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AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE TBHQ (Terc-butil-
hidroquinona) E DE BIO-OLEO PARA USO EM BIODIESEL DE SOJA (B100) E
OLEO DIESEL B (B10)*

Resumo

Autor: Sabrina Anderson Beker
Orientador: Fatima Menezes Bento

O biodiesel devido a sua natureza predominantemente composta por ésteres
de acidos graxos apresenta alta suscetibilidade a oxidacdo e a contaminacéo
microbiana durante a estocagem. Algumas medidas de controle como a
utilizacdo de aditivos alternativos ou comerciais podem minimizar a ocorréncia
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-6leo experimental em meio de cultura. Em
escala laboratorial, diferentes concentracées de TBHQ (0, 50, 100, 200, 300 e
600 ppm) foram adicionadas ao biodiesel de soja nas condicbes de como
recebido, com e sem adicdo de in6culo (ASTM E1259-10) em meio mineral
minimo Bushnell-Haas a 30°C por 45 dias. Foram determinadas as
concentracdes inibitdria e biocida minimas do bio-6leo experimental adicionado
a mistura B10 com trés micro-organismos deteriogénicos (Paecilomyces
variotii, Candida silvicola e Bacillus pumilus) e um inéculo ndo caracterizado
conforme Norma ASTM E1259-10. Diferentes concentrac¢des (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
caracterizacdo dos compostos responsaveis pela inibicdo microbiana deste
ensaio foi realizada por Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente
acoplada a Espectrometria de Massas por tempo de voo. Apés o final dos
ensaios, verificou-se que em ambas as condi¢cdes as comunidades bacterianas
e fungicas desenvolvidas apresentaram perfis genotipicos diferentes que nao
puderam ser relacionados com a concentracdo de TBHQ utilizada, assim como
os valores de biomassa. A estabilidade oxidativa foi mantida dentro do periodo
minimo durante o ensaio. Os valores de viscosidade cinemética, indice de
acidez e teor de agua da fase oleosa aumentaram ao longo de 45 dias,
caracterizando o biodiesel como fora da especificacdo. Nao foi observada
degradacdo dos ésteres avaliados presentes na fase oleosa nas condi¢des de
ensaio. O BHT nao apresentou atividade antimicrobiana. O bio-6leo apresentou
atividade antimicrobiana na faixa de 0,25% a 4% e a andlise cromatogréafica
dos compostos que conferiram a caracteristica antimicrobiana ao bio-6leo
apresentou um perfil majoritario de compostos fendlicos seguido de cetonas.

1 Dissertacao de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia Ambiental,
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil (149 p.), setembro, 2014.
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1. Introducgéo

A crescente demanda energética mundial, aliada as questdes sociais,
politicas, econdmicas, e, principalmente ambientais, tem levado a desafiante
busca por fontes alternativas aos derivados do petréleo (Balat et al., 2008). Os
biocombustiveis entraram neste cenario como uma opc¢ao viavel para a
reducdo gradual do uso dos combustiveis fésseis, principalmente no setor do
transporte, onde até o momento, o Oleo diesel € o mais utilizado e o mais
importante do ponto de vista econémico (Subramaniam et al., 2013).

A matéria-prima para a obtencdo do combustivel renovavel ou
biocombustivel € a biomassa, a qual compreende todo material organico, ndo
fossil, seja de origem animal, vegetal ou de micro-organismos, suscetivel de
ser transformada em energia (Knothe et al., 2005). Entre os combustiveis
alternativos propostos, o biodiesel tem recebido muita atencdo para uso em
motores diesel, uma vez que 0 mesmo encontra-se inserido na matriz
energética nacional desde 2005 quando a Lei 11.097/2005 tornou obrigatéria a
adicdo de biodiesel a todo 6leo diesel de petréleo no Brasil, sendo que no
momento essa mistura corresponde a 6% (B6).

Paralelamente a este cenéario, um dos produtos da conversao térmica da
biomassa, o bhio-6leo, vem sendo igualmente explorado com o intuito de ser
adicionado ao 6leo diesel (Catalufia et al., 2013). Diversas vantagens sao
oferecidas pelos biocombustiveis na esfera ambiental, tais como auséncia de
compostos aromaticos e enxofre. No entanto, a suscetibilidade a contaminagéo
microbiana e a oxidacao durante o armazenamento representam as principais

fragilidades sofridas pelos combustiveis alternativos.
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Com relacdo a contaminagdo microbiana, a mesma é favorecida e
potencializada devido a presenca de agua no interior dos tanques de
estocagem (Passmann, 2013). Como consequéncia do desenvolvimento
microbiano no interior dos reservatérios, compostos com caracteristicas acidas
sdo produzidos pelo metabolismo microbiano, possibilitando um aumento da
corrosdo e da instabilidade quimica do combustivel, por exemplo. Portanto, o
armazenamento é um dos pontos criticos da sustentabilidade da cadeia do
biocombustivel e deve ser monitorado e avaliado para garantia do produto.

Medidas fisicas como drenagem da agua e limpeza dos tanques podem
ser tomadas a fim de reduzir a possibilidade de desenvolvimento de
sedimentos de origem biolégica durante a estocagem. Além disso, pode-se
fazer uso de agentes quimicos com atividade antimicrobiana (biocidas) para
prevenir a presenga de micro-organismos.

No entanto, no Brasil, 0 uso e a regulamentacdo para o uso de biocidas
ainda estd sob avaliacdo, pois existem aspectos relacionados ao uso e ao
descarte no ambiente que precisam especial atencéo e estudos. Desta forma,
estudos com moléculas antimicrobianas (biocidas) que atendam a todas as
exigéncias ambientais e econdmicos na preservacdo dos diferentes tipos de
combustiveis precisam ser conduzidos. Neste sentido, o objetivo principal do
presente trabalho foi investigar a atividade antimicrobiana de produtos como o
bio-0leo adicionado ao oleo diesel B (mistura B10) e dois diferentes aditivos
antioxidantes sintéticos comerciais para biodiesel. Para a apresentacdo dos
resultados obtidos a dissertagéo foi dividida em dois capitulos:

O primeiro capitulo teve como objetivo geral investigar a influéncia de

diferentes concentracdes do antioxidante sintético terc-butil-hidroquinona



(TBHQ) sobre a populagdo microbiana presente naturalmente no biodiesel de
soja, na condicdo de como recebido e propositadamente contaminado. Os
objetivos especificos deste estudo foram: determinar a concentracéo inibitoria
minima e biocida (CIM/CBM) de TBHQ (Terc-butil-hidroquinona) e BHT (Buitil-
hidroxi-tolueno) frente a micro-organismos isolados (Paecilomyces variotii;
Pseudallescheria boydii; Candida silvicola e Bacillus pumillus) e a um consorcio
microbiano nao caracterizado conforme Norma ASTM E1259-10 durante 10
dias; Acompanhar o desenvolvimento microbiano (biomassa) dos microcosmos
sob os diferentes concentra¢cées 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 variacdo do teor de &gua, viscosidade cinematica a 40°C,
estabilidade a oxida¢édo a 110°C e indice de acidez da fase oleosa ao longo de
45 dias a fim de relacionar os resultados com as especificagbes estabelecidas
pela Agéncia Nacional do Petroleo (ANP); estimar a biodegradacéo dos ésteres
presentes na fase oleosa através da técnica de Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizacdo de Chama conforme Norma Européia EN14103 e
Identificar a diversidade microbiana presente nos microcosmos através da
técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante apés 45 dias de
estocagem simulada.

O segundo capitulo teve como objetivo geral avaliar a atividade
antimicrobiana de diferentes concentracdes de um bio-0leo experimental, sob a
perspectiva de agente antimicrobiano, em mistura B10, sendo que os objetivos
especificos foram: determinar a concentragao inibitéria (CIM) e biocida (CBM)

minima de diferentes concentracdes de bio-6leo: 0% (controle); 0,05%; 0,1%;



0,25%; 0,5%; 1%; 2%; 3%; 4%; 5%; 6%; 7%; 8%; 9% e 10%, em Oleo diesel B
(mistura B10), fazendo uso de quatro diferentes micro-organismos previamente
isolados de tanques de combustiveis: Bacillus pumilus, Paecilomyces variotii,
Candida silvicola e In6culo ndo-caracterizado conforme norma ASTM E1059-10
durante 10 dias; Realizar a extracdo dos compostos sollveis em &gua
presentes no bio-6leo, com o intuito de investigar quais compostos migraram
para a fase aguosa e conferiram a ag&o antimicrobiana fazendo uso da técnica
de Extracdo em Fase Solida (SPE) e, por fim, caracterizar qualitativamente
através de Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente acoplada a
Espectrometria de Massas por tempo de voo (GCxGC/TOFMS) os extratos

obtidos na Extracdo em Fase Sdlida (SPE) do bio-o6leo.



2. Reviséo Bibliografica

2.1Biocombustiveis

A crescente demanda energética mundial, aliada as questdes
ambientais, tem levado a desafiante busca por fontes alternativas aos
derivados do petréleo. Sabe-se que a solucdo para estes desafios esta no
desenvolvimento e na maior utilizagdo de fontes energéticas limpas e
renovaveis. Devido a isso, a sociedade cientifica vem conduzindo muitas
pesquisas sobre combustiveis renovaveis alternativos nas Ultimas décadas,
principalmente no setor do transporte (Moura et al., 2010; Subramaniam et al.,
2013).

Ha mais de 100 anos, o inventor do motor a diesel, Rudolf Diesel, testou
0leo de amendoim em seu motor. Na época, o0 engenheiro alemao disse que o
uso de Oleos vegetais como combustiveis podiam parecer insignificantes
naquele momento, no entanto, ao longo do tempo, podiam tornar-se t&o
importantes quanto os produtos derivados de petroleo. A busca por fontes de
energia ilimitada sofreu um maior impulso na década de 70, devido
principalmente a crise energética global; altos precos do petréleo; incertezas
acerca da disponibilidade deste recurso limitado e as crescentes preocupacdes
ambientais (Wang et al.,2000; Demirbas et al., 2009; Balat et al., 2010).

A matéria prima para a obtencdo do combustivel renovavel ou
biocombustivel € a biomassa, que segundo Omachi e colaboradores (2004),
compreende todo material organico, nao fossil, que contém energia quimica em
seu interior, como as vegetacdes aquaticas ou terrestres, arvores, biomassa
virgem, lixo organico, residuos de agricultura, esterco de animais entre outros

restos industriais. Segundo Correio (2009), cita-se como exemplo de



combustiveis renovaveis oriundos de biomassa: o bio-6leo, o etanol, o biogas e
o biodiesel.

No Brasil, segundo dados do Balango Energético Nacional (BEN), as
fontes renovaveis representam 79,3% da oferta interna de eletricidade no
Brasil, que é a resultante da soma dos montantes referentes a producéo
nacional mais as importacfes, que sdo essencialmente de origem renovavel
(Figura 1), e dentro deste percentual a biomassa representa 7,6%
demonstrando o satisfatorio desenvolvimento do Brasil quanto a utilizacdo de

energias alternativas (BEN, 2014).

m Eolica/Wind

1,1%

m Biomassa®/Biomass
7,6%

Gas natural/Natural gas
11,3%

m Derivados de petro
Oil products

4,4%

m Nuclear/Nucl
2,4%

Coal and

2,6%

W Hidraulica®/Hydro’
70,6%

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 proximos dez anos, a demanda total de
energia do pais podera crescer mais de 60%. Até 2020, 65% do consumo total
serdo ligados aos setores industrial e de transportes. Para tanto, o0s
investimentos totais previstos pelo governo brasileiro, na area de

biocombustiveis somam R$ 97,2 bilhdes 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 a oxidacdo e a contaminagao
microbiana (Cavalcanti, 2009; Bucker et al., 2011; Passmann, 2013; Cazarolli

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

2.1.1 Bio-6leo

Atualmente, existe uma tendéncia no aproveitamento da biomassa
residual consequente da producao agricola no Brasil. Nao somente por razdes
econdbmicas, mas também por questdes ambientais, 0 relso destes residuos
ricos em materiais lignoceluldsicos desempenha um importante papel na matriz
energeética, uma vez que através do processo de conversao térmica (pirélise)
podem ser transformados em bio-6leo (Catalufia et al, 2013).

