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AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE TBHQ (Terc-butil-

hidroquinona) E DE BIO-ÓLEO PARA USO EM BIODIESEL DE SOJA (B100) E 

ÓLEO DIESEL B (B10)1 

Resumo 

Autor: Sabrina Anderson Beker 
Orientador: Fátima Menezes Bento 
 

O biodiesel devido a sua natureza predominantemente composta por ésteres 
de ácidos graxos apresenta alta suscetibilidade à oxidação e à contaminação 
microbiana durante a estocagem. Algumas medidas de controle como a 
utilização de aditivos alternativos ou comerciais podem minimizar a ocorrência 
destes problemas. O objetivo do trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana 
de dois antioxidantes comerciais: butil-hidroxi-tolueno (BHT) e terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e um bio-óleo experimental em meio de cultura. Em 
escala laboratorial, diferentes concentrações de TBHQ (0, 50, 100, 200, 300 e 
600 ppm) foram adicionadas ao  biodiesel de soja nas condições de como 
recebido, com e sem adição de inóculo (ASTM E1259-10) em meio mineral 
mínimo Bushnell-Haas a 30°C por 45 dias. Foram determinadas as 
concentrações inibitória e biocida mínimas do bio-óleo experimental adicionado 
à mistura B10 com três micro-organismos deteriogênicos (Paecilomyces 
variotii, Candida silvicola e Bacillus pumilus) e um inóculo não caracterizado 
conforme Norma ASTM E1259-10. Diferentes concentrações (0; 0,05; 0,1; 0,25; 
0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 e 10%) foram testadas por 10 dias sob 30°C.  A 
caracterização dos compostos responsáveis pela inibição microbiana deste 
ensaio foi realizada por Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente 
acoplada a Espectrometria de Massas por tempo de vôo. Após o final dos 
ensaios, verificou-se que em ambas as condições as comunidades bacterianas 
e fúngicas desenvolvidas apresentaram perfis genotípicos diferentes que não 
puderam ser relacionados com a concentração de TBHQ utilizada, assim como 
os valores de biomassa. A estabilidade oxidativa foi mantida dentro do período 
mínimo durante o ensaio. Os valores de viscosidade cinemática, índice de 
acidez e teor de água da fase oleosa aumentaram ao longo de 45 dias, 
caracterizando o biodiesel como fora da especificação. Não foi observada 
degradação dos ésteres avaliados presentes na fase oleosa nas condições de 
ensaio. O BHT não apresentou atividade antimicrobiana. O bio-óleo apresentou 
atividade antimicrobiana na faixa de 0,25% a 4% e a análise cromatográfica 
dos compostos que conferiram a característica antimicrobiana ao bio-óleo 
apresentou um perfil majoritário de compostos fenólicos seguido de cetonas. 

 

 

 

                                                           
1 Dissertação de Mestrado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente – Microbiologia Ambiental, 
Instituto de Ciências Básicas da Saúde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto 
Alegre, RS, Brasil (149 p.), setembro, 2014.  
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1. Introdução 

A crescente demanda energética mundial, aliada às questões sociais, 

políticas, econômicas, e, principalmente ambientais, tem levado à desafiante 

busca por fontes alternativas aos derivados do petróleo (Balat et al., 2008). Os 

biocombustíveis entraram neste cenário como uma opção viável para a 

redução gradual do uso dos combustíveis fósseis, principalmente no setor do 

transporte, onde até o momento, o óleo diesel é o mais utilizado e o mais 

importante do ponto de vista econômico (Subramaniam et al., 2013).   

A matéria-prima para a obtenção do combustível renovável ou 

biocombustível é a biomassa, a qual compreende todo material orgânico, não 

fóssil, seja de origem animal, vegetal ou de micro-organismos, suscetível de 

ser transformada em energia (Knothe et al., 2005). Entre os combustíveis 

alternativos propostos, o biodiesel tem recebido muita atenção para uso em 

motores diesel, uma vez que o mesmo encontra-se inserido na matriz 

energética nacional desde 2005 quando a Lei 11.097/2005 tornou obrigatória a 

adição de biodiesel a todo óleo diesel de petróleo no Brasil, sendo que no 

momento essa mistura corresponde a 6% (B6). 

Paralelamente a este cenário, um dos produtos da conversão térmica da 

biomassa, o bio-óleo, vem sendo igualmente explorado com o intuito de ser 

adicionado ao óleo diesel (Cataluña et al., 2013). Diversas vantagens são 

oferecidas pelos biocombustíveis na esfera ambiental, tais como ausência de 

compostos aromáticos e enxofre. No entanto, a suscetibilidade à contaminação 

microbiana e à oxidação durante o armazenamento representam as principais 

fragilidades sofridas pelos combustíveis alternativos. 
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 Com relação à contaminação microbiana, a mesma é favorecida e 

potencializada devido à presença de água no interior dos tanques de 

estocagem (Passmann, 2013). Como conseqüência do desenvolvimento 

microbiano no interior dos reservatórios, compostos com características ácidas 

são produzidos pelo metabolismo microbiano, possibilitando um aumento da 

corrosão e da instabilidade química do combustível, por exemplo. Portanto, o 

armazenamento é um dos pontos críticos da sustentabilidade da cadeia do 

biocombustível e deve ser monitorado e avaliado para garantia do produto. 

Medidas físicas como drenagem da água e limpeza dos tanques podem 

ser tomadas a fim de reduzir a possibilidade de desenvolvimento de 

sedimentos de origem biológica durante a estocagem. Além disso, pode-se 

fazer uso de agentes químicos com atividade antimicrobiana (biocidas) para 

prevenir a presença de micro-organismos.  

No entanto, no Brasil, o uso e a regulamentação para o uso de biocidas 

ainda está sob avaliação, pois existem aspectos relacionados ao uso e ao 

descarte no ambiente que precisam especial atenção e estudos. Desta forma, 

estudos com moléculas antimicrobianas (biocidas) que atendam a todas as 

exigências ambientais e econômicos na preservação dos diferentes tipos de 

combustíveis precisam ser conduzidos. Neste sentido, o objetivo principal do 

presente trabalho foi investigar a atividade antimicrobiana de produtos como o 

bio-óleo adicionado ao óleo diesel B (mistura B10) e dois diferentes aditivos 

antioxidantes sintéticos comerciais para biodiesel. Para a apresentação dos 

resultados obtidos a dissertação foi dividida em dois capítulos:  

O primeiro capítulo teve como objetivo geral investigar a influência de 

diferentes concentrações do antioxidante sintético terc-butil-hidroquinona 
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(TBHQ) sobre a população microbiana presente naturalmente no biodiesel de 

soja, na condição de como recebido e propositadamente contaminado. Os 

objetivos específicos deste estudo foram: determinar a concentração inibitória 

mínima e biocida (CIM/CBM) de TBHQ (Terc-butil-hidroquinona) e BHT (Butil-

hidroxi-tolueno) frente a micro-organismos isolados (Paecilomyces variotii; 

Pseudallescheria boydii; Candida silvicola e Bacillus pumillus) e a um consórcio 

microbiano não caracterizado conforme Norma ASTM E1259-10 durante 10 

dias; Acompanhar o desenvolvimento microbiano (biomassa) dos microcosmos 

sob os diferentes concentrações de TBHQ (0 ppm; 50 ppm; 100 ppm; 200 ppm; 

300 ppm e 600 ppm) tanto em biodesel como recebido quanto em biodiesel 

contaminado propositadamente através de medidas de peso seco por 42 dias; 

monitorar a variação do teor de água, viscosidade cinemática à 40°C, 

estabilidade à oxidação a 110°C e índice de acidez da fase oleosa ao longo de 

45 dias a fim de relacionar os resultados com as especificações estabelecidas 

pela Agência Nacional do Petróleo (ANP); estimar a biodegradação dos ésteres 

presentes na fase oleosa através da técnica de Cromatografia Gasosa com 

Detector de Ionização de Chama  conforme Norma Européia EN14103 e 

Identificar a diversidade microbiana presente nos microcosmos através da 

técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante após 45 dias de 

estocagem simulada.  

O segundo capítulo teve como objetivo geral avaliar a atividade 

antimicrobiana de diferentes concentrações de um bio-óleo experimental, sob a 

perspectiva de agente antimicrobiano, em mistura B10, sendo que os objetivos 

específicos foram: determinar  a concentração inibitória (CIM) e biocida (CBM) 

mínima de diferentes concentrações de bio-óleo: 0% (controle); 0,05%; 0,1%; 
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0,25%; 0,5%; 1%; 2%; 3%; 4%; 5%; 6%; 7%; 8%; 9% e 10%, em óleo diesel B 

(mistura B10), fazendo uso de quatro diferentes micro-organismos previamente 

isolados de tanques de combustíveis: Bacillus pumilus, Paecilomyces variotii, 

Candida silvicola e Inóculo não-caracterizado conforme norma ASTM E1059-10 

durante 10 dias; Realizar a extração dos compostos solúveis em água 

presentes no bio-óleo, com o intuito de investigar quais compostos migraram 

para a fase aquosa e conferiram a ação antimicrobiana fazendo uso da técnica 

de Extração em Fase Sólida (SPE) e, por fim, caracterizar qualitativamente 

através de Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente acoplada a 

Espectrometria de Massas por tempo de voo (GCGC/TOFMS) os extratos 

obtidos na Extração em Fase Sólida (SPE) do bio-óleo. 
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1 Biocombustíveis  

A crescente demanda energética mundial, aliada às questões 

ambientais, tem levado à desafiante busca por fontes alternativas aos 

derivados do petróleo. Sabe-se que a solução para estes desafios está no 

desenvolvimento e na maior utilização de fontes energéticas limpas e 

renováveis. Devido à isso, a sociedade científica vem conduzindo muitas 

pesquisas sobre combustíveis renováveis alternativos nas últimas décadas, 

principalmente no setor do transporte (Moura et al., 2010; Subramaniam et al., 

2013).  

Há mais de 100 anos, o inventor do motor a diesel, Rudolf Diesel, testou 

óleo de amendoim em seu motor. Na época, o engenheiro alemão disse que o 

uso de óleos vegetais como combustíveis podiam parecer insignificantes 

naquele momento, no entanto, ao longo do tempo, podiam tornar-se tão 

importantes quanto os produtos derivados de petróleo.  A busca por fontes de 

energia ilimitada sofreu um maior impulso na década de 70, devido 

principalmente à crise energética global; altos preços do petróleo; incertezas 

acerca da disponibilidade deste recurso limitado e às crescentes preocupações 

ambientais (Wang et al.,2000; Demirbas et al., 2009; Balat et al., 2010). 

A matéria prima para a obtenção do combustível renovável ou 

biocombustível é a biomassa, que segundo Omachi e colaboradores (2004), 

compreende todo material orgânico, não fóssil, que contém energia química em 

seu interior, como as vegetações aquáticas ou terrestres, árvores, biomassa 

virgem, lixo orgânico, resíduos de agricultura, esterco de animais entre outros 

restos industriais. Segundo Correio (2009), cita-se como exemplo de 
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combustíveis renováveis oriundos de biomassa: o bio-óleo, o etanol, o biogás e 

o biodiesel.  

No Brasil, segundo dados do Balanço Energético Nacional  (BEN), as 

fontes renováveis representam 79,3% da oferta interna de eletricidade no 

Brasil, que é a resultante da soma dos montantes referentes à produção 

nacional mais as importações, que são essencialmente de origem renovável 

(Figura 1), e dentro deste percentual a biomassa representa 7,6% 

demonstrando o satisfatório desenvolvimento do Brasil quanto à utilização de 

energias alternativas (BEN, 2014).  

 

 

Figura 1 Estrutura da oferta interna de Energia Elétrica por fonte no Brasil em 

2013. Fonte: Ministério de Minas e Energia, 2014. 

 

Segundo a Empresa de Pesquisa Energética (EPE, 2011) do MME 

(Ministério de Minas e Energia) nos próximos dez anos, a demanda total de 

energia do país poderá crescer mais de 60%. Até 2020, 65% do consumo total 

serão ligados aos setores industrial e de transportes. Para tanto, os 

investimentos totais previstos pelo governo brasileiro, na área de 

biocombustíveis somam R$ 97,2 bilhões até o final desta década.  
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A estabilidade ao armazenamento do biodiesel e suas misturas vem 

sendo avaliada em pesquisas com o intuito de investigar a qualidade final, 

avaliando-se entre outras a suscetibilidade à oxidação e à contaminação 

microbiana (Cavalcanti, 2009; Bücker et al., 2011; Passmann, 2013; Cazarolli 

et al., 2013, Zimmer et al., 2013; Fernandes et al., 2013). 

 

2.1.1 Bio-óleo  

Atualmente, existe uma tendência no aproveitamento da biomassa 

residual conseqüente da produção agrícola no Brasil. Não somente por razões 

econômicas, mas também por questões ambientais, o reúso destes resíduos 

ricos em materiais lignocelulósicos desempenha um importante papel na matriz 

energética, uma vez que através do processo de conversão térmica (pirólise) 

podem ser transformados em bio-óleo (Cataluña et al, 2013). 

O bio-óleo, também conhecido sob os nomes de óleo de pirólise ou 

líquido de pirólise, é geralmente um líquido orgânico de cor castanho escuro e 

cheiro de fumaça característico. Sua composição caracteriza-se por conter 

moléculas de diferentes tamanhos, derivadas das reações de despolimerização 

ou fragmentação dos três principais blocos de constituição da biomassa: 

celulose, hemicelulose e lignina (Ozçimen, 2010).  

A pirólise, por sua vez, é um processo que provoca a decomposição de 

um material sólido na ausência de oxigênio, utilizando energia térmica para 

originar os produtos sólidos (carvão e cinzas), líquidos (bio-óleo) e gasosos 

(voláteis). Nessa conversão, o óleo obtido na pirólise é constituído por espécies 

moleculares menores e apresenta em sua composição, normalmente, mais de 

quatrocentos compostos orgânicos diferentes que apresentam um amplo 
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espectro de funcionalidade química, e água (Xu et al., 2008). Dentre estes 

compostos orgânicos encontram-se hidroxialdeídos, hidroxicetonas, açúcares, 

furanos, ácidos carboxílicos e fenóis (Pollard et al., 2012). 

O bio-óleo, além de ser usado na produção de inúmeras substâncias na 

indústria química, destaca-se principalmente por ser um combustível líquido 

renovável, sendo esta a maior vantagem sobre derivados do petróleo. 

(Czernick et al., 2004). No entanto, a composição variável do bio-óleo provoca 

uma instabilidade química no produto além de uma alta  viscosidade, por isso, 

o óleo de pirólise requer algumas modificações para o uso como combustível, 

ou então, ele pode ser adicionado ao etanol e óleo diesel. Pesquisas científicas 

nesta direção vêm sendo realizadas com sucesso (Cataluña et al., 2013).   

Outra importante aplicação do bio-óleo que vem sendo investigada é 

com relação à sua atividade antimicrobiana (Mohan et al., 2008; Okutucu, 

2011; Dong et al., 2011; Kim et al., 2012; Lingbeck et al., 2014). Em revisão 

publicada recentemente, Lingebeck e colaboradores (2014) trouxeram diversos 

estudos que comprovam a eficiência antimicrobiana do bio-óleo frente a um 

grande espectro de bactérias patogênicas. Os autores atribuíram o efeito 

preservante do líquido de pirólise devido à presença de compostos 

antimicrobianos e antioxidantes como os aldeídos, ácidos carboxílicos e fenóis.   

 

2.1.2 Biodiesel 

Biodiesel é um nome comum dado ao combustível alternativo que pode 

ser produzido a partir de uma infinidade de matérias primas oleosas tais como 

óleos vegetais, gordura animal, óleos residuais urbanos ou industriais ou ainda, 

a partir de algas e micro-organismos (Knothe et al., 2005).  A escolha da 
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matéria-prima a ser utilizada na produção de biodiesel é tanto um processo de 

decisão química quanto de decisão econômica (Basha, 2009).  

Na Europa e nos Estados Unidos, as principais matérias primas são a 

canola e a soja, respectivamente (ANP, 2013). O Brasil dispõe de uma imensa 

variedade de espécies vegetais que podem ser empregadas na produção de 

biodiesel, como soja, milho, amendoim, algodão, babaçu, pinhão manso, 

mamona, palma, dendê, girassol etc. (Ferrari et al., 2005; Shahid & Jamal, 

2008). Apesar disto, o biodiesel brasileiro é obtido principalmente a partir da 

soja (73,4%), e da gordura bovina (19,6%) (ANP, 2013). Isto ocorre porque 

nem todas as matérias primas disponíveis apresentam uma composição de 

ácidos graxos adequada para gerar um biodiesel que atenda plenamente as 

especificações exigidas no Regulamento Técnico nº 4/2012, que integra a 

Resolução ANP Nº 14, de 11.5.2012 - DOU 18.5.2012.  

O biodiesel é quimicamente definido como uma mistura de mono alquil 

ésteres de ácidos graxos  derivados da transesterificação de óleos vegetais e 

gorduras animais (Knothe et al., 2010). Transesterificação é uma reação 

química na qual metanol ou etanol reage com óleos vegetais ou animais  na 

presença de um catalisador (ácido ou básico) para produzir ésteres de ácidos 

graxos e glicerol (figura 2) (Knothe et al., 2006; Subramanian et al., 2013).  

O Programa Nacional de Produção e Uso de Biodiesel foi criado em 

2004, e com a aprovação da Lei 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o governo 

brasileiro introduziu o biodiesel na matriz energética nacional. Todo o óleo 

diesel veicular comercializado ao consumidor final possui biodiesel. Desde 

maio de 2010 a mistura obrigatória passou a ser de 5% de biodiesel a o diesel 

de petróleo. Este percentual tende a aumentar nos próximos anos, podendo 
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chegar a 20% em 2018 para as áreas metropolitanas do país. Tramita no 

Congresso a Medida Provisória (MP) 647/14, que aumenta de 5% para 7% o 

percentual de adição obrigatória de biodiesel ao óleo diesel comercializado ao 

consumidor final. O aumento será feito em duas etapas. Em 1º de julho do 

corrente ano aumentou para 6%, conforme definido pela Lei 11.097/05. Em 1º 

de novembro passará para 7%. (congressonacional.leg.br, 2014). 

 

 

Figura 2 Reação de transesterificação para produção de biodiesel. R 

representa uma mistura de várias cadeias de ácidos graxos. O álcool 

empregado é geralmente o metanol (R’ = CH3). Fonte: Knothe et al., 2005. 

 

Essa mistura é denominada óleo diesel B e, assim como o combustível 

de origem fóssil, requer determinados cuidados para que a qualidade do 

produto se mantenha ao longo de toda a cadeia de abastecimento, da 

produção até o consumidor final (ANP, 2010). Portanto, o armazenamento é 

um dos pontos críticos da sustentabilidade da cadeia do biodiesel e deve ser 

monitorado e avaliado para garantia do produto. 

O principal critério para a qualidade do biodiesel é o atendimento a um 

padrão apropriado. Atualmente, o padrão de qualidade americano, elaborado 

pela American Society of Testing and Materials (ASTM), através da Norma 
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ASTM D6751, e o estabelecido na União Européia através da norma EN 14214 

do Comitê Europeu de Normalização (CEN) figuram como os mais conhecidos 

e são geralmente usados como referência ou base para outros padrões (Lobo 

et al., 2009). 

O biodiesel, por ser uma fonte renovável de energia, apresenta várias 

vantagens na sua utilização em relação ao diesel. Destacam-se: o alto número 

de cetano; alto ponto de fulgor; baixas emissões de material particulado e de 

monóxido de carbono e dióxido de carbono; alta biodegradabilidade, e também 

não possuem em sua composição enxofre e compostos aromáticos (Passman 

et al, 2005; Lapuerta et al., 2012). Pode ser usado misturado ao diesel em 

qualquer proporção, sem necessidade de qualquer alteração mecânica nos 

atuais motores Diesel (Demirbas, 2005; Knothe, 2008; Oliveira et al., 2013).  

Pode conter baixas concentrações de  compostos sulfurados  e é praticamente 

isento de compostos aromáticos, maior viscosidade, densidade e maior ponto 

de fulgor do que o óleo diesel. As emissões do biodiesel são também 

comparativamente menores que as do diesel, exceto pelas emissões de óxido 

de nitrogênio (NOx), mas os percentuais de redução variam de acordo com a 

quantidade de biodiesel adicionada ao diesel. 

A composição média de ésteres de ácidos graxos do biodiesel de soja 

pode variar, no entanto, majoritariamente, essa composição compreende C16:0 

(Palmítico), C18:0 (Esteárico), C18:1 (Oléico), C18:2 (Linoleico) e C18:3 

(Linolênico), sendo que há uma predominância de ésteres de ácidos graxos 

insaturados, como o ácido linoléico com um teor de, aproximadamente, >50% 

(Ferrari et al., 2005; Pullen & Saeed, 2014).  Os ácidos graxos insaturados são 

mais suscetíveis que os saturados àreações de oxidação, as quais são 
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aceleradas pela exposição ao oxigênio e altas temperaturas, condições estas 

que interferem na qualidade do produto. Portanto, é necessário determinar a 

composição de ésteres de ácidos graxos no biodiesel para poder estudar sua 

estabilidade (Ferrari et al., 2005). 

 Devido a esta composição, o biodiesel é facilmente reconhecido como 

uma fonte de carbono prontamente assimilável pelos micro-organismos, o que 

pode produzir sob determinadas condições, além da suscetibilidade à 

oxidação, uma maior suscetibilidade á  biodegradação (Gomes, 2008; Bücker 

et al., 2011; Passmann, 2013). A biodegradabilidade do biodiesel, embora 

freqüentemente reportada por ser uma vantagem (Lutz et al., 2006; Mariano et 

al., 2008; Bücker et al.,  2011; Passmann, 2013), pode tornar-se uma 

desvantagem do ponto de vista dos padrões de qualidade do biocombustível. 

A higroscopicidade intrínseca do biodiesel o torna mais rapidamente 

biodegradável do que combustíveis fósseis (Azam et al., 2005; He et al., 2007; 

Luque et al., 2008). E, de acordo com Sorensen e colaboradores  (2011), a 

introdução em larga-escala na infra-estrutura já existente de armazenamento 

de combustíveis pode resultar em um aumento significativo na atividade 

microbiana devido à pré contaminação nos tanques.  

Outro fator, não menos importante, que contribui para sua 

vulnerabilidade é a sua baixa estabilidade química (Passmann & Dobranick, 

2005, Ferrari et al., 2005; Pullen & Saeed, 2014, Fattah et al., 2014). Devido à 

presença de uma quantidade significativa de ácidos graxos com ligações 

duplas, a baixa estabilidade oxidativa representa uma preocupação pois 

diminui significativamente a qualidade do produto quando o mesmo é estocado 

durante um longo tempo (Jain et al., 2010).  
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Sendo assim, em função deste cenário nacional, o Programa Brasileiro 

de Biodiesel através da Rede Brasileira de Estudos sobre Armazenamento, 

Estabilidade e Problemas Associados (ARMAZBIODI) vem realizando estudos 

de vida de prateleira dos principais biodieseis e misturas. Esta rede tem como 

um de seus objetivos a identificação e eliminação de gargalos tecnológicos no 

armazenamento de biodiesel e suas misturas, no tocante a processos de 

origem química e biológica. Portanto, a realização de pesquisas com o intuito 

de investigar a qualidade e as fragilidades, entre elas: suscetibilidade à 

oxidação e à contaminação microbiana dos biocombustíveis tem sido 

fundamental para a garantia da qualidade final dos combustíveis (Cavalcanti, 

2009; Bücker et al., 2011; Dantas et al., 2011; Silva et al., 2012; Cazarolli et al., 

2013, Zimmer et al., 2013).  

 

2.1.2.1 Especificações do biodiesel  

O biodiesel de qualidade deve ser produzido seguindo especificações 

industriais restritas, conforme norma ASTM D6751 de nível internacional 

(BiodieselBr, 2007). A lei que regulamenta o biodiesel no Brasil é a Lei nº 

11.097 , de janeiro de 2005. Nesta lei estão especificadas todas as regras para 

a produção e comercialização do biodiesel (Brasil, 2005). 

No Brasil, as especificações do biodiesel puro (B100) são estabelecidas 

pela Agência Nacional do Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP). A 

Tabela 1 relaciona as especificações para o índice de acidez, estabilidade à 

oxidação, viscosidade cinemática e teor de água incluindo os limites e métodos 

para o B100, estabelecidas no Brasil, Estados Unidos e Europa (Hoekman et 

al., 2012; Brasil, 2012). 
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Tabela 1 Especificações para o biodiesel (B100) no Brasil, Estados Unidos e 

Europa. 

 Brasil Estados Unidos Europa 

 Limites Método Limites Método Limites Método 

VC¹ à 40°C 
(mm²/s) 

3,0 a 6,0 NBR 10441 
ASTM D445 
EN 3104 

1,9 a 6,0 ASTM D445 3,5 a 5,0 EN 3104 
EN 3105 

IA², máx. 
(mg KOH/g) 

0,50 NBR 14448 
ASTM D664 
EN14104 

0,50 ASTM D664 0,50 EN14104 

EO³ (h) 
 
TA4 (mg/kg)  

6,0 
 
200 

EN 14112 
 
ASTM D6304 

3,0 
 
500 

EN14112 
 
ASTM D6751 

6,0 
 
500 

EN 14112 
 
EN 14214 

VC¹ - Viscosidade Cinemática  IA² - Índice de Acidez  EO³ - Estabilidade à Oxidação  TA4 – Teor de Água  

 

Os problemas no armazenamento podem ser causados pelas condições 

de estocagem como exposição ao ar e/ou à luz, temperatura, assim como a 

presença de metais com efeitos catalíticos na oxidação. Esta instabilidade do 

combustível pode aumentar a formação de sedimentos e goma e ainda, o 

escurecimento do biodiesel (Jain et al., 2010).  

O uso de um biocombustível degradado em motor causa problemas 

operacionais como entupimento de filtros e bicos injetores, formação de 

depósito na câmara de combustão e em vários componentes do sistema, desse 

modo, afetando de maneira ruim o desempenho do motor (Gerpen et al., 1997; 

Kawasaki & Yamane, 2007). Por esta razão, alguns parâmetros físico-químicos 

devem ser monitorados, exercendo o papel de indicadores de que os 

processos de degradação abiótica estão ocorrendo no sistema.  

 

2.1.2.1.1 Índice de Acidez 

O monitoramento da acidez no biodiesel é de grande importância 

durante a estocagem, uma vez que é utilizado para estimar o nível de ácidos 
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graxos livres ou produtos de degradação que podem estar presentes no 

biodiesel e, freqüentemente, o excesso de ácidos é associado a problemas de 

corrosão nos motores e degradação durante sua estocagem. A alteração dos 

valores neste período pode significar a presença de água (Lôbo et al., 2009). 

Quanto maior o índice de acidez, maior a formação de produtos ácidos pela 

oxidação (Dos Santos et al., 2011). 

 

2.1.2.1.2 Estabilidade à Oxidação a 110°C 

A estabilidade oxidativa do biodiesel está diretamente relacionada com o 

grau de insaturação dos alquilésteres presentes (Lôbo et al., 2009) como 

também, com a posição das duplas ligações na cadeia carbônica (Barreto et 

al., 2012).  A concentração de alquilésteres com alto grau de insaturação varia 

de acordo com a matéria prima utilizada na produção do biodiesel. Quanto 

maior o número de insaturações, mais suscetível está a molécula à degradação 

tanto térmica quanto oxidativa, formando produtos insolúveis que ocasionam 

problemas de formação de depósitos e entupimento do sistema de injeção de 

combustível do motor.  

A alta temperatura e a exposição ao ar são fatores importantes que 

afetam a estabilidade do biodiesel, contudo, esta é significativamente afetada 

quando estes dois fatores estão presentes ao mesmo tempo (Dorado et al., 

2013).  A baixa estabilidade frente à oxidação restringe o uso de biodiesel 

(Lobo et al, 2009; Almeida et al, 2011). Entretanto, é possível aumentar essa 

estabilidade com a adição de antioxidantes fenólicos sintéticos, comumente 

utilizados em alimentos (Takemoto et al., 2009; Tormin et al., 2011). 
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2.1.2.1.3 Viscosidade Cinemática a 40°C 

A viscosidade do biodiesel aumenta com o comprimento da cadeia 

carbônica e com o grau de saturação (Borsato et al., 2012) e tem influência no 

processo de queima na câmara de combustão do motor. Alta viscosidade 

ocasiona heterogeneidade na combustão do biodiesel ocasionando a 

deposição de resíduos nas partes internas do motor. 

Apesar de alguns tipos de motores e sistemas de injeção poderem 

utilizar óleos vegetais não transesterificados, a maior parte dos motores hoje 

disponíveis exige a utilização de combustíveis com viscosidade inferior às dos 

óleos vegetais (Knothe et al, 2006). 

 

2.1.2.1.4 Teor de água 

A água, além de promover a hidrólise do biodiesel resultando em ácidos 

graxos livres, também está associada à proliferação de micro-organismos, 

corrosão em tanques de estocagem com deposição de sedimentos. Como o 

biodiesel apresenta certo grau de hidroscopicidade, o teor de água deverá ser 

monitorado durante o armazenamento (Lôbo et al., 2009). 

 

2.2 Micro-organismos deteriogênicos de combustíveis e 

biocombustíveis 

A  biodeterioração de combustíveis vem sendo reportada desde o século 

passado. Em 1895, foi documentado o crescimento do fungo Botrytis 

cinerea em parafina por Miyoshi (Gaylarde et al 1999; Miyoshi 1895, apud 

Bento 2001).  
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Com relação às formas de acesso da população microbiana ao 

combustível no local de armazenagem, Yemashova e colaboradores (2007) 

sugerem que essa contaminação possa ocorrer através do sistema de 

ventilação ou de bombeamento dos sistemas de combustíveis, uma vez que 

são micro-organismos encontrados tanto no ar, como no solo e na água. A 

presença de oxigênio em tanques de armazenamento é comum, pois sua 

entrada no sistema ocorre durante a reposição do combustível, pela própria 

ventilação dos tanques, o que favorece a proliferação de muitas espécies de 

micro-organismos aeróbios (bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes).  

Entre as bactérias aeróbias que já foram isoladas de tanques de 

armazenamento, podem-se citar os gêneros Pseudomonas, Bacillus, 

Acinetobacter, Rhodococcus, Alacaligenes, Aerobacter, Aeromonas, Klebsiella, 

Staphylococcus etc (Gaylarde et al., 1999; Bento & Gaylarde, 2001; Passmann, 

2003; Vieira et al., 2006; Chao et al 2010). O crescimento de bactérias 

anaeróbias, como as bactérias redutoras de sulfato (BRS) e bactérias 

denitrificantes (BDN), também foi detectado em tanques de estocagem 

(Gaylarde et al., 1999).  

Fungos filamentosos e leveduriformes dos gêneros Candida, 

Rhodotorula, Aspergillus, Paecilomyces, Fusarium, Hormoconis, Penicillium, 

Alternaria – entre outros- já foram isolados de tanques de armazenamento 

(Bento & Gaylarde, 2001; Passmann, 2003; Miranda et al., 2007; Yemashova et 

al., 2007; Restrepo-Rodríguez et al 2010). Bücker e colaboradores (2011) 

reportaram que Aspergillus fumigatus, Paecilomyces sp, Rhodotorula sp e 

Candida silvicola – todos previamente isolados de tanque de estocagem – 
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foram capazes de crescer as expensas de diesel, biodiesel e misturas B5, B10, 

B20.  

White e colaboradores (2011) identificaram através de métodos de 

cultivo microbiano tradicionais, a predominância de bactérias do gênero 

Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus em diesel contaminado, enquanto que 

utilizando técnicas independentes de cultivo (piroseqüenciamento do gene 16 

rRNA) indicaram que os gêneros Marinobacter, Achromobacter, Burkholderia e 

Halomonas foram os mais comuns encontrados. Bücker e colaboradores 

(2014) identificaram a presença de Pseudomonas, Comamonas, Burkholderia, 

Dysgonomonas, Hylemonella, Klebsiella e Tolumonas em biodiesel  através de 

seqüenciamento por IlluminaHiSeq do gene 16S rRNA (método independente 

de cultivo). Archea (Euryarchaeota e Crenarchaeota) também foram detectadas 

pela autora e colaboradores confirmando as informações recentemente 

publicadas na revisão sobre contaminação microbiana de combustíveis por 

Passmann (2013).  

 

2.2.1 Estudos sobre diversidade microbiana em combustível 

Segundo Passman (2013), a população microbiana dos sistemas de 

combustíveis é taxonomicamente diversa e inclui bactérias, fungos e arquéias. 

Os estudos da composição das comunidades microbianas tem contribuído para 

o conhecimento da susceptibilidade de combustíveis e biocombustíveis à 

deterioração  e degradação microbiológica.  

A indústria de combustíveis ainda se baseia em técnicas tradicionais e 

dependentes de cultivo e de identificação fenotípica microbianas (Norma ASTM 

D6974-09). A eficácia destas metodologias baseadas no cultivo de micro-
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organismos, ou seja, que possuem a capacidade de crescer em meios de 

cultura, apresenta uma limitação no momento em que subestima a diversidade 

microbiana e possível identificação incorreta das espécies constituintes do 

combustível (White et al., 2011). 

Atualmente, estão sendo explorados novos métodos moleculares para 

acessar as populações microbianas que não são cultiváveis. Estas técnicas, 

chamadas também de técnicas independentes de cultivo, são geralmente 

baseadas em seqüenciamento de última geração e permitem a identificação de 

espécie a partir da análise de DNA da amostra, seja ela de um micro-

organismo isolado ou de uma determinada comunidade composta de vários 

micro-organismos. A partir da extração direta do DNA total da amostra 

identifica-se a diversidade e abundância de comunidades microbianas. Entre 

estes métodos moleculares, o DGGE - desnaturing gradient gel electrophoresis 

vem sendo bastante utilizado (Lee et al., 2010; White et al., 2011; Sorensen et 

al., 2011; Colla et al., 2014; Meyer et al., 2014; Bücker et al., 2014), o qual 

constitui uma técnica rápida e de baixo custo em relação ao seqüenciamento 

de alto rendimento, e permite a visualização do perfil da comunidade de 

diferentes amostras (Muyzer et al., 1993).  

O DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante) tem como 

princípio diferentes padrões de migração de gene amplificado por PCR 

baseados na variação da composição de bases dentro do gene amplificado 

(Muyser et al., 1993). O produto amplificado tem o mesmo tamanho, ou seja, 

mesmo número de pares de bases (pb). Os oligonucleotídeos iniciadores, 

delineados para DGGE, amplificam regiões entre 200 e 500pb. Os 

procedimentos para a realização do DGGE envolvem a extração do DNA 
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genômico, amplificação, por PCR, do gene de interesse, e eletroforese do 

produto amplificado em um gel de poliacrilamida contendo um gradiente linear 

(uréia e formamida) que promove a desnaturação do DNA. À extremidade 5’ do 

forward primer é acoplado a um grampo de cerca de 30 a 50 bases G-C. A 

migração do produto amplificado, por eletroforese, do gradiente de menor grau 

de desnaturação para o gradiente de maior grau de desnaturação, causa a 

desnaturação do DNA em fitas simples. Assim, a completa desnaturação da 

dupla fita cessaria a migração. Mas, a presença do grampo G-C, incorporado a 

uma das extremidades, impede a completa desnaturação do produto 

amplificado. A mobilidade eletroforética do produto amplificado depende da 

relativa proporção de G-C e A-T. Cada banda presente no gel corresponde a 

uma única espécie de micro-organismo.  

 

2.3  Condições e suscetibilidade ao desenvolvimento microbiano 

em biocombustíveis 

A presença de água é  a condição fundamental  para que o crescimento 

microbiano ocorra em qualquer ambiente. Durante o armazenamento de 

combustíveis um dos principais fatores desencadeadores do desenvolvimento 

microbiano  é a presença de água. Por esta razão, a remoção da água é uma 

medida de preservação dos combustíveis. A água nos sistemas de 

armazenamento (tanques e tubulações) pode ser encontrada em diferentes 

formas: livre, dissolvida e emulsificada.  

O processo de remoção da água dos sistemas de estocagem durante as 

operações diárias é bastante difícil, especialmente quando o biodiesel é 

adicionado à mistura. A razão para isso é que o biodiesel, por natureza, é mais 
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higroscópico que os combustíveis de origem fóssil (He et al., 2007) podendo 

conter até aproximadamente 1500 ppm (0,15%) de água em solução, enquanto o 

diesel comum somente até 100 ppm (0,05%) (Gerpen et al., 1997). 

Além da capacidade do biodiesel absorver umidade, a água presente em 

um tanque de estocagem pode estar relacionada ao transporte do combustível. 

É muito comum observar a penetração de água no sistema durante operações 

de carga e descarga, bem como através de sistema de ventilação imprópria. 

Vedação deficiente e mudanças de temperatura dentro do sistema são também 

fonte de condensação das gotículas de água do ar (Sorensen 2011; CNT, 

2012). Estabelecida a presença de água no tanque, o biodiesel pode sofrer 

tanto a degradação química (reações de hidrólise), como a biológica, favorecendo 

dessa forma o crescimento de micro-organismos na interface óleo-água. Após 

iniciado o crescimento microbiano, o metabolismo celular também libera água. 

A temperatura é um dos fatores mais importantes que afetam a 

degradação de muitas substâncias como alimentos e óleos que contem 

compostos orgânicos. Leung e colaboradores (2006) realizaram um estudo 

investigando a degradação de biodiesel sob diferentes condições e obtiveram 

resultados que indicaram que altas temperaturas, concomitantemente à 

exposição ao ar, têm um importante papel na degradação do biodiesel, 

provavelmente devido à alta taxa de oxidação do biodiesel a altas 

temperaturas.   

Dentro do tanque de estocagem de combustível, também pode-se 

encontrar condições que propiciam o crescimento microbiano, como os valores 

de pH da água na faixa de 4,0 a 9,0. A atividade metabólica de alguns micro-

organismos podem contribuir na redução do pH da água livre, pela produção de 
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ácidos orgânicos (Bücker et al., 2011, Hill & Hill, 2008; Aktas et al., 2010; 

Passmann, 2013).  

O estabelecimento de grupos microbianos aeróbios e anaeróbios 

(bactérias redutoras de sulfato, por exemplo) ocorre em função da difusão do 

oxigênio dentro do tanque, que pode variar em cada sistema. Muitos 

micronutrientes (compostos inorgânicos e orgânicos) podem ser 

disponibilizados aos micro-organismos pela entrada de ar, poeira, aditivos e 

principalmente pelo combustível que pode carrear outros contaminantes.  

Sendo assim, diversos são os fatores que contribuem para o 

desenvolvimento microbiano e conseqüente formação de biomassa dentro de um 

sistema, oferecendo condições favoráveis à biodegradação do combustível. Por 

outro lado, o biodiesel dependendo de sua origem (vegetal ou gordura animal), 

por apresentar características distintas em termos de composição química, pode 

nuclear a geração de sedimentos de natureza química diversa (gomas, 

monoglicerídeos, esterol-glicosídeos, compostos inorgânicos, ácidos orgânicos e 

inorgânicos) (Jain et al., 2010).  

As mudanças na natureza do combustível, como a tendência mundial da 

redução do teor de enxofre, presença de biodiesel e principalmente as 

condições durante o armazenamento poderão determinar uma maior ou menor 

formação de sedimentos seja de origem química e/ou biológica. O Brasil é um 

país com grande diversidade climática formado de regiões com diferentes 

temperaturas médias em diferentes estações do ano, além de diferentes 

valores de umidade relativa. Dependendo da região, os cuidados com o 

acúmulo de água no interior dos tanques de armazenagem de combustíveis 

devem ser redobrados. Nas regiões quentes e úmidas, por exemplo, é mais 



23 

 

provável que ocorra a formação de água no fundo dos tanques devido à 

condensação do ar interno. Essa água livre favorece a corrosão de materiais e 

o desenvolvimento microbiano (Gaylarde et al., 1999; Chesneau, 2000; 

Cavalcanti, 2009). 

Além disso, devido às diferentes regiões do país basearem-se em 

diferentes tipos de economia, as matérias-primas utilizadas para produção de 

biodiesel podem variar de acordo com o local. O Brasil dispõe de uma imensa 

variedade de espécies vegetais que podem ser empregadas na produção de 

biodiesel (Ferrari et al.,2005; Shahid & Jamal, 2008; Apolonário et al., 2012) e 

suas diferentes composições químicas podem afetar o modo como se dá a sua 

biodegradação.   

Como conseqüências do crescimento microbiano em tanques de 

armazenamento, são detectados vários problemas que podem ser percebidos 

principalmente pelo armazenador e pelo consumidor final. Os principais 

problemas e conseqüências são: bloqueios de tubulações, válvulas e filtros; 

aumento do conteúdo de água; formação de lodo; produção de surfactante 

causando emulsificação do óleo; corrosão dos tanques de estocagem; 

produção de sólidos suspensos no combustível; degradação de 

hidrocarbonetos entre outros (Gaylarde et al., 1999). 

 

2.4  Biodeterioração do biodiesel 

Segundo Passmann (2013), a diferença entre biodeterioração e 

biorremediação (tipicamente reportada como biodegradação) é tipicamente 

comercial. Ambos são conseqüências da atividade microbiana. Quando a 

degradação do combustível é desejada (por exemplo, após um derramamento 
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ou vazamento de um tanque), o termo de operação utilizado é biorremediação. 

Quando o combustível perde valor comercial, então o fenômeno é identificado 

como biodeterioração. No entanto, de uma perspectiva ecológica microbiana, 

quase não há diferença entre biorremediação e biodeterioração.  

Com relação à degradação, o biodiesel é o composto mais facilmente 

degradado em relação aos derivados de petróleo, que normalmente possuem 

em sua composição compostos recalcitrantes. A constituição do biodiesel é 

baseada em cadeias de hidrocarbonetos na forma de éster com dois átomos de 

oxigênio ligados a outros dois radicais orgânicos que o torna biologicamente 

ativo, ou seja, essas moléculas são facilmente reconhecidas e degradadas 

pelos micro-organismos (Lapuerta et al., 2009) . 

Para que a deterioração dos combustíveis por micro-organismos ocorra, 

são necessárias algumas condições. A presença de uma comunidade 

microbiana com a capacidade de utilizar (tornar disponível e degradar) esse 

combustível como fonte de carbono é essencial, sendo que estas 

competências são traduzidas pela produção de biossurfactantes e enzimas. A 

disponibilidade do combustível ao ataque microbiano é uma das primeiras 

condições e pode ser garantida pela produção de biossurfactantes (Bento et 

al., 2008).  

Os biossurfactantes são um grupo de metabólitos geralmente 

secundários com propriedades de reduzir a tensão superficial e interfacial e são 

sintetizados por uma ampla variedade de micro-organismos.  Esses 

metabólitos são moléculas anfifílicas complexas em que as porções  hidrofílicas  

e  hidrofóbicas  dependem  da fonte de carbono e da espécie microbiana 

(Benincasa et al., 2004). A parte hidrofílica faz com que os surfactantes se 
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solubilizem em água, enquanto a parte hidrofóbica faz com que eles se 

concentrem na interface. Com a redução da tensão superficial, os 

biossurfactantes aumentam as áreas de superfície dos compostos insolúveis 

levando a um aumento da mobilidade e biodisponibilidade dos compostos 

apolares do combustível, ou seja, os biossurfactantes aumentam a 

biodegradação dos combustíveis (Perfumo et al., 2010).   

Por sua vez, as enzimas presentes nos micro-organismos deteriogênicos 

também desempenham um papel significativo na biodegradação do biodiesel. 

Essas enzimas atuam primeiramente no catabolismo dos ésteres realizando a 

hidrólise do metil ou etil éster. Esta reação é catalisada por uma esterase (ou 

lipase) que resulta em um ácido graxo e um álcool. Após esta reação, os 

ácidos graxos são incorporados às células microbianas por processos de β-

oxidação (Amouric et al., 2010). 

As esterases são enzimas que agem em ésteres solúveis ou hidrolisam 

outros lipídeos em água e as lipases são enzimas hidrolíticas que atuam na 

interface óleo/água catalisando as reações de hidrólise de triacilglicerídios, 

resultando na formação de mono e diacilglicerídios, ácidos graxos e glicerol, 

além disso, as lipases propiciam a quebra de emulsões de ésteres, glicerinas e 

ácidos graxos de cadeia longa. Ambas lipases e esterases são capazes de 

catalisar a hidrólise de ésteres, embora apenas as lipases atuem sobre ésteres 

insolúveis em água, como os triacilglicerídeos. Deve-se enfatizar, entretanto, 

que a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de esterases, enquanto 

o inverso não é verdadeiro (Jaeger et al., 1999). 

Com o aumento do teor do biodiesel ao diesel em território nacional, 

tornam-se imprescindíveis investigações acerca da suscetibilidade dessa 
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mistura à contaminação microbiana.  Apesar de diversos estudos reportarem a 

biodegradação do biodiesel, ainda são necessárias pesquisas que envolvam o 

efeito da biodegradação nas propriedades e mecanismos relacionados aos 

combustíveis (Jakeria et al., 2014). 

 

2.4.1 Aplicação de cromatografia gasosa no estudo de biodiesel 

Diversas técnicas têm sido empregadas na determinação do teor de 

ésteres em biodiesel, tanto no sentido de estimar a pureza do produto final 

quanto para acompanhamento da reação de transesterificação (Marques et al., 

2010). Cromatografia gasosa com detector por ionização em chama (CG/DIC), 

cromatografia gasosa com detector seletivo de massas (CG/DSM), 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), cromatografia líquida com 

detector seletivo de massas (CL/DSM), ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio e carbono (RMN-1H e 13C) e infravermelho próximo (IV) são alguns 

exemplos (Knothe et al., 2005).  

A norma europeia EN14103 indica o emprego da cromatografia gasosa 

com detector por ionização em chama (CG/DIC) com padronização interna e 

quantificação com calibração por um ponto. Heptadecanoato de metila é o 

padrão interno. O método quantifica ésteres graxos metílicos com cadeias de 

14 a 24 carbonos, saturados ou insaturados. 

 

2.5 Uso de antioxidantes em biodiesel 

Apesar das inúmeras vantagens, o biodiesel é mais suscetível à auto-

oxidação do que combustíveis fósseis (Kivevele et al., 2011; Dantas et al., 

2011). A exposição ao calor, a luz, a umidade, ao oxigênio e aos 
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contaminantes metálicos podem acelerar o processo de oxidação o qual pode 

ter um papel importante na formação de compostos indesejáveis (Araujo et al., 

2009; Kivevele et al., 2011).  

A estabilidade do biodiesel na presença de aditivos tem sido estudada 

por diversos pesquisadores (Knothe 2007; McCormick et al., 2007; Xim et al., 

2009). Normalmente, esses antioxidantes são compostos sintéticos que 

interrompem a reação em cadeia de radicais livres. 

Por exemplo, um antioxidante (AH – antioxidante com um átomo de 

hidrogênio) intercepta o radical peróxido (RCOO*) para preveni-lo de criar outro 

radical pelo mecanismo de auto-oxidação. O mecanismo relacionado é 

mostrado abaixo (Pullen et al., 2012): 

 

Estágio de interceptação do radical: R – COO’ + AH ↔  R – COOH + A’ 

Estágio de término do radical: A’ + A’ ↔  A – A ou materiais sem radical  

 

Para aumentar a estabilidade á oxidação na estocagem de ésteres 

metílicos de ácido graxo de diferentes óleos, é comum o tratamento destes 

ésteres empregando-se diferentes tipos de antioxidantes sintéticos ou naturais, 

tais como, butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-buti-

hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG) (Du Plessis et al, 1985; Leung et 

al, 2005; Bondioli et al, 1995; Dunn, 2002) (Figura 3).  Eles são caracterizados 

pela presença de grupos fenólicos, com hidrogênio dissociável, capazes de 

formar radicais livres estáveis. Desta forma, a oxidação do óleo (biodiesel) não 

se propaga.  
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Figura 3 Estruturas fenólicas de antioxidantes sintéticos (a) BHA, (b), BHT, (c), 

PG e (d) TBHQ (Ramalho & Jorge, 2006). 

 

A atividade dos antioxidantes fenólicos depende do número de grupos 

hidroxil/fenólicos anexados às suas posições orto e para no anel aromático. 

Geralmente, o grupo hidroxil ativo pode prover prótons que inibem a formação 

de radicais livres ou interrompem a propagação de radicais livres, o que pode 

retardar a taxa de oxidação do biodiesel (Karavalakis & Pereira, 2010). 

Baseado na revisão de literatura, é evidente que diferentes antioxidantes 

têm diferentes influências na estabilização oxidativa de diferentes biodieseis, 

oriundos de diferentes substratos. A eficiência relativa de diferentes 

antioxidantes está relacionada na tabela 3. 

 
Tabela 2 Efetividade relativa  de antioxidantes para diferentes biodieseis (Adaptado de Jakeria 

et al, 2014). 

Tipos de biodiesel Efetividade relativa de 
antioxidantes 

Soja TBHQ 
Jatropha TBHQ>BHT>TBPOBPA>a-T 

Palma TBHQ>BHT>BHA>a-tocopherol 
Óleo residual de fritura PG>BHA>BHT>TBHQ>vitamina E 

Óleo de mamona BHA>PG>>DBPC>TBHQ 
Girassol Ácido caléfico>Ácido clorogênico 

Óleo de côco Ácido caléfico 
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2.5.1 Terc-butil-hidroquinona (TBHQ) 

O terc-butil-hidroquinona (TBHQ) é um pó cristalino branco e brilhoso, 

moderadamente solúvel em óleos e gorduras e não se complexa com íons de 

cobre e ferro, como o galato. É considerado, em geral, o antioxidante difenólico 

mais eficaz em óleos vegetais do que o BHA ou BHT; em relação à gordura 

animal, é tão efetivo quanto o BHA e mais efetivo que o BHT ou o PG. (Food 

ingredients Brasil, 2009).  

O biodiesel contendo TBHQ pode apresentar um tempo de estocagem, a 

25 ºC, três vezes maior que o tempo verificado para o B100 sem antioxidante 

(Borsato et al., 2012). O mecanismo de ação do antioxidante é proposto como 

resultante do deslocamento de elétrons não-pareados do anel fenólico do 

aditivo, formando assim, um híbrido estabilizado pela ressonância interna do 

anel (Figura 4) (Freire, 2012). 

Além da já reconhecida atividade antioxidante do TBHQ, este composto 

também é conhecido devido às suas propriedades antimicrobianas (Davidson 

et al., 1983; Oliveira et al., 2007). A capacidade do TBHQ em inibir o 

desenvolvimento de micro-organismos no meio em que está inserido, pode ser 

explicada devido à presença de compostos fenólicos na sua constituição 

química, e de um modo geral, a atividade antimicrobiana destes compostos já 

está comprovada em alimentos (Rauha et al., 2000; Puupponen-Pimia¨ et al., 

2001; Zhu et al., 2004; Proestos et al., 2005; Pereira et al., 2006; Oliveira et al 

2007). Entretanto, pouco ainda é reportado à respeito do potencial de uso de 

antioxidantes contendo estruturas fenólicas, como o caso do TBHQ, como 

agentes antimicrobianos. Tampouco sabe-se sobre o comportamento deste 
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antioxidante frente ao controle da contaminação microbiana em biodiesel. 

Diante deste contexto, o estudo sobre o caráter antimicrobiano de TBHQ 

adicionado ao biodiesel, faz-se necessário. 

 

 

Figura 4 Esquema do mecanismo de ação dos antioxidantes no processo 

oxidativo do biodiesel (Freire, 2012). 

 

2.5  Medidas para prevenção, diagnóstico e tratamento da 

contaminação microbiana em combustíveis e biocombustíveis 

Para evitar o desenvolvimento de populações microbianas 

deteriogênicas no combustível durante o armazenamento são indicados 

procedimentos físicos e químicos que são fundamentais para a qualidade final 

do produto. O diagnóstico de um tanque (aéreo ou subterrâneo) com 
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contaminação microbiana é dado a partir da inspeção e constatação da 

presença  de fase livre de água no fundo do tanque. Os tanques contaminados 

normalmente apresentam três fases distintas, a fase aquosa, oleosa e a 

biomassa presente na interface óleo-água, que devem ser monitoradas 

separadamente (Figura 5).  

O biodiesel apresenta uma maior tendência em absover umidade do que 

o diesel devido, principalmente, ao conteúdo de O2 em sua molécula e à 

estrutura química polar de seus grupos carboxílicos. A  água nos tanques de 

armazenamento de biodiesel pode ser encontrada sob três formas distintas: 

emulsionada, dissolvida e livre. Na Figura 5 estão apresentadas as formas em 

que a água pode ser encontrada durante a estocagem de misturas de diesel e 

biodiesel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O conhecimento sobre a suscetibilidade à contaminação microbiana em 

óleo diesel estocado já é de domínio público. Reconhecidas Instituições ligadas 

ao mercado de combustível, tais como a International Air Transport Association 

Figura 5 Diferentes formas que a água pode ser encontrada nos 

tanques de armazenamento de diesel A com adição de biodiesel 

(Fonte: Bento & Cavalcanti, 2012). 
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(IATA) do Instituto do Petróleo (IP) no Reino Unido e da ASTM nos EUA, 

estabeleceram metodologias e valores para se chegar ao diagnóstico de uma 

condição ACEITÁVEL e de ALERTA de contaminação microbiana em 

combustíveis. Apesar da interface óleo-água ser um indicativo de tanque 

contaminado, as fases aquosa e oleosa precisam ser monitoradas.  

Os procedimentos de limpeza e drenagens regulares são medidas 

físicas que impedem o acúmulo da água formada nos lastros. Estes 

procedimentos constituem-se em uma forma estratégica no controle da 

infecção microbiana (Passman, 2005; Siegert, 2009; Klinkspon, 2009; Bento & 

Cavalcanti, 2012; Passman, 2013) e compreendem uma medida simples e baixo 

custo (Norma ABNT 15512).  Em alguns tipos de formato de tanque, torna-se 

impossível a drenagem em certos pontos. Deve-se também destacar que 

adicionalmente à infecção microbiana pode se difundir de um tanque para outro 

com a passagem de um combustível sem contaminação, através de 

mangueiras, ou filtros, que tenham sido utilizados ou expostos a um 

combustível contaminado.  

A preservação do combustível também pode ocorrer através da 

aplicação de compostos químicos (biocidas) que impedem e controlam o 

desenvolvimento de populações microbianas deteriogênicas. Os biocidas ou 

antimicrobianos compreendem produtos com largo espectro de componentes 

de estruturas químicas diversas (compostos inorgânicos e orgânicos) (Bento et 

al., 2010; Zimmer et al., 2013). Alguns são mais efetivos em um grupo de 

micro-organismos como fungos (fungicidas) ou bactérias (bactericidas), e 

outros podem ser efetivos contra um espectro maior envolvendo ambos os 

grupos, mas sua ação é mais efetiva quando eles atuam com um grupo 
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microbiano específico.  Alguns são solúveis em água, outros são solúveis em 

óleo e outros podem ser solúveis em ambas as fases (Passman, 2003).   

 

2.6 Mecanismos de ação dos biocidas 

Os diferentes modos de ação dos biocidas pertencentes aos vários 

grupos químicos vêm sendo amplamente revisados e resumidos por McDonnel 

e Russell (2004) e Maillard (2007), entre outros autores. No geral, os 

mecanismos de ação dos biocidas, podem ser definidos de acordo com o alvo 

na célula. Três níveis de interação podem ser descritos: interação com 

componentes externos da célula; interação com a membrana citoplasmática e 

interação com os constituintes citoplasmáticos (Morente et al., 2013). No 

entanto, é possível que o biocida aja em um ou em todos os três níveis de 

interação com a célula para produzir sua atividade antimicrobiana (Morente et 

al., 2013). 

O mecanismo de ação dos biocidas pode ser dividido em quatro 

categorias: os oxidantes; os eletrófilos; os líticos e os protonóforos (Figura 6) 

(Chapman, 2003). Os oxidantes incluem agentes de rápida ação como as 

clorinas e peróxidos que agem através de reações de oxidação com os 

constituintes orgânicos das células (Clapp et al., 1994; Dukan et al., 1999; 

Dukan e Touati, 1996). Os agentes eletrofílicos incluem os íons inorgânicos 

como a prata, o cobre, e o mercúrio, e biocidas orgânicos como os 

formaldeídos e as isotiazolonas. Estes biocidas reagem covalentemente com 

os nucleófilos celulares para inativar enzimas (Collier et al., 1990; Slawson et 

al., 1990) e há evidência que eles iniciam a formação de radicais livres 

intracelulares os quais contribuem para sua ação letal (Kimura, 1997; Thurman 
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e Gerba, 1989; Chapman e Diehl, 1995). Biocidas líticos que agem na 

membrana catiônica como clorexidina e compostos quaternários de amônio 

(Broxton et al., 1983; Chawner e Gilbert, 1989), e alcoóis como o fenoxietanol 

(Gilbert et al., 1977) desestabilizam as membranas levando à rápida lise 

celular. Os ácidos fracos como os ácidos sórbico e benzóico  interferem na 

habilidade  da membrana celular de manter o pH equilibrado, resultando em 

acidificação do interior da célula e ruptura generalizada do metabolismo 

(Eklund, 1985).  

Os compostos fenólicos são hidrofóbicos e o seu sítio de ação é a 

membrana celular da célula. Esses compostos se acumulam na bicamada 

lipídica causando desarranjo na função e na estrutura da membrana e 

penetram a célula bacteriana, exercendo a atividade inibitória no citoplasma 

celular, provocando a lise e liberação do ATP intracelular (Walsch et al., 2003). 

 

 

Figura 6 Mecanismos de ação dos biocidas. (Adaptado de Chapman, 2003). 

 

Entretanto, a utilização de agentes químicos no controle da 

contaminação microbiana em tanques de estocagem de combustíveis ainda se 

constitui em uma alternativa pouco conhecida e com muitas dúvidas a serem 
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esclarecidas para o setor do petróleo (Bento et al., 2006; Bento et al., 2010). 

Dentre elas, qual o biocida indicado, quais as concentrações a serem 

utilizadas, qual a fase a se tratar (fase oleosa, interface ou a fase aquosa), qual 

o tempo de preservação do combustível pelo biocida, como realizar o descarte 

da fase aquosa dos tanques de óleo diesel com biodiesel tratado com biocida. 

Por se tratar de um produto biocida é preciso que esteja licenciado junto ao 

órgão ambiental competente pela indústria produtora.  

Uma das maiores preocupações de quem armazena o combustível está 

em manter a qualidade final do produto. Se a adição de um preservante 

químico traz esta garantia, outra preocupação do setor tem sido como liberar 

um combustível tratado com biocida no ambiente de forma segura (Bento et al., 

2010).  

A utilização de biocidas sintetizados especialmente para o uso em 

combustíveis e biocombustíveis tem sido recomendada nos Estados Unidos e 

Europa (Passman, 2003; Siegert, 2009).  Muitas pesquisas estão sendo 

desenvolvidas na seleção de um biocida mais efetivo na preservação dos 

diferentes tipos de combustíveis (Siegert, 2009; Bento et al., 2010; Passman; 

2011; Kenne & Browne, 2011; Zimmer et al., 2010; Zimmer et al., 2013). Em 

informativo, liberado pela ANP (17-02-2012), é relatado que na audiência 

pública sobre a revisão da Resolução ANP n° 7/2008 (especificação do 

biodiesel) a adoção de biocidas, biodegradáveis e menos tóxicos, para 

combater a contaminação por micro-organismos, deverá ser objeto de consulta 

à Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), previamente a qualquer 

medida nessa direção. Desta forma, já está sendo considerada dentro do 

cenário brasileiro a participação microbiana como um dos contaminantes 
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potenciais de sistemas de armazenamento e a necessidade de estudo de 

controle (Bücker et al., 2011; Cazarolli et al., 2013; Zimmer et al., 2013) 
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RESUMO 

 

Devido a sua natureza predominantemente composta por ésteres de ácidos 
graxos, o biodiesel apresenta alta suscetibilidade à oxidação e à contaminação 
microbiana durante a estocagem. Vários aditivos comerciais são utilizados para 
prevenir a oxidação, sendo que a atividade antimicrobiana é pouco conhecida. 
O presente trabalho investigou a atividade antimicrobiana de Terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e Butil-hidroxi-tolueno (BHT) através da determinação da 
concentração inibitória e biocida mínima. Foi avaliado o biodiesel de soja sob 
duas condições: como recebido com e sem a adição de inóculo microbiano, 
ambos tratados com diferentes concentrações do antioxidante comercial TBHQ 
(0; 50; 100; 200; 300 e 600 ppm) utilizando-se microcosmos contendo 100 mL 
de biodiesel e 5 mL de meio mineral Bushnell-Haas por 45 dias a 30°C. A 
influência das diferentes concentrações de TBHQ quanto à formação de 
biomassa e as alterações das comunidades bacterianas e fúngicas pela análise 
do DNA total da biomassa formada foi avaliada. Foram monitoradas as 
alterações nos parâmetros químicos de qualidade: estabilidade oxidativa, 
índice de acidez, viscosidade cinemática, teor de água e degradação de 
ésteres. O BHT não apresentou atividade antimicrobiana. O TBHQ apresentou 
atividade antimicrobiana na faixa de 250 ppm a >1000 ppm em meio de cultura. 
As análises revelaram que a adição do antioxidante não apresentou relação 
linear com a formação de biomassa nas diferentes concentrações utilizadas em 
ambas as condições de biodiesel (como recebido com e sem adição de 
inóculo), bem como nas mudanças dos perfis das comunidades bacterianas e 
fúngicas. A estabilidade oxidativa foi mantida dentro do período mínimo de 6 h 
durante o ensaio. Os valores de viscosidade cinemática, índice de acidez e teor 
de água da fase oleosa aumentaram ao longo de 45 dias caracterizando o 
biodiesel como fora da especificação. Não foi observada degradação dos 
ésteres avaliados presentes na fase oleosa. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Biodiesel. TBHQ. Degradação. Biomassa.  
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3.1.1 Introdução 

Devido à grande demanda de energia e a escassez de recursos 

energéticos finitos, vem crescendo diariamente a exploração de fontes 

renováveis de energia de duração ilimitada e de menor impacto ambiental. O 

biodiesel é um biocombustível que apresenta grande potencial dentro deste 

cenário e atua como uma alternativa ao uso de combustíveis fósseis seja como 

substituto ou como aditivo ao combustível derivado de petróleo (Balat et al., 

2008).  

O biodiesel apresenta em sua composição ésteres (metílicos ou etílicos) 

de ácido graxos, de origem vegetal ou animal, produzidos através da reação 

química de um álcool na presença de um catalisador com óleos ou gorduras, 

cujo processo é mundialmente conhecido como transesterificação 

(Subramaniam et al., 2013). Dentre as matérias-primas mais utilizadas para 

sua produção, o grão de soja tem sido destaque, sendo o mais utilizado na 

produção do biodiesel nacional.  

O biodiesel de soja apresenta muitas vantagens em comparação ao 

petrodiesel. Além de ser originado de fonte renovável de energia, ele conta 

com a presença de quantidades mínimas de enxofre e de compostos 

aromáticos em sua constituição, o que confere a este biocombustível uma 

menor toxicidade em comparação aos combustíveis fósseis. Devido às suas 

características intrínsecas, apresenta também excelente lubricidade 

(Subramaniam et al., 2013). 

O biodiesel devido a sua natureza (ésteres de ácidos graxos) é mais 

facilmente reconhecido e metabolizado por micro-organismos no ambiente. 

Segundo Passmann e Dobranick (2005), do ponto de vista ambiental, após um 
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acidente envolvendo um derrame de biodiesel (solo ou água), a 

biodegradabilidade é uma vantagem. Porém, durante o armazenamento seja 

do biodiesel puro e/ou na mistura, esta característica pode indicar uma maior 

suscetibilidade à contaminação microbiana.  

O ar presente no interior dos tanques de armazenamento de 

combustíveis pode condensar-se devido as diversas condições climáticas 

nacionais. Esta condensação, conseqüentemente, acumula-se no fundo dos 

tanques em forma de água livre. A presença de água e de micro-organismos 

torna-se o princípio da formação de uma massa biológica na interface 

combustível/água devido à presença de micro-organismos deteriogênicos que 

possuem a capacidade de degradar as cadeias carbônicas do biodiesel 

(Jakeria et al., 2014).  

Além da suscetibilidade à contaminação microbiana, outra preocupação 

que envolve a qualidade do biodiesel é referente à sua estabilidade química, ou 

seja, vulnerabilidade à oxidação e absorção de água. Devido à ação do ar, da 

luz, temperatura e umidade, sua constituição química pode alterar-se com o 

tempo (Fattah et al., 2014). Ao contrário dos combustíveis fósseis, que são 

relativamente inertes e mantém as suas características essenciais pouco 

alteradas ao longo da estocagem, o biodiesel degrada mais rapidamente 

devido aos fatores bióticos e abióticos.  

Portanto, hoje existe uma grande preocupação concernente à qualidade 

deste produto uma vez que o mesmo encontra-se inserido na matriz energética 

nacional desde janeiro de 2005 mediante a Lei N° 11.097, a qual permitiu a 

adição de biodiesel ao diesel. Desde julho do corrente ano a proporção 

estabelecida por medida provisória é de 6% (B6). 
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Para controlar o crescimento microbiano algumas práticas preventivas 

podem ser adotadas, sendo que a principal é a drenagem diária dos tanques. 

Também podem ser administrados produtos com características 

antimicrobianas como compostos químicos sintéticos, os quais devem ser 

adicionados aos combustíveis, contribuindo para a prevenção e controle da 

contaminação (Passmann, 2013). No entanto, esta prática ainda não é 

legalizada no Brasil, o que dificulta a utilização desta medida de controle. 

Quanto aos processos oxidativos do biodiesel, estes podem ser 

minimizados pela adição de antioxidantes, os quais desempenham papel 

fundamental na prevenção da iniciação e propagação da oxidação deste 

produto. Entre os antioxidantes mais utilizados em biodiesel de soja, encontra-

se o Terc-butil-hidroquinona (TBHQ), o qual é considerado o mais eficaz em 

óleos vegetais da indústria alimentícia. Sua estrutura química permite que o 

biodiesel se mantenha estável durante seu armazenamento (Jain et al., 2010).  

Pesquisas envolvendo a relação da molécula de TBHQ com a microbiota 

do biodiesel são raras. Portanto, investigações acerca do comportamento da 

microbiota fúngica e bacteriana do biodiesel na presença de diferentes 

antioxidantes fazem-se necessárias. 

Diante deste contexto envolvendo o monitoramento da qualidade do 

biodiesel, o presente estudo optou por investigar a influência de diferentes 

concentrações do antioxidante sintético terc-butil-hidroquinona (TBHQ) sobre a 

microbiota fúngica e bacteriana do biodiesel de soja como recebido e 

propositadamente contaminado e aprofundar o conhecimento do 

comportamento do biodiesel diante das diferentes concentrações quanto à sua 

estabilidade à oxidação.  



42 

 

Os objetivos específicos deste estudo foram: Avaliar a Concentração 

inibitória mínima e biocida (CIM/CBM) de BHT (Butil-hidroxitolueno) e TBHQ 

(Terc-butil-hidroquinona) frente a micro-organismos isolados (Paecilomyces 

variotii; Pseudallescheria boydii; Candida silvicola e Bacillus pumillus) e a um 

consórcio microbiano não caracterizado conforme Norma ASTM E1259-10 

durante 10 dias; Acompanhar o desenvolvimento microbiano (biomassa) em 

escala laboratorial de microcosmos sob diferentes concentrações de TBHQ (0 

ppm; 50 ppm; 100 ppm; 200 ppm; 300 ppm e 600 ppm) em biodiesel como 

recebido com e sem adição de inóculo não-caracterizado por meio de medidas 

de peso seco, por 42 dias; Monitorar a variação da viscosidade cinemática à 

40°C, estabilidade à oxidação a 110°C, índice de acidez e teor de água da fase 

oleosa ao longo de 45 dias; Estimar a biodegradação dos ésteres presentes na 

fase oleosa através da técnica de Cromatografia Gasosa com Detector de 

Ionização de Chama  conforme Norma Européia EN14103 e; Identificar a 

diversidade microbiana fúngica e bacteriana presente nos microcosmos através 

da técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) após 45 

dias de estocagem simulada.  

 

3.1.2 Materiais 

3.1.2.1 Combustível  

O biodiesel utilizado neste estudo foi obtido a partir de óleo de soja e 

cedido por uma empresa de Passo Fundo (RS/ Brasil). Foram utilizados dois 

tipos de amostras: (i) biodiesel sem a adição de antioxidante (Apêndice C) e (ii) 

biodiesel com antioxidante adicionado na indústria fornecedora do biodiesel 

(em concentração desconhecida) (Apêndice D).   
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3.1.2.2 Antioxidantes 

Os antioxidantes sintéticos comerciais empregados nos experimentos 

foram: Butil-hidroxi-tolueno, BHT, (Fluka ≥99%) e Terc-butil-hidroquinona, 

TBHQ, (Fluka ≥ 98%). 

 

3.1.2.3 Meio mineral mínimo 

Foi confeccionado o meio mínimo mineral Bushnell & Haas (1941) com 

pH 7,2 para servir de suporte de nutrientes minerais para o crescimento 

microbiano (Anexo 5). 

 

3.1.2.4 Micro-organismos 

Neste estudo foram utilizados micro-organismos isolados de tanques de 

armazenamento de óleo diesel A e biodiesel em trabalhos anteriores do grupo 

do Laboratório de Biodeterioração de Combustíveis e Biocombustíveis 

(UFRGS) executados no Brasil (Bento & Gaylarde, 1996; 2001; Bento et al., 

2006; Bücker et al., 2011). Foram utilizados os fungos filamentosos 

Paecilomyces variotii (Bücker et al., 2011) e Pseudallescheria boydii (Schultz, 

2010), e a levedura Candida silvicola (Bento & Gaylarde, 2001).  

A bactéria Bacillus pumillus previamente isolada de sedimento formado 

pela centrifugação de biodiesel também foi testada. Estas espécies são 

classificadas como deteriogênicas de combustível estocado no Brasil e fazem 

parte da bacterioteca e micoteca do Laboratório de Biodeterioração de 

Combustíveis e Biocombustíveis da UFRGS. 
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3.1.2.5 Inóculo não-caracterizado 

A confecção do inóculo não-caracterizado foi realizada conforme Norma 

ASTM E1259-10. Resumidamente, em um frasco erlenmeyer contendo 100 mL 

de meio mineral Bushnell-Haas, foi adicionado 2% da  mistura B10 

(previamente esterilizada por filtração) onde então foi inoculado 5 mL de uma 

borra microbiológica prospectada de um tanque contaminado e incubado a 28 

°C, 200 rpm durante 7 dias. A concentração utilizada foi de 105 UFC.mL-1.  

  

3.1.3 Metodologia 

3.1.3.1 Estudo preliminar: Avaliação da Concentração Inibitória e 

Biocida Mínima (CIM/CBM) de BHT e TBHQ 

A determinação da CIM foi realizada pelo método de diluição em caldo e 

observada pela ausência de turbidez dos meios nos frascos. Uma solução 

estoque do antioxidante na concentração de 2000 ppm foi preparada sendo 

diluída em água ultrapura estéril. Em frascos estéreis, com capacidade para 15 

mL, adicionou-se 4 mL de caldo malte e 4 mL da solução estoque do 

antioxidante de 2000 ppm. A partir do primeiro frasco que apresentou a 

concentração de 1000 ppm, foram realizadas diluições sucessivas em cada 

frasco, obtendo-se as concentrações de 1000 ppm; 500 ppm; 250 ppm; 125 

ppm; 62 ppm; 31 ppm; 15 ppm; 7 ppm; 3 ppm e 1 ppm. Em cada frasco foi 

adicionado o inóculo de Paecilomyces variotii na concentração final de 105 

esporos.mL-1. O mesmo procedimento foi realizado para os demais fungos. 

Para a bactéria, foi adicionado o caldo Luria Bertani e para o inóculo não 

caracterizado foi adicionado o meio mineral Bushnell Haas. Sendo que um 
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frasco, contendo apenas o meio de cultura representou o controle dos testes. 

Os ensaios foram realizados em triplicata. 

Após determinar a concentração inibitória mínima de cada concentração 

das misturas sobre os micro-organismos, também foi avaliada a concentração 

biocida das mesmas. A partir do frasco em que houve a inibição do 

crescimento dos micro-organismos avaliados (CIM), retirou-se uma alíquota de 

10 μL, que foi inoculada em placas petri contendo ágar malte (para os fungos), 

ágar Luria Bertani (para a bactéria) e ágar para contagem – PCA (para o 

inóculo não-caracterizado). As placas foram incubadas a 28°C e 30°C ± 1°C 

durante 3 dias. A concentração mínima biocida (CBM) foi determinada através 

da ausência absoluta de crescimento dos micro-organismos nas diferentes 

concentrações testadas.  

 

3.1.3.2 Estudo em escala laboratorial simulando estocagem de 

biodiesel com diferentes concentrações de TBHQ 

Após o estudo preliminar sobre a CIM/CBM de dois antioxidantes, o 

TBHQ foi escolhido para ser utilizado na escala laboratorial. Portanto, foram 

definidas cinco concentrações de TBHQ em biodiesel a serem estudadas: 50 

ppm, 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm e 600 ppm. O controle utilizado foi de 0 

ppm, sendo que um controle com o teor de antioxidante (dosagem da planta 

industrial) utilizado na indústria também foi avaliado.  

Os microcosmos utilizados foram frascos de vidro esterilizados com 

capacidade para 200 mL, utilizando-se uma fase oleosa e uma fase aquosa. A 

fase aquosa (meio mineral Bushnell-Haas) foi confeccionada conforme descrito 
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no anexo 5. Após a adição de 5mL de fase aquosa estéril nos frascos, foi 

adicionado 100 mL de biodiesel.  

Nesta etapa, o experimento foi dividido em dois tratamentos onde dois 

níveis de contaminação foram avaliados: biodiesel como recebido da indústria 

e o mesmo biodiesel com adição de um consórcio de micro-organismos 

(inóculo não-caracterizado) preparado conforme a Norma ASTM E1259, 

descritos como tratamento 1 e 2: 

 O tratamento 1 constitui-se da utilização de biodiesel como recebido, ou 

seja, não estéril. O tratamento 2 constitui-se da utilização do biodiesel como 

recebido com a adição do inóculo não-caracterizado preparado conforme 

Norma ASTM E 1259 (ASTM 2010) na concentração de 105 

esporos/células.mL-1. O segundo tratamento teve por objetivo verificar o 

comportamento das diferentes concentrações de TBHQ frente a uma alta 

contaminação em biodiesel. A descrição dos tratamentos utilizados pode ser 

visualizada na tabela 3. 

 

Tabela 3 Identificação das amostras do experimento. 

IDENTIFICAÇÃO 
DAS AMOSTRAS 

TRATAMENTO 1 
(Biodiesel como recebido) 

TRATAMENTO 2 
(Biodiesel como recebido + 

inóculo) 

Controle  CN1 - Biodiesel 0 ppm + BH CN3 - Biodiesel 0 ppm + BH + inóculo 
Controle  CN2 - Biodiesel com 

antioxidante* + BH 
CN4 - Biodiesel com antioxidante*+BH + 

inóculo 
50 ppm Biodiesel 50 ppm TBHQ + BH Biodiesel 50 ppm TBHQ + BH + inóculo 
100 ppm Biodiesel 100 ppm TBHQ + BH Biodiesel 100 ppm TBHQ + BH + inóculo 
200 ppm Biodiesel 200 ppm TBHQ + BH Biodiesel 200 ppm TBHQ + BH +inóculo 
300 ppm Biodiesel 300 ppm TBHQ + BH Biodiesel 300 ppm TBHQ + BH + inóculo 
600 ppm Biodiesel 600 ppm TBHQ + BH Biodiesel 600 ppm TBHQ + BH + inóculo 

Biodiesel com antioxidante*: o antioxidante foi adicionado na indústria em concentração 
desconhecida. 

 

Após serem adicionadas a fase oleosa, aquosa e a adição do inóculo 

não-caracterizado no tratamento correspondente, os frascos foram envoltos 
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com papel alumínio para proteger da luz e acondicionados em incubadora na 

temperatura de 30°C±2°C por 45 dias. O ensaio foi realizado em triplicata.  

 

3.1.3.2.1 Análises realizadas na interface fase aquosa/fase oleosa 

3.1.3.2.1.1  Avaliação de Peso Seco (formação de biomassa) 

A biomassa formada na interface fase aquosa/fase oleosa resultante do 

crescimento microbiano foi quantificada através da técnica do peso seco. A 

mesma foi retida através de filtração em um sistema a vácuo por discos de 

papel filtro  (porosidade 14 μm). Com auxílio de pipeta Pasteur foi adicionado, 

aproximadamente, 3 mL de hexano para retirar o excesso de óleo, e então os 

discos de papel filtro contendo a biomassa foram incubados em estufa a 30°C 

por 3 dias com o intuito de retirar a umidade. Após esse período os discos de 

papel foram pesados em balança de precisão. O cálculo para obtenção dos 

resultados finais de biomassa foi: 

Variação de biomassa (mg)= Peso final-peso inicial 

 

3.1.3.2.2.1 Estudo da comunidade bacteriana e fúngica por PCR-

DGGE 

Extração de DNA 

A biomassa formada na interface óleo-água aos 45 dias de experimento foi 

removida dos frascos por filtração à vácuo em kitassato da fase aquosa e 

oleosa e retida em papel de filtro (Whatman 110mm). A biomassa retida no 

papel filtro e a fase aquosa do experimento foram utilizadas para a extração de 

DNA utilizando-se PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Inc., Laboratories, 
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USA), de acordo com as instruções do fabricante com algumas modificações, 

conforme protocolo descrito por Silva e colaboradores (2013). 

 

Bactérias 

A amplificação da região V3 do gene 16S rRNA por PCR foi realizada 

utilizando-se o DNA metagenômico extraído e os oligonucleotídeos iniciadores 

universais BA 338F -GC (5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG 

GGG GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3') e UN518R(5'-

ATTACCGCGGCTGCTGG-3') (Ovreas et al., 1997). A amplificação do gene 

16S rRNA foi realizada em solução tampão contendo 1U Taq DNA Polimerase 

Platinum (Invitrogen, São Paulo, Brasil); 1,5mM MgCl2; 0,2mM dNTP; 5pmol de 

cada iniciador, em um volume final de 25µL. As condições da amplificação da 

PCR foram 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 58°C e 

1 minuto a 72°C, e extensão final de 72°C por 10 minutos. Os amplicons 

obtidos foram analisados em eletroforese em gel com gradiente desnaturante 

como descrito por Ovreas e colaboradores (1997). A concentração do gel foi de 

8% de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1), e apresentou um gradiente 

desnaturante de 15% a 55% de formamida e uréia (Ovreas et al., 1997) 

 

Fungos 

A amplificação da região V3 do gene 18S rRNA por PCR foi realizada 

utilizando-se o DNA metagenômico extraído e os oligonucleotídeos iniciadores 

universais FR1(N)-GC (5’- AIC CAT TCA ATC GGT AIT D D -3’) e FF390 (5’- 

CGA TAA CGA ACG AGA CCT-3’) (Vainio; Hantula, 2000). A amplificação do 

gene 18S rRNA foi realizada em solução tampão com 1 U Taq DNA Polimerase 
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Platinum (Invitrogen, São Paulo, Brasil); 3 mM MgCl2; 0,2 mM dNTP; 5pmol de 

cada iniciador, em um volume final de 25µL. As condições da amplificação da 

PCR foram de 5 minutos a 94°C , 35 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 47°C e 3 

minutos de 72°C , e extensão final a 72°C por 10 minutos (Oros-Sichler et al., 

2006). Os amplicons obtidos foram analisados em eletroforese em gel com 

gradiente desnaturante como descrito por Vainio & Hantula (2000). Os géis 

apresentaram 6% de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1 m:m), e um gradiente 

desnaturante de 45% a 65% de formamida e uréia (Vainio & Hantula, 2000).  

A amplificação para ambos pares de oligonucleotídeos foi conduzida em 

um termociclador TX96 Plus (AMPLITHERM). A qualidade dos produtos 

gerados foi analisada em gel de agarose 1,5%, corados com Sybr Safe 

(Invitrogen, São Paulo, Brasil) para posterior migração por DGGE. O DGGE foi 

realizado a 200V, durante 3 horas e 30 minutos no DCode TM System (Bio-

RadInc., Hercules, USA) em tampão de corrida 1X TAE. O gel foi corado com 

Syber Safe (Invitrogen, São Paulo, Brasil). A aquisição das imagens foi feita por 

fotodocumentador. Os perfis de bandas gerados por DGGE foram comparados 

utilizando-se o software Gel Pro-Analizer 3.1 seguida pela análise visual dos 

perfis gerados. O índice de diversidade de espécies de Shannon-Wiener foi 

obtido de acordo com Rodrigues (2014).   

 

3.1.3.2.3 Análises realizadas na fase aquosa 

3.1.3.2.3.1 Medidas de pH 

A medida do pH foi realizada utilizando-se fitas de pH universal, pois 

devido a presença de óleo residual na amostra aquosa, não é recomendado o  

uso de eletrodo de pH.  
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3.1.3.2.3.2 Avaliação da atividade bactericida 

Da fase aquosa de cada frasco retirou-se uma  alíquota de 10 µL que foi 

depositada sobre o meio ágar das placas (técnica Drop-plate) contendo meio 

ágar Luria Bertani e incubadas a 28°C, durante 5 dias. Após este tempo, 

identificou-se a presença ou ausência de crescimento microbiano. Este teste foi 

realizado a cada tempo amostral (7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias) com todas as 

réplicas de cada tratamento do experimento. 

 

3.1.3.2.4 Análises realizadas na fase oleosa 

3.1.3.2.4.1 Análises referentes aos parâmetros indicativos da 

qualidade do biodiesel realizadas pelo CECOM (Centro de Combustíveis, 

Biocombustíveis, Lubrificantes e Óleos do Instituto de Química da 

UFRGS) 

3.1.3.2.4.1.1 Índice de acidez 

O índice de acidez é utilizado para estimar o nível de ácidos graxos 

livres ou produtos de degradação que podem estar presentes no biodiesel e, 

freqüentemente, o excesso de ácidos é associado a problemas de corrosão 

nos motores e degradação durante sua estocagem. O ensaio foi realizado no 

tempo zero, aos 15, 30 e 45 dias de acordo com a norma ABNT NBR 14448. 

 

3.1.3.2.4.1.2 Estabilidade à oxidação a 110°C 

A medida da estabilidade à oxidação a 110°C é realizada pelo 

equipamento Rancimat conforme Norma EN 14112. Basicamente, é o período, 

determinado em horas, que indica o período de indução, isto é, o tempo em 
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que a condutividade aumenta rapidamente em razão de processos de oxidação 

acelerados. O período de indução (PI) é calculado pelo software do 

equipamento e é usado como indicador da estabilidade oxidativa da amostra. O 

ensaio foi realizado no tempo zero, aos 15, 30 e 45 dias. 

 

3.1.3.2.4.1.3 Viscosidade cinemática a 40°C 

O ensaio foi realizado de acordo com a norma ABNT NBR 10441 no 

tempo zero, aos 15, 30 e 45 dias.  

 

3.1.3.2.4.1.4 Teor de água 

A norma ASTM D 6304 foi utilizada para determinar o teor de água nas 

amostras de biodiesel no tempo zero, aos 15, 30 e 45 dias. A determinação do 

teor de umidade através da técnica de Karl Fischer Coulométrico consiste na 

reação do reagente de Karl Fischer com água com seu ponto final detectado 

potenciometricamente. 

 

3.1.3.2.4.2 Análise de avaliação de degradação de ésteres através 

de cromatografia gasosa 

A avaliação referente à degradação dos ésteres constituintes das 

amostras da fase oleosa foi realizada no tempo zero e aos 45 dias.  Foi 

utilizada a técnica de cromatografia gasosa (CG), realizada no Laboratório de 

Química Analítica da UFRGS, segundo o método EN 14103:2011. 

O cromatógrafo utilizado para as análises foi um Shimadzu 2010 com 

injetor tipo Split (1:100) com detector de ionização de chama (FID), equipado 

com uma coluna para altas temperaturas DBEN (30 µm × 0,32 µm × 0,25 µm). 
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A determinação do teor total de ésteres do biodiesel foi feita seguindo a Norma 

ABNT NBR 15764. As condições de análise foram: Temperatura do injetor e 

detector a 250°C, forno com temperatura inicial de 60°C por 2 minutos, seguido 

de aquecimento de 10°C/min até 200°C, seguido das taxas de 5°C/min até 

240°C, mantendo por 7 minutos. O padrão interno utilizado foi o 

heptadecanoato de metila (grau de pureza de 99,8%, Sigma-Aldrich) na 

concentração de 10 mg.mL-1 . A quantidade de amostra injetada foi de 1 µL.  

 

3.1.4 Resultados e Discussão 

3.1.4.1 Estudo preliminar: Avaliação da Concentração Inibitória e 

Biocida Mínima (CIM/CBM) de BHT e TBHQ 

Pode-se observar na tabela 4 o resultado da ação antimicrobiana de 

TBHQ frente aos isolados analisados e ao inóculo não-caracterizado. Observa-

se que o micro-organismo mais suscetível ao TBHQ foi o Bacillus pumillus que 

apresentou CIM de 250ppm e CBM de 500 ppm.  

 

Tabela 4 Concentração inibitória mínima (CIM) e biocida (CBM) de TBHQ após 10 dias de 

ensaio. 

Micro-organismo CIM CBM 

Candida silvicola 1000 ppm 1000 ppm 

Paecilomyces variotii 1000 ppm >1000 ppm 

Pseudallescheria boydii 500 ppm 500 ppm 

Bacillus pumilus 250 ppm 500 ppm 

Inóculo não-caracterizado >1000 ppm >1000 ppm 

 

Segundo Gutiérrez-Larraínzar e colaboradores (2013), o TBHQ é um 

derivado da hidroquinona, com um grupo terc-butil no anel fenólico, o qual dá à 

molécula um caráter mais hidrofóbico, facilitando a penetração nas bactérias 
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Gram-positivas devido à constituição de seu envoltório celular, propriedade 

também confirmada por López e colaboradores (2005). Esta propriedade 

poderia justificar o baixo valor de CIM encontrado com B. pumillus no presente 

experimento com relação aos demais isolados avaliados.  

Os fungos filamentosos Paecilomyces variotii e Pseudallescheria boydii 

apresentaram CIM de 1000 ppm e 500 ppm, respectivamente, demonstrando a 

maior sensibilidade da P. boydii ao TBHQ dentre os fungos filamentosos, sendo 

que sua CBM também foi de 500 ppm. A CBM de P. variotii não foi possível 

determinar, pois este micro-organismo apresentou crescimento até a 

concentração de 1000 ppm.  

Bücker e colaboradores (2011) estudaram o crescimento  de 

Paecilomyces sp. em diesel puro (B0), biodiesel puro (B100)  e misturas B5, 

B10, e B20. Após 60 dias, o isolado desenvolveu-se mais nas amostras 

contendo biodiesel do que em diesel puro, mostrando assim sua capacidade 

deteriogênica de biocombustíveis.  

Mais recentemente, Cazarolli e colaboradores (2013) avaliaram o 

crescimento de P. boydii em biodiesel proveniente de biodiesel de linhaça, oliva 

e soja. Os resultados indicaram um maior crescimento (produção de biomassa) 

em biodiesel de linhaça, seguido do biodiesel de soja, demonstrando a 

capacidade deteriogênica deste micro-organismo. Por essa razão P. boydii foi 

avaliado neste estudo.    

Quanto ao fungo leveduriforme Candida silvicola ,a ação fungistática e 

fungicida de TBHQ foi observada na concentração de 1000 ppm. Esta levedura 

também foi prospectada de um tanque de óleo diesel contaminado, e, 
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posteriormente estudado por Bento e Gaylarde (2001), onde demonstraram o 

crescimento do isolado  em óleo diesel. 

Quanto ao inóculo não-caracterizado, não foi possível determinar sua 

CIM e CBM, pois em todas as concentrações de TBHQ utilizadas no ensaio 

houve desenvolvimento microbiano. O inóculo é composto por um grupo de 

diferentes micro-organismos que apresentaram diferentes suscetibilidades ao 

TBHQ. Portanto, devido à diversidade microbiana presente no inóculo é 

sugerido que a maioria apresentou resistência à ação da molécula de TBHQ.  

Os resultados obtidos com o ensaio conduzido com BHT não foram 

mostrados, pois em todas as concentrações testadas houve desenvolvimento 

dos micro-organismos utilizados. Desta forma, não puderam ser determinadas 

as CIM e CBM para o BHT, pois houve crescimento até com 1000 ppm.  

Além dos resultados obtidos com a CIM e CBM de TBHQ, foi possível 

também, ao final do experimento avaliar a formação de biomassa através da 

medida de peso seco (mg). As análises de peso seco foram conduzidas 

somente com os fungos filamentosos Pseudallescheria boydii e Paecilomyces 

variotii com os antioxidantes TBHQ e BHT.  

Através da figura 7 é possível observar os valores de biomassa de P. 

boydii após 10 dias de ensaio com o TBHQ. Observa-se que na concentração 

de 1000 ppm e 500 ppm não houve formação de biomassa, pois em 

comparação ao controle negativo (0,01 mg), o qual não continha o micro-

organismo, o peso não foi alterado, portanto corroborou com os resultados 

obtidos pela CIM e CBM.  A partir de 250 ppm a formação de biomassa ficou 

evidente e manteve-se em valores de 0,04 mg até 0,05 mg.  
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Figura 7 Valores de biomassa de Pseudallescheria boydii com TBHQ após 10 

dias de incubação. 

 

Já os resultados obtidos com o antioxidante BHT (figura 8), mostraram 

que mesmo na mais alta concentração, de 1000 ppm houve formação de 

biomassa de P. boydii (0,02 mg). Este resultado corrobora com os resultados 

encontrados para CIM e CBM, comprovando que o BHT não teve efeito 

inibitório sobre este micro-organismo.  

Com relação ao fungo P. variotii quando em contato com TBHQ nas 

concentrações de 1000 ppm e 500 ppm mostrou ausência de formação de 

biomassa (figura 9). A partir de 250 ppm (0,01 mg) o fungo desenvolveu-se 

bem, com 0,02 mg (125 ppm) até 0,03 mg (1 ppm).  

Observa-se que no gráfico representado pela figura 10, P. variotii no 

ensaio conduzido com BHT houve pouca formação de biomassa na 

concentração de 1000 ppm (0,01 mg) quando comparado ao controle (-) (0,01 

mg).  



56 

 

 

Figura 8  Valores de biomassa de Pseudallescheria boydii com BHT após 10 

dias de incubação 

. 

 

 

 

Figura 9 Valores de biomassa de Paecilomyces variotii com TBHQ após 10 

dias de incubação. 
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Figura 10 Valores de biomassa de Paecilomyces variotii com BHT após 10 dias 

de incubação. 

 

3.1.4.2 Estudo em escala laboratorial simulando estocagem de 

biodiesel com diferentes concentrações de TBHQ 

3.1.4.2.1 Análise da interface fase oleosa-fase aquosa  

3.1.4.2.1.1 Medidas de Biomassa através da Análise do Peso Seco 

As medidas de peso seco foram realizadas com o intuito de avaliar a 

formação de biomassa na interface óleo-água, onde em sua maioria há a 

presença de fungos filamentosos. Na figura 11, pode ser visualizado o gráfico 

correspondente a produção de biomassa ao longo de 42 dias da condição do 

biodiesel como recebido, onde é possível fazer um comparativo entre as 

diferentes concentrações de antioxidante quanto à formação de biomassa total 

final.  

Foi possível observar que houve formação de biomassa ao longo de 42 

dias. Os valores apresentados no gráfico representam a produção cumulativa 

de biomassa ao final do experimento. O menor valor obtido aos 42 dias, foi com 
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a concentração de 50 ppm, registrando-se com 266,33 mg. O maior valor foi 

observado com a concentração de 300 ppm que apresentou 540 mg, o dobro 

do menor valor encontrado com a concentração de 50 ppm. O controle 1, que 

corresponde ao biodiesel como recebido sem adição de TBHQ (0 ppm), 

apresentou valor de biomassa de 447,66 mg.   

O controle 2 (biodiesel com a adição de antioxidante adicionado em 

concentração desconhecida na indústria) apresentou valor de biomassa de 

385,66 mg. Este dado comprova que a prática realizada comercialmente 

demonstrou menor formação de biomassa em comparação ao controle 1, que 

não contém TBHQ. O valor do controle 2 ficou bem próximo ao valor 

encontrado na concentração de 600 ppm (385,16 mg).  

 

 

Figura 11 Valores de biomassa total aos 42 dias sob a condição do biodiesel 

como recebido. *Controle 1: Biodiesel como recebido (0 ppm). **Controle 2: 

Biodiesel com antioxidante adicionado na indústria. 
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Observando-se a figura 11 fica claro que não é possível determinar uma 

relação linear entre os valores de biomassa com as concentrações de TBHQ 

utilizados no biodiesel como recebido. Da mesma forma, o biodiesel como 

recebido com a adição do inóculo também não apresentou relação linear entre 

estes dados (figura 12).  

O gráfico representado pela figura 12 apresenta os valores de biomassa 

da condição do biodiesel como recebido mais adição do inóculo. O menor valor 

foi observado na concentração de 100 ppm, com 269,66 mg. O maior valor foi 

observado no controle 4, ou seja, biodiesel com antioxidante adicionado na 

indústria, foi de 398,50 mg. No entanto, pouca diferença quando comparado ao 

tratamento utlizando 200 ppm, o qual gerou uma biomassa final de 396,83 mg 

(figura 12).  

 

 

Figura 12 Valores de biomassa total aos 42 dias sob a condição do biodiesel 

como recebido com adição de inóculo. *Controle 3: Biodiesel como recebido (0 

ppm) mais adição de inóculo. **Controle 4: Biodiesel com antioxidante 

adicionado na indústria mais adição de inóculo. 
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Comparando-se os valores de biomassa total, temos os resultados 

apresentados no gráfico representado pela figura 13.  Pode-se observar que de 

uma maneira geral, a microbiota residente do biodiesel adaptou-se as 

condições impostas pelo experimento. Pois o ensaio conduzido com o biodiesel 

como recebido, mostrou valores relativamente altos de biomassa quando 

comparados ao biodiesel com adição de inóculo. Mesmo com a adição do 

inóculo foi possível observar que a população existente no biodiesel não 

aumentou, sendo que em poucas concentrações de TBHQ foram observados 

valores maiores de biomassa.  

 

 

Figura 13 Valores comparativos de biomassa total aos 42 dias entre as duas 

formas de biodiesel e diferentes concentrações de TBHQ. Controle*: Biodiesel. 

Controle**: Biodiesel com antioxidante com a dosagem da planta industrial. 

 

3.1.4.2.1.2 Análise da diversidade bacteriana e fúngica de biodiesel 

através da técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante 

(DGGE)  
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Para entender como as diferentes concentrações de TBHQ adicionadas 

ao biodiesel influenciaram a diversidade das comunidades bacteriana e 

fúngica, do biofilme formado na interface óleo água, após 45 dias de 

incubação, foram realizadas análises por PCR-DGGE.  A técnica (PCR-DGGE) 

vem sendo amplamente utilizada com o intuito de verificar as mudanças da 

microbiota de combustíveis sob diferentes condições, como por exemplo, em 

experimentos sobre as alterações na diversidade da comunidade microbiana 

em diferentes misturas de biodiesel e diesel, em simulações de estocagem 

destes combustíveis (Sorensen et al., 2011; Lee et al., 2010; White et al., 

2011); e, em avaliação da estrutura e diversidade da comunidade microbiana 

durante o processo de biorremediação de solos contaminados com diesel e 

biodiesel (Silva et al., 2012; Meyer et al., 2014; Colla et al., 2014). 

Na figura 14 estão apresentados os perfis das comunidades bacterianas 

do biodiesel como recebido (em azul) e do biodiesel como recebido com a 

adição de inóculo (vermelho) após 45 de incubação, obtidos pela migração dos 

amplicons da região V3 do gene 16S rRNA, por eletroforese em gel com 

gradiente desnaturante (DGGE). Verifica-se que as comunidades microbianas 

que se desenvolveram em ambos os tratamentos apresentaram perfis 

diferentes, os quais não puderam ser relacionados com a concentração de 

TBHQ utilizada, ou seja, a estrutura da comunidade bacteriana foi diferente nos 

diferentes tratamentos, no entanto não houve correlação entre elas e a 

concentração de TBHQ. Dos tratamentos avaliados, o tratamento de 300 ppm 

com o biodiesel como recebido não pôde ser analisado, pois não apresentou 

amplificação por PCR do DNA extraído. 
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Figura 14 Aspecto do gel de poliacrilamida de 8% e do gradiente desnaturante 

de 15% a 55% (DGGE) de amostras da região V3 do gene16S  rRNA.   CN1 

(controle 1): Biodiesel puro. CN2 (controle 2): Biodiesel com antioxidante 

adicionado na indústria. CN3 (controle 3): Biodiesel puro + inóculo. CN4 

(controle 4): Biodiesel com antioxidante adicionado na indústria + inóculo. 

 

Para avaliar a diversidade da comunidade microbiana, procedeu-se a 

análise pelo índice de diversidade de Shannon-Wiener (Tabela 5). Este índice 

indicou maior diversidade bacteriana na condição do biodiesel com adição de 

inóculo, principalmente nos tratamentos de 50 ppm e 100 ppm, ou seja, os 

valores de diversidade (H’) nos tratamentos com adição do inóculo são maiores 

do que os valores (H’) dos tratamentos com biodiesel como recebido. 

Provavelmente, os micro-organismos do inóculo, que foram previamente 

expostos ao biodiesel e ao meio mineral BH (ASTM E1259-10), adaptaram-se 

às condições impostas. Desta forma, os micro-organismos do inóculo, já em 

condições experimentais, juntamente com a população nativa, conferiram ao 



63 

 

biofilme formado na interface óleo água uma comunidade bacteriana mais 

diversificada, quando comparada aos tratamentos sem inóculo. 

 

Tabela 5 Resultados de diversidade de espécie H’ (Shannon-Wiener). 

 Diversidade de Espécie H' (Shannon-Wiener)  

Amostra Biodiesel como recebido Biodiesel + Inóculo 
CN1 0,6 (CN3) 0,9 
CN2 1 (CN4) 0,9 

50ppm 0,6 1,2 
100ppm 1,15 1,0 
200ppm 0,8 0,8 
300ppm ND 0,95 
600ppm 0,6 0,9 

ND: Não detectado 

 

Na figura 15, podem ser observados os perfis da comunidade fúngica 

dos seguintes tratamentos: condição do biodiesel como recebido (azul); e, do 

biodiesel como recebido, mais adição de inóculo (vermelho), após 45 dias de 

incubação. Nesta análise, pode ser verificada uma estrutura mais similar das 

comunidades fúngicas nas amostras do biodiesel como recebido, e pode-se 

observar que uma UTO (unidade taxonômica operacional) foi predominante em 

todas as amostras desta condição. Entretanto, na análise do biodiesel com 

adição de inóculo não é possível observar o mesmo, pois a distribuição de 

bandas (UTOs) não apresentou um padrão. A amostra Controle 4 (CN4) que 

corresponde ao biodiesel com antioxidante adicionado na indústria e adição de 

inóculo não pôde ser analisada pois não apresentou amplificação por PCR do 

DNA extraído. 

Através do índice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) (tabela 6), 

verifica-se um aumento nos valores de H’ na condição do biodiesel com adição 

de inóculo quando comparado ao biodiesel recebido, ou seja, indicou uma 

maior diversidade fúngica nesta condição. Assim como os resultados obtidos 
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pela análise de diversidade bacteriana, aqui também sugere-se que a 

microbiota fúngica adaptou-se às condições do ensaio e desenvolveu-se 

durante os 45 dias de incubação. 

O inóculo utilizado nesta análise representa o mesmo adicionado no 

tempo inicial do experimento. Percebe-se que o perfil obtido com o inóculo foi o 

mesmo observado nas amostras 50 a 600 ppm da condição do biodiesel como 

recebido mais a adição do inóculo.  

 

 

Figura 15 Aspecto do gel de poliacrilamida de 6% e do gradiente desnaturante 

de 45% a 65% (DGGE) de amostras da região V3 do gene 18S  rRNA.   CN1 

(controle 1): Biodiesel puro. CN2 (controle 2): Biodiesel com antioxidante 

adicionado na indústria. CN3 (controle 3): Biodiesel puro + inóculo. CN4 

(controle 4): Biodiesel com antioxidante adicionado na indústria + inóculo 

 

Tabela 6 Resultados de diversidade de espécie H’ (Shannon-Wiener) 

 Diversidade de Espécie H' (Shannon-Wiener) 

Amostra Biodiesel como recebido Biodiesel + Inóculo 
CN1 0,30 (CN3) 0,60 
CN2 0,48 (CN4) 0,30 

50ppm 0,48 0,70 
100ppm 0,48 0,78 
200ppm 0,0 0,78 
300ppm 0,0 0,60 
600ppm 0,0 0,60 
Inóculo - 0,48 
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3.1.4.2.2 Análises realizadas na fase aquosa 

3.1.4.2.2.1 Detecção da produção de metabólitos por meio de 

medidas de pH 

A figura 16 traz o gráfico referente aos valores de pH observados nas 

diferentes concentrações de TBHQ e controles na condição de biodiesel como 

recebido. Pode ser observado que todas as concentrações tiveram seu pH 

reduzido. O pH inicial em todas as amostras era 7,2. Após 42 dias, foi 

verificado que o menor valor de pH foi obtido com a concentração de 50 ppm: 

5,3, seguido da concentração de 300 ppm, no valor de 5,8. O controle 1 teve 

seu pH reduzido para o valor de 6,1, mostrando que apenas com a adição do 

biodiesel, sem a intervenção do antioxidante, o valor do pH já é modificado. 

 

 

Figura 16. Valores de pH da fase aquosa do biodiesel como recebido. *Controle 

1: Biodiesel como recebido. **Controle 2: Biodiesel como recebido mais adição 

de antioxidante da indústria. 

 

De acordo com Bücker e colaboradores (2011), além dos metabólitos 

produzidos durante a biodegradação do biodiesel, a redução do pH do meio 

aquoso também pode ser causada tanto pela lise celular quanto pela produção 
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de ácidos orgânicos gerados durante a degradação abiótica do diesel e/ou 

biodiesel.  Bento e colaboradores (2005) ao estudarem a degradação de 

hidrocarbonetos verificaram que a formação de ácidos orgânicos pode reduzir 

os valores de pH da fase aquosa. Os autores reportaram uma redução de 7 

para 4,8 em 60 dias para experimento conduzido com o fungo Aspergillus 

fumigatus em microcosmos contendo óleo diesel, sendo que o controle sem o 

micro-organismo reduziu para 6,9.  

A condição como recebido mais a adição do inóculo por sua vez também 

apresentou decréscimo nos valores de pH em todas as concentrações de 

TBHQ e controles (Figura 17). Similarmente a condição do biodiesel como 

recebido, a concentração de 50ppm também demonstrou o menor valor de pH: 

5,5. Seguido da mesma maneira de 300ppm, com valor de 5,6.   

A redução de pH observada demonstra a presença de ácidos oriundos 

do metabolismo dos micro-organismos presentes no sistema, além de produtos 

da degradação abiótica. A presença destes ácidos pode facilitar a corrosão de 

tanques de armazenagem de combustíveis (Bento et al., 2004; Aktas et al., 

2010).  

3.1.4.2.2.2 Avaliação da presença de atividade bactericida 

Neste ensaio, a atividade bactericida foi avaliada com o intuito de 

informar sobre a presença de algum composto com ação biocida presente na 

fase aquosa que tenha inibido o crescimento microbiano. Este ensaio foi 

realizado através da técnica de Drop-plate. Na tabela 7, são evidenciados em 

vermelho os resultados referentes ao tratamento 1 (biodiesel como recebido) e 

em azul, ao tratamento 2 (biodiesel como recebido mais a adição do inóculo).  

 



67 

 

 

Figura 17 Valores de pH da fase aquosa do biodiesel como recebido mais 

adição de inóculo. *Controle 3: biodiesel como recebido mais adição de inóculo. 

**Controle 4: biodiesel com adição de antioxidante da indústria mais adição de 

inóculo. 

 

 

 
Tabela 7 Avaliação da presença/ausência do crescimento bacteriano da fase aquosa. 

Tempo (dias) Teor de TBHQ (ppm) 
 CN* CN** 50 100 200 300 600 
 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 
7 + + + + + + + + + + + + + + 
14 - + - + + + + + - + - - - - 
21 + + - + + + + + + + - + + + 
28 + + - + + + + + + + + + - + 
35 + + + + + + + + + + + + - + 
42 + + + + + + - + + + - + - + 

(+) : presença de crescimento 
(-) : ausência de crescimento 
(*) : biodiesel puro 
(**) : biodiesel com a adição do antioxidante adicionado na indústria 
 

 

Pode-se observar que a condição do biodiesel como recebido e do 

biodiesel com adição de inóculo apresentaram presença de crescimento no 7° 

dia em todas as concentrações e controles. Ao 42° dia, podemos observar que 

as concentrações de 100 ppm, 300 ppm e 600 ppm, não apresentaram 

crescimento no biodiesel como recebido, ou seja, sugere-se a esse fato a 
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presença de algum composto antimicrobiano na fase aquosa que tenha inibido 

o crescimento de bactérias. Para este fato, pode ser sugerido que o TBHQ, 

composto pouco solúvel em água de acordo com as informações fornecidas 

pelo fabricante, somente tenha se solubilizado na fase aquosa quando em altas 

concentrações no biodiesel, apresentando efeito antibacteriano e promovendo 

a morte das bactérias.  

Por outro lado, a condição do biodiesel onde houve a adição do inóculo 

aos microcosmos, apresentou crescimento de bactérias em todas as 

concentrações testadas e em todos os tempos analisados. Por conter uma 

maior quantidade de micro-organismos devido a adição do inóculo, o TBHQ 

solubilizado na fase aquosa neste tratamento não foi suficiente para inibir o 

desenvolvimento bacteriano.  

 

3.1.4.2.3 Análises realizadas na fase oleosa  

3.1.4.2.3.1 Monitoramento dos valores de índice de acidez 

Os valores monitorados ao longo de 45 dias através das análises de 

índice de acidez no biodiesel como recebido estão demonstrados na tabela 8. 

Pôde-se observar que todos os valores aumentaram gradativamente conforme 

o tempo. De acordo com a Norma ABNT NBR 14448 o limite máximo é de 0,5 

mg KOH/g. Este valor foi observado apenas no tempo zero em todas as 

amostras.  

O controle 1, que corresponde ao biodiesel como recebido sem adição 

de antioxidante, apresentou valor de índice de acidez de 0,49 mg KOH/g no 

tempo zero, porém, no 30º dia passou a apresentar 2,52 mg KOH/g. Em alguns 
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tempos amostrais não foi possível obter os resultados pois o ponto de viragem 

das amostras não foi encontrado. 

O maior valor obtido foi no controle 2 (biodiesel com adição de 

antioxidante na indústria), que após 45 dias apresentou 7,34 mg KOH/g. 

Segundo Berrios e colaboradores (2012), a razão pela qual os valores de 

índice de acidez aumentam pode ser explicada devido à ocorrência da hidrólise 

dos metil-ésteres de ácidos graxos presentes na constituição do biodiesel, os 

quais, após sofrerem esta reação, liberam ácidos graxos e conseqüente 

aumento no índice de acidez. Além disso, há a formação de ácidos como 

produto final da oxidação. 

 
 
Tabela 8 Valores de índice de acidez em biodiesel como recebido. Controle 1: biodiesel puro. 

Controle 2: biodiesel com antioxidante da indústria. *Resultado não conclusivo: ponto de 

viragem não encontrado. 

Amostra Índice de acidez ( mg KOH/g) 

 0 dia 15º dia 30º dia 45º dia 

Controle 1 0,49 1,47 2,52 * 

Controle 2 0,47 3,48 * 7,34 

50 ppm 0,48 1,18 1,40 * 

100 ppm 0,48 3,32 * 5,81 

200 ppm 0,46 1,65 1,88 2,17 

300 ppm 0,46 1,73 3,40 4,15 

600 ppm 0,44 3,44 3,98 * 

 

Os valores de índice de acidez também aumentaram ao longo do tempo 

no experimento conduzido com o biodiesel com adição de inóculo (Tabela 9). 

Todas as amostras demonstraram valores dentro das especificações exigidas 

pela norma brasileira no tempo zero, no entanto, ao longo dos 45 dias os 

valores aumentaram e no tempo final os valores apresentaram entre 1,62 mg 

KOH/g (50 ppm) e 2,36 mg KOH/g (controle 4). De maneira geral, todos os 

valores do índice de acidez ficaram acima do valor máximo  permitido pela 
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legislação que é de 0,5 mg KOH/g, informando que o biodiesel está fora da 

especificação para a comercialização. 

Diversos estudos demonstraram que após a oxidação do biodiesel, o 

valor do índice de acidez assim como outros parâmetros (densidade e 

viscosidade) aumentam (McCormick et al., 2007; Bouaid et al.,  2007; Lin et al., 

2009). Fatores como temperatura, exposição ao ar e à luz, o material do tanque 

ou a presença de traços de metal e antioxidantes podem influenciar nas 

alterações dos parâmetros de qualidade do biodiesel (Almeida et al., 2011), 

assim como a contaminação microbiana, fator este já verificado por vários 

estudos (Passmann & Dobranic, 2005; Bücker et al., 2011; Zimmer et al., 2013; 

Passmann, 2013). 

 

Tabela 9 Valores de índice de acidez do biodiesel com adição de inóculo. Controle 3: biodiesel 

puro com adição de inóculo. Controle 4: biodiesel com antioxidante da indústria e adição de 

inóculo. * Resultado não conclusivo: ponto de viragem não encontrado. 

Tratamento Índice de acidez ( mg KOH/g) 

 0 dia 15º dia 30º dia 45º dia 

Controle 3 0,49 1,45 1,94 1,92 

Controle 4 0,47 1,38 1,92 2,36 

50 ppm 0,48 1,54 1,41 1,62 

100 ppm 0,48 3,38 1,58 2,16 

200 ppm 0,46 4,62 * 1,8 

300 ppm 0,46 1,38 1,48 1,89 

600 ppm 0,44 1,34 1,63 1,84 

 

Ao compararmos os valores de índice de acidez da condição do 

biodiesel como recebido e biodiesel com adição de inóculo, observa-se neste 

último que a presença simultânea do inóculo e do antioxidante confere aos 

valores de índice de acidez uma maior tendência de linearidade.  
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3.1.4.2.3.2 Monitoramento da estabilidade à oxidação 

A estabilidade à oxidação a 110°C foi monitorada por 45 dias. De acordo 

com a Norma EN14112 utilizada pelo CECOM nos ensaios conduzidos, o 

tempo mínimo para este ensaio é de 6 h. Conforme pode ser visualizado na 

tabela 10, no tempo inicial (T0) as amostras do biodiesel como recebido 

apresentaram valores dentro das especificações, exceto o controle 1 que 

apresentou 3,6 h e o controle 2  que apresentou 5,4 h, biodiesel sem adição de 

antioxidante e com a adição de antioxidante adicionado na indústria, 

respectivamente. Ao 45° dia, a amostra com 50 ppm de TBHQ apresentou 5 h 

de período de indução, ficando então 1 h abaixo do valor mínimo exigido. As 

demais amostras de 100 ppm até 600 ppm apresentaram de 11 h a 12 h de 

período de indução.  

 
Tabela 10 Estabilidade à oxidação do biodiesel como recebido. Controle 1: Biodiesel puro. 

Controle 2: biodiesel com antioxidante da indústria. *Ponto de inflexão não detectado. 

Tratamento Estabilidade à oxidação (h) 

 0 dia 15º dia 30º dia 45º dia 

Controle 1 3,6 7,1 5,8 4,3 

Controle 2 5,4 4,4 2,8 5,9 

50 ppm 12 5,1 4,7 5 

100 ppm 7 10,6 5,4 11,8 

200 ppm 9,6 13,75 6,8 * 

300 ppm 17 10,6 * 11,9 

600 ppm 17,6 13,7 20,1 12,2 

 

Domingos e colaboradores (2007) estudaram o efeito da adição de BHT, 

BHA e TBHQ em etil-ésteres de óleo de soja. Os autores utilizaram 

concentrações de 200 a 8000 ppm. O melhor resultado quanto à estabilidade à 

oxidação foi obtido com a utilização de 8000 ppm de TBHQ, ou seja, com a 

maior concentração dentre as testadas, mostrando então grande potencial 
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quando utilizado em altas concentrações. No entanto, este antioxidante, 

segundo os autores, é ideal para ésteres com baixa estabilidade.  

A eficiência de TBHQ também foi verificada por Dunn e colaboradores 

(2005), que investigaram a eficiência de diferentes antioxidantes (BHA, BHT, 

TBHQ e propil-galato). Foi observado que o TBHQ demonstrou boa 

compatibilidade física quando utilizado em concentrações maiores que 3000 

ppm, e afirmaram ser o antioxidante mais efetivo dentre os testados.  

No presente estudo, valores acima de 100 ppm, dentro das condições 

utilizadas, foram suficientes para manter a estabilidade à oxidação das 

amostras dentro das especificações exigidas pela Norma. Os valores de 300 

ppm e 600 ppm apresentaram os maiores tempos, 11,9 h e 12,2 h, 

respectivamente. 

A condição como recebido com adição de inóculo mostrou ao longo dos 

45 dias, que manteve valores mais altos que o mínimo exigido pelas 

especificações da ANP (Tabela 11). A amostra contendo 600 ppm de TBHQ 

demonstrou o maior valor de estabilidade oxidativa: 16,95 h no tempo final. Os 

menores valores foram 6,2 h e 7 h, obtidos respectivamente pelas amostras 

referente ao controle 3 (biodiesel como recebido mais a adição do inóculo) e 

controle 4 (biodiesel com o antioxidante aplicado na indústria mais a adição do 

inóculo). As demais amostras contendo entre 50 ppm e 600 ppm apresentaram 

valores de estabilidade à oxidação entre 11,8h a 16,95h.   
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Tabela 11 Estabilidade oxidativa do biodiesel com adição de inóculo. Controle 3: biodiesel 

como recebido mais adição de inóculo. Controle 4: biodiesel com antioxidante da indústria mais 

adição de inóculo. 

Tratamento Estabilidade à oxidação (h) 

 0 dia 15º dia 30º dia 45º dia 

Controle 3 3,6 6,6 3,1 6,2 

Controle 4 5,4 3,9 3,5 7 

50 ppm 12 5,2 8,9 11,8 

100 ppm 7 13 5,1 12,8 

200 ppm 9,6 8,9 2,6 11,8 

300 ppm 17 10,1 13,75 15,8 

600 ppm 17,6 13,9 24,1 16,95 

 

 

Em estudo conduzido por Borsato e colaboradores (2012) foi verificado 

que a oxidação do biodiesel puro (B100) foi menor do que das amostras que 

continham antioxidantes. Ou seja, o antioxidante contribui para o aumento da 

estabilidade oxidativa das amostras. O mesmo foi observado no presente 

estudo, onde as amostras que continham maiores quantidades de TBHQ 

apresentaram mais horas de período de indução.  

A estabilidade oxidativa na condição em que o biodiesel recebeu o 

inóculo, não teve seu período de indução reduzido, exceto pela variação dos 

valores de estabilidade oxidativa principalmente em 15 e 30 dias. No entanto, 

de modo geral, o teor de antioxidante conseguiu conferir uma maior 

estabilidade oxidativa aos 45 dias. 

A estabilidade à oxidação de misturas de biodiesel é um processo muito 

complexo que é afetado por uma variedade de fatores, incluindo composição 

do biodiesel, presença de antioxidantes e aditivos, além do estágio da oxidação 

(Karavalakis et al., 2010). Portanto, outras variáveis devem ser levadas em 

conta no momento de atribuir o resultado à um único parâmetro.  
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3.1.4.2.3.3 Monitoramentos dos valores de viscosidade cinemática 

Os valores referentes à viscosidade cinemática a 40°C na condição do 

biodiesel como recebido e com adição do inóculo mantiveram-se dentro dos 

valores exigidos nas especificações da ANP, que compreendem valores entre 3 

mm2.s-1  e 6 mm2.s-1 (Figuras 18 e 19, respectivamente). 

De uma maneira geral, todos os valores aumentaram, no entanto, de 

forma moderada. Durante a estocagem, devido a formação de ácidos e 

compostos poliméricos oxidados, os valores de viscosidade tendem a 

aumentar. Devido à influência da temperatura, presença de metais ou  

presença de luz, através da quebra das ligações duplas, os ácidos graxos 

insaturados do biodiesel reagem para formar dímeros (uma molécula composta 

de duas subunidades idênticas ou monômeros ligados) e polímeros, 

aumentando assim a viscosidade.  

 

 

Figura 18 Viscosidade cinemática a 40°C – Biodiesel como recebido. 
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Segundo Knothe e colaboradores (2005), a oxidação do biodiesel é 

geralmente acompanhada pelo aumento no valor do índice de acidez e 

viscosidade do combustível, ambas observações foram verificadas no presente 

trabalho. Além disso, os autores ressaltam que o odor e a cor do biodiesel 

alteram-se devido à oxidação.    

Em estudo conduzido por Corseuil e colaboradores (2011), os autores 

verificaram que a viscosidade exerce influência sobre a biodegradabilidade do 

biodiesel. Em comparação ao biodiesel de óleo de mamona, o qual é mais 

viscoso, o biodiesel de soja apresentou maior biodegradabilidade em meio 

aquoso. Os autores inferiram a este resultado que uma maior viscosidade 

resulta em um decréscimo na biodisponibilidade e uma desaceleração na 

biodegradação, devido a uma menor interação e um menor tempo de contato 

com o substrato utilizado. Esta relação também foi previamente estabelecida 

para a biodegradação de óleos parafínicos (Haus et al., 2000), óleo cru 

(Sugiura et al., 1996), e ésteres oleoquímicos (Andreas, 1999). 

 

Figura 19 Viscosidade cinemática a 40°C – Biodiesel como recebido mais 

adição de inóculo. 
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Neste trabalho, os resultados  referente à viscosidade das amostras com 

a presença do inóculo microbiano apresentaram uma variação e valores ainda 

menores  que os das amostras que não contêm o inóculo. Mais uma vez, é 

observado que o inóculo não afetou a qualidade do biodiesel com relação a 

este parâmetro. 

 

3.1.4.2.3.4  Monitoramento dos valores de teor de água 

Os valores de teor de água também foram monitorados durante os 45 

dias seguindo a Norma ASTM D6304. Em todas as amostras foi observado 

aumento no teor de água. Este dado é muito importante uma vez que informa 

sobre a quantidade de água que é incorporada ao biodiesel. 

A água, além de promover a hidrólise do biodiesel resultando em ácidos 

graxos livres, também pode acelerar a proliferação de micro-organismos, 

corrosão em tanques de estocagem com deposição de sedimentos. Como o 

biodiesel apresenta certo grau de higroscopicidade, o teor de água deve ser 

monitorado durante o armazenamento (Lôbo et al., 2009).  

O valor máximo aceitável segundo as especificações exigidas no 

monitoramento dos parâmetros de qualidade do produto desde janeiro de 2014 

é de 200 mg/kg. No entanto, ao final do ensaio todas as amostras mostraram 

valores acima do limite aceito, na maioria das amostras foi observado  até oito 

vezes mais.  

Na condição do biodiesel como recebido, conforme pode ser visualizado 

na figura 20, o controle 1 apresentou o valor de 1628 mg/kg de teor de água no 

final do monitoramento (45° dia). O valor mais alto observado ao 45° dia, foi na 

amostra de 600 ppm, com 1703 mg/kg. 
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Figura 20 Valores de teor de água – Biodiesel como recebido. 

 

Nas amostras da condição do biodiesel com adição de inóculo, os 

valores obtidos nas análises de teor de água estão demonstrados no gráfico 

(figura 21). O controle 3 (biodiesel como recebido mais adição de inóculo) foi o 

que apresentou menor valor de teor de água (1464 mg/kg) no 45° dia, no 

entanto, ainda continua maior que o mínimo estabelecidos pela especificação 

pela ANP. As demais amostras apresentaram valores superiores a 1500 mg/kg, 

sendo que o maior foi observado pela concentração de 50 ppm, com 1671 

mg/kg. 
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Figura 21 Valores de teor de água – Biodiesel como recebido mais adição de 

inóculo. 

 

De acordo com Passmann (2013), em termos práticos, isso significa que 

em um tanque de combustível com 10.000 m3 pode, dentro das especificações 

exigidas pelas normas, conter 2 m3 de água livre, por exemplo. De uma 

perspectiva de tanque de operação este volume é insignificante. No entanto, 

esta condição gera um habitat propício para a proliferação microbiana, 2 m3 é 

um volume substancial. Independente das melhores práticas para remoção 

mecânica da água, tanques de combustíveis estão propensos a acumular água 

suficiente para suportar o crescimento microbiano. 

Com relação ao teor de água, de modo geral, observa-se que para os 

dois tratamentos, ou seja, com e sem inóculo, os valores do teor de água 

aumentam até 15° dia, e partir dai até o final do monitoramento a concentração 

de água não apresenta variação significativa para todas as amostras. Observa-

se ainda, que as amostras controle 1 e controle 3 que não contêm antioxidante, 
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mesmo tendo  contato com a fase aquosa mantiveram-se praticamente dentro 

das especificações (em torno de 250 ppm de água).  

 

3.1.4.2.3.5 Análise da biodegradação de ésteres por meio de 

cromatografia gasosa 

As análises da biodegradabilidade dos ésteres de ácidos graxos 

majoritários presentes no biodiesel de soja dos ensaios conduzidos com o 

biodiesel como recebido e com adição de inóculo podem ser verificadas nas 

tabelas 12 e 13, respectivamente. Percebe-se que de uma maneira geral, todas 

as amostras apresentaram a mesma proporção de ésteres de ácidos graxos no 

tempo inicial e final, sendo que a ordem de valores percentuais foi: 

C18:2>C18:1>C16>C18>C18:3, dados como os encontrados por Berrios e 

colaboradores (2012).  

Por meio da análise cromatográfica realizada no presente estudo não foi 

detectada degradação de ésteres em nenhuma das amostras ao final dos 45 

dias nas condições estabelecidas no delineamento experimental. Desta forma, 

é possível afirmar que o antioxidante TBHQ e os micro-organismos presentes 

não tiveram influência na taxa de biodegradação do biodiesel avaliado.  

 

Tabela 12 Porcentagem de ésteres de ácidos graxos avaliados presentes no biodiesel como 

recebido no tempo inicial e após 45 dias de incubação. Biodiesel*: Com adição de antioxidante 

na dosagem da planta industrial. 

Ésteres 
(%) 

Biodiesel como recebido 

T inicial T final 
Biodiesel Biodiesel* Biodiesel Biodiesel* 50 ppm 100 ppm 200 ppm 300 ppm 600 ppm 

C16 10,94±0,02 10,86±0,06 10,80±0,05 11,03±0,02 11±0,03 10,99±0,02 11,08±0,01 11,03±0,01 10,7±0,16 

C18 4,51±0,01 4,43±0,04 4,54±0,10 4,59±0,05 4,60±0,01 4,60±0,02 4,58±0,0 4,57±0,01 4,69±0,05 

C18:1 25,46±0,01 25,37±0,05 25,39±0,16 25,78±0,47 25,50±0,03 25,53±0,04 25,42±0,06 25,44±0,09 25,85±0,15 

C18:2 58,94±0,03 59,20±0,15 59,10±0,03 58,43±0,71 58,66±0,16 58,75±0,05 58,78±0,04 58,82±0,07 58,61±0,06 

C18:3 0,14±0,00 0,13±0,00 0,15±0,03 0,16±0,04 0,24±0,18 0,12±0,01 0,13±0,00 0,14±0,00 0,14±0,01 

Total 
de 

ésteres 
99,99±0,00 99,99±0,00 99,98±0,00 99,99±0,00 100±0,00 99,99±0,00 99,99±0,00 100±0,00 99,99±0,00 
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Tabela 13 Porcentagem de ésteres de ácidos graxos avaliados presentes no biodiesel como 

recebido com adição de inóculo no tempo inicial e após 45 dias de incubação. Biodiesel*: Com 

adição de antioxidante na dosagem da planta industrial. 

Ésteres 
(%) 

Biodiesel como recebido com adição de inóculo 

T inicial T final 
Biodiesel Biodiesel* Biodiesel Biodiesel* 50 ppm 100 ppm 200 ppm 300 ppm 600 ppm 

C16 10,94±0,02 10,86±0,06 11,01±0,03 11,04±0,03 11,10±0,02 10,98±0,13 10,88±0,03 10,86±0,01 11,03±0,12 

C18 4,51±0,01 4,43±0,04 4,55±0,00 4,58±0,00 4,57±0,02 4,49±0,04 4,45±0,00 4,46±0,02 4,55±0,06 

C18:1 25,46±0,01 25,37±0,05 25,51±0,01 25,48±0,02 25,40±0,04 25,43±0,05 25,39±0,07 25,40±0,01 25,45±0,07 

C18:2 58,94±0,03 59,20±0,15 58,77±0,03 58,73±0,01 58,77±0,08 58,94±0,23 59,12±0,05 59,12±0,04 58,82±0,26 

C18:3 0,14±0,00 0,13±0,00 0,14±0,00 0,15±0,00 0,13±0,00 0,14±0,01 0,14±0,00 0,14±0,01 0,14±0,00 

Total 
de 

ésteres 
99,99±0,00 99,99±0,00 99,98±0,00 99,98±0,00 99,97±0,00 99,98±0,00 99,98±0,00 99,98±0,00 99,99±0,00 

 

A degradação do biodiesel, segundo Dunn (2008), pode acontecer pelos 

seguintes mecanismos: (i) oxidação ou auto-oxidação a partir do contato com 

oxigênio presente no ar do ambiente; (ii) decomposição térmica ou termo-

oxidativa do excesso de calor; (iii) hidrólise do contato com água ou mistura em 

tanques de armazenagem; (iv) contaminação microbiana da migração de 

partículas de sujeira ou de gotas de água contendo bactérias ou fungos no 

combustível. Na mesma linha, Khoury e colaboradores (2011) constataram que 

a taxa de degradação dos metil-ésteres de ácidos graxos do biodiesel depende 

da estrutura do éster de ácido graxo, do seu nível de insaturação, da 

configuração de duplas ligações, da presença (ou ausência) de conjugação, 

bem como da posição da dupla ligação. 

Apesar do biodiesel avaliado no presente trabalho ter presenciado 

praticamente todas as condições favoráveis a sua degradação, os níveis de 

contato experimentados pelo biodiesel nestas condições podem não ter sido 

suficientes para degradá-lo. Em estudos prévios do grupo, foram constatadas 

baixas porcentagens de degradação dos ésteres do biodiesel por fungos em 

condições similares ao presente experimento (Bücker et al., 2011, Schultz, 

2011; Cazarolli et al., 2013). 
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Nossos resultados contrastam com diversos trabalhos que confirmam a 

alta taxa de biodegradabilidade do biodiesel em simulações laboratoriais 

(Zhang et al, 1998; Mariano et al., 2009; Coreseuil et al., 2011; Bücker et al., 

2011; Silva et al., 2012). Entretanto, alguns estudos também verificaram taxa 

de degradação não significativa em biodiesel sob diferentes condições 

experimentais (Leung et al., 2006; Yang, et al., 2013).   

Leung e colaboradores (2006) investigaram o efeito da temperatura de 

estocagem e exposição ao ar e/ou água na pureza do biodiesel e, após 52 

semanas, a análise de cromatografia gasosa do conteúdo total de metil-ésteres 

de ácidos graxos foi reportada. Os resultados demonstraram que o biodiesel 

degradou menos que 10% em 52 semanas para aquelas amostras estocadas a 

4 e 20°C com ou sem exposição ao ar, enquanto 40% e 7% de degradação 

foram encontradas nas amostras estocadas a 40°C com e sem exposição ao 

ar, respectivamente. Elevadas temperaturas ou exposição ao ar testadas 

isoladamente tiveram pouco efeito na degradação do biodiesel. Os autores 

sugeriram que a alta temperatura juntamente com a exposição ao ar aumenta a 

taxa de degradação do biodiesel.  

Yang e colaboradores (2013) conduziram estudo similar, com 

microcosmos contendo biodiesel na temperatura de 22 ± 2°C e exposição ao ar 

por 27 semanas. Não observaram decréscimo significante de nenhum metil-

éster de ácido graxo.   

Embora estes estudos corroborem os resultados verificados no presente 

trabalho, outras hipóteses podem ser lançadas ao fato do biodiesel avaliado 

não ter degradado. O microcosmo utilizado constituía-se de 100 mL de fase 

oleosa e 5 mL de fase aquosa em um frasco hermeticamente fechado com 
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capacidade para 200 mL acondicionado a 30±2°C protegido da luz. Este 

sistema resulta em uma condição de microaerofilia, onde as baixíssimas 

concentrações de oxigênio e a superfície de contato devem ser levadas em 

consideração. A proporção de fase aquosa (5%) é muito menor do que aquelas 

utilizadas em outros trabalhos onde houve maior taxa de biodegradação. Por 

exemplo, Bücker e colaboradores (2011) utilizaram um sistema onde a 

proporção estudada era de 1:1 e obtiveram até 100% de degradação pela 

levedura Candida silvicola.  

Outro ponto que deve ser ressaltado é com relação ao desenvolvimento 

microbiano nos microcosmos. Apesar de haver formação de biomassa em 

todas as amostras conforme reportado na seção 3.1.4.2.1.1 os resultados de 

cromatografia gasosa não apresentaram consumo de nenhum metil-éster de 

ácido graxo pelos micro-organismos. Sugere-se que a microbiota do biodiesel 

tenha consumido compostos da fase aquosa, ou seja, é provável que os micro-

organismos tenham se desenvolvido às expensas dos compostos solubilizados 

do biodiesel.  

Cazarolli e colaboradores (2013) avaliaram em escala laboratorial a 

migração de ésteres da fase oleosa (biodiesel de soja) para a fase aquosa 

(meio mineral). A comunidade microbiana presente no sistema contendo 

biodiesel pode utilizar os ésteres disponíveis na fase aquosa para seu 

crescimento. Foi detectado através de cromatografia gasosa acoplada a 

espectrofotômetro de massas (GC-MS)  que após 7 dias de contato entre a 

fase oleosa/aquosa, houve a migração de ésteres de cadeia carbônica 

palmitato de etila (C16), estearato de metila (C18), oleato de metila (C18:1), 

linoleato de metila (C18:2), e linolenato de metila (C18:3) para a fase aquosa 
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do experimento.  Provavelmente, a formação de biomassa observada no 

presente trabalho, pode ter sido formada a partir do consumo de frações que 

migraram para a fase aquosa, ou então de outros componentes do biodiesel, 

como a glicerina, ou mesmo os compostos mono, di ou triacilglicerideos  e, 

assim, ter contribuído para o aumento da suscetibilidade do biodiesel à 

contaminação microbiana (Bücker et al., 2010, Schultz, 2011; Cazarolli et al., 

2013). 

 

3.1.5 Conclusões 

Foi possível determinar a concentração inibitória e biocida mínima de 

TBHQ (Terc-butil-hidroquinona) com os micro-organismos isolados 

(Paecilomyces variotii; Pseudallescheria boydii; Candida silvicola e Bacillus 

pumillus) e a um consórcio microbiano não caracterizado; 

O desenvolvimento microbiano (biomassa) sob diferentes concentrações 

de TBHQ em biodiesel como recebido e em biodiesel como recebido com 

adição de inóculo não-caracterizado foi acompanhado por 42 dias, no entanto, 

não foi observada relação linear entre a concentração de TBHQ e a quantidade 

de biomassa formada;  

Não foi observada influência da adição de TBHQ nas alterações das 

comunidades bacterianas e fúngicas do biodiesel em ambos tratamentos 

(biodiesel como recebido com e sem inóculo). Entretanto, observou-se 

aumento na diversidade microbiana com a adição do inóculo em ambas 

comunidades. 
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Os valores de viscosidade cinemática, índice de acidez e teor de água 

da fase oleosa aumentaram ao longo de 45 dias caracterizando o biodiesel 

como fora da especificação; 

Foi possível observar que os valores relativos à estabilidade à oxidação 

a 110°C mantiveram-se estáveis, ou seja, o antioxidante empregado foi efetivo 

na sua ação, exceto para o biodiesel como recebido a 0 ppm e 50 ppm de 

TBHQ, além do biodiesel com adição de antioxidante de acordo com a 

dosagem da planta industrial. 

Não foi observada degradação dos ésteres palmitato de etila (C16), 

estearato de metila (C18), oleato de metila (C18:1), linoleato de metila (C18:2), 

e linolenato de metila (C18:3) presentes na fase oleosa por meio da técnica de 

Cromatografia Gasosa.  
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RESUMO 

 

A atividade antimicrobiana de bio-óleo obtido a partir da pirólise de biomassa 
adicionado ao óleo diesel B foi avaliada no presente estudo. Além de 
apresentar potencial como fração para uso na formulação de óleo diesel, o bio-
óleo apresenta em sua constituição compostos promissores no controle da 
contaminação microbiológica durante o armazenamento da mistura 
diesel/biodiesel B10. O trabalho avaliou a atividade antimicrobiana do bio-óleo 
adicionado ao óleo diesel B (mistura B10) através da determinação da 
concentração inibitória e biocida mínima sob diferentes concentrações (0 à 
10%) utilizando três micro-organismos deteriogênicos (Paecylomices variotii, 
Candida silvicola e Bacillus pumilus) e o inóculo não caracterizado conforme 
Norma ASTM E1259-10 por 10 dias a 30°C. Além disso, foram detectados os 
compostos do bio-óleo que migraram para a fase aquosa e conferiram a 
atividade antimicrobiana por meio de Cromatografia Gasosa Bidimensional 
Abrangente acoplada a Espectrometria de Massas por tempo de voo. Ao final 
de 10 dias de ensaio foram obtidos os valores de concentração inibitória e 
biocida mínima de bio-óleo em mistura B10 com três micro-organismos 
deteriogênicos (dois fungos e uma bactéria) e o inóculo não caracterizado. A 
análise cromatográfica dos extratos avaliados permitiu a identificação de 
compostos oxigenados como ácidos, alcoóis, aldeídos, cetonas, ésteres, 
fenóis, furanonas, hidrocarbonetos, mistos, nitrogenados e piranonas, sendo 
que os analitos apresentaram um perfil majoritário de compostos fenólicos 
seguido de cetonas. Por fim, uma grande diversidade de compostos foi 
verificada no extrato obtido com água, totalizando 278 compostos. 
PALAVRAS-CHAVE: Bio-óleo. Antimicrobiano. Compostos fenólicos.  
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3.2.1 Introdução 

Hoje, o petróleo e o carvão são responsáveis pela maior parte de 

geração de energia no mundo. Entretanto, devido à limitação dessas fontes de 

energia fóssil, e aos problemas ambientais envolvidos, a busca por novas 

fontes de energia renovável torna-se cada vez maior. Por essa razão, existe 

um grande interesse na exploração da energia proveniente da biomassa, uma 

vez que a mesma pode produzir combustíveis líquidos para o setor de 

transportes (Santos et al., 2012).  

A biomassa consiste em um recurso natural que compreende toda 

matéria orgânica suscetível de ser transformada em energia. Uma das formas 

utilizadas para essa transformação é através do processo de pirólise, uma 

complexa reação físico-química que decompõe a biomassa gerando produtos 

sólidos, gasosos e líquidos, como o bio-óleo, o qual vem sendo amplamente 

explorado. Este produto destaca-se por ser considerado um biocombustível, 

podendo ser utilizado como fração na formulação do óleo diesel (Minkova et al., 

2000; Chum et al., 2001).    

Outra forma de energia derivada de biomassa, no entanto produzida 

através da reação de transesterificação, é o biodiesel, sendo que desde 2005 

no Brasil, a Lei 11.097 tornou obrigatória a adição de biodiesel ao óleo diesel, 

ou seja, desde então o biocombustível encontra-se efetivamente inserido na 

matriz energética nacional. Essa mistura é chamada de óleo diesel B, e, 

atualmente, essa proporção é de 6% de biodiesel adicionado ao óleo diesel 

(B6).  

O biodiesel é um biocombustível rico em ésteres de ácidos graxos. 

Devido a sua constituição, o biodiesel apresenta diversas vantagens aos 
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combustíveis fósseis sob o ponto de vista ambiental, entre elas a 

biodegradabilidade (Zhang et al., 1998; DeMello et al., 2007; Mariano et al., 

2008).  

A biodegradação do biodiesel deve-se principalmente em razão da 

presença de compostos facilmente reconhecidos pelos micro-organismos, os 

quais degradam as cadeias carbônicas deste biocombustível (Amouric et al., 

2010). A ação microbiana apesar de ambientalmente vantajosa representa 

também uma desvantagem do ponto de vista comercial, uma vez que durante a 

estocagem desse produto tal aspecto compromete a sua qualidade final.  

Durante o armazenamento, podem ocorrer condições propícias para o 

desenvolvimento microbiano, como, por exemplo, a presença de água livre nos 

recipientes de estocagem. Esta condição pode ser proveniente da 

condensação do ar ou então da vedação ineficiente do sistema. Após o 

acúmulo de água dentro do tanque, inicia-se o processo de proliferação 

microbiana resultando na formação de uma massa biológica na interface 

combustível-água. Como conseqüências diretas há a deterioração do produto; 

o entupimento dos equipamentos do sistema; e a corrosão das paredes dos 

tanques e tubulações, sendo que esta última deve-se à liberação de 

substâncias ácidas oriundas do metabolismo destes micro-organismos (Bento 

et al., 2005; Passmann, 2013).  

Medidas preventivas podem ser tomadas a fim de evitar estes 

problemas, tais como a drenagem da água e limpeza periódica dos tanques. 

Embora essas medidas físicas controlem a contaminação, medidas químicas 

são mais eficientes na erradicação dos micro-organismos. Em alguns casos, é 

indicado o uso de produtos antimicrobianos (biocidas), que são compostos 
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químicos, orgânicos ou inorgânicos que, quando adicionados aos combustíveis, 

auxiliam controlando e eliminando a contaminação microbiológica (Passmann, 

2013). Entretanto, no Brasil, essa prática ainda não é legalizada, uma vez que 

existem muitas dúvidas no Setor do Petróleo quanto à sua utilização em 

combustíveis. 

É um grande desafio para a pesquisa e indústria encontrar um composto 

que possua capacidade de inibir o crescimento microbiano e que não interfira 

na qualidade e características do combustível. Baseado nesta ideia, o bio-óleo 

surge como forte candidato a suprir essas dificuldades, uma vez que já tem 

sido testado com sucesso em motores do ciclo diesel e, além disso, há estudos 

que indicam presença de atividade antimicrobiana devido à sua composição 

rica em compostos oxigenados, representando desta forma, um preservante 

alternativo (Cataluña et al., 2013; Bedmutha et al., 2011; Meier et al., 2001; 

Mourant et al., 2005; Mohan et al., 2008). 

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar a existência de 

atividade antimicrobiana do bio-óleo quando adicionado ao óleo diesel B. Para 

tanto, os objetivos específicos foram:  

- Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e biocida (CIB) de 

diferentes concentrações de bio-óleo: 0% (controle); 0,05%; 0,1%; 0,25%; 

0,5%; 1%; 2%; 3%; 4%; 5%; 6%; 7%; 8%; 9% e 10%, em óleo diesel B (mistura 

B10), avaliando-se três diferentes micro-organismos previamente isolados de 

tanques de combustíveis: Bacillus pumilus, Paecilomyces variotii, Candida 

silvicola e Inóculo não-caracterizado conforme norma ASTM E1059-10 durante 

10 dias.  
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- Realizar a extração dos compostos solúveis em água presentes no bio-

óleo, utilizando dois procedimentos de preparo amostral, sendo um com água 

ultrapura e o outro com NaOH 1 M, com o intuito de investigar quais compostos 

migram para a fase aquosa e conferem a ação antimicrobiana fazendo uso da 

técnica de Extração em Fase Sólida (SPE); 

- Caracterizar qualitativamente através de Cromatografia Gasosa 

Bidimensional Abrangente acoplada a Espectrometria de Massas por tempo de 

voo (GCGC/TOFMS) os extratos obtidos na Extração em Fase Sólida (SPE) 

do bio-óleo. 

 

3.2.2 Materiais e Métodos  

3.2.2.1 Bio-óleo 

O bio-óleo utilizado foi produzido no Instituto de Química da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob coordenação do Professor Dr. 

Renato Cataluña Veses (Cataluña et al., 2013).  O óleo de pirólise foi produzido 

em um reator com leito fixo imobilizado a partir da mistura 1:1:1 de óleo de 

soja, borra de café e serragem de eucalipto, utilizando como aglutinante 

hidróxido de cálcio (Ca(OH)2) e hidróxido de sódio (NaOH) em atmosfera inerte 

de argônio com uma rampa de aquecimento de 10°C/min da temperatura 

ambiente até 700°C e patamar de 15 minutos (Figura 22).   
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Figura 22 Aspecto do frasco contendo o bio-óleo na sua forma pura. 

 

3.2.2.2 Combustíveis   

Foram utilizadas amostras de óleo diesel metropolitano (S50, ou seja, 50 

ppm de enxofre em sua formulação) e biodiesel de soja (80%) e sebo bovino 

(20%), fornecidas pelas empresas Ipiranga Distribuidora de Petróleo e Granol 

Indústria Comércio e Exportação S/A, respectivamente (Apêndices A e B). Em 

laboratório, foi realizada a mistura de óleo diesel e biodiesel na proporção de 

10% de biodiesel adicionado a 90% de óleo diesel, sendo então chamada de 

mistura B10. A esterilização da mistura foi realizada por filtração a vácuo por 

meio de membrana com poros de 0,22 μm (marca Milipore), utilizando-se um 

frasco kitassato previamente esterilizado em autoclave por 15 min a 121°C e 1 

atm. Após esse procedimento, os combustíveis foram armazenados em frascos 

esterilizados da mesma forma, e após, hermeticamente fechados. Para evitar a 

foto-oxidação, os frascos foram protegidos da luz com papel-alumínio e 

armazenados à temperatura ambiente. 

 

3.2.2.3 Micro-organismos  

Neste estudo foram utilizados micro-organismos isolados de tanques de 

armazenamento de óleo diesel A e biodiesel em trabalhos anteriores do grupo 
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do Laboratório de Biodeterioração de Combustíveis e Biocombustíveis 

(UFRGS) executados no Brasil (Bento & Gaylarde, 1996; Bento & Gaylarde, 

2001; Bento et al., 2006; Bücker et al., 2011) . Para cada diferente 

concentração de mistura de óleo testada foram avaliados dois fungos, uma 

bactéria e um inóculo não-caracterizado.  

O fungo filamentoso Paecilomyces variotii, que faz parte do Filo 

Ascomycota classificado na Família Trichocomaceae, foi isolado de borra 

biológica, presente nos tanques de armazenamento de combustíveis (Bücker et 

al., 2011). O fungo leveduriforme Candida silvicola, faz parte do Filo 

Ascomycota classificado na Família Saccharomycetidae, foi isolado de tanque 

de óleo diesel (Bento & Gaylarde, 2001).  

A bactéria Bacillus pumillus previamente isolada de sedimento formado 

pela centrifugação de biodiesel também foi testada. Estas espécies são 

classificadas como deteriogênicas de combustível estocado no Brasil e fazem 

parte da bacterioteca e micoteca do Laboratório de Biodeterioração de 

Combustíveis e Biocombustíveis da UFRGS. 

 

3.2.2.3.1 Preparo dos inóculos dos micro-organismos isolados 

O inóculo do fungo filamentoso Paecilomyces variotii foi preparado a 

partir de culturas com 7 dias de cultivo em ágar malte (Anexo 1) em tubos 

inclinados em incubadora a 30°C, mediante a adição de 2 mL de solução salina 

(0,85%) estéril e 2 mL de surfactante, solução líquida de Tween 80, preparado 

na concentração de 0,01%. A contagem dos esporos foi realizada em câmara 

de Neubauer, e a suspensão utilizada em cada frasco contou com uma 

concentração final de 105 esporos.mL-1. O inóculo para o fungo leveduriforme 
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Candida silvicola foi obtido a partir do crescimento das leveduras, cultivadas 

em tubos inclinados com ágar malte, adicionando-se 2 mL de solução salina 

(0,85%) estéril. A concentração final utilizada nos microcosmos foi de 105 

células.mL-1.  

O inóculo da bactéria Bacillus pumilus foi preparado a partir de cultura 

em placa petri contendo meio ágar Luria Bertani (Anexo 2) após 24 h de cultivo 

em incubadora a 29±1°C. A concentração final utilizada nos microcosmos foi de 

105 células.mL-1 . 

 

3.2.2.4 Inóculo não-caracterizado 

A confecção do inóculo não caracterizado foi realizada conforme Norma 

ASTM E1259-10. Resumidamente, em um frasco erlenmeyer contendo 100 mL 

de meio mineral Bushnell-Haas, foi adicionado 2% da  mistura B10 

(previamente esterilizada por filtração) onde então foi inoculado 5 mL de uma 

borra microbiológica prospectada de um tanque contaminado e incubado a 28 ° 

C, 200 rpm durante 7 dias. A concentração utilizada foi de 105 UFC.mL-1.  

 

3.2.2.5 Delineamento experimental para determinação da 

concentração inibitória e biocida mínima de bio-óleo adicionado ao óleo 

diesel B  

Após o procedimento de esterilização da mistura B10, foram preparadas 

as diferentes misturas de diferentes concentrações de bio-óleo à mistura B10, 

as quais posteriormente foram utilizadas para a avaliação da concentração 

inibitória e biocida mínima. Foram preparadas concentrações que variaram de 

0% (controle) a 10%, sendo elas: 0%; 0,05%; 0,1%; 0,25%; 0,5%; 1%; 2%; 3%; 
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4%; 5%; 6%; 7%; 8%; 9% e 10%. Todas as misturas foram acondicionadas em 

frascos estéreis protegidos da luz e sob refrigeração (8°C a 10°C).  

 

3.2.2.6 Condições de cultivo 

O experimento foi conduzido em frascos de vidro com capacidade para 

15 mL, previamente esterilizados, utilizando-se uma fase aquosa e uma fase 

oleosa conforme pode ser visualizado na figura 23. A fase aquosa utilizada 

variou de composição de acordo com o micro-organismo utilizado. Para o 

experimento conduzido com a bactéria, foi utilizado o meio Luria-Bertani, e para 

os fungos, utilizou-se o Caldo Malte (Anexos 3 e 4). Para os experimentos 

conduzidos com o inóculo não caracterizado utilizou-se o meio mineral 

Bushnell-Hass (Anexo 5) cuja composição contém nutrientes minerais. Todos 

os meios de cultivo utilizados no trabalho foram previamente esterilizados em 

autoclave, a 121 °C, 1 atm, durante 15 minutos. Após este processo, adicionou-

se a cada frasco de vidro a quantia de 2 mL de meio aquoso e 2 mL das 

diferentes concentrações das misturas de óleo, sendo que cada frasco 

apresentou a proporção de 1:1 (2 mL de fase aquosa e 2 mL de fase oleosa). O 

experimento foi realizado em quadruplicata. Por último, adicionou-se o inóculo 

na concentração de 105 esporos/células.mL-1 preparado conforme descrito 

anteriormente e os frascos foram fechados com algodão estéril. Os 

microcosmos foram acondicionados em incubadora na temperatura de 29 ±1 

°C pelo período de  10 dias.  
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Figura 23 .  Aspecto do frasco de vidro utilizado, contendo a mistura B10 (fase 

oleosa), meio de cultura (fase aquosa) e inóculo. (Fonte: Foto de Sabrina 

Beker) 

 

3.2.2.7 Análises conduzidas 

3.2.2.7.1 Avaliação da concentração inibitória e biocida mínima 

(CIM/CBM)  

A determinação da CIM foi feita pelo método de diluição em caldo e 

observada pela ausência de turbidez dos meios nos frascos. Após determinar a 

concentração mínima inibitória de cada concentração das misturas sobre os 

inóculos, também foi avaliada a concentração biocida das mesmas. A partir do 

frasco em que houve a inibição do crescimento dos micro-organismos 

avaliados (CIM), retirou-se uma alíquota de 10μL, que foi inoculada em placas 

petri contendo ágar malte para os fungos, ágar Luria Bertani para a bactéria e 

Plate Count Agar para o inóculo não caracterizado. As placas foram incubadas 

a 29°C ± 1°C durante 3 dias. A concentração biocida mínima (CBM) foi 

determinada através da ausência absoluta de crescimento dos micro-

organismos nas placas.  
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3.2.2.7.2 Extração em Fase Sólida (SPE) do bio-óleo 

Com o intuito de obter a caracterização dos compostos migratórios do 

bio-óleo para a fase aquosa, os quais possivelmente contribuíram para a sua 

atividade antimicrobiana, foi realizado primeiramente o processo de Extração 

em Fase Sólida (SPE). A SPE é uma técnica de separação que se baseia nos 

mecanismos de separação da cromatografia líquida clássica, pois emprega 

uma pequena coluna aberta (cartucho de extração), que contém a fase sólida 

através da qual as amostras são percoladas. O princípio da técnica está na 

partição dos compostos em duas fases (uma sólida e outra líquida). Os analitos 

são retidos por adsorção na fase sólida, há uma maior afinidade pela fase 

sólida do que pela matriz da amostra, e posteriormente são dessorvidos com a 

utilização do solvente: dessorção química. Na figura 24, pode ser visualizado 

um esquema deste procedimento. 

 

 

Figura 24 Esquema ilustrativo do procedimento de extração em fase sólida 

(SPE) (Maciel, 2011). 
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Foram realizados dois procedimentos para o preparo de amostra. 

Primeiramente em um tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL do bio-óleo. Após 

foi adicionado 5 mL de água ultrapura sendo 1 mL por vez com auxílio de uma 

pipeta Pasteur. Após este procedimento, houve uma separação de fases, onde 

a fase aquosa foi submetida a passagem pelo cartucho de extração comercial 

de sílica modificada com grupos octadecil (C18 ) da marca Agillent (500 mg/3 

mL).  

 Em outro tubo de ensaio, também foi adicionado 0,5 mL de bio-óleo. No 

entanto, foi adicionado 5 mL de solução de hidróxido de sódio (NaOH) 1 M, 

sendo 1 mL por vez com auxílio de uma pipeta Pasteur. O intuito da adição de 

NaOH 1 M foi verificar  uma maior extração dos compostos fenólicos por esta 

solução básica em comparação com a  água ultrapura. Após, a fase aquosa 

formada foi transferida para um novo tubo de ensaio, de onde então, foi 

submetida à passagem pelo cartucho.  

O cartucho de extração foi primeiramente condicionado antes da adição 

das amostras. Para o condicionamento do cartucho foi adicionado 4 mL de 

metanol sob vácuo em frasco kitassato e após lavado com 20 mL de água 

ultrapura. Após o condicionamento do cartucho, as amostras foram percoladas 

em frações seqüenciais de 1 mL por vez, e após secar o cartucho, os analitos 

foram eluídos com 5 mL de diclorometano (DCM) e posteriormente com 5 mL 

de clorofórmio. O extrato obtido foi transferido para um béquer com auxilio de 

DCM para solubilização. Após a evaporação dos solventes a amostra foi 

submetida à analise cromatográfica. O procedimento de extração e a análise 

cromatográfica dos extratos foram realizados em duplicata.  
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3.2.2.7.3 Análise Cromatográfica dos Extratos  

A caracterização dos compostos dos extratos foi realizada empregando 

a Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente conforme descrito por 

Cataluña e colaboradores (2013). As análises foram realizadas em um sistema 

GCGC/TOFMS, usando um sistema Pegasus-IV (LECO, St. Joseph, USA) 

equipado com modulador criogênico com quatro jatos (quadjet), resfriado por 

nitrogênio e amostrador automático CTC-Combi Pal. As colunas empregadas 

na primeira e segunda dimensão foram, respectivamente: coluna DB5 (5% 

fenil; 95% dimetilpolisiloxano) com 60 m de comprimento, 250 μm de diâmetro 

interno (ID) e 0,25 μm de espessura de filme, e uma coluna DB-17 ms (50% 

fenil – 50% dimetilpolisiloxano) com 2,15 m, de comprimento, com 180 μm de 

DI, e 0,18 μm de espessura de filme (Agilent Technologies, J&W Scientific, 

Agilent, Folsom, CA, USA). A fase móvel foi o gás Hélio  sob fluxo constante  

de 1mL.min-1 e o volume de injeção da amostra foi de 1 μL. A temperatura do 

injetor foi de 300°C, e as amostras foram injetadas no modo splitless. A 

programação de temperatura da primeira coluna iniciou em 40°C por 1 min até 

alcançar a temperatura final de 300°C, com taxa de aquecimento de 3°C min-1. 

Após a análise cromatográfica, os dados foram processados usando o software 

ChromaTOF versão 3.32, (LECO Corporation).  

 

3.2.3 Resultados e Discussão 

As diferentes concentrações de bio-óleo foram avaliadas quanto a sua 

atividade antimicrobiana e os resultados de concentração inibitória e biocida 

mínima (CIM/CBM) encontram-se na tabela 14.  
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Tabela 14 Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração biocida mínima (CBM) da 

mistura (bio-óleo+B10) para os inóculos testados. 

 1 dia 2 dias 5 dias 7 dias 10 dias 

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 
Paecilomyces variotii 2% >10% 2% 5% 3% 4% 4% 4% 4% 4% 

Candida silvícola 2% 6% 2% 5% 2% 4% 4% 4% 4% 4% 
Bacillus pumilus 1% >10% 1% >10% 1% 3,3% 1% 3,3% 1% 3,3% 

Inóculo não-
caracterizado 

0,25% 0,5% 0,25% 0,5% 0,25% 0,5% 0,25% 0,5% 0,25% 0,5% 

 
 

Observa-se que após 10 dias de experimento com o fungo filamentoso 

Paecilomyces variotii, a concentração inibitória mínima passou de 2% para 4%, 

a qual foi visivelmente inibitória também para o fungo leveduriforme Candida 

silvicola (Figura 25 e 26). Sendo que a concentração biocida mínima no 10º dia 

foi de 4% para ambos.  

Na figura 25 pode-se observar que há a formação de biomassa na 

interface fase oleosa-fase aquosa, característico do desenvolvimento de fungo 

filamentoso, devido ao conjunto de hifas (estruturas vegetativas do fungo). 

Bücker e colaboradores (2011) avaliaram o crescimento de Paecilomyces sp. 

que apresentaram crescimento utilizando as misturas de óleo diesel B (B5,B10 

e B20) e  o biodiesel na sua forma pura (B100). Cazarolli e colaboradores 

(2013) também avaliaram a capacidade deteriogênica deste micro-organismo 

na presença de biodiesel de soja.  
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Figura 25 Aspecto dos frascos utilizados na avaliação com o crescimento do 

fungo filamentoso Paecilomyces variotii nas concentrações de 3% (A) e 4% (B), 

respectivamente, após 10 dias. (Fonte: Foto de Sabrina Beker) 

 

No frasco A (Figura 25), que corresponde à concentração de 3% de bio-

óleo adicionado ao B10, há a formação de biomassa evidente (indicado pela 

seta amarela) na interface fase oleosa-fase aquosa, o que não foi observado 

no frasco B, correspondente à concentração de 4% (indicado pela seta azul). 

Tal fato indica que no meio contendo a mistura na concentração de 3%, o 

fungo tolerou a presença dos compostos do meio, desenvolvendo-se.  A partir 

da concentração de 4%, seu crescimento foi inibido e também erradicado, 

conforme pôde ser verificado através da ausência de crescimento em placa 

contendo ágar malte, portanto, é possível indicar que para P. variotii a 

concentração inibitória e biocida mínima foram de 4% após 10 dias de ensaio.   

Candida sp. tem sido freqüentemente citada a respeito de sua 

capacidade em degradar produtos derivados de óleo diesel, querosene, óleo 

lubrificante e biodiesel (Bento & Gaylarde, 2001; Bento et al., 2004; Miranda et 

al., 2007; Bücker et al., 2011), por essa razão a espécie C. silvicola foi testada 

neste experimento. A concentração inibitória mínima foi verificada através da 

turbidez do meio aquoso conforme pode ser visualizada na figura 26. Assim 

como para P. variotii, a CIM e CBM de C. silvicola foi de 4%.  

A B 
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Figura 26 Frascos experimentais contendo inoculo do fungo leveduriforme 

Candida silvicola nas concentrações de 3% e 4%, respectivamente. (Fonte: 

Foto de Sabrina Beker) 

 

O bio-óleo utilizado no presente estudo foi obtido por reação de pirólise a 

partir de biomassa: óleo de soja, serragem de eucalipto e borra de café 

(Cataluña et al., 2013). Através de Cromatografia Gasosa Bidimensional 

Abrangente, os autores identificaram a presença de diversos grupos químicos, 

tais como: cetonas, alcoóis, éteres, fenóis, hidrocarbonetos alifáticos e 

aromáticos e compostos nitrogenados, sendo que os compostos majoritários 

são as cetonas e os compostos nitrogenados. A condução da técnica de  

Extração em Fase Sólida (SPE) da fase aquosa em contato com o  bio-óleo, 

teve  o intuito de investigar quais compostos presentes no mesmo solubilizam-

se na água e podem apresentar a característica antimicrobiana ao produto. O 

crescimento microbiano visível  ocorre na interface da fase oleosa-fase aquosa. 

Neste sentido, é importante investigar qual o composto químico que pode estar 

presente na fase aquosa, devido à solubilização e que apresente 

características de inibição do crescimento dos micro-organismos. Pode-se 

observar, através da análise da tabela 15 que o extrato obtido pela SPE feita 

com água ultrapura, apresentou em sua composição uma mistura complexa de 

compostos, entre eles ácidos, alcoóis, aldeídos, cetonas, ésteres, fenóis,  

furanonas, hidrocarbonetos, mistos, nitrogenados e piranonas. No total foram 

3% 4% 
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278 picos (Figura 27) tentativamente identificados com base na biblioteca de 

espectros de massas do equipamento. Com relação à quantidade de picos, as 

cetonas apresentaram 56 picos, seguido de nitrocompostos com  48 picos. 

 

Tabela 15 Distribuição dos compostos majoritários, número de picos e suas áreas  encontrados 

no extrato realizado com água ultrapura. 

Classes Picos % Área % 

ACIDO 10 3,5971 6620848,00 1,34 

ALCOOL 13 4,6763 12827520,00 2,61 

ALDEIDO 2 0,7194 4474939,00 0,91 

CETONA 56 20,144 63344928,00 12,87 

ESTER 3 1,0791 1799802,00 0,37 

FENOL 30 10,791 193043004,00 39,21 

FURANONA 26 9,3525 39703371,00 8,06 

HIDROCARBONETO 37 13,309 59732528,00 12,13 

MISTOS 5 1,7986 1565172,00 0,32 

NITRO 48 17,266 33908024,00 6,89 

NITROGENADO 38 13,669 62826025,00 12,76 

PIRANONA 10 3,5971 12508467,00 2,54 

TOTAL 278 100 492354628,00 100,00 

 

 

Figura 27 Distribuição do total de picos por classe da SPE com água. 
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Usando-se o percentual de área dos picos encontrados como uma 

medida semi-quantitativa da composição química da amostra, pôde-se traçar o 

gráfico da figura 28 com a soma das áreas relativas de cada classe de 

compostos identificadas no extrato.  A classe de compostos majoritários foi a 

de fenóis com 39,21%, seguida de cetonas com 12,87%. 

 

 

Figura 28 Distribuição das classes dos compostos presentes no extrato 

realizado por SPE com água ultrapura do bio-óleo. 

 

Além da água ultrapura, foi utilizada também uma solução de o NaOH 1 

M na Extração por Fase Sólida. Os resultados quanto ao número de compostos 

e as medidas semi-quantitativas da composição da amostra são mostrados na 

tabela 16. 

É possível observar através destes resultados que o número total de 

compostos tentativamente identificados foi de 178 (Figura 29), ou seja, 100 

compostos a menos do que a extração realizada por água ultrapura. 

Comparando-se estes resultados, verificou-se que o emprego da água 
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ultrapura foi mais eficiente do que a solução de NaOH no que se refere à maior 

quantidade de compostos extraídos para todas as classes.  

 

 
Tabela 16 Distribuição dos compostos majoritários, número de picos e suas áreas  encontrados 

no extrato realizado com NaOH 1M. 

Classes Picos % Área % 

ACIDO 5 2,81 1633764 0,92 

ALCOOL 2 1,12 1880171 1,06 

ALDEIDO 2 1,12 652666 0,37 

CETONA 33 18,54 14457536 8,15 

ESTER 1 0,56 105788 0,06 

FENOL 72 40,45 139462067 78,63 

FURANONA 6 3,37 3713376,5 2,09 

HIDROCARBONETO 24 13,48 3743613 2,11 

MISTO 4 2,25 674889 0,38 

NITRO 8 4,49 3026459 1,71 

NITROGENADO 10 5,62 5856522 3,30 

PIRANONA 11 6,18 2149587,3 1,21 

TOTAL 178 100,00 177356438,8 100,00 

 

 

 

Figura 29 Distribuição do total de picos por classe da SPE com NaOH 1M. 
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No entanto, com relação à porcentagem de compostos fenólicos 

extraídos, a técnica de SPE realizada com NaOH mostrou uma maior eficiência 

na extração. Na figura 30 é possível observar que a na amostra havia 78,63% 

de compostos fenólicos, sendo que na SPE com água, este valor ficou em 

39,21%, aproximadamente menos que o dobro de eficiência de extração. 

 

 

Figura 30 Distribuição das classes dos compostos presentes no extrato 

realizado por SPE com a solução de NaOH 1M do bio-óleo. 

 
 

Portanto, os dados apresentados sugerem que a presença do fenol pode  

estar relacionada com a a inibição do crescimento fúngico, uma vez que os 

compostos oxigenados, entre eles os compostos fenólicos, concentram-se na 

fase aquosa por afinidade, uma vez que são solúveis em água.   Mohan e 

colaboradores (2008) avaliaram a capacidade fungicida tanto de bio-óleo obtido 

por pirólise de serragem, bem como de suas frações ricas em lignina obtidas 

por extração com solvente acetato de etila, e observaram que o extrato, por 

conter mais compostos fenólicos em sua composição, teve um maior efeito 

fungicida sobre os fungos testados em comparação ao bio-óleo puro.  
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Diversos estudos apontam a eficiência de compostos fenólicos derivados 

da lignina como agentes antimicrobianos (Mourant et al., 2005; Mazela, 2006; 

Kim et al., 2012). Em várias investigações o bio-óleo tem sido testado como 

preservante alternativo de madeira (Suzuki et al., 1997; Meier et al., 2001; 

Mourant et al., 2007), uma vez que tem sido observada sua capacidade de 

inibir o crescimento de micro-organismos deteriogênicos.  

Os grupos hidroxila (-OH) dos compostos fenólicos são descritos por 

causarem ação inibitória (Lai & Roy, 2004) uma vez que esses grupos podem 

interagir com a membrana celular e romper as estruturas da mesma causando 

o extravasamento de componentes intracelulares (Xu et al., 2013). Grupos 

ativos como os grupos hidroxila (-OH) promovem o deslocamento de elétrons 

na membrana agindo como trocadores de elétrons fazendo com que o 

gradiente de elétrons através da membrana fique reduzido. Este processo irá 

causar o colapso da força próton-motriz e a diminuição de ATP e acabará 

levando a célula à morte (Ultee et al., 2002). Similarmente, Farag e 

colaboradores(1989) haviam reportado que estes grupos hidroxila podem 

facilmente ligar-se ao sítio ativo de enzimas alterando o metabolismo celular 

dos micro-organismos. Os modos de ação citados ilustram  a importância dos 

compostos fenólicos e seus grupos hidroxila (-OH) na atividade antimicrobiana. 

Na tabela 17 estão demonstrados os compostos fenólicos tentativamente 

identificados no extrato realizado com água ultrapura e na tabela 18 os 

compostos do extrato obtido com NaOH 1M. 
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Tabela 17 Relação dos compostos fenólicos do extrato obtido com água ultrapura classificados 

com nome, fórmula e área. 

Nome do composto   Fórmula  Área(%) 

Phenol 
Phenol, 2-methyl- 

  C6H6O 
C7H8O 

  36,7982 
14,52415 

cis-1,2-Cyclohexanediol   C6H12O2   0,267209 

Phenol, 4-methyl-   C7H8O   20,21919 

Phenol, 2-methyl-   C7H8O   0,067001 

Phenol, 4-methyl-   C7H8O   0,919698 

Phenol, 2-methoxy-   C7H8O2   3,191435 

1,4-Benzenediol, 2-methoxy-   C7H8O3   0,114691 

Phenol, 2,6-dimethyl-   C8H10O   0,974324 

Phenol, 4-ethyl-   C8H10O   1,922713 

Phenol, 2,4-dimethyl-   C8H10O   7,087835 

Phenol, 3-ethyl-   C8H10O   4,629101 

3-Pyridinol, 2,6-dimethyl-   C7H9NO   1,421224 

Phenol, 2,3-dimethyl-   C8H10O   1,110641 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   0,313358 

Phenol, 3,4-dimethyl-   C8H10O   1,796895 

Phenol, 2,4,6-trimethyl-   C9H12O   0,179306 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   0,637135 

Phenol, 4-ethyl-3-methyl-   C9H12O   0,519879 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   0,160679 

Phenol, 4-propyl-   C9H12O   0,428766 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   0,376365 

Phenol, 4-(ethylamino)-   C8H11NO   0,382204 

Phenol, 2,3,6-trimethyl-   C9H12O   0,329555 

Phenol, 2,3,6-trimethyl-   C9H12O   0,165614 

Phenol, 3-(1-methylethyl)-   C9H12O   0,281689 

Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-   C9H12O2   0,61315 

Phenol, 2,6-dimethoxy-   C8H10O3   0,400126 

1,2,3-Benzenetriol   C6H6O3   0,071384 

Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)-   C14H22O   0,096482 

 

Trinta compostos fenólicos foram tentativamente identificados no extrato 

obtido pela SPE com água ultrapura, enquanto que na amostra da SPE com 

NaOH 1M foram 71 compostos (Tabela 18). Portanto, com base nestes dados, 

foi possível identificar tentativamente aproximadamente 40 compostos a mais 

no extrato obtido pelo procedimento com NaOH.  
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Tabela 18 Relação dos compostos fenólicos do extrato obtido por NaOH classificados com 

nome, fórmula e área. 

Nome do composto   Fórmula   Área (%) 

Phenol 
Phenol, 2-methyl- 

  C6H6O 
C7H8O 

  3,08 
5,06 

cis-1,2-Cyclohexanediol   C6H12O2   0,05 

Phenol, 3-methyl-   C7H8O   24,10 

Phenol, 4-methyl-   C7H8O   0,88 

Phenol, 2-methoxy-   C7H8O2   0,11 

Phenol, 3-methyl-   C7H8O   0,11 

Phenol, 2,6-dimethyl-   C8H10O   0,49 

Phenol, 2-ethyl-   C8H10O   3,62 

Phenol, 2,3-dimethyl-   C8H10O   8,08 

Phenol, 3,4-dimethyl-   C8H10O   0,06 

Phenol, 4-ethyl-   C8H10O   10,47 

Phenol, 3,4-dimethyl-   C8H10O   0,03 

Phenol, 2,3-dimethyl-   C8H10O   2,59 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   0,66 

Phenol, 3,4-dimethyl-   C8H10O   3,84 

Phenol, 2-(1-methylethyl)-   C9H12O   0,23 

Phenol, 2,4,6-trimethyl-   C9H12O   0,74 

Phenol, 4-ethenyl-, acetate   C10H10O2   0,06 

4-Methoxyphenol   C7H8O2   0,02 

Phenol, 2-propyl-   C9H12O   1,50 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   3,08 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   1,13 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   5,97 

Phenol, 4-propyl-   C9H12O   2,69 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   2,67 

2-Methylenecyclohexanol   C7H12O   0,11 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   0,43 

2-Methylenecyclohexanol   C7H12O   0,21 

2-Allylphenol   C9H10O   0,03 

Phenol, 3,4,5-trimethyl-   C9H12O   1,96 

Phenol, 2,3,6-trimethyl-   C9H12O   0,60 

Phenol, 2-ethyl-6-methyl-   C9H12O   1,14 

Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl-   C10H14O   1,17 

Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-   C9H12O2   1,11 

2-Isopropyl-5-methylphenol   C10H14O   0,08 

Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl-   C10H14O   0,06 

1-methoxy-2-propan-2-ylbenzene   C10H14O   0,54 

3-Methyl-4-isopropylphenol   C10H14O   0,03 

Phenol, 2,3,6-trimethyl-   C9H12O   0,54 

2-Methyl-6-propylphenol   C10H14O   0,42 

2,5-Diethylphenol   C10H14O   1,39 

Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl-   C10H14O   0,16 
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2-Methyl-6-propylphenol   C10H14O   0,24 

Phenol, 3,4,5-trimethyl-   C9H12O   0,22 

Phenol, 2-butyl-   C10H14O   0,74 

Phenol, 3,5-diethyl-   C10H14O   0,45 

2-Methyl-6-propylphenol   C10H14O   0,49 

3-Methyl-4-isopropylphenol   C10H14O   0,27 

2-Methyl-6-propylphenol   C10H14O   0,19 

5-Indanol   C9H10O   0,58 

Phenol, 2-(1-methylpropyl)-   C10H14O   0,56 

Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)-   C10H14O   0,72 

Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl-   C10H14O   0,30 

1-methyl-1-indanol   C10H12O   0,38 

Phenol, 2-butyl-   C10H14O   0,42 

2-Allyl-4-methylphenol   C10H12O   0,30 

Phenol, 3,5-diethyl-   C10H14O   0,30 

Phenol, 2,3,4,6-tetramethyl-   C10H14O   0,15 

Phenol, 2-methoxy-4-propyl-   C10H14O2   0,04 

2-Allyl-4-methylphenol   C10H12O   0,18 

2-Isopropyl-5-methylphenol   C10H14O   0,13 

1-methyl-1-indanol   C10H12O   0,29 

6-Methyl-4-indanol   C10H12O   0,36 

Phenol, 4-(1,1-dimethylpropyl)-   C11H16O   0,05 

2,5-Diethylphenol   C10H14O   0,03 

Benzene, (1-methoxy-4-methyl-3-pentenyl)-   C13H18O   0,04 

6-Methyl-4-indanol   C10H12O   0,45 

6-Methyl-4-indanol   C10H12O   0,29 

6-Methyl-4-indanol   C10H12O   0,19 

6-Methyl-4-indanol   C10H12O   0,17 

Phenol, 4-pentyl-   C11H16O   0,18 

 

Oliveira e colaboradores (2007) estudaram extratos fenólicos quanto à 

sua atividade antifúngica sobre o Aspergillus flavus, sendo que foi observado 

que o fungo filamentoso teve seu desenvolvimento inibido devido à ação dos 

extratos. Além de fungos filamentosos, os leveduriformes também foram 

inibidos em pesquisa conduzida por Kim e colaboradores (2008) fazendo uso 

de timol, um óleo essencial fenólico encontrado no orégano. O mesmo 

composto foi testado em Saccharomyces cerevisiae, o qual teve sua 

concentração mínima inibitória com 128 µg.mL-1 de timol (Bi et al., 2010).  
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Em nossa avaliação, a bactéria deteriogênica Bacillus pumilus após 10 

dias de incubação apresentou CIM de 1% (Figura 31) e CBM de 3,3% (Tabela 

14).  As espécies do gênero Bacillus caracterizam-se por serem gram-positivas, 

formadoras de endósporos e aeróbias estritas ou facultativas (Harvey, R; 

Champe, P & Fischer, B., 2008). As espécies esporuladas são conhecidas 

como mais resistentes que as não esporuladas. A presença de esporos garante 

a bactéria, uma forma de resistência, pois parte de seu genoma está 

armazenado em um local seguro (o endósporo). Em condições desfavoráveis, 

a forma vegetativa (célula) pode morrer e liberar o endósporo. O endósporo 

somente irá germinar quando  condições ambientais estiverem adequadas 

permitindo que ocorra a germinação e a formação das novas células. 

 

 

Figura 31 Frascos experimentais contendo inóculo de Bacillus pumilus nas 

concentrações de 0,5% e 1%, respectivamente, e seu controle. (Fonte: Foto de 

Sabrina Beker) 

 

Em comparação aos valores de CIM dos fungos, a bactéria B. pumillus 

demandou um menor valor de bio-óleo, apresentando-se mais suscetível à 

presença dos fenóis. Possivelmente, este fato deve-se à sua constituição 

celular. O revestimento celular das bactérias gram-positivas é composto por 

uma densa camada de peptideoglicano contendo ácidos teicóicos e 

lipoteicóicos, proteínas associadas à essa camada e membrana citoplasmática, 
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enquanto que os fungos apresentam parede celular e membrana celular 

fúngica fundamentalmente diferente das de bactérias e outros eucariotos. 

Ambas estruturas (membrana e parede celular) são vitais para a célula, e sua 

disrupção pode levar à morte celular (Harvey, R; Champe, P & Fischer, B., 

2008).  

A diferença entre os revestimentos celulares dos diferentes micro-

organismos pode ter influenciado nos valores encontrados referente a CIM e 

CBM. Os compostos fenólicos, conhecidos por desestabilizarem a membrana 

citoplasmática dos micro-organismos (Chapman, 2003), podem ter atingido 

mais eficazmente a membrana da bactéria do que dos fungos avaliados no 

presente ensaio, evidenciando dessa maneira um menor valor de CIM e CBM 

do bio-óleo. 

Os endósporos presentes nas bactérias gram-positivas caracterizam-se 

por apresentarem diversas camadas de revestimento rígidas e altamente 

resistentes à diversos métodos físicos e químicos de eliminação, inclusive aos 

compostos fenólicos. Os endósporos são, na maioria das vezes, eliminados por 

um alto tempo de exposição a alta temperatura e pressão. No presente estudo, 

observa-se que a bactéria B. pumillus não apresentou resistência aos fenóis, 

tendo sua CIM em 0,5% e CBM em 1%, relativamente baixa em comparação 

aos fungos. Provavelmente, as bactérias não se encontravam em sua forma 

esporulada.   

Walsch e colaboradores (2003) pesquisaram a atividade antimicrobiana 

e o mecanismo de ação de dois produtos fenólicos e observaram o 

extravasamento dos constituintes celulares pela membrana de bactérias 

Escherichia coli e Staphyloccocus aureus, ou seja, tanto a gram-negativa 
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quanto a gram-positiva foram afetadas pela ação dos produtos fenólicos. Dong 

e colaboradores (2011) também observaram a inibição de bactérias gram-

positivas (S. aureus e Listeria monocytogenes) quando utilizaram extrato 

fenólico obtido de bio-óleo produzido por resíduo de palha de milho (rica em 

lignina), no entanto, nos ensaios utilizando E.coli O157:H7 e Salmonella 

enteritidis, ambas gram-negativas, não foi observada ação antimicrobiana por 

parte do extrato fenólico.  

Para o inóculo não caracterizado a CIM foi de 0,25% (Figura 32) e CBM 

de 0,5% (Tabela 14). Estes resultados foram menores do que os obtidos pelos 

grupos de micro-organismos avaliados isoladamente.   

 

 

Figura 32 Aspecto do frascos experimentais contendo inóculo não 

caracterizado nas concentrações de 0,1% e 0,25%, respectivamente, e seus 

controles. (Fonte: Foto de Sabrina Beker). 

 

O uso de um inóculo não caracterizado tem sido recomendado na 

Norma ASTM E1259-10 para avaliações de antimicrobianos para uso em 

combustíveis. O inóculo não caracterizado é prospectado de tanques 

contaminados por micro-organismos e pressupõem que a população 

microbiana é deteriogênica. Considerando que não foi realizado um 

levantamento de quais espécies efetivamente estavam presentes, os 
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resultados indicam que componentes do bio-óleo  na concentração de 0,25% 

foram efetivos em inibir a população microbiana.  Estes resultados sugerem 

que a comunidade microbiana utilizada nesta avaliação foi mais sensível aos 

componentes do bio-óleo (Bücker et al., 2011; Zimmer et al., 2013).  

Sugere-se que devido a esse conjunto de fatores os valores referente a 

CIM e CBM do inóculo não caracterizado tenham sido menores que os valores 

obtidos pelos micro-organismos isolados. O resultado final dos valores de CIM 

e CBM dos ensaios dos micro-organismos isolados e do inóculo não 

caracterizado, pode ser visualizado na figura 33.   

 

 

Figura 33 Valores de concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração 

biocida mínima (CBM) do bio-óleo frente aos micro-organismos deteriogênicos 

de óleo diesel B10 e inóculo não caracterizado 

 

3.2.4 Conclusões 

O bio-óleo apresentou atividade antimicrobiana sobre os micro-

organismos testados. Quando adicionado à mistura B10, o bio-óleo apresentou 

Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração biocida mínima (CBM) 
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de 4% para os fungos Paecilomyces variotii e Candida silvicola. Para a bactéria 

Bacillus pumillus a CIM foi de 1% e a CBM de 3,3%. Para o inóculo não 

caracterizado  (Norma ASTM E1259-10) a CIM foi de 0,25% e a CBM de 

0,50%.  

Os extratos obtidos pelos dois procedimentos, tanto com água ultrapura 

quanto por solução de hidróxido de sódio (NaOH), apresentaram semelhança 

entre si, sendo que a classe de compostos majoritários foi a de fenóis seguida 

de cetonas em ambos extratos. No entanto, a extração realizada com água 

ultrapura apresentou maior diversidade de compostos extraídos com 278 

compostos, enquanto que NaOH apresentou 178 compostos.     
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4 Considerações Gerais 

Considerando o primeiro capítulo desta dissertação, a avaliação 

preliminar da concentração inibitória e biocida mínima em meio de cultura 

permitiu verificar que o antioxidante butil-hidroxi-tolueno (BHT) não apresentou 

atividade antimicrobiana até 1000 ppm, entretanto, o antioxidante terc-butil-

hidroquinona (TBHQ) apresentou ação inibitória de 250 ppm para Bacillus 

pumilus, 500 ppm para Pseudallescheria boydii e 1000 ppm para Candida 

silvicola e Paecilomyces variotii. O TBHQ apresentou ação biocida em 500 ppm 

para B. pumilus e P. boydii, e 1000 ppm para C. silvicola. 

Em escala laboratorial, o TBHQ não apresentou atividade 

antimicrobiana. Porém, não pôde ser estabelecida uma relação linear entre a 

concentração do antioxidante e os valores de biomassa obtidos, assim como 

não pôde ser detectada influência de TBHQ nas alterações genotípicas das 

comunidades bacterianas e fúngicas.  

A estabilidade oxidativa foi mantida dentro do período mínimo durante o 

ensaio, o que demonstrou a efetividade do TBHQ como antioxidante em todas 

as concentrações utilizadas. Entretanto, os valores de viscosidade cinemática, 

índice de acidez e teor de água da fase oleosa aumentaram ao longo de 45 

dias, caracterizando o biodiesel como fora da especificação.  

Com relação ao segundo capítulo da presente dissertação, pôde-se 

verificar que o bio-óleo apresentou atividade antimicrobiana na faixa de 0,25% 

a 4% e a análise cromatográfica dos compostos que conferiram a característica 

antimicrobiana ao bio-óleo apresentou um perfil majoritário de compostos 

fenólicos seguido de cetonas.  
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6 Apêndices 

A. Laudo do óleo diesel S50 fornecido pela Ipiranga Distribuidora de 

Petróleo 
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B. Laudo do biodiesel fornecido pela Granol Indústria Comércio e 

Exportação S/A 
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C. Laudo Biodiesel sem antioxidante 
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D. Laudo biodiesel com antioxidante 
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7 Anexos 

 
1. Ágar malte 
- Extrato de malte: 30 g/L 
- Peptona: 5 g/L 
- Ágar: 15 g/L 
- pH: 5,4 
 
2. Ágar Luria Bertani 
- Triptona: 10 g/L 
- Extrato de levedura: 5 g/L 
- NaCl: 10g/L 
- Ágar: 15 g/L 
- pH: 7,0 
 
3. Meio Luria Bertani 
- Triptona: 10 g/L 
- Extrato de levedura: 5 g/L 
- NaCl: 10 g/L 
- pH: 7,0 
 
4. Caldo Malte 
- Extrato de malte: 30 g/L 
- Peptona: 5 g/L 
- pH: 5,4 
 
5.  Meio Mineral Mínimo Bushnell-Haas (1941) 
- MgSO4.7H2O: 0,2 g/L 
- CaCl2 : 0,02 g/L 
- KH2PO4 : 1,0 g/L 
- K2HPO4 : 1,0 g/L 
- NH4NO3 : 1,0 g/L 
- FeCl3 : 0,05 g/L 
- pH: 7,2 
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