar
que o tratamento proposto cumpriu com seu objetivo ao final de 360 minutos de
exposicdo a radiagao ultravioleta, uma vez que houve uma redugao de 39,47% da
absorbéancia.

O ensaio MP-D6 continha 2500 ppm de agua adicionada no combustivel e
iniciou com 0,382 de absorbancia e finalizou com 0,077, 0o que representa uma
diminuicdo de 79,84%. Embora nédo tenha sido o ensaio com maior eficiéncia em
termos de porcentagem de reducao da absorbancia entre o inicio e final da exposi¢cao
a radiacado ultravioleta, foi um dos ensaios onde atingiu-se absorbéancia inferior a 0,1
que pode ser considerado um baixo nivel de contaminacdo. Ao comparar a
absorbancia final dos ensaios até entdo apresentados com os resultados dos ensaios
realizados por Neves (2018), € possivel verificar que o tratamento aplicado neste
trabalho teve uma eficiéncia maior na reducdo dos microrganismos. Contudo, ha de
se considerar que embora Neves (2018) tenha usado lampadas UVs com maior
poténcia, o volume de combustivel também era maior e o reator utilizado foi diferente.

O ensaio MP-D10 foi o que houve maior eficiéncia dentre os apresentados no
gréafico 3, que representa uma diminuicdo de 96,82% da presenca de microrganismos.
Assim como os ensaios MP-D2 e MP-D6, o referido ensaio teve um aumento da
absorbancia apdés 90 minutos de exposicdo a radiacdo ultravioleta. Entretanto,
diferentemente dos outros ensaios, a absorbancia neste tempo nao ultrapassou a
absorbancia inicial. Este foi o ensaio com maior adicdo de agua entre os demais,
contendo 10000 ppm. Tal adicdo pode estar relacionada a maior presenca de
microrganismos que ocorreu desde a estocagem até o inicio do ensaio.

Diante dos ensaios MP-D2, MP-D6 e MP-D9, novamente pode-se concluir que
a radiacdo ultravioleta promove maior eficiéncia na inativacdo de microrganismos de
combustiveis com teores de agua superiores ao exigido pela norma brasileira. Até o
momento, diante dos resultados elucidados, o emprego da radia¢ao ultravioleta como
controle microbiolégico tem se mostrado um tratamento promissor, especialmente
para combustiveis com alto teor de agua e alta concentracdo de microrganismos.

Além do diesel comercial S10 e S500 comercializado com adi¢cdo de 11% de
biodiesel, foram realizados ensaios com oleo diesel B20, isto €, com 20% de biodiesel,
com até 10 e 500 ppm de enxofre. Para estes ensaios também houve adi¢cao de agua

nos teores de 2500 e 10000 ppm a fim de criar um ambiente favoravel ao
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desenvolvimento microbiolégico. O grafico 4 mostra a leitura da absorbancia num
comprimento de onda de 600 nandmetros para os ensaios MP-D3 (diesel B20 sem
adicdo de agua), MP-D7 (B20 com 2500 de 4gua) e MP-D11 (B20 com 10000 ppm de

agua).

Gréfico 4. Leituras de absorbéncia (600 nm) das amostras de 6leo diesel S10 B20 (MP-D3), com
adicdo de 2500 ppm de agua (MP-D7) e 10000 ppm de agua (MP-D11) durante os ensaios em
decorréncia ao tempo de exposicdo a radiacao ultravioleta.
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Assim como 0s ensaios anteriores, 0os ensaios MP-D3, MP-D7 e MP-D11
seguiram 0 mesmo comportamento inicial dos demais. A literatura (HASEEB et al.,
2010; MAZUMDAR et al., 2013; ZIMMER, 2014, AZAMBUJA et al., 2017) aponta que,
tratando-se do Oleo diesel, quanto maior a proporcdo da mistura diesel:biodiesel,
maiores devem ser os cuidados na etapa de armazenamento, pois devido fato do
biodiesel possuir caracteristicas higroscépicas, a tendéncia € que 0 mesma seja mais
susceptivel a contaminacdo microbiolégica. Entretanto, no inicio do ensaio, o 6leo
diesel S10 B20 possuia uma absorbancia menor que o 6leo diesel S10 comercial. Ou
seja, a presenca de maiores teores de biodiesel, por si s, ndo incitou uma maior
contaminagao no combustivel.

A respeito do ensaio realizado com a amostra MP-D3, percebe-se que a
incidéncia da radiacdo ultravioleta ndo promoveu grandes mudancas na presenca de
microrganismos, uma vez que dentre todos 0s ensaios, este foi o que obteve menor
eficiéncia, sendo ela de 14,37%. Conforme o grafico mostra, houve alguns picos de

crescimento durante o ensaio, que ocorreram nos tempos de 45 e 225 minutos de
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exposicdo a UV. Nestes picos, as medidas de absorbancia encontrada para as
amostras foram superiores a absorbancia no inicio do ensaio, entretanto ao final dos
360 minutos de contato com a radiacdo UV a absorbancia encontrada foi 14,37%
menor do que no inicio do ensaio. Com isso, € possivel afirmar que ainda que menor
proporcao, o tratamento proposto demonstrou uma diminuicdo da contaminagao
presente no combustivel.

O ensaio MP-D7 obteve uma eficiéncia de 54,43% na diminui¢cao da presenca
de microrganismos de acordo com a absorbancia encontrada no inicio e no final do
ensaio. Entretanto, houve picos de crescimento microbioldgico durante o contato com
a radiacao ultravioleta que ocorreram nos minutos 135, 225 e 360. Até entdo, para a
maioria dos ensaios realizados, a absorbancia se estabilizou em, pelo menos, nos
dois ultimos pontos do gréfico, entretanto isso ndo ocorreu para este ensaio, onde a
absorbancia para o minuto 360 foi maior do que a do minuto 325, sendo de 0,165 e
0,221 ABS respectivamente. Além disso, a menor absorbéancia do ensaio ocorreu no
minuto 325, onde a eficiéncia do tratamento foi de 67,76%.

Em relacdo ao ensaio da amostra MP-D11, no qual havia maior quantidade de
agua, a eficiéncia final foi de 29,38%. Apds 225 minutos de exposicdo a radiacao
ultravioleta a absorbancia comecou a aumentar, o que implica na resisténcia dos
microrganismos presentes na amostra e na capacidade de reproducdo dos mesmos
apos longos periodos de contato com a radiacdo (BAUTISTA et al, 2016). Para este
ensaio foi observado que desde o inicio até o minuto 225 ndo houve indicios de
proliferacdo da comunidade microbiana, uma vez que a absorbéancia diminuiu. A maior
gueda de absorbancia foi ocorreu apés 45 minutos de ensaio, onde passou de 0,987
ABS para 0,311, que representou uma diminuicdo de 68,45%. Porém a menor
absorbancia observada durante o ensaio foi de 0,125 e ocorreu no tempo 225.

Diante desses resultados é possivel verificar que, de maneira geral, a radiacédo
ultravioleta tende ser mais eficiente na inativacdo de combustiveis com alto teor de
microrganismos, embora isso ndo seja uma regra, como pode ser visto pelo ensaio da
amostra MP-D11. Ensaios também foram realizados com amostra de 6leo diesel S500
com 20% de biodiesel adicionado, da mesma forma com que foram realizados com o

diesel S500 B11, conforme gréfico 5.
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Grafico 5. Leituras de absorbancia (600 nm) das amostras de 6leo diesel S500 B20 comercial
(MP-D4), com adi¢cao de 2500 ppm de agua (MP-D8) e 10000 ppm de agua (MP-D12) durante os
ensaios em decorréncia ao tempo de exposicdo a radiagado ultravioleta.
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Diferentemente dos outros ensaios apresentados anteriormente, onde as
amostras com maior quantidade de 4gua demonstraram um nivel de contaminacéo
elevado comparado as demais, nos ensaios demonstrados no gréfico 5, a amostra
MP-D8, que continha 2500 ppm de adicdo de agua foi a com maior absorbancia,
seguido da amostra MP-D12 (com 10000 ppm de agua) e por fim a MP-D4 onde néo
houve adicdo de agua.

O ensaio MP-D4 teve uma eficiéncia de 53,17%, ao qual no inicio a
absorbancia observada foi de 0,252 ABS e no final do ensaio foi de 0,118 ABS. Ao
longo do ensaio foi possivel perceber pequenos picos de crescimento microbiano, e
assim nos ensaio MP-D7, houve um aumento da absorbéncia entre os minutos 325 e
360, com absorbancias de 0,067 e 0,118 respectivamente. Em trabalho realizado por
Neves (2018) nao foram encontrados comportamentos similares ao deste ensaio ao
longo do tratamento com radiacao ultravioleta.

JA o0 ensaio com a amostra MP-D8, que demostrou um alto nivel de
contaminagdo microbiologica, comprovado por meio da leitura de absorbancia, a
absorbancia inicial era de 1,089 passando para 0,128. A partir do grafico 5 € possivel
verificar que a comunidade microbiolégica teve uma certa resisténcia, uma vez que
diminuices significativas de absorbancia foram observadas apds 135 de exposi¢éo a
radiacao ultravioleta. Apos esse tempo, a absorbancia se manteve estavel até o final

do ensaio, que teve uma eficiéncia de 86,87%.
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O ensaio MP-D12 apresentou um pico de desenvolvimento microbiano no
minuto 185, passando a uma reducéo no tempo seguinte (225 minutos) e, novamente,
no minuto 270 os microrganismos voltaram a se desenvolver. Ao final do ensaio houve
uma eficiéncia de 38,36% na reducao da presenca de microrganismos, embora a
menor absorbéancia tenha sido verificada em 225 minutos de exposicédo a radiacao
ultravioleta.

Com isso é possivel concluir que, embora concentracdes elevadas de agua
tendem a aumentar a concentragdo de microrganismos, pode haver excec¢des, como
verificado pela amostra MP-D12 que apesar de possuir 10000 ppm de agua
adicionada, havia uma absorbancia menor comparada a amostra MP-D8. Bento et al.
(2016) apontam que a maior quantidade de agua no combustivel encontra-se na
interface dgua/bleo é possivel que as amostras alteradas pela presenca de agua
tivessem uma contaminacao maior no inicio do ensaio, uma vez que as amostras de
combustivel utilizadas para a leitura de absorbancia pelo método espectrofométrico

foram coletadas apenas na fase 6leo.

5.5 Influéncia do enxofre durante os ensaios com radiagao ultravioleta

A biodegradacdo de combustiveis diesel e biodiesel tém sido bastante
investigadas na literatura, como aponta as pesquisas de Bento et al. (2006), Zimmer
et al. (2013), Bucker et al. (2014), Soriano et al. (2015). Entretanto, ha poucas
pesquisas que discutem a influéncia do teor de enxofre sobre o crescimento
microbiano em diesel, biodiesel e suas blendas, como é o caso do trabalho realizado
por Azambuja e colaboradores (2017).

Para este trabalho, amostras de combustiveis diesel B11 e B20 contendo até
10 e 500 ppm de enxofre foram armazenados durante 10 dias e a presenca de
microrganismos foi verificada a partir da turvacéo do meio de cultura. Além disso, 0s
combustiveis foram submetidos a radiacao ultravioleta por um periodo de 360 minutos
a fim de diminuir e/ou conter o crescimento microbiolégico.

Na tabela 10 sdo apresentados os resultados para as leituras de absorbancia
dos combustiveis S10 e S500, tanto com 11% de biodiesel quanto com 20%, durante

o periodo de estocagem e apds a exposicéo a radiacdo ultravioleta.
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Tabela 10. Absorbancia das amostras de combustivel diesel B11 e B20 com diferentes teores de

enxofre (S10 e S500)

Teor Absorbancia (600 nm)
maximo de |20 9 Final d
iodi - inal da
enxofre blo(c;]ez)sel Amostra e'g’:(')‘gg deam estocagem/  Final do ensaio
(ppm) 9 Inicio do ensaio
10 11 MP-D1 0,181 + 0,008 0,269 + 0,001 0,117 + 0,006
500 11 MP-D2 0,044 + 0,007 0,152+ 0,039 0,092 + 0,009
10 20 MP-D3 0,148 + 0,071 0,167+ 0,026 0,143 + 0,017
500 20 MP-D4 0,198 + 0,012 0,252 + 0,002 0,118 + 0,075

Alguns autores (LONDRY & SUFLITA, 1998; HELDRETH & TUROS, 2005;
DODOS et al., 2011; SRISVATAVA & NANDAN, 2012) sugerem que a reducéo do
teor de enxofre do combustivel pode favorecer o aumento da presenca de
microrganismos, pois alguns compostos organosulfurados possuem propriedades
antimicrobianas que inibem seu crescimento. Por isso, segundo esses autores, a
presenca de enxofre no 6leo diesel auxilia no controle de crescimento e reproducéo
dos microrganismos durante a estocagem do 6leo diesel.

Os resultados encontrados para este trabalho, demonstram que os 6leos diesel
com maior teor de enxofre, tanto B11 quanto B20, foram mais suscetiveis ao
crescimento microbiano durante o periodo de estocagem. Tratando-se do 6leo diesel
B11, foi possivel verificar que ainda que o 6leo diesel S10 ao final da estocagem
possuisse uma absorbancia maior do que o S500, a amostra MP-D2 teve um aumento
relativo superior a amostra MP-D1, quando se leva em consideracdo a absorbancia
no inicio da estocagem. Foi observado que para 6leo diesel B11, a concentracéo de
microrganismos cresceu em 48,62% para S10 e 245,45% para S500.

Para oOleo diesel B20, observou-se comportamento similar, ainda que menor
proporcao. A amostra MP-D3, ao final da estocagem, teve um aumento de 12,84% da
absorbéancia, enquanto a amostra MP-D4 aumentou em 27,27%. Mais uma vez foi
possivel perceber que o combustivel com maior teor de enxofre, como é o caso da
amostra MP-D4, foi mais suscetivel ao crescimento e proliferacdo de microrganismos.

Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (POLINARSKI et al., 2019), foi
verificado durante estocagem simulada, o crescimento microbiologico de
combustiveis Oleo diesel B10, tanto S10 quanto S500, com e sem adi¢ao de agua, por
um periodo de 70 dias. Os resultados apontaram que o Oleo diesel S10 foi mais
suscetivel ao crescimento microbiolégico do que o 6leo diesel S500, sem adi¢éo de

agua. Contudo, nas amostras que continham agua, o diesel S500 mostrou maior
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absorbancia, relacionada a maior presenca de microrganismos.

Azambuja et al. (2017) verificaram a composicdo microbiolégica e a
biodegradacéo de 6leo diesel B10 com trés concentracbes de enxofre. Os autores
verificaram que o combustivel com teor elevado de enxofre foi mais susceptivel ao
crescimento microbiano, seguido pela amostra com menor concentracdo de enxofre,
onde a amostra com teor médio desse elemento demonstrou menor proliferacédo
durante estocagem ao longo de 40 dias. Além disso, ao contrario do que aponta a
literatura, os autores verificaram que o combustivel com maior teor de enxofre
demonstrou ser mais susceptivel a biodegradacéo.

Ao relacionar os resultados anteriores do grupo de pesquisa, bem como os
encontrados por Azambuja et al. (2017), fica evidente que a remoc¢ao de compostos
sulfurados do dleo diesel ndo influencia diretamente no crescimento microbiano, mas
sim outros fatores, como teor de biodiesel e presenca de agua. Além disso, foi
observado durante os ensaios com radiacdo ultravioleta que o teor de enxofre ndo
influencia a eficiéncia do tratamento, uma vez os resultados obtidos apontaram

variacao entre si.

5.6 Avaliacdo da presenca de microrganismos ap0s 0s ensaios com radiacéo

ultravioleta

ApOGs os ensaios com radiagdo ultravioleta foi realizado o monitoramento do
combustivel quanto a presenca de microrganismos. As amostras combustiveis foram
submetidas a andlise microbioldgica a partir do método espectrofotométrico apés 10,
20 e 30 dias da ocorréncia do ensaio com radiacdo ultravioleta. A absorbancia
encontrada que relaciona a presenca de microrganismos no combustivel, durante todo
0 processo (inicio e final da estocagem e apos 10, 20 e 30 dias do tratamento) pode

ser observada na tabela 11.
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Tabela 11. Absorbancia (600 nm) para as amostras de combustivel no inicio e fim da estocagem, fim do tratamento e apés 10, 20 e 30 dias do
tratamento com radiacdo ultravioleta

Absorbancia pré-tratamento

Absorbancia ap6s tratamento

Amostras Inicio da Final da Final do ensaio 10° dia 20 dias 30 dias
estocagem estocagem
MP-D1 0,181 + 0,008 a 0,269 + 0,001 a 0,117 + 0,006 a 0,161 + 0,017 a 0,173 + 0,003 a 1,098 £0,135Db
MP-D2 0,044 + 0,007 a 0,152+ 0,039 ab 0,092 + 0,009 ab 0,231+0,031 b 0,206 + 0,047 ab 1,171 +0,321 ¢
MP-D3 0,148 £+ 0,071 a 0,167+ 0,026 a 0,143+ 0,017 a 0,199 + 0,003 a 1,151 £0,018 b 1,181 £ 0,067 b
MP-D4 0,198 + 0,012 ab 0,252 + 0,002 ab 0,118 + 0,075 a 0,332+0,032b 1,223 £ 0,040 ¢ 1,313+0,028 ¢
MP-D5 0,247 + 0,010 ab 0,300+ 0,001 b 0,081 + 0,002 a 0,205 + 0,03 ab 1,215+ 0,018 ¢ 1,347 £ 0,149 ¢
MP-D6 0,267 + 0,005 bc 0,382 + 0,001 c 0,077 +0,01 a 0,091 + 0,001 ab 0,237 + 0,007 abc 0,276 £+ 0,041 ¢
MP-D7 0,213 +£0,009 b 0,496 + 0,006 b 0,226 + 0,025 a 0,220 + 0,001 a 1,142 £+ 0,054 ¢ 1,154 + 0,02 ¢
MP-D8 0,174 + 0,006 ab 1,089 + 0,007 ¢ 0,143 +0,013 a 0,154 + 0,003 ab 0,154 + 0,005 ab 0,325+0,182 b
MP-D9 0,512 +0,001 b 1,549 + 0,001 d 0,064 + 0,013 a 0,109 + 0,012 a 0,281 + 0,067 a 0,751+ 0,091 c
MP-D10 0,178 + 0,007 a 1,408 £ 0,002 b 0,0447 + 0,005 a 0,116 + 0,011 a 0,172 + 0,021 a 0,720+ 0,029 c
MP-D11 0,344 + 0,001 a 0,987+ 0,039 b 0,697 + 0,029 ¢ 0,095 + 0,004 d 0,154 + 0,017 d 1,169+0,195 e
MP-D12 0,315 + 0,062 ab 0,391 + 0,007 b 0,241 + 0,029 ab 0,291 + 0,022 a 0,402 + 0,035 ab 1,141 £ 0,097 ¢

Amostras seguidas da mesma letra na linha néo diferem a 5% de significancia no teste de Tukey.
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A partir dos resultados apresentados na tabela 11 é possivel perceber que o
Oleo diesel comercial S10, referente a amostra MP-D1, a absorbancia manteve-se
menor, comparado ao final da estocagem, por até 20 dias apés o tratamento. Ja para
o diesel S500 comercial, B20 S10, B20 S500 (amostras MP-D2, MP-D3 e MP-D4
respectivamente, apos 10 dias de tratamento a absorbancia foi maior que ao final da
estocagem, assim sugere-se que o tratamento deva ser repetido apés no maximo 10
dias.

Apos 10 dias do tratamento com radiacéo ultravioleta a absorbancia referente
as amostras MP-D5, MP-D7 e MP-D12 mantiveram-se inferior & encontrada no final
da estocagem, contudo apés 20 dias houve um aumento da mesma, apontando que
o tratamento deve ser repetido apos 10 dias. As amostras MP-D6, MP-D8, MP-D9 e
MP-D10 apés 30 dias de tratamento mantiveram-se com absorbancia inferior a
encontrada ao final da estocagem. Para essas amostras, o efeito da radiacado
ultravioleta mostrou-se prolongado em relacdo as demais. Para a amostra MP-D11, o
comportamento foi diferente das demais, onde apés 10 e 20 dias tratamento, a
absorbancia encontrada foi menor que a do final do tratamento. Este fato pode ser
relacionado a erros de medicdo e a hipotese que os efeitos da radiacao ultravioleta se

prolongaram apos o final do tratamento.

5.7 Parametros fisico-quimicos

Foram realizadas andlises das amostras de combustivel submetidas ao
tratamento com radiacgdo ultravioleta a fim de verificar se a radiagdo aplicada ao 6leo
diesel promove mudanca em suas propriedades. As analises foram realizadas com as
amostras antes e ap0s a exposicao a radiacdo UV e foram avaliados os seguintes
parametros: teor de 4gua, massa especifica, viscosidade cinematica e estabilidade
oxidativa. Os resultados para estas andlises serdo apresentados nos tdpicos

seguintes.

5.7.1 Teor de agua: analise por Karl Fischer

Como descrito no topico Material e Métodos, as amostras de combustiveis
denominadas MP-D5, MP-D6, MP-D7 e MP-D8 tiveram adi¢céo de agua na quantidade

de 2.500 ppm sobre o volume da amostra, enquanto as denominadas MP-D9, MP-
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D10, MP-D11 e MP-D12 tiveram adicdo de 10.000 ppm. Em relacdo as demais
amostras nao houve adicdo de agua.

Nesse sentido, considerando as caracteristicas fisicas do 6leo diesel, é sabido
que 0 mesmo € imiscivel com agua, isto €, ndo é possivel a formacdo de uma fase
Gnica. Quando se adiciona agua no combustivel, ela tende a se concentrar no fundo
dos tanques, em forma de lastro, no entanto, segundo Bento et al. (2016), ainda &
possivel encontrd-la no combustivel, dispersa como microgoticula e também
emulsionada na interface 6leo-agua.

Sendo assim, as andlises de teor de agua foram realizadas a fim de identificar
a quantidade do liquido presente no combustivel em forma de microgoticula, uma vez
que a aliquota de combustivel foi coletada na fase 6leo. Dessa forma, foram realizadas
andlises de todas as amostras anterior e posterior o contato com a radiacédo
ultravioleta, com o objetivo de verificar se a radiacao interfere neste parametro.

A tabela 12 aponta os resultados encontrados para as analises de Karl Fischer
pelo método ASTM D6304.

Tabela 12. Titulagdo de Karl Fischer para teor de 4gua das amostras de combustiveis utilizados
no reator ultravioleta anterior e posterior o contato com radiacdo ultravioleta
Teor de agua (ppm)

Amostras Anterior a exposi¢édo a Posterior a exposi¢éo a

radiacédo UV-C

radiacéo UV-C

MP-D1 300,58 + 21,74 a 271,68 + 125,61 a
MP-D2 313,12+7,75a 282,04 12,59 a
MP-D3 264,00 + 144,04 a 251,85 + 148,03 a
MP-D4 435,83 £ 65,55 a 302,60 + 17,66 a
MP-D5 309,29 + 44,88 a 210,18 + 89,59 a
MP-D6 779,29 +133,91 a 284,58 +57,77b
MP-D7 1359,13 £309,31 a 479,56 +41,35b
MP-D8 874,96 = 296,44 a 534,17 +50,52b
MP-D9 268,12 + 120,83 a 411,28 +15,52b
MP-D10 422,67 +11,86 a 264,07 +33,61a
MP-D11 822,04 + 188,16 a 633,42 + 234,11 a
MP-D12 743,22 + 264,60 a 765,18 + 158,40 a

Amostras seguidas da mesma letra na linha nao diferem a 5% de significancia no teste de Tukey.

Segundo a ANP (2013) o teor maximo de agua permitido para 6leo diesel

comercial S10 e S500 é de de 200 mg kg! e 500 mg kg ! respectivamente. As
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amostras MP-D1 e MP-D2 referem-se ao diesel S10 e S500 da forma em que sao
comercializados pelos postos de combustiveis. Nota-se que a amostra MP-D1
encontra-se fora das especificagcdes exigidas, enquanto que a amostra MP-D2 esta
dentro da legislagéo vigente.

As amostras com legenda com final impar sédo referentes ao 6leo diesel S10
e as com final par, S500, onde durante o preparo, com excec¢ao das amostras MP-D1
a MP-D4, as demais tiveram adi¢do de agua. No entanto, a andlise por Karl Fischer
identificou teores menores do que adicionado. Isso ocorreu devido ao fato de que a
aliquota retirada para as analises foi da fase 0leo, onde a agua se encontra na forma
de microgoticola. Bento et al. (2016) explicam que nessa fase, a 4gua se encontra em
menor quantidade devido as caracteristicas fisicas do 6leo diesel.

Embora parecga haver diferencga entre os teores de 4gua das amostras entre o
inicio e fim com o tratamento com radiacdo ultravioleta, a andlise estatistica realizada
apontou que apenas as amostras MP-D6, MP-D7, MP-D8 e MP-D9 se diferenciam
estatisticamente a 5% de significancia. Este resultado aponta que para as demais
amostras a radiacdo ultravioleta ndo alterou o teor de 4gua presente no combustivel.
Ainda que as citadas amostras se diferenciem estatisticamente, esta diferenca pode
ser explicada por Bento et al. (2016) que afirmam que na fase 6leo a agua é
encontrada na como microgoticola, sendo assim, € possivel que haja diferenca no teor
de agua durante as andlises. Para as amostras onde o teor de dgua foi inferior no final
do tratamento em relacao o inicio a possibilidade de ebulicdo da dgua é descartada,
uma vez que 0s ensaios ndo ultrapassaram a temperatura de 40°C. Assim sendo, é
possivel concluir que o tratamento utilizado ndo gera mudancas no combustivel em

relacdo ao teor de agua.

5.7.2 Massa especifica a 25°C

As andlises de massa especifica ocorreram com todas as amostras de
combustivel anterior e posterior ao ensaio com radiagdo ultravioleta. Os resultados

encontrados podem ser visualizados na tabela 13.
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Tabela 13. Massa especifica a 20°C das amostras de combustiveis utilizadas no reator
ultravioleta anterior e posterior a exposicao a radiacdo ultravioleta
Massa especifica (kg.m3)

Amostras Anterior a exposicao a Posterior a exposigdo a
radiacdo UV-C radiacdo UV-C
MP-D1 0,835+t0a 0,835:0a
MP-D2 0,855+t0a 0,853 +0a
MP-D3 0,839:0a 0,839:0a
MP-D4 0,854 +0a 0,854 +0a
MP-D5 0,835:0a 0,835:0a
MP-D6 0,852:0a 0,852+0a
MP-D7 0,838+t0a 0,838+0a
MP-D8 0,854 :0a 0,854 +:0a
MP-D9 0,834 :0a 0,835+0a
MP-D10 0,852:0a 0,852+0a
MP-D11 0,839+0a 0,839z+0a
MP-D12 0,853:0a 0,853z+0a

Amostras seguidas da mesma letra na linha ndo diferem a 5% de significancia no teste de Tukey.

A massa especifica € um dos parametros de qualidade do combustivel
regulamentados pela Resolucdo n°30 de 23 de junho de 2016 da ANP que compete
ao Oleo diesel S10 valores que variam de 817,8 a 865,3 kg.m e ao 6leo diesel S500,
817,8 a 875,5 kg.m=3. Valores abaixo da norma favorecem a perda de poténcia do
motor e maior consumo de combustivel, enquanto valores acima da norma podem
resultar no aumento da emisséo de poluentes (ALEME, 2011; LIMA, 2012).

As analises realizadas com as amostras de combustivel encontraram-se
dentro da normatizacdo e nao foi observado mudancas em relacdo ao inicio e final do
ensaio a 5% de significancia. Mesmos as amostras que continham agua adicionada
ndo demostraram aumento do parametro, justificado pela aliquota utilizada para
andlise ter sido retirada da fase 6leo.

Neves (2018) realizou a analise de massa especifica para amostras de 6leo
diesel S10 que passaram por tratamento com radiacao ultravioleta e verificou que a
radiacdo ndo promoveu mudancas neste parametro, assim como constatado por esse
trabalho. Dessa forma, é possivel afirmar que a exposicdo do combustivel a radiacédo

ultravioleta, em até 360 minutos, ndo promove alteracfes em sua massa especifica.

5.7.3 Viscosidade cinematica a 20°C

A caracterizacdo da viscosidade cinemética foi realizada para as amostras no
inicio e no final do ensaio com radiacéo ultravioleta (tabela 14). Lima (2012) aponta

gue combustiveis com viscosidade elevada pode acarretar maiores emissdes de
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material particulado, além de afetar a atomizacdo do combustivel.

Tabela 14. Viscosidade cinemética & 20°C das amostras de combustiveis utilizadas no reator
ultravioleta anterior e posterior a exposicdo a radiacdo ultravioleta
Viscosidade Cinematica (mm?2/s)

Amostras Anterior a exposicdo a Posterior a exposicao a
radiacdo UV-C radiacdo UV-C
MP-D1 2,96 +0,23a 2,93 +0,23a
MP-D2 4,13 +0.23a 4,13 +0,23 a
MP-D3 2,40 £ 0,00 a 3,20 £0,00b
MP-D4 4,80 + 0,00 a 3,81+020b
MP-D5 3,06 £0,23a 2,26 +0,23b
MP-D6 3,33+0,23a 3,12 +0,28a
MP-D7 4,53 +0,46a 2,66 +0,23b
MP-D8 3,73+0,23a 5,20+ 0,69 b
MP-D9 2,53+046a 2,40+040a
MP-D10 2,80 +0,40a 2,53+0,23a
MP-D11 3,60 £0,00a 2,66 £0,23b
MP-D12 5,52 t0,28a 4,66 +0,61b

Amostras seguidas da mesma letra na linha nao diferem a 5% de significancia no teste de Tukey.

Avaliar a viscosidade cinematica no combustivel antes e apds a exposicao a
radiacao ultravioleta € de extrema importancia, uma vez que permite verificar se o
tratamento aplicado promove alteracdes nesse importante parametro de qualidade. A
legislacdo (ANP, 2016) permite que para combustiveis S10 e S500 a viscosidade
cinematica seja de 1,9 a 4,1 e 2,0 a 5,0 mm?/s respectivamente.

Com excecdo das amostras MP-D7 e MP-D12 (anterior a radiagdo) e MP-D8
(posterior a radiacao), todas as demais encontraram-se dentro das normas exigidas
pela ANP. Para as amostras comerciais, MP-D1 e MP-D2, pode-se verificar que nao
houve alteragdo da viscosidade. Além disso, os resultados ndo apontaram uma
tendéncia de aumento ou diminuicdo da viscosidade ao longo dos ensaios, uma vez
gue em alguns casos a viscosidade foi menor no combustivel antes da radiacao e em
outros o contrario aconteceu. Estatisticamente, 7 das 12 amostras analisadas,
apresentam diferenca significativa (Tukey, 5% de significancia), contudo nao é
possivel afirmar que o tratamento é o responsavel por mudar a viscosidade, uma vez
que ndo foi encontrado um padrdo de aumento ou diminuigdo apos a incidéncia de
radiacdo UV no combustivel.

Neves (2018) realizou andlises de viscosidade para suas amostras de
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combustivel e verificou, também, que para amostras comerciais a radiacao ultravioleta
nao promoveu alteracdes nesse parametro. Porém, combustivel onde houve alteracéo
devido a adicdo de inOculo microbiano, a viscosidade variou. Entretanto, essas
alteracbes podem nao estar associadas ao efeito da radiagao ultravioleta, uma vez
que os combustiveis que ndo demonstraram uma estabilidade dos resultados

continham adicéo de agua, sendo esse um dos fatores que alteram tal parametro.

5.7.4 Estabilidade oxidativa

Um dos processos ao qual o combustivel esta sujeito € a degradacao oxidativa,
especialmente aqueles que possuem alto teor de biodiesel adicionado (MEIRA et al.,
2016). A norma atual para biodiesel prevé que esse biocombustivel de possuir no
minimo 20 horas de estabilidade a oxidagdo, no entanto a norma para comercializacdo
de Oleo diesel do tipo rodoviario ndo especifica um valor para esta propriedade. Ainda
assim, se faz um parametro importante de ser medido, ainda mais diante de um novo
tratamento, como esta sendo proposto.

Para esta medida foram selecionadas as amostras sem adicdo de agua do
diesel S10 e S500 comercial e B20, e as amostras dos citados combustiveis com
adicdo de 10000 ppm de agua. O resultado referente ao ponto de inducdo das

amostras pode ser observado na tabela 15.

Tabela 15. Estabilidade oxidativa (h) para amostras de diesel B11 e B20, tanto S10 quanto S500,
com adicdo de agua (10000 ppm) e sem adicdo, anterior e posterior a exposi¢cdo a radiacao
ultravioleta

Tempo de inducéo (h)

Amostras Anterior a exposicdo a Posterior a exposicao a
radiacdo UV-C radiacdo UV-C

MP-D1 28,38 a 2297b

MP-D2 24,73 a 27,85b

MP-D3 24,25 a 20,53 b

MP-D4 24,18 a 23,68 b

MP-D9 24,52 a 21,27b
MP-D10 26,53 a 2522 b
MP-D11 21,66 a 18,68 b
MP-D12 16,93 a 20,82 b

Amostras seguidas da mesma letra na linha nao diferem a 5% de significancia no teste de Tukey.
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Como pode ser visto na tabela acima, apenas as amostras MP-D12 (diesel B20,
S500, com adicdo de 10000 ppm de agua) resultou em estabilidade a oxidacao inferior
a 20 horas no inicio do tratamento, entretanto ao final da exposi¢cdo a radiacéo
ultravioleta 0 mesmo teve um aumento para 20,82 no tempo de indug&o. A amostra
MP-D2 também demonstrou aumento da estabilidade oxidativa em relacéo ao inicio
do tratamento, porém nenhuma das demais amostras se manteve com esse
comportamento.

De maneira geral, percebe-se a exposicdo a radiacdo ultravioleta no
combustivel promove alteracfes na estabilidade oxidativa do combustivel, uma vez
que 6, das 8 amostras analisadas, obtiveram este comportamento. Contudo, com
excecao da amostra MP-D11, ainda que menor ao final do tratamento, a estabilidade
oxidativa do combustivel se manteve acima de 20 horas, inclusive para aqueles que
havia adicdo de agua. Além disso, a andlise estatistica comprovou o efeito que a
radiacdo ultravioleta promove mudanca na estabilidade oxidativa para todas as
amostras, uma vez que houve diferenca significativa do tempo de inducdo entre o

inicio e fim do tratamento.
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6. CONCLUSOES

Inicialmente foi possivel constatar a partir da relacéo realizada com o método
de quantificacdo de microrganismos por peso seco e 0 método espectrométrico, que
a utilizacdo da espectrofotometria como forma de verificagdo de presenca de
microrganismos é efetiva. Os resultados encontrados para a amostra de combustivel
onde as técnicas foram empregadas geraram curva de crescimento e mortalidade de
microrganismos muito similares, o que leva a concluir a validade da utilizacdo da
absorbancia como um método para verificagdo da presenca microbiolégica.

A partir dos experimentos realizados foi possivel perceber durante a fase de
estocagem simulada dos combustiveis utilizados que o teor de agua foi o fator maior
influéncia no que se refere ao desenvolvimento de microrganismos. As amostras
estocadas com adicdo de agua ao longo de 10 dias apresentaram formacado de
biomassa microbiana, enquanto as demais néao.

A respeito da utilizacdo da radiacdo ultravioleta como método alternativo para
inativacdo e controle de contaminacdo microbiana, verificou-se que para 8 das 12
amostras utilizadas, o tratamento teve eficiéncia superior a 50%. Além disso, notou-
se quanto maior a presenca de microrganismos nas amostras, maior tende ser a
eficiéncia do tratamento em sob a inativacdo e controle microbiano. A presenca ou
nao de agua, bem como de teores baixos ou elevados de enxofre, ndo afetam a
eficiéncia do tratamento, entretanto influenciam no desenvolvimento microbioldgico
durante estocagem.

Os experimentos realizados apontaram que houve mudancas significativas nas
propriedades fisico-quimicas das amostras, mas que ainda assim o combustivel
encontrava-se com o valor exigido pela norma. Além disso, algumas das mudancas
encontradas para propriedades analisadas estdo relacionadas a composi¢do do
combustivel e ndo ao efeito do tratamento.

Por fim, pode-se afirmar que os objetivos propostos para este trabalho foram
cumpridos, e que a hipotese inicial de que maiores concentracdes de agua e menores
concentracdes de enxofre aceleram o crescimento microbioldégico ndo € verdadeira.
Isso, pois durante a estocagem simulada, foi verificado que amostras com maior
quantidade de enxofre e agua foram mais suscetiveis a contaminac¢éo do aquelas com
menor teor de enxofre. Com isso, conclui-se que a presenca de agua € o fator principal

para o crescimento de microrganismos em combustivel diesel, e que a utilizacédo da
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radiacdo ultravioleta pode ser vista como alternativa eficiente para o controle e

prevencao de microrganismos que degradam o combustivel.
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7. TRABALHOS FUTUROS

Identificar as bactérias presentes nas amostras de 6leo diesel utilizadas;
Identificar e isolar bactérias presentes no 6leo diesel em diferentes regides do
Parané;

Otimizar métodos de contagem de microrganismos presentes no 6leo diesel;
Otimizar o tratamento com radiagdo ultravioleta;

Realizar testes com lampadas UVC em diferentes comprimentos de onda;
Iniciar um Banco de Germoplasma com diferentes bactérias isoladas do Oleo
diesel de diferentes localidades a fim de verificar a variedade de
microrganismos do combustivel e estudar, isoladamente, o potencial de

degradacéo de cada uma delas.
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