O bio-6leo, também conhecido sob os nomes de 6leo de pirdlise ou
liquido de pirdlise, € geralmente um liquido orgéanico de cor castanho escuro e
cheiro de fumaca caracteristico. Sua composicao caracteriza-se por conter
moléculas de diferentes tamanhos, derivadas das reac6es de despolimerizacao
ou fragmentacdo dos trés principais blocos de constituicdo da biomassa:
celulose, hemicelulose e lignina (Oz¢imen, 2010).

A pirélise, por sua vez, € um processo que provoca a decomposicao de
um material sélido na auséncia de oxigénio, utilizando energia térmica para
originar os produtos solidos (carvao e cinzas), liquidos (bio-0leo) e gasosos
(volateis). Nessa converséo, o 6leo obtido na pir6lise € constituido por espécies
moleculares menores e apresenta em sua composi¢ao, normalmente, mais de

quatrocentos compostos organicos diferentes que apresentam um amplo



espectro de funcionalidade quimica, e agua (Xu et al., 2008). Dentre estes
compostos organicos encontram-se hidroxialdeidos, hidroxicetonas, agucares,
furanos, acidos carboxilicos e fendis (Pollard et al., 2012).

O bio-6leo, além de ser usado na producgéo de inumeras substancias na
industria quimica, destaca-se principalmente por ser um combustivel liquido
renovavel, sendo esta a maior vantagem sobre derivados do petroleo.
(Czernick et al., 2004). No entanto, a composi¢do variavel do bio-6leo provoca
uma instabilidade quimica no produto além de uma alta viscosidade, por isso,
0 6leo de pirdlise requer algumas modificacdes para o uso como combustivel,
ou entdo, ele pode ser adicionado ao etanol e 6leo diesel. Pesquisas cientificas
nesta direcdo vém sendo realizadas com sucesso (Catalufia et al., 2013).

Outra importante aplicacdo do bio-6leo que vem sendo investigada &
com relagdo a sua atividade antimicrobiana (Mohan et al., 2008; Okutucu,
2011; Dong et al., 2011; Kim et al., 2012; Lingbeck et al., 2014). Em reviséo
publicada recentemente, Lingebeck e colaboradores (2014) trouxeram diversos
estudos que comprovam a eficiéncia antimicrobiana do bio-6leo frente a um
grande espectro de bactérias patogénicas. Os autores atribuiram o efeito
preservante do liquido de pirdlise devido a presenca de compostos

antimicrobianos e antioxidantes como os aldeidos, acidos carboxilicos e fenais.

2.1.2 Biodiesel

Biodiesel € um nome comum dado ao combustivel alternativo que pode
ser produzido a partir de uma infinidade de matérias primas oleosas tais como
Oleos vegetais, gordura animal, 6leos residuais urbanos ou industriais ou ainda,

a partir de algas e micro-organismos (Knothe et al., 2005). A escolha da



matéria-prima a ser utilizada na producdo de biodiesel é tanto um processo de
decisdo quimica quanto de decisdo econdmica (Basha, 2009).

Na Europa e nos Estados Unidos, as principais matérias primas sdo a
canola e a soja, respectivamente (ANP, 2013). O Brasil disp6e de uma imensa
variedade de espécies vegetais que podem ser empregadas na producdo de
biodiesel, como soja, milho, amendoim, algodao, babacu, pinhdo manso,
mamona, palma, dendé, 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 disponiveis apresentam uma composi¢cao de
acidos graxos adequada para gerar um biodiesel que atenda plenamente as
especificacdes exigidas no Regulamento Técnico n° 4/2012, que integra a
Resolucdo ANP N° 14, de 11.5.2012 - DOU 18.5.2012.

O biodiesel é quimicamente definido como uma mistura de mono alquil
ésteres de acidos graxos derivados da transesterificacdo de 6leos vegetais e
gorduras animais (Knothe et al., 2010). Transesterificacdo € uma reacgao
quimica na qual metanol ou etanol reage com 06leos vegetais ou animais na
presenca de um catalisador (acido ou basico) para produzir ésteres de acidos
graxos e glicerol (figura 2) (Knothe et al., 2006; Subramanian et al., 2013).

O Programa Nacional de Produgédo e Uso de Biodiesel foi criado em
2004, e com a aprovacédo da Lei 11.097, de 13 de janeiro de 2005, o governo
brasileiro introduziu o biodiesel na matriz energética nacional. Todo o 6leo
diesel veicular comercializado ao consumidor final possui biodiesel. Desde
maio de 2010 a mistura obrigatéria passou a ser de 5% de biodiesel a o diesel

de petroleo. Este percentual tende a aumentar nos proximos anos, podendo



chegar a 20% em 2018 para as areas metropolitanas do pais. Tramita no
Congresso a Medida Provisoria (MP) 647/14, que aumenta de 5% para 7% o
percentual de adicdo obrigatéria de biodiesel ao 6leo diesel comercializado ao
consumidor final. O aumento sera feito em duas etapas. Em 1° de julho do

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

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

O

I
CH-O-CR CH,-OH

(@)
Catalisador I
CH-O-C-R + 3R'OH > 3R’-O-C-R + CH-OH

O
[

O
[
CH,-O-C-R CH,-OH
Triacilglicerol Alcool Ester alquilico  Glicerol
(6leo vegetal) (biodiesel)

Figura 2 Reacdo de transesterificacdo para producdo de biodiesel. R
representa uma mistura de varias cadeias de acidos graxos. O alcool
empregado € geralmente o metanol (R’ = CH3). Fonte: Knothe et al., 2005.

Essa mistura € denominada o6leo diesel B e, assim como o combustivel
de origem féssil, requer determinados cuidados para que a qualidade do
produto se mantenha ao longo de toda a cadeia de abastecimento, da
producdo até o consumidor final (ANP, 2010). Portanto, 0 armazenamento &
um dos pontos criticos 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
padrao apropriado. Atualmente, o padrdo 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 Unido Européia através da norma EN 14214
do Comité Europeu de Normalizacdo (CEN) figuram como os mais conhecidos
e sédo geralmente usados como referéncia ou base para outros padrdes (Lobo
et al., 2009).

O biodiesel, por ser uma fonte renovavel de energia, apresenta varias
vantagens na sua utilizacdo em relacéo ao diesel. Destacam-se: o0 alto nimero
de cetano; alto ponto de fulgor; baixas emissdes de material particulado e de
mondxido de carbono e diéxido de carbono; alta biodegradabilidade, e também
nNao possuem em sua composi¢cao enxofre e compostos aromaticos (Passman
et al, 2005; Lapuerta et al., 2012). Pode ser usado misturado ao diesel em
qualquer proporcdo, sem necessidade de qualquer alteracdo mecanica nos
atuais motores Diesel (Demirbas, 2005; Knothe, 2008; Oliveira et al., 2013).
Pode conter baixas concentracdes de compostos sulfurados e € praticamente
isento de compostos aromaticos, maior viscosidade, densidade e maior ponto
de fulgor do que o Oleo diesel. As emissbes do biodiesel sdo também
comparativamente menores que as do diesel, exceto pelas emissdes de 6xido
de nitrogénio (NOx), mas os percentuais de reducgdo variam de acordo com a
quantidade de biodiesel adicionada ao diesel.

A composicdo média de ésteres de acidos graxos do biodiesel de soja
pode variar, no entanto, majoritariamente, essa composi¢cao compreende C16:0
(Palmitico), C18:0 (Estearico), C18:1 (Oléico), C18:2 (Linoleico) e C18:3
(Linolénico), sendo que ha uma predominancia de ésteres de acidos graxos
insaturados, como o acido linoléico com um teor de, aproximadamente, >50%
(Ferrari et al., 2005; Pullen & Saeed, 2014). Os acidos graxos insaturados sao

mais suscetiveis que o0s saturados areacbes de oxidacdo, as quais sao
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aceleradas pela exposicdo ao oxigénio e altas temperaturas, condi¢coes estas
que interferem na qualidade do produto. Portanto, é necessario determinar a
composicdo de ésteres de acidos graxos no biodiesel para poder estudar sua
estabilidade (Ferrari et al., 2005).

Devido a esta composicao, o biodiesel é facilmente reconhecido como
uma fonte de carbono prontamente assimilavel pelos micro-organismos, o que
pode produzir sob determinadas condigcBes, além da suscetibilidade a
oxidacdo, uma maior suscetibilidade & biodegradacdo (Gomes, 2008; Blicker
et al.,, 2011; Passmann, 2013). A biodegradabilidade do biodiesel, embora
freqientemente reportada por ser uma vantagem (Lutz et al., 2006; Mariano et
al.,, 2008; Bucker et al.,, 2011; Passmann, 2013), pode tornar-se uma
desvantagem do ponto de vista dos padrées de qualidade do biocombustivel.

A higroscopicidade intrinseca do biodiesel o torna mais rapidamente
biodegradavel do que combustiveis fosseis (Azam et al., 2005; He et al., 2007;
Luque et al., 2008). E, de acordo com Sorensen e colaboradores (2011), a
introducdo em larga-escala na infra-estrutura ja existente de armazenamento
de combustiveis pode resultar em um aumento significativo na atividade
microbiana devido a pré contaminacao nos tanques.

Outro fator, ndo menos importante, que contribui para sua
vulnerabilidade é a sua baixa estabilidade quimica (Passmann & Dobranick,
2005, Ferrari et al., 2005; Pullen & Saeed, 2014, Fattah et al., 2014). Devido a
presenca de uma quantidade significativa de acidos graxos com ligacOes
duplas, a baixa estabilidade oxidativa representa uma preocupagdo 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 funcdo deste cenario 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 identificacdo e eliminacdo de gargalos tecnolégicos no
armazenamento de biodiesel e suas misturas, no tocante a processos de
origem quimica e biologica. Portanto, a realizacdo de pesquisas com o intuito
de investigar a qualidade e as fragilidades, entre elas: suscetibilidade a
oxidacdo e a contaminacdo microbiana dos biocombustiveis tem sido
fundamental para a garantia da qualidade final dos combustiveis (Cavalcanti,
2009; Bucker et al., 2011; Dantas et al., 2011; Silva et al., 2012; Cazarolli et al.,

2013, Zimmer et al., 2013).

2.1.2.1 Especificagdes do biodiesel

O biodiesel de qualidade deve ser produzido seguindo especificacbes
industriais restritas, conforme norma ASTM D6751 de nivel internacional
(BiodieselBr, 2007). A lei que regulamenta o biodiesel no Brasil é a Lei n°
11.097 , de janeiro de 2005. Nesta lei estdo especificadas todas as regras para
a producéo e comercializagéo do biodiesel (Brasil, 2005).

No Brasil, as especificacbes do biodiesel puro (B100) séo estabelecidas
pela Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP). A
Tabela 1 relaciona as especificacoes para o indice de acidez, estabilidade a
oxidagao, viscosidade cinematica e teor de agua 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 Especificacbes para o biodiesel (B100) no Brasil, Estados Unidos e
Europa.

Brasil Estados Unidos Europa
Limites Método Limites Método Limites Método
VCt a 40°C 3,0a6,0 NBR 10441 19a6,0 ASTM D445 3,5a50 EN3104
(mm?2/s) ASTM D445 EN 3105
EN 3104
A2, max. 0,50 NBR 14448 0,50 ASTM D664 0,50 EN14104
(mg KOH/g) ASTM D664
EN14104
EO3 (h) 6,0 EN 14112 3,0 EN14112 6,0 EN 14112
TA* (mg/kg) 200 ASTM D6304 500 ASTM D6751 500 EN 14214

VC! - Viscosidade Cinemaética A2 - indice de Acidez EO3 - Estabilidade & Oxidacdo TA?*— Teor de Agua

Os problemas no armazenamento podem ser causados pelas condi¢cdes
de estocagem como exposicdo ao ar e/ou a luz, temperatura, assim como a
presenca de metais com efeitos cataliticos na oxidagdo. Esta instabilidade do
combustivel pode aumentar a formacédo de sedimentos e goma e ainda, o
escurecimento do biodiesel (Jain et al., 2010).

O uso de um biocombustivel degradado em motor causa problemas
operacionais como entupimento de filtros e bicos injetores, formacédo de
depdsito na camara de combustdo e em varios componentes do sistema, desse
modo, afetando de maneira ruim o desempenho do motor (Gerpen et al., 1997;
Kawasaki & Yamane, 2007). Por esta razdo, alguns parametros fisico-quimicos
devem ser monitorados, exercendo o papel de indicadores de que os

processos de degradacao abiotica estdo ocorrendo no sistema.

2.1.2.1.1 indice de Acidez
O monitoramento da acidez no biodiesel é de grande importancia

durante a estocagem, uma vez que é utilizado para estimar o nivel de acidos
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graxos livres ou produtos de degradacdo que podem estar presentes no
biodiesel e, freqiientemente, o excesso de &acidos é associado a problemas de
corrosdo nos motores e degradacao durante sua estocagem. A alteragdo dos
valores neste periodo pode significar a presenca de agua (Lébo et al., 2009).
Quanto maior o indice de acidez, maior a formacdo de produtos &cidos pela

oxidacéo (Dos Santos et al., 2011).

2.1.2.1.2 Estabilidade a Oxidacédo a 110°C

A estabilidade oxidativa do biodiesel esta diretamente relacionada com o
grau de insaturacdo dos alquilésteres presentes (L6bo et al.,, 2009) como
também, com a posicdo das duplas ligacbes na cadeia carbdnica (Barreto et
al., 2012). A concentracdo de alquilésteres com alto grau de insaturacdo varia
de acordo com a matéria prima utilizada na producdo do biodiesel. Quanto
maior o numero de insaturacdes, mais suscetivel esta a molécula a degradacao
tanto térmica quanto oxidativa, formando produtos insolUveis que ocasionam
problemas de formacdo de depdsitos e entupimento do sistema de injecdo de
combustivel do motor.

A alta temperatura e a exposicdo ao ar sdo fatores importantes que
afetam a estabilidade do biodiesel, contudo, esta é significativamente afetada
guando estes dois fatores estdo presentes ao mesmo tempo (Dorado et al.,
2013). A baixa estabilidade frente a oxidacdo restringe o uso de biodiesel
(Lobo et al, 2009; Almeida et al, 2011). Entretanto, é possivel aumentar essa
estabilidade com a adicdo de antioxidantes fendlicos sintéticos, comumente

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

A viscosidade do biodiesel aumenta com o comprimento da cadeia
carbOnica e com o grau de saturacdo (Borsato et al., 2012) e tem influéncia no
processo de queima na camara de combustdo do motor. Alta viscosidade
ocasiona heterogeneidade na combustdo do biodiesel ocasionando a
deposicao de residuos nas partes internas do motor.

Apesar de alguns tipos de motores e sistemas de injecdo poderem
utilizar 6leos vegetais ndo transesterificados, a maior parte dos motores hoje
disponiveis exige a utilizagdo de combustiveis com viscosidade inferior as dos

Oleos vegetais (Knothe et al, 2006).

2.1.2.1.4 Teor de agua

A &gua, além de promover a hidrolise do biodiesel resultando em &cidos
graxos livres, também estd associada a proliferacdo de micro-organismos,
corrosdo em tanques de estocagem com deposicdo de sedimentos. Como o
biodiesel apresenta certo grau de hidroscopicidade, o teor de agua devera ser

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

2.2 Micro-organismos deteriogénicos de combustiveis e
biocombustiveis

A biodeterioragéo de combustiveis vem sendo reportada desde o século
passado. Em 1895, foi documentado o crescimento do fungo Botrytis
cinereaem parafina por Miyoshi (Gaylarde et al 1999; Miyoshi 1895, apud

Bento 2001).
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Com relacdo as formas de acesso da populacdo microbiana ao
combustivel no local de armazenagem, Yemashova e colaboradores (2007)
sugerem que essa contaminacdo possa ocorrer através do sistema de
ventilacdo ou de bombeamento dos sistemas de combustiveis, uma vez que
s80 micro-organismos encontrados tanto no ar, como no solo e na agua. A
presenca de oxigénio em tanques de armazenamento € comum, poisS sua
entrada no sistema ocorre durante a reposicdo do combustivel, pela propria
ventilagdo dos tanques, o que favorece a proliferacdo de muitas espécies de
micro-organismos aeroébios (bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes).

Entre as bactérias aerobias que ja foram isoladas de tanques de
armazenamento, podem-se citar 0s géneros 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
anaerébias, 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 géneros Candida,
Rhodotorula, Aspergillus, Paecilomyces, Fusarium, Hormoconis, Penicillium,
Alternaria — entre outros- ja foram isolados de tanques de armazenamento
(Bento & Gaylarde, 2001; Passmann, 2003; Miranda et al., 2007; Yemashova et
al., 2007; Restrepo-Rodriguez et al 2010). Blcker 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 predominancia de bactérias do género
Pseudomonas, Burkholderia e Bacillus em diesel contaminado, enquanto que
utilizando técnicas independentes de cultivo (pirosequenciamento do gene 16
rRNA) indicaram que os géneros Marinobacter, Achromobacter, Burkholderia e
Halomonas foram os mais comuns encontrados. Bicker e colaboradores
(2014) identificaram a presenca de Pseudomonas, Comamonas, Burkholderia,
Dysgonomonas, Hylemonella, Klebsiella e Tolumonas em biodiesel através de
sequenciamento por IllluminaHiSeq do gene 16S rRNA (método independente
de cultivo). Archea (Euryarchaeota e Crenarchaeota) também foram detectadas
pela autora e colaboradores confirmando as informagdes recentemente
publicadas na revisdo sobre contaminacdo microbiana de combustiveis por

Passmann (2013).

2.2.1 Estudos sobre diversidade microbiana em combustivel

Segundo Passman (2013), a populacdo microbiana dos sistemas de
combustiveis é taxonomicamente diversa e inclui bactérias, fungos e arquéias.
Os estudos da composi¢cédo das comunidades microbianas tem contribuido para
o conhecimento da susceptibilidade de combustiveis e biocombustiveis a
deterioracdo e degradacdo microbiologica.

A industria de combustiveis ainda se baseia em técnicas tradicionais e
dependentes de cultivo e de identificacdo fenotipica microbianas (Norma ASTM

D6974-09). A eficacia 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 limitacdo no momento em que subestima a diversidade
microbiana e possivel identificagdo incorreta das espécies constituintes do
combustivel (White et al., 2011).

Atualmente, estdo sendo explorados novos métodos moleculares para
acessar as populacdes microbianas que ndo séo cultivdveis. Estas técnicas,
chamadas também de técnicas independentes de cultivo, sdo geralmente
baseadas em sequienciamento de Ultima geracao e permitem a identificacao de
espécie a partir da analise de DNA da amostra, seja ela de um micro-
organismo isolado ou de uma determinada comunidade composta de varios
micro-organismos. A partir da extracdo direta do DNA total da amostra
identifica-se a diversidade e abundancia de comunidades microbianas. Entre
estes métodos moleculares, o0 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; Blcker et al., 2014), o qual
constitui uma técnica rapida e de baixo custo em relacdo ao seqlienciamento
de alto rendimento, e permite a visualizacdo do perfil da comunidade de
diferentes amostras (Muyzer et al., 1993).

O DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante) tem como
principio diferentes padrdes de migracdo de gene amplificado por PCR
baseados na variacdo da composicdo de bases dentro do gene amplificado
(Muyser et al., 1993). O produto amplificado tem 0 mesmo tamanho, ou seja,
mesmo numero de pares de bases (pb). Os oligonucleotideos iniciadores,
delineados para DGGE, amplificam regides entre 200 e 500pb. Os

procedimentos para a realizacdo do DGGE envolvem a extracdo do DNA
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gendmico, amplificacdo, 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 desnaturacéo do DNA. A extremidade 5’ do
forward primer é acoplado a um grampo de cerca de 30 a 50 bases G-C. A
migracéo do produto amplificado, por eletroforese, do gradiente de menor grau
de desnaturacdo para o gradiente de maior grau de desnaturacdo, causa a
desnaturacdo do DNA em fitas simples. Assim, a completa desnaturacdo da
dupla fita cessaria a migracao. Mas, a presenca do grampo G-C, incorporado a
uma das extremidades, impede a completa desnaturacdo do produto
amplificado. A mobilidade eletroforética do produto amplificado depende da
relativa proporcao de G-C e A-T. Cada banda presente no gel corresponde a

uma Unica espécie de micro-organismo.

2.3  Condicgdes e suscetibilidade ao desenvolvimento microbiano
em biocombustiveis

A presenca de 4gua € a condicao fundamental para que o crescimento
microbiano ocorra em qualquer ambiente. Durante o armazenamento de
combustiveis um dos principais fatores desencadeadores do desenvolvimento
microbiano € a presenca de agua. Por esta razdo, a remocado da agua é uma
medida de preservacdo dos combustiveis. A agua nos sistemas de
armazenamento (tanques e tubulacdes) pode ser encontrada em diferentes
formas: livre, dissolvida e emulsificada.

O processo de remocao da agua dos sistemas de estocagem durante as
operacdes diarias é bastante dificil, especialmente quando o biodiesel é

adicionado a mistura. A razao para isso € que o biodiesel, por natureza, € mais
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higroscopico que os combustiveis de origem fdossil (He et al., 2007) podendo
conter até aproximadamente 1500 ppm (0,15%) de a&gua em solu¢éo, enquanto o
diesel comum somente até 100 ppm (0,05%) (Gerpen et al., 1997).

Além da capacidade do biodiesel absorver umidade, a 4gua presente em
um tanque de estocagem pode estar relacionada ao transporte do combustivel.
E muito comum observar a penetracdo de agua no sistema durante operacées
de carga e descarga, bem como através de sistema de ventilacdo impropria.
Vedacdao deficiente e mudancas de temperatura dentro do sistema sao também
fonte de condensacdo das goticulas de agua do ar (Sorensen 2011; CNT,
2012). Estabelecida a presenca de agua no tanque, o biodiesel pode sofrer
tanto a degradacao quimica (reacdes de hidrolise), como a bioldgica, favorecendo
dessa forma o crescimento de micro-organismos na interface Oleo-agua. Apés
iniciado o crescimento microbiano, o metabolismo celular também libera agua.

A temperatura é um dos fatores mais importantes que afetam a
degradacdo de muitas substancias como alimentos e Oleos que contem
compostos organicos. Leung e colaboradores (2006) realizaram um estudo
investigando a degradacao de biodiesel sob diferentes condi¢cdes e obtiveram
resultados que indicaram que altas temperaturas, concomitantemente a
exposicdo ao ar, ttm um importante papel na degradacdo do biodiesel,
provavelmente devido & alta taxa de oxidagdo do biodiesel a altas
temperaturas.

Dentro do tanque de estocagem de combustivel, também pode-se
encontrar condi¢cdes que propiciam o crescimento microbiano, como os valores
de pH da agua na faixa de 4,0 a 9,0. A atividade metabdlica de alguns micro-

organismos podem contribuir na reducdo do pH da agua livre, pela producéo de
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acidos organicos (Bucker et al., 2011, Hill & Hill, 2008; Aktas et al., 2010;
Passmann, 2013).

O estabelecimento de grupos microbianos aerébios e anaerdbios
(bactérias redutoras de sulfato, por exemplo) ocorre em fungéo da difusdo do
oxigénio dentro do tanque, que pode variar em cada sistema. Muitos
micronutrientes  (compostos inorganicos e organicos) podem ser
disponibilizados aos micro-organismos pela entrada de ar, poeira, aditivos e
principalmente pelo combustivel que pode carrear outros contaminantes.

Sendo assim, diversos sdo os fatores que contribuem para o
desenvolvimento microbiano e conseqiente formacéo de biomassa dentro de um
sistema, oferecendo condi¢Bes favoraveis a biodegradacédo do combustivel. Por
outro lado, o biodiesel dependendo de sua origem (vegetal ou gordura animal),
por apresentar caracteristicas distintas em termos de composi¢cao quimica, pode
nuclear a geracdo de sedimentos de natureza quimica diversa (gomas,
monoglicerideos, esterol-glicosideos, compostos inorganicos, acidos organicos e
inorganicos) (Jain et al., 2010).

As mudancas na natureza do combustivel, como a tendéncia mundial da
reducdo do teor de enxofre, presenca de biodiesel e principalmente as
condi¢cbes durante o armazenamento poderdo determinar uma maior ou menor
formacao de sedimentos seja de origem quimica e/ou bioldgica. O Brasil € um
pais com grande diversidade climatica formado de regibes com diferentes
temperaturas meédias em diferentes estacdes do ano, além de diferentes
valores de umidade relativa. Dependendo da regido, os cuidados com o
acumulo de agua no interior dos tanques de armazenagem de combustiveis

devem ser redobrados. Nas regides quentes e umidas, por exemplo, € mais
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provavel que ocorra a formacdo de agua no fundo dos tanques devido a
condensacéo do ar interno. Essa agua livre favorece a corrosdo de materiais e
o desenvolvimento microbiano (Gaylarde et al., 1999; Chesneau, 2000;
Cavalcanti, 2009).

Além disso, devido as diferentes regibes do pais basearem-se em
diferentes tipos de economia, as matérias-primas utilizadas para producédo de
biodiesel podem variar de acordo com o local. O Brasil dispde de uma imensa
variedade de espécies vegetais que podem ser empregadas na producdo de
biodiesel (Ferrari et al.,2005; Shahid & Jamal, 2008; Apolonério et al., 2012) e
suas diferentes composi¢des quimicas podem afetar o modo como se da a sua
biodegradacéo.

Como consequéncias do crescimento microbiano em tanques de
armazenamento, sdo detectados varios problemas que podem ser percebidos
principalmente pelo armazenador e pelo consumidor final. Os principais
problemas e consequéncias sao: bloqueios de tubulagbes, valvulas e filtros;
aumento do conteudo de &agua; formacdo de lodo; producdo de surfactante
causando emulsificacdo do Oleo; corrosdo dos tanques de estocagem;
producdo de soélidos suspensos no combustivel; degradacdo de

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

2.4 Biodeterioracdo do biodiesel

Segundo Passmann (2013), a diferenca entre biodeterioracdo e
biorremediacdo (tipicamente reportada como biodegradacdo) é tipicamente
comercial. Ambos sdo consequiéncias da atividade microbiana. Quando a

degradacédo do combustivel é desejada (por exemplo, ap6s um derramamento
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ou vazamento de um tanque), o termo de operacéo utilizado € biorremediacgéo.
Quando o combustivel perde valor comercial, entdo o fendmeno € identificado
como biodeterioragdo. No entanto, de uma perspectiva ecolégica microbiana,
quase nao ha diferenca entre biorremediacao e biodeterioracao.

Com relacdo a degradacdo, o biodiesel € o composto mais facilmente
degradado em relagdo aos derivados de petréleo, que normalmente possuem
em sua composi¢do compostos recalcitrantes. A constituicido do biodiesel é
baseada em cadeias de hidrocarbonetos na forma de éster com dois atomos de
oxigénio ligados a outros dois radicais organicos que o torna biologicamente
ativo, ou seja, essas moléculas séo facilmente reconhecidas e degradadas
pelos micro-organismos (Lapuerta et al., 2009) .

Para que a deterioracdo dos combustiveis por micro-organismos ocorra,
sdo necessarias algumas condicdes. A presenca de uma comunidade
microbiana com a capacidade de utilizar (tornar disponivel e degradar) esse
combustivel como fonte de carbono € essencial, sendo que estas
competéncias sao traduzidas pela producédo de biossurfactantes e enzimas. A
disponibilidade do combustivel ao ataque microbiano € uma das primeiras
condicbes e pode ser garantida pela producédo de biossurfactantes (Bento et
al., 2008).

Os biossurfactantes sdao um grupo de metabdlitos geralmente
secundarios com propriedades de reduzir a tensao superficial e interfacial e séo
sintetizados por uma ampla variedade de micro-organismos. Esses
metabalitos sdo moléculas anfifilicas complexas em que as por¢des hidrofilicas
e hidrofébicas dependem da fonte de carbono e da espécie microbiana

(Benincasa et al.,, 2004). A parte hidrofilica faz com que os surfactantes se
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solubilizem em agua, enquanto a parte hidrofébica faz com que eles se
concentrem na interface. Com a redugcdo da tensdo superficial, os
biossurfactantes aumentam as areas de superficie dos compostos insoluveis
levando a um aumento da mobilidade e biodisponibilidade dos compostos
apolares do combustivel, ou seja, 0s biossurfactantes aumentam a
biodegradacéo dos combustiveis (Perfumo et al., 2010).

Por sua vez, as enzimas presentes nos micro-organismos deteriogénicos
também desempenham um papel significativo na biodegradacéo do biodiesel.
Essas enzimas atuam primeiramente no catabolismo dos ésteres realizando a
hidrélise do metil ou etil éster. Esta reacdo € catalisada por uma esterase (ou
lipase) que resulta em um &acido graxo e um alcool. Apos esta reacgdo, 0s
acidos graxos sdo incorporados as células microbianas por processos de B-
oxidac&o (Amouric et al., 2010).

As esterases sdo enzimas que agem em ésteres solUveis ou hidrolisam
outros lipideos em agua e as lipases sao enzimas hidroliticas que atuam na
interface Oleo/agua catalisando as reacdes de hidrolise de triacilgliceridios,
resultando na formacdo de mono e diacilgliceridios, acidos graxos e glicerol,
além disso, as lipases propiciam a quebra de emulsdes de ésteres, glicerinas e
acidos graxos de cadeia longa. Ambas lipases e esterases sdo capazes de
catalisar a hidrélise de ésteres, embora apenas as lipases atuem sobre ésteres
insoltveis em agua, como os triacilglicerideos. Deve-se enfatizar, entretanto,
gue a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de esterases, enquanto
0 inverso néo é verdadeiro (Jaeger et al., 1999).

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

tornam-se imprescindiveis investigacoes acerca da suscetibilidade dessa
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mistura a contaminagdo microbiana. Apesar de diversos estudos reportarem a
biodegradacéo do biodiesel, ainda sdo necessérias pesquisas que envolvam o
efeito da biodegradagédo nas propriedades e mecanismos relacionados aos

combustiveis (Jakeria et al., 2014).

2.4.1 Aplicacao de cromatografia gasosa no estudo de biodiesel

Diversas técnicas tém sido empregadas na determinagcdo do teor de
ésteres em biodiesel, tanto no sentido de estimar a pureza do produto final
guanto para acompanhamento da reagéo de transesterificacdo (Marques et al.,
2010). Cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama (CG/DIC),
cromatografia gasosa com detector seletivo de massas (CG/DSM),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia liquida com
detector seletivo de massas (CL/DSM), ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono (RMN-1H e 13C) e infravermelho proximo (IV) séo alguns
exemplos (Knothe et al., 2005).

A norma europeia EN14103 indica o0 emprego da cromatografia gasosa
com detector por ionizagdo em chama (CG/DIC) com padronizagdo interna e
quantificacdo com calibracdo por um ponto. Heptadecanoato de metila é o
padrdo interno. O método quantifica ésteres graxos metilicos com cadeias de

14 a 24 carbonos, saturados ou insaturados.

2.5 Uso de antioxidantes em biodiesel
Apesar das inUmeras vantagens, o biodiesel € mais suscetivel a auto-
oxidacdo do que combustiveis fosseis (Kivevele et al., 2011; Dantas et al.,

2011). A exposicdo ao calor, a luz, a umidade, ao oxigénio e aos
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contaminantes metalicos podem acelerar o processo de oxidac¢do o qual pode
ter um papel importante na formagdo de compostos indesejaveis (Araujo et al.,
2009; Kivevele et al., 2011).

A estabilidade do biodiesel na presenca de aditivos tem sido estudada
por diversos pesquisadores (Knothe 2007; McCormick et al., 2007; Xim et al.,
2009). Normalmente, esses antioxidantes sdo compostos sintéticos que
interrompem a reagédo em cadeia de radicais livres.

Por exemplo, um antioxidante (AH — antioxidante com um atomo de
hidrogénio) intercepta o radical peroxido (RCOO*) para preveni-lo de criar outro
radical pelo mecanismo de auto-oxidagdo. O mecanismo relacionado é

mostrado abaixo (Pullen et al., 2012):

Estagio de interceptacao do radical: R— COO’ + AH < R—-COOH + A’

Estagio de término do radical: A’ + A’ & A — A ou materiais sem radical

Para aumentar a estabilidade & oxidacdo na estocagem de ésteres
metilicos de acido graxo de diferentes 6leos, € 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-
hidroguinona (TBHQ) e galato de propila (PG) (Du Plessis et al, 1985; Leung et
al, 2005; Bondioli et al, 1995; Dunn, 2002) (Figura 3). Eles séo caracterizados
pela presenca de grupos fendlicos, com hidrogénio dissociavel, capazes de
formar radicais livres estaveis. Desta forma, a oxidacdo do 6leo (biodiesel) nédo

se propaga.

27



OH OH

_“«_~C(CH), (CH).C~ A _~C(CH),
OCH, CH,
(a) (b)
OH OH
H()\_\ /,,]:\ /,OH /L\ /,fC(CH,)‘
N7 \\@/
COOC.H OH
(c) (d)

Figura 3 Estruturas fendlicas de antioxidantes sintéticos (a) BHA, (b), BHT, (c),
PG e (d) TBHQ (Ramalho & Jorge, 2006).

A atividade dos antioxidantes fendlicos depende do numero de grupos
hidroxil/fendlicos anexados as suas posi¢cdes orto e para no anel aromatico.
Geralmente, o grupo hidroxil ativo pode prover prétons que inibem a formacao
de radicais livres ou interrompem a propagacao de radicais livres, o que pode
retardar a taxa de oxidacéo do biodiesel (Karavalakis & Pereira, 2010).

Baseado na revisdo de literatura, é evidente que diferentes antioxidantes
tém diferentes influéncias na estabilizacdo oxidativa de diferentes biodieseis,
oriundos de diferentes substratos. A eficiéncia relativa de diferentes

antioxidantes esta 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
Oleo residual de fritura PG>BHA>BHT>TBHQ>vitamina E
Oleo de mamona BHA>PG>>DBPC>TBHQ
Girassol Acido caléfico>Acido clorogénico
Oleo de coco Acido caléfico
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2.5.1 Terc-butil-hidroquinona (TBHQ)

O terc-butil-hidroquinona (TBHQ) é um po6 cristalino branco e brilhoso,
moderadamente solivel em éleos e gorduras e ndo se complexa com ions de
cobre e ferro, como o galato. E considerado, em geral, o antioxidante difendlico
mais eficaz em Oleos vegetais do que o BHA ou BHT; em relacdo a gordura
animal, é tdo 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 °C, trés vezes maior que o tempo verificado para o B100 sem antioxidante
(Borsato et al., 2012). O mecanismo de a¢do do antioxidante € proposto como
resultante do deslocamento de elétrons ndo-pareados do anel fendlico do
aditivo, formando assim, um hibrido estabilizado pela ressonancia interna do
anel (Figura 4) (Freire, 2012).

Além da ja reconhecida atividade antioxidante do TBHQ, este composto
também é conhecido devido as 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 esta inserido, pode ser
explicada devido a presenca de compostos fendlicos na sua constituicdo
quimica, e de um modo geral, a atividade antimicrobiana destes compostos ja
esta 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 a respeito do potencial de uso de
antioxidantes contendo estruturas fenodlicas, como o caso do TBHQ, como

agentes antimicrobianos. Tampouco sabe-se sobre o comportamento deste
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antioxidante frente ao controle da contaminagdo microbiana em biodiesel.
Diante deste contexto, o estudo sobre o carater antimicrobiano de TBHQ

adicionado ao biodiesel, faz-se necessario.
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Figura 4 Esquema do mecanismo de acdo dos antioxidantes no processo
oxidativo do biodiesel (Freire, 2012).

2.5 Medidas para prevencdo, diagnostico e tratamento da
contaminag&o microbiana em combustiveis e biocombustiveis

Para evitar o0 desenvolvimento de populagbes microbianas
deteriogénicas no combustivel durante o armazenamento sao indicados
procedimentos fisicos e quimicos que sédo fundamentais para a qualidade final

do produto. O diagnéstico de um tanque (aéreo ou subterrdneo) com
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contaminacdo microbiana € dado a partir da inspecdo e constatacdo da
presenca de fase livre de dgua no fundo do tanque. Os tanques contaminados
normalmente apresentam trés fases distintas, a fase aquosa, oleosa e a
biomassa presente na interface Oleo-agua, que devem ser monitoradas
separadamente (Figura 5).

O biodiesel apresenta uma maior tendéncia em absover umidade do que
o diesel devido, principalmente, ao conteddo de Oz em sua molécula e a
estrutura quimica polar de seus grupos carboxilicos. A agua nos tanques de
armazenamento de biodiesel pode ser encontrada sob trés formas distintas:
emulsionada, dissolvida e livre. Na Figura 5 estdo apresentadas as formas em
que a agua pode ser encontrada durante a estocagem de misturas de diesel e

biodiesel.

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

Figura 5 Diferentes formas que a agua pode ser encontrada nos
tanques de armazenamento de diesel A com adi¢do de biodiesel
(Fonte: Bento & Cavalcanti, 2012).

O conhecimento sobre a suscetibilidade a contaminacdo microbiana em
Oleo diesel estocado ja € de dominio publico. Reconhecidas Institui¢cdes ligadas

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

31



(IATA) do Instituto do Petroleo (IP) no Reino Unido e da ASTM nos EUA,
estabeleceram metodologias e valores para se chegar ao diagnéstico de uma
condicdo ACEITAVEL e de ALERTA de contaminagdo microbiana em
combustiveis. Apesar da interface Oleo-agua ser um indicativo de tanque
contaminado, as fases aquosa e oleosa precisam ser monitoradas.

Os procedimentos de limpeza e drenagens regulares sdo medidas
fisicas que impedem o acumulo da agua formada nos lastros. Estes
procedimentos constituem-se em uma forma estratégica no controle da
infeccdo 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
impossivel a drenagem em certos pontos. Deve-se também destacar que
adicionalmente a infeccdo microbiana pode se difundir de um tanque para outro
com a passagem de um combustivel sem contaminagdo, através de
mangueiras, ou filtros, que tenham sido utilizados ou expostos a um
combustivel contaminado.

A preservacdo do combustivel também pode ocorrer através da
aplicacdo de compostos quimicos (biocidas) que impedem e controlam o
desenvolvimento de populacdes microbianas deteriogénicas. Os biocidas ou
antimicrobianos compreendem produtos com largo espectro de componentes
de estruturas quimicas diversas (compostos inorganicos e organicos) (Bento et
al., 2010; Zimmer et al., 2013). Alguns sdo 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 o0s

grupos, mas sua acdo é mais efetiva quando eles atuam com um grupo
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microbiano especifico. Alguns sdo solUveis em agua, outros sao sollveis em

Oleo e outros podem ser sollveis em ambas as fases (Passman, 2003).

2.6 Mecanismos de ac¢do dos biocidas

Os diferentes modos de acdo dos biocidas pertencentes aos varios
grupos quimicos vém sendo amplamente revisados e resumidos por McDonnel
e Russell (2004) e Maillard (2007), entre outros autores. No geral, os
mecanismos de acao dos biocidas, podem ser definidos de acordo com o alvo
na célula. Trés niveis de interacdo podem ser descritos: interacdo com
componentes externos da célula; interacdo com a membrana citoplasmatica e
interacdo com 0s constituintes citoplasmaticos (Morente et al., 2013). No
entanto, € possivel que o biocida aja em um ou em todos os trés niveis de
interacdo com a célula para produzir sua atividade antimicrobiana (Morente et
al., 2013).

O mecanismo de acdo dos biocidas pode ser dividido em quatro
categorias: os oxidantes; os eletrofilos; os liticos e os protonéforos (Figura 6)
(Chapman, 2003). Os oxidantes incluem agentes de rapida acdo como as
clorinas e perdxidos que agem através de reacdes de oxidacdo com os
constituintes organicos das células (Clapp et al., 1994; Dukan et al., 1999;
Dukan e Touati, 1996). Os agentes eletrofilicos incluem os ions inorganicos
como a prata, o cobre, e o mercurio, e biocidas organicos como o0s
formaldeidos e as isotiazolonas. Estes biocidas reagem covalentemente com
os nucleofilos celulares para inativar enzimas (Collier et al., 1990; Slawson et
al.,, 1990) e h&a evidéncia que eles iniciam a formacdo de radicais livres

intracelulares os quais contribuem para sua acao letal (Kimura, 1997; Thurman
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e Gerba, 1989; Chapman e Diehl, 1995). Biocidas liticos que agem na
membrana catidbnica como clorexidina e compostos quaternarios de amonio
(Broxton et al., 1983; Chawner e Gilbert, 1989), e alcodis como o fenoxietanol
(Gilbert et al., 1977) desestabilizam as membranas levando a rapida lise
celular. Os &cidos fracos como os acidos sorbico e benzodico interferem na
habilidade da membrana celular de manter o pH equilibrado, resultando em
acidificacdo do interior da célula e ruptura generalizada do metabolismo
(Eklund, 1985).

Os compostos fendlicos sédo hidrofobicos e o seu sitio de acdo € a
membrana celular da célula. Esses compostos se acumulam na bicamada
lipidica causando desarranjo na funcdo e na estrutura da membrana e
penetram a célula bacteriana, exercendo a atividade inibitoria no citoplasma

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

AN

ELETROFILOS | ATIVOS DE MEMBRANA |
OXIDANTES ELETROFILOS LiTICOS PROTONOFOROS
Haldgenos Formaldeidos Quaternarios Parabenos
Peroxidos || Liberadores de Formaldeidos | | Biguanidas Acidos fracos
Isotiazolonas Fenois Piritionas
Bronopol Alcoois
Cu, Hg, Ag

Figura 6 Mecanismos de ac¢éo dos biocidas. (Adaptado de Chapman, 2003).

Entretanto, a utilizacdo de agentes quimicos no controle da
contaminagdo microbiana em tanques de estocagem de combustiveis ainda se

constitui em uma alternativa pouco conhecida e com muitas dlvidas a serem
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esclarecidas para o setor do petrdleo (Bento et al., 2006; Bento et al., 2010).
Dentre elas, qual o biocida indicado, quais as concentragcfes a serem
utilizadas, qual a fase a se tratar (fase oleosa, interface ou a fase aquosa), qual
o tempo de preservacdo do combustivel pelo biocida, como realizar o descarte
da fase aquosa dos tanques de Oleo diesel com biodiesel tratado com biocida.
Por se tratar de um produto biocida é preciso que esteja licenciado junto ao
orgdo ambiental competente pela indUstria produtora.

Uma das maiores preocupacfes de quem armazena o combustivel esta
em manter a qualidade final do produto. Se a adicdo de um preservante
quimico traz esta garantia, outra preocupacado do setor tem sido como liberar
um combustivel tratado com biocida no ambiente de forma segura (Bento et al.,
2010).

A utilizacdo de biocidas sintetizados especialmente para 0 uso em
combustiveis e biocombustiveis tem sido recomendada nos Estados Unidos e
Europa (Passman, 2003; Siegert, 2009). Muitas pesquisas estdao sendo
desenvolvidas na selecdo de um biocida mais efetivo na preservagdo dos
diferentes tipos de combustiveis (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 audiéncia
publica sobre a revisdo da Resolugdo ANP n° 7/2008 (especificacdo do
biodiesel) a adocdo de biocidas, biodegradaveis e menos toxicos, para
combater a contaminacao por micro-organismos, devera ser objeto de consulta
a Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), previamente a qualquer
medida nessa direcdo. Desta forma, ja esta sendo considerada dentro do

cenario brasileiro a participacdo microbiana como um dos contaminantes
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potenciais de sistemas de armazenamento e a necessidade de estudo de

controle (Bucker et al., 2011; Cazarolli et al., 2013; Zimmer et al., 2013)
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3 Capitulos

3.1. Capitulo 1

AVALIACAO DA DEGRADAGCAO QUIMICA E MICROBIOLOGICA DE
BIODIESEL DE SOJA COM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE TBHQ
DURANTE ARMAZENAMENTO SIMULADO

Sabrina Anderson Beker?, Yara Patricia da Silva®, Francielle Biicker?, Juciana
Cazarollid, Maria do Carmo Ruaro PeralbaP, Clarisse Piatnicki®, Fatima
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bDepartmento de Quimica Inorgéanica, Universidade Federal do Rio Grande do

Sul. Avenida Bento Gongalves, 9500, Porto Alegre, RS, Brasil.

37



RESUMO

Devido a sua natureza predominantemente composta por ésteres de acidos
graxos, o biodiesel apresenta alta suscetibilidade a oxidacdo e a contaminacao
microbiana durante a estocagem. Varios aditivos comerciais sao utilizados para
prevenir a oxidacdo, sendo que a atividade antimicrobiana € pouco conhecida.
O presente trabalho investigou a atividade antimicrobiana de Terc-butil-
hidroguinona (TBHQ) e Buitil-hidroxi-tolueno (BHT) através da determinacéo da
concentragdo inibitoria e biocida minima. Foi avaliado o biodiesel de soja sob
duas condi¢des: como recebido com e sem a adicdo de inéculo microbiano,
ambos tratados com diferentes concentracfes 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
influéncia das diferentes concentracdes de TBHQ quanto a formacdo de
biomassa e as alteracdes das comunidades bacterianas e fungicas pela analise
do DNA total da biomassa formada foi avaliada. Foram monitoradas as
alteracbes nos parametros quimicos de qualidade: estabilidade oxidativa,
indice de acidez, viscosidade cinematica, teor de agua e degradacdo de
ésteres. O BHT né&o apresentou atividade antimicrobiana. O TBHQ apresentou
atividade antimicrobiana na faixa de 250 ppm a >1000 ppm em meio de cultura.
As analises revelaram que a adicdo do antioxidante ndo apresentou relacéo
linear com a formagédo de biomassa nas diferentes concentragdes utilizadas em
ambas as condicbes de biodiesel (como recebido com e sem adicdo de
in6culo), bem como nas mudancas dos perfis das comunidades bacterianas e
fungicas. A estabilidade oxidativa foi mantida dentro do periodo minimo de 6 h
durante o ensaio. Os valores de viscosidade cinematica, indice de acidez e teor
de agua da fase oleosa aumentaram ao longo de 45 dias caracterizando o
biodiesel como fora da especificagdo. Nao foi observada degradacdo dos
ésteres avaliados presentes na fase oleosa.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiesel. TBHQ. Degradacao. Biomassa.
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3.1.1 Introducéao

Devido a grande demanda de energia e a escassez de recursos
energéticos finitos, vem crescendo diariamente a exploracdo de fontes
renovaveis de energia de duracdo ilimitada e de menor impacto ambiental. O
biodiesel € um biocombustivel que apresenta grande potencial dentro deste
cenario e atua como uma alternativa ao uso de combustiveis fésseis seja como
substituto ou como aditivo ao combustivel derivado de petréleo (Balat et al.,
2008).

O biodiesel apresenta em sua composicao ésteres (metilicos ou etilicos)
de acido graxos, de origem vegetal ou animal, produzidos através da reagao
quimica de um &lcool na presenca de um catalisador com Gleos ou gorduras,
cujo processo € mundialmente conhecido como transesterificacdo
(Subramaniam et al., 2013). Dentre as matérias-primas mais utilizadas para
sua producado, o grao de soja tem sido destaque, sendo o mais utilizado na
producao do biodiesel nacional.

O biodiesel de soja apresenta muitas vantagens em comparacao ao
petrodiesel. Além de ser originado de fonte renovavel de energia, ele conta
com a presenca de quantidades minimas de enxofre e de compostos
aromaticos em sua constituicdo, o que confere a este biocombustivel uma
menor toxicidade em comparacdo aos combustiveis fosseis. Devido as suas
caracteristicas intrinsecas, apresenta também excelente Ilubricidade
(Subramaniam et al., 2013).

O biodiesel devido a sua natureza (ésteres de acidos graxos) € mais
facilmente reconhecido e metabolizado por micro-organismos no ambiente.

Segundo Passmann e Dobranick (2005), do ponto de vista ambiental, apos um
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acidente envolvendo um derrame de biodiesel (solo ou 4&agua), a
biodegradabilidade é uma vantagem. Porém, durante o armazenamento seja
do biodiesel puro e/ou na mistura, esta caracteristica pode indicar uma maior
suscetibilidade a contaminag¢@o microbiana.

O ar presente no interior dos tanques de armazenamento de
combustiveis pode condensar-se devido as diversas condi¢cdes climaticas
nacionais. Esta condensacéo, consequentemente, acumula-se no fundo dos
tanques em forma de agua livre. A presenca de agua e de micro-organismos
torna-se o principio da formacdo de uma massa bioldégica na interface
combustivel/agua devido a presenca de micro-organismos deteriogénicos que
possuem a capacidade de degradar as cadeias carbdnicas do biodiesel
(Jakeria et al., 2014).

Além da suscetibilidade a contaminacdo microbiana, outra preocupacéo
que envolve a qualidade do biodiesel € referente a sua estabilidade quimica, ou
seja, vulnerabilidade a oxidacdo e absorcdo de agua. Devido a acao do ar, da
luz, temperatura e umidade, sua constituicdo quimica pode alterar-se com o
tempo (Fattah et al., 2014). Ao contrario dos combustiveis fosseis, que séo
relativamente inertes e mantém as suas caracteristicas essenciais pouco
alteradas ao longo da estocagem, o biodiesel degrada mais rapidamente
devido aos fatores bioticos e abidticos.

Portanto, hoje existe uma grande preocupacdo concernente a qualidade
deste produto uma vez que 0 mesmo encontra-se inserido na matriz energética
nacional desde janeiro de 2005 mediante a Lei N° 11.097, a qual permitiu a
adicdo de biodiesel ao diesel. Desde julho do corrente ano a proporcao

estabelecida por medida provisoria é de 6% (B6).
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Para controlar o crescimento microbiano algumas préticas preventivas
podem ser adotadas, sendo que a principal é a drenagem diaria dos tanques.
Também podem ser administrados produtos com caracteristicas
antimicrobianas como compostos quimicos sintéticos, os quais devem ser
adicionados aos combustiveis, contribuindo para a prevengdo e controle da
contaminacdo (Passmann, 2013). No entanto, esta préatica ainda ndo é
legalizada no Brasil, o que dificulta a utilizacado desta medida de controle.

Quanto aos processos oxidativos do biodiesel, estes podem ser
minimizados pela adicdo de antioxidantes, os quais desempenham papel
fundamental na prevencdo da iniciacdo e propagacdo da oxidacdo 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
Oleos vegetais da industria alimenticia. Sua estrutura quimica permite que o
biodiesel se mantenha estavel durante seu armazenamento (Jain et al., 2010).

Pesquisas envolvendo a relagdo da molécula de TBHQ com a microbiota
do biodiesel sdo raras. Portanto, investigacdes acerca do comportamento da
microbiota fangica e bacteriana do biodiesel na presenca de diferentes
antioxidantes fazem-se necessérias.

Diante deste contexto envolvendo o monitoramento da qualidade do
biodiesel, o presente estudo optou por investigar a influéncia de diferentes
concentracdes do antioxidante sintético terc-butil-hidroquinona (TBHQ) sobre a
microbiota fungica e bacteriana do biodiesel de soja como recebido e
propositadamente  contaminado e aprofundar o conhecimento do
comportamento do biodiesel diante das diferentes concentragcdes quanto a sua

estabilidade a oxidacao.
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Os objetivos especificos deste estudo foram: Avaliar a Concentracdo
inibitéria minima 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
consércio microbiano néo caracterizado conforme Norma ASTM E1259-10
durante 10 dias; Acompanhar o desenvolvimento microbiano (biomassa) em
escala laboratorial de microcosmos sob diferentes concentracdes de TBHQ (0
ppm; 50 ppm; 100 ppm; 200 ppm; 300 ppm e 600 ppm) em biodiesel como
recebido com e sem adi¢édo de in6culo ndo-caracterizado por meio de medidas
de peso seco, por 42 dias; Monitorar a variacdo da viscosidade cinematica a
40°C, estabilidade a oxidacdo a 110°C, indice de acidez e teor de agua da fase
oleosa ao longo de 45 dias; Estimar a biodegradacao dos ésteres presentes na
fase oleosa através da técnica de Cromatografia Gasosa com Detector de
lonizacdo de Chama conforme Norma Européia EN14103 e; Identificar a
diversidade microbiana flingica e bacteriana presente nos microcosmos através
da técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) apés 45

dias de estocagem simulada.

3.1.2 Materiais

3.1.2.1 Combustivel

O biodiesel utilizado neste estudo foi obtido a partir de dleo de soja e
cedido por uma empresa de Passo Fundo (RS/ Brasil). Foram utilizados dois
tipos de amostras: (i) biodiesel sem a adi¢éo de antioxidante (Apéndice C) e (ii)
biodiesel com antioxidante adicionado na industria fornecedora do biodiesel

(em concentracao desconhecida) (Apéndice 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 minimo
Foi confeccionado o meio minimo 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 6leo diesel A e biodiesel em trabalhos anteriores do grupo
do Laboratério de Biodeterioracdo de Combustiveis e Biocombustiveis
(UFRGS) executados no Brasil (Bento & Gaylarde, 1996; 2001; Bento et al.,
2006; Bucker et al, 2011). Foram utlizados os fungos filamentosos
Paecilomyces variotii (Blcker 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 centrifugacdo de biodiesel também foi testada. Estas espécies s&o
classificadas como deteriogénicas de combustivel estocado no Brasil e fazem
parte da bacterioteca e micoteca do Laboratério de Biodeterioracdo de

Combustiveis e Biocombustiveis da UFRGS.
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3.1.2.5 In6culo ndo-caracterizado

A confeccdo do inéculo ndo-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 filtragdo) onde entéo foi inoculado 5 mL de uma
borra microbiolégica prospectada de um tanque contaminado e incubado a 28

°C, 200 rpm durante 7 dias. A concentracgéo utilizada foi de 10° UFC.mL™.

3.1.3 Metodologia

3.1.3.1 Estudo preliminar: Avaliacdo da Concentragcdo Inibitéria e
Biocida Minima (CIM/CBM) de BHT e TBHQ

A determinacédo da CIM foi realizada pelo método de diluicdo em caldo e
observada pela auséncia de turbidez dos meios nos frascos. Uma solugao
estoque do antioxidante na concentracdo de 2000 ppm foi preparada sendo
diluida em agua ultrapura estéril. Em frascos estéreis, com capacidade para 15
mL, adicionou-se 4 mL de caldo malte e 4 mL da solugcdo estoque do
antioxidante de 2000 ppm. A partir do primeiro frasco que apresentou a
concentracdo de 1000 ppm, foram realizadas diluicbes sucessivas em cada
frasco, obtendo-se as concentragcdes 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 in6culo de Paecilomyces variotii na concentracdo final de 10°
esporos.mLt. O mesmo procedimento foi realizado para os demais fungos.
Para a bactéria, foi adicionado o caldo Luria Bertani e para o inéculo ndo

caracterizado foi adicionado o meio mineral Bushnell Haas. Sendo que um
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frasco, contendo apenas 0 meio de cultura representou o controle dos testes.
Os ensaios foram realizados em triplicata.

Ap0s determinar a concentracao inibitéria minima de cada concentragéo
das misturas sobre os micro-organismos, também foi avaliada a concentracéo
biocida das mesmas. A partir do frasco em que houve a inibicdo do
crescimento dos micro-organismos avaliados (CIM), retirou-se uma aliquota de
10 L, que foi inoculada em placas petri contendo &4gar malte (para os fungos),
agar Luria Bertani (para a bactéria) e 4gar para contagem — PCA (para o
in6culo ndo-caracterizado). As placas foram incubadas a 28°C e 30°C + 1°C
durante 3 dias. A concentracdo minima biocida (CBM) foi determinada através
da auséncia absoluta de crescimento dos micro-organismos nas diferentes

concentracoes testadas.

3.1.3.2 Estudo em escala laboratorial simulando estocagem de
biodiesel com diferentes concentracdes de TBHQ

Apo6s o estudo preliminar sobre a CIM/CBM de dois antioxidantes, o
TBHQ foi escolhido para ser utilizado na escala laboratorial. Portanto, foram
definidas cinco concentracdes de TBHQ em biodiesel a serem estudadas: 50
ppm, 100 ppm, 200 ppm, 300 ppm e 600 ppm. O controle utilizado foi de O
ppm, sendo que um controle com o teor de antioxidante (dosagem da planta
industrial) utilizado na industria 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. Apds a adicdo 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
niveis de contaminagéo foram avaliados: biodiesel como recebido da industria
e 0 mesmo biodiesel com adicdo de um consorcio de micro-organismos
(inéculo né&o-caracterizado) preparado conforme a Norma ASTM E1259,
descritos como tratamento 1 e 2:

O tratamento 1 constitui-se da utilizacdo de biodiesel como recebido, ou
seja, ndo estéril. O tratamento 2 constitui-se da utilizacdo do biodiesel como
recebido com a adicdo do inéculo nado-caracterizado preparado conforme
Norma ASTM E 1259 (ASTM 2010) na concentragdo de 10°
esporos/células.mL?. O segundo tratamento teve por objetivo verificar o
comportamento das diferentes concentragbes de TBHQ frente a uma alta
contaminacdo em biodiesel. A descricdo dos tratamentos utilizados pode ser

visualizada na tabela 3.

Tabela 3 Identificagdo das amostras do experimento.

IDENTIFICACAO TRATAMENTO 1 TRATAMENTO 2
DAS AMOSTRAS (Biodiesel como recebido) (Biodiesel como recebido +
in6culo)
Controle CNL1 - Biodiesel 0 ppm + BH CN3 - Biodiesel 0 ppm + BH + inéculo
Controle CN2 - Biodiesel com CN4 - Biodiesel com antioxidante*+BH +
antioxidante* + BH in6culo
50 ppm Biodiesel 50 ppm TBHQ + BH Biodiesel 50 ppm TBHQ + BH + in6culo
100 ppm Biodiesel 100 ppm TBHQ + BH  Biodiesel 100 ppm TBHQ + BH + in6culo
200 ppm Biodiesel 200 ppm TBHQ + BH  Biodiesel 200 ppm TBHQ + BH +in6culo
300 ppm Biodiesel 300 ppm TBHQ + BH  Biodiesel 300 ppm TBHQ + BH + indculo
600 ppm Biodiesel 600 ppm TBHQ + BH  Biodiesel 600 ppm TBHQ + BH + in6culo

Biodiesel com antioxidante*: o antioxidante foi adicionado na indulstria em concentracéo
desconhecida.

Apoés serem adicionadas a fase oleosa, aquosa e a adicdo do in6culo

nao-caracterizado no tratamento correspondente, os frascos foram envoltos
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com papel aluminio 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 Andlises realizadas na interface fase aquosal/fase oleosa

3.1.3.2.1.1 Avaliacao de Peso Seco (formacéao 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 filtracdo em um sistema a vacuo por discos de
papel filtro (porosidade 14 um). Com auxilio de pipeta Pasteur foi adicionado,
aproximadamente, 3 mL de hexano para retirar o excesso de 6leo, e entdo 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. ApGs esse periodo os discos de
papel foram pesados em balanca de precisdo. O célculo para obtencdo dos
resultados finais de biomassa foi:

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

3.1.3.2.2.1 Estudo da comunidade bacteriana e fungica por PCR-
DGGE

Extracdo de DNA
A biomassa formada na interface 6leo-agua aos 45 dias de experimento foi
removida dos frascos por filtragdo a vacuo 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 extragao de

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

conforme protocolo descrito por Silva e colaboradores (2013).

Bactérias

A amplificacdo da regidao V3 do gene 16S rRNA por PCR foi realizada
utilizando-se o DNA metagenémico extraido e os oligonucleotideos 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 amplificacdo do gene
16S rRNA foi realizada em solugéo tampé&o contendo 1U Tag DNA Polimerase
Platinum (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil); 1,5mM MgClz; 0,2mM dNTP; 5pmol de
cada iniciador, em um volume final de 25uL. As condi¢cdes da amplificacdo 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 extensao 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 concentracéo 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 amplificagdo da regidao V3 do gene 18S rRNA por PCR foi realizada
utilizando-se o DNA metagendmico extraido e os oligonucleotideos 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 amplificacdo do

gene 18S rRNA foi realizada em solugéo tampéao com 1 U Tag DNA Polimerase
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Platinum (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil); 3 mM MgCI2; 0,2 mM dNTP; 5pmol de
cada iniciador, em um volume final de 25uL. As condi¢cdes da amplificacdo 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 extensao 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 amplificagdo para ambos pares de oligonucleotideos 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, Sao Paulo, Brasil) para posterior migracéo por DGGE. O DGGE foi
realizado a 200V, durante 3 horas e 30 minutos no DCode TM System (Bio-
RadInc., Hercules, USA) em tampéo de corrida 1X TAE. O gel foi corado com
Syber Safe (Invitrogen, Sado Paulo, Brasil). A aquisicdo 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 analise visual dos
perfis gerados. O indice de diversidade de espécies de Shannon-Wiener foi

obtido de acordo com Rodrigues (2014).

3.1.3.2.3 Analises 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 presenca de Oleo residual na amostra aquosa, ndo € recomendado o

uso de eletrodo de pH.
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3.1.3.2.3.2 Avaliagéo da atividade bactericida

Da fase aquosa de cada frasco retirou-se uma aliquota de 10 pL que foi
depositada sobre 0 meio agar das placas (técnica Drop-plate) contendo meio
agar Luria Bertani e incubadas a 28°C, durante 5 dias. Apds este tempo,
identificou-se a presenca ou auséncia 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 Andlises realizadas na fase oleosa

3.1.3.2.4.1 Analises referentes aos parametros indicativos da
qualidade do biodiesel realizadas pelo CECOM (Centro de Combustiveis,
Biocombustiveis, Lubrificantes e Oleos do Instituto de Quimica da
UFRGS)

3.1.3.2.4.1.1 indice de acidez

O indice de acidez é utilizado para estimar o nivel de acidos graxos
livres ou produtos de degradacdo que podem estar presentes no biodiesel e,
frequentemente, o excesso de &cidos é associado a problemas de corrosao
nos motores e degradacao 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 a oxidagao a 110°C
A medida da estabilidade a oxidacdo a 110°C é realizada pelo
equipamento Rancimat conforme Norma EN 14112. Basicamente, € o periodo,

determinado em horas, que indica o periodo de inducéo, isto €, o tempo em
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gue a condutividade aumenta rapidamente em razao de processos de oxidacéo
acelerados. O periodo de inducdo (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 cineméatica 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 agua

A norma ASTM D 6304 foi utilizada para determinar o teor de 4gua nas
amostras de biodiesel no tempo zero, aos 15, 30 e 45 dias. A determinacao do
teor de umidade atraves da técnica de Karl Fischer Coulométrico consiste na
reacdo do reagente de Karl Fischer com agua com seu ponto final detectado

potenciometricamente.

3.1.3.2.4.2 Anédlise de avaliacdo de degradacdo de ésteres através
de cromatografia gasosa

A avaliacdo referente a degradacdo 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 Laboratério de
Quimica Analitica da UFRGS, segundo o método EN 14103:2011.

O cromatografo utilizado para as analises foi um Shimadzu 2010 com
injetor tipo Split (1:100) com detector de ionizacdo de chama (FID), equipado

com uma coluna para altas temperaturas DBEN (30 um x 0,32 pm x 0,25 um).
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A determinacgéo do teor total de ésteres do biodiesel foi feita seguindo a Norma
ABNT NBR 15764. As condicdes de analise 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 padrdo interno utlizado foi o
heptadecanoato de metila (grau de pureza de 99,8%, Sigma-Aldrich) na

concentracédo de 10 mg.mL?! . A quantidade de amostra injetada foi de 1 pL.

3.1.4 Resultados e Discusséao

3.1.4.1 Estudo preliminar: Avaliacdo da Concentragcdo Inibitéria e
Biocida Minima (CIM/CBM) de BHT e TBHQ

Pode-se observar na tabela 4 o resultado da acdo antimicrobiana de
TBHQ frente aos isolados analisados e ao inéculo ndo-caracterizado. Observa-
se que o micro-organismo mais suscetivel ao TBHQ foi o Bacillus pumillus que

apresentou CIM de 250ppm e CBM de 500 ppm.

Tabela 4 Concentracao inibitéria minima (CIM) e biocida (CBM) de TBHQ apés 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
In6culo ndo-caracterizado >1000 ppm >1000 ppm

Segundo Gutiérrez-Larrainzar e colaboradores (2013), o TBHQ €& um
derivado da hidroquinona, com um grupo terc-butil no anel fendlico, o qual da a

molécula um carater mais hidrofébico, facilitando a penetracdo nas bactérias
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Gram-positivas devido a constituicdo de seu envoltorio celular, propriedade
também confirmada por Lopez e colaboradores (2005). Esta propriedade
poderia justificar o baixo valor de CIM encontrado com B. pumillus no presente
experimento com relagdo 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
gue sua CBM também foi de 500 ppm. A CBM de P. variotii ndo foi possivel
determinar, pois este micro-organismo apresentou crescimento até a
concentragéo de 1000 ppm.

Blicker e colaboradores (2011) estudaram o crescimento de
Paecilomyces sp. em diesel puro (B0), biodiesel puro (B100) e misturas B5,
B10, e B20. Ap6s 60 dias, o isolado desenvolveu-se mais nas amostras
contendo biodiesel do que em diesel puro, mostrando assim sua capacidade
deteriogénica de biocombustiveis.

Mais recentemente, Cazarolli e colaboradores (2013) avaliaram o
crescimento de P. boydii em biodiesel proveniente de biodiesel de linhaca, oliva
e soja. Os resultados indicaram um maior crescimento (producéo de biomassa)
em biodiesel de linhaca, seguido do biodiesel de soja, demonstrando a
capacidade deteriogénica deste micro-organismo. Por essa razdo P. boydii foi
avaliado neste estudo.

Quanto ao fungo leveduriforme Candida silvicola ,a agéo fungistatica e
fungicida de TBHQ foi observada na concentracdo de 1000 ppm. Esta levedura

também foi prospectada de um tanque de Oleo diesel contaminado, e,
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posteriormente estudado por Bento e Gaylarde (2001), onde demonstraram o
crescimento do isolado em o6leo diesel.

Quanto ao inéculo ndo-caracterizado, ndo foi possivel determinar sua
CIM e CBM, pois em todas as concentracdes de TBHQ utilizadas no ensaio
houve desenvolvimento microbiano. O in6culo € composto por um grupo de
diferentes micro-organismos que apresentaram diferentes suscetibilidades ao
TBHQ. Portanto, devido a diversidade microbiana presente no inoculo é
sugerido que a maioria apresentou resisténcia a acdo da molécula de TBHQ.

Os resultados obtidos com o ensaio conduzido com BHT ndo foram
mostrados, pois em todas as concentragcfes testadas houve desenvolvimento
dos micro-organismos utilizados. Desta forma, ndo 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 possivel
também, ao final do experimento avaliar a formacdo de biomassa atraves da
medida de peso seco (mg). As analises 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 possivel observar os valores de biomassa de P.
boydii ap6s 10 dias de ensaio com o TBHQ. Observa-se que na concentracao
de 1000 ppm e 500 ppm n&do houve formacdo de biomassa, pois em
comparacao ao controle negativo (0,01 mg), o qual ndo continha o micro-
organismo, o peso nédo foi alterado, portanto corroborou com os resultados
obtidos pela CIM e CBM. A partir de 250 ppm a formacéo 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 apds 10
dias de incubagéo.

Ja os resultados obtidos com o antioxidante BHT (figura 8), mostraram
gue mesmo na mais alta concentracdo, de 1000 ppm houve formacdo de
biomassa de P. boydii (0,02 mg). Este resultado corrobora com os resultados
encontrados para CIM e CBM, comprovando que o BHT né&o teve efeito
inibitério sobre este micro-organismo.

Com relagdo ao fungo P. variotii quando em contato com TBHQ nas
concentracbes de 1000 ppm e 500 ppm mostrou auséncia de formacéo 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 gréfico representado pela figura 10, P. variotii no
ensaio conduzido com BHT houve pouca formacdo de biomassa na
concentracédo de 1000 ppm (0,01 mg) quando comparado ao controle (-) (0,01

mgQ).
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Figura 8 Valores de biomassa de Pseudallescheria boydii com BHT apo6s 10
dias de incubacao
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Figura 9 Valores de biomassa de Paecilomyces varioti com TBHQ apds 10
dias de incubagéo.
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Figura 10 Valores de biomassa de Paecilomyces variotii com BHT apés 10 dias
de incubacéo.

3.1.4.2 Estudo em escala laboratorial simulando estocagem de
biodiesel com diferentes concentra¢gdes de TBHQ

3.1.4.2.1 Anédlise da interface fase oleosa-fase aquosa

3.1.4.2.1.1 Medidas de Biomassa através da Analise do Peso Seco

As medidas de peso seco foram realizadas com o intuito de avaliar a
formacdo de biomassa na interface 6leo-agua, onde em sua maioria ha a
presenca de fungos filamentosos. Na figura 11, pode ser visualizado o grafico
correspondente a producédo de biomassa ao longo de 42 dias da condi¢cao do
biodiesel como recebido, onde é possivel fazer um comparativo entre as
diferentes concentracdes de antioxidante quanto a formacao de biomassa total
final.

Foi possivel observar que houve formacédo de biomassa ao longo de 42
dias. Os valores apresentados no grafico representam a producao cumulativa

de biomassa ao final do experimento. O menor valor obtido aos 42 dias, foi com
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a concentracao de 50 ppm, registrando-se com 266,33 mg. O maior valor foi
observado com a concentracdo de 300 ppm que apresentou 540 mg, o dobro
do menor valor encontrado com a concentracdo de 50 ppm. O controle 1, que
corresponde ao biodiesel como recebido sem adicao de TBHQ (0 ppm),
apresentou valor de biomassa de 447,66 mg.

O controle 2 (biodiesel com a adicdo de antioxidante adicionado em
concentracdo desconhecida na industria) apresentou valor de biomassa de
385,66 mg. Este dado comprova que a pratica realizada comercialmente
demonstrou menor formacao de biomassa em comparacao ao controle 1, que
ndo contém TBHQ. O valor do controle 2 ficou bem proximo ao valor

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

5 600ppm
u300ppm
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150ppm

m Controle2

m Controle1
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Figura 11 Valores de biomassa total aos 42 dias sob a condi¢do do biodiesel
como recebido. *Controle 1: Biodiesel como recebido (0 ppm). *Controle 2:
Biodiesel com antioxidante adicionado na industria.
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Observando-se a figura 11 fica claro que néo é possivel determinar uma
relacdo linear entre os valores de biomassa com as concentracbes de TBHQ
utilizados no biodiesel como recebido. Da mesma forma, o biodiesel como
recebido com a adicdo do in6culo também néo apresentou relagéo linear entre
estes dados (figura 12).

O gréfico representado pela figura 12 apresenta os valores de biomassa
da condicao do biodiesel como recebido mais adi¢cdo do in6culo. O menor valor
foi observado na concentragdo de 100 ppm, com 269,66 mg. O maior valor foi
observado no controle 4, ou seja, biodiesel com antioxidante adicionado na
industria, foi de 398,50 mg. No entanto, pouca diferenca quando comparado ao
tratamento utlizando 200 ppm, o qual gerou uma biomassa final de 396,83 mg

(figura 12).

=600ppm
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Figura 12 Valores de biomassa total aos 42 dias sob a condi¢do do biodiesel
como recebido com adicdo de in6culo. *Controle 3: Biodiesel como recebido (0
ppm) mais adicdo de inoculo. **Controle 4: Biodiesel com antioxidante
adicionado na industria mais adicdo de inéculo.
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Comparando-se os valores de biomassa total, temos os resultados
apresentados no gréfico representado pela figura 13. Pode-se observar que de
uma maneira geral, a microbiota residente do biodiesel adaptou-se as
condi¢cbes impostas pelo experimento. Pois 0 ensaio conduzido com o biodiesel
como recebido, mostrou valores relativamente altos de biomassa quando
comparados ao biodiesel com adicdo de in6culo. Mesmo com a adi¢cdo do
in6culo foi possivel observar que a populacdo existente no biodiesel néo
aumentou, sendo que em poucas concentracdes de TBHQ foram observados

valores maiores de biomassa.
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Figura 13 Valores comparativos de biomassa total aos 42 dias entre as duas
formas de biodiesel e diferentes concentracdes de TBHQ. Controle*: Biodiesel.
Controle**: Biodiesel com antioxidante com a dosagem da planta industrial.

3.1.4.2.1.2 Anédlise da diversidade bacteriana e fungica de biodiesel
através da técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante

(DGGE)
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Para entender como as diferentes concentracées de TBHQ adicionadas
ao biodiesel influenciaram a diversidade das comunidades bacteriana e
fungica, do biofiime formado na interface o6leo &gua, apO6s 45 dias de
incubacédo, foram realizadas andlises por PCR-DGGE. A técnica (PCR-DGGE)
vem sendo amplamente utilizada com o intuito de verificar as mudangas da
microbiota de combustiveis sob diferentes condi¢ées, como por exemplo, em
experimentos sobre as altera¢cdes na diversidade da comunidade microbiana
em diferentes misturas de biodiesel e diesel, em simulagbes de estocagem
destes combustiveis (Sorensen et al., 2011; Lee et al.,, 2010; White et al.,
2011); e, em avaliagcdo da estrutura e diversidade da comunidade microbiana
durante o processo de biorremediacdo de solos contaminados com diesel e
biodiesel (Silva et al., 2012; Meyer et al., 2014; Colla et al., 2014).

Na figura 14 estdo apresentados os perfis das comunidades bacterianas
do biodiesel como recebido (em azul) e do biodiesel como recebido com a
adicdo de in6culo (vermelho) apds 45 de incubacéo, obtidos pela migracdo dos
amplicons da regido V3 do gene 16S rRNA, por eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE). Verifica-se que as comunidades microbianas
que se desenvolveram em ambos o0s tratamentos apresentaram perfis
diferentes, os quais ndo puderam ser relacionados com a concentracdo de
TBHQ utilizada, ou seja, a estrutura da comunidade bacteriana foi diferente nos
diferentes tratamentos, no entanto ndo houve correlacédo entre elas e a
concentragcédo de TBHQ. Dos tratamentos avaliados, o tratamento de 300 ppm
com o biodiesel como recebido ndo pdde ser analisado, pois ndo apresentou

amplificacéo por PCR do DNA extraido.
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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 regidao V3 do genel6S rRNA. CN1
(controle 1): Biodiesel puro. CN2 (controle 2): Biodiesel com antioxidante
adicionado na industria. CN3 (controle 3): Biodiesel puro + inéculo. CN4
(controle 4): Biodiesel com antioxidante adicionado na industria + in6culo.

Para avaliar a diversidade da comunidade microbiana, procedeu-se a
analise pelo indice de diversidade de Shannon-Wiener (Tabela 5). Este indice
indicou maior diversidade bacteriana na condi¢cdo do biodiesel com adi¢cdo de
in6culo, principalmente nos tratamentos de 50 ppm e 100 ppm, ou seja, 0S
valores de diversidade (H’) nos tratamentos com adi¢ao do indculo sdo maiores
do que os valores (H') dos tratamentos com biodiesel como recebido.
Provavelmente, os micro-organismos do inéculo, que foram previamente
expostos ao biodiesel e ao meio mineral BH (ASTM E1259-10), adaptaram-se
as condi¢cdes impostas. Desta forma, os micro-organismos do inoculo, ja em

condicbes experimentais, juntamente com a populacdo nativa, conferiram ao
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biofiime formado na interface 6leo dgua uma comunidade bacteriana mais

diversificada, quando comparada aos tratamentos sem inoculo.

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

Diversidade de Espécie H' (Shannon-Wiener)

Amostra Biodiesel como recebido Biodiesel + In6culo

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: Nao detectado

Na figura 15, podem ser observados os perfis da comunidade fungica
dos seguintes tratamentos: condicdo do biodiesel como recebido (azul); e, do
biodiesel como recebido, mais adicdo de indculo (vermelho), ap6s 45 dias de
incubacdo. Nesta andlise, pode ser verificada uma estrutura mais similar das
comunidades fungicas nas amostras do biodiesel como recebido, e pode-se
observar que uma UTO (unidade taxondmica operacional) foi predominante em
todas as amostras desta condicdo. Entretanto, na analise do biodiesel com
adicdo de inoculo ndo é possivel observar o mesmo, pois a distribuicdo de
bandas (UTOs) ndo apresentou um padrdo. A amostra Controle 4 (CN4) que
corresponde ao biodiesel com antioxidante adicionado na industria e adi¢cdo de
in6culo ndo pode ser analisada pois ndo apresentou amplificacdo por PCR do
DNA extraido.

Através do indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) (tabela 6),
verifica-se um aumento nos valores de H' na condi¢cao do biodiesel com adicéo
de in6culo quando comparado ao biodiesel recebido, ou seja, indicou uma

maior diversidade fungica nesta condicdo. Assim como os resultados obtidos
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pela analise de diversidade bacteriana, aqui também sugere-se que a
microbiota fungica adaptou-se as condi¢cbes do ensaio e desenvolveu-se
durante os 45 dias de incubagéo.

O in6culo utilizado nesta analise representa 0 mesmo adicionado no
tempo inicial do experimento. Percebe-se que o perfil obtido com o in6culo foi o
mesmo observado nas amostras 50 a 600 ppm da condi¢&o do biodiesel como

recebido mais a adi¢cao do inoculo.
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Figura 15 Aspecto do gel de poliacrilamida de 6% e do gradiente desnaturante
de 45% a 65% (DGGE) de amostras da regido V3 do gene 18S rRNA. CN1
(controle 1): Biodiesel puro. CN2 (controle 2): Biodiesel com antioxidante
adicionado na industria. CN3 (controle 3): Biodiesel puro + inéculo. CN4
(controle 4): Biodiesel com antioxidante adicionado na industria + indculo

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

Diversidade de Espécie H' (Shannon-Wiener)

Amostra Biodiesel como recebido Biodiesel + In6culo
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

Inéculo - 0,48
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3.1.4.2.2 Andlises realizadas na fase aguosa

3.1.4.2.2.1 Deteccdo da producdo de metabdlitos por meio de
medidas de pH

A figura 16 traz o grafico referente aos valores de pH observados nas
diferentes concentracdes de TBHQ e controles na condicéo de biodiesel como
recebido. Pode ser observado que todas as concentracdes tiveram seu pH
reduzido. O pH inicial em todas as amostras era 7,2. Apé6s 42 dias, foi
verificado que o menor valor de pH foi obtido com a concentracdo de 50 ppm:
5,3, seguido da concentracdo 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 adi¢cédo do

biodiesel, sem a interven¢&o do antioxidante, o valor do pH ja é modificado.
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Figura 16. Valores de pH da fase aquosa do biodiesel como recebido. *Controle
1: Biodiesel como recebido. **Controle 2: Biodiesel como recebido mais adi¢cao
de antioxidante da industria.

De acordo com Biucker e colaboradores (2011), além dos metabdlitos
produzidos durante a biodegradacéo do biodiesel, a reducéo do pH do meio

aquoso também pode ser causada tanto pela lise celular quanto pela producéo
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de acidos orgéanicos gerados durante a degradacdo abidtica do diesel e/ou
biodiesel. Bento e colaboradores (2005) ao estudarem a degradacdo de
hidrocarbonetos verificaram que a formacgédo de acidos organicos pode reduzir
os valores de pH da fase aquosa. Os autores reportaram uma reducao de 7
para 4,8 em 60 dias para experimento conduzido com o fungo Aspergillus
fumigatus em microcosmos contendo 6leo diesel, sendo que o controle sem o
micro-organismo reduziu para 6,9.

A condi¢do como recebido mais a adicdo do inéculo por sua vez também
apresentou decréscimo nos valores de pH em todas as concentracbes de
TBHQ e controles (Figura 17). Similarmente a condicdo do biodiesel como
recebido, a concentracdo de 50ppm também demonstrou o menor valor de pH:
5,5. Seguido da mesma maneira de 300ppm, com valor de 5,6.

A reducdo de pH observada demonstra a presencga de acidos oriundos
do metabolismo dos micro-organismos presentes no sistema, além de produtos
da degradacédo abidtica. A presenca destes acidos pode facilitar a corrosdo de
tanques de armazenagem de combustiveis (Bento et al., 2004; Aktas et al.,
2010).

3.1.4.2.2.2 Avaliacao da presenca de atividade bactericida

Neste ensaio, a atividade bactericida foi avaliada com o intuito de
informar sobre a presenca de algum composto com acéo biocida presente na
fase aquosa que tenha inibido o crescimento microbiano. Este ensaio foi
realizado através da técnica de Drop-plate. Na tabela 7, sdo evidenciados em
vermelho os resultados referentes ao tratamento 1 (biodiesel como recebido) e

em azul, ao tratamento 2 (biodiesel como recebido mais a adi¢&o do inéculo).
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Figura 17 Valores de pH da fase aquosa do biodiesel como recebido mais
adicdo de in6culo. *Controle 3: biodiesel como recebido mais adi¢cdo de inéculo.
**Controle 4: biodiesel com adicdo de antioxidante da indUstria mais adicao de
inoculo.

Tabela 7 Avaliacdo da presencga/auséncia do crescimento bacteriano da fase aquosa.

Tempo (dias) Teor de TBHQ (ppm)
CN* CN** 50 100 200 300 600

TL T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
7 + + + + + + + + + + + + + o+
14 -+ -+ o+ o+ o+ o+ -+ - - -
21 + + -+ + + + + + o+ - o+ o+ o+
28 + + -+ + + + + + + + + - o+
35 + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ - o+
42 + + + + + + - + + + - + - +

(+) : presenca de crescimento

(-) : auséncia de crescimento

(*) : biodiesel puro

(**) : biodiesel com a adi¢é@o do antioxidante adicionado na industria

Pode-se observar que a condicdo do biodiesel como recebido e do
biodiesel com adicdo de inéculo apresentaram presenca de crescimento no 7°
dia em todas as concentracdes e controles. Ao 42° dia, podemos observar que
as concentracdes de 100 ppm, 300 ppm e 600 ppm, ndo apresentaram

crescimento no biodiesel como recebido, ou seja, sugere-se a esse fato a
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presenca de algum composto antimicrobiano na fase aquosa que tenha inibido
0 crescimento de bactérias. Para este fato, pode ser sugerido que o TBHQ,
composto pouco soluvel em agua de acordo com as informacdes fornecidas
pelo fabricante, somente tenha se solubilizado na fase aquosa quando em altas
concentracdes no biodiesel, apresentando efeito antibacteriano e promovendo
a morte das bactérias.

Por outro lado, a condi¢cédo do biodiesel onde houve a adicdo do inéculo
aos microcosmos, apresentou crescimento de bactérias em todas as
concentracOes testadas e em todos os tempos analisados. Por conter uma
maior quantidade de micro-organismos devido a adicdo do in6culo, o0 TBHQ
solubilizado na fase aquosa neste tratamento n&o foi suficiente para inibir o

desenvolvimento bacteriano.

3.1.4.2.3 Anélises realizadas na fase oleosa

3.1.4.2.3.1 Monitoramento dos valores de indice de acidez

Os valores monitorados ao longo de 45 dias através das andlises de
indice de acidez no biodiesel como recebido estdo demonstrados na tabela 8.
Pdde-se observar que todos os valores aumentaram gradativamente conforme
o tempo. De acordo com a Norma ABNT NBR 14448 o limite maximo 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 adicao
de antioxidante, apresentou valor de indice de acidez de 0,49 mg KOH/g no

tempo zero, porém, no 30° dia passou a apresentar 2,52 mg KOH/g. Em alguns
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tempos amostrais nao foi possivel obter os resultados pois o ponto de viragem
das amostras nao foi encontrado.

O maior valor obtido foi no controle 2 (biodiesel com adicdo de
antioxidante na induastria), que apés 45 dias apresentou 7,34 mg KOH/g.
Segundo Berrios e colaboradores (2012), a razdo pela qual os valores de
indice de acidez aumentam pode ser explicada devido a ocorréncia da hidrdlise
dos metil-ésteres de acidos graxos presentes na constituicdo do biodiesel, os
quais, apdés sofrerem esta reacdo, liberam &cidos graxos e conseqlente
aumento no indice de acidez. Além disso, h4 a formacdo de &cidos como

produto final da oxidag&o.

Tabela 8 Valores de indice de acidez em biodiesel como recebido. Controle 1: biodiesel puro.
Controle 2: biodiesel com antioxidante da industria. *Resultado ndo conclusivo: ponto de
viragem néo encontrado.

Amostra indice de acidez ( mg KOH/g)
Odia 15°dia 30°dia 45°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 indice de acidez também aumentaram ao longo do tempo
no experimento conduzido com o biodiesel com adicao de inoculo (Tabela 9).
Todas as amostras demonstraram valores dentro das especificacfes 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 indice de acidez ficaram acima do valor maximo permitido pela

69



legislacdo que é de 0,5 mg KOH/g, informando que o biodiesel est4 fora da
especificacao para a comercializacao.

Diversos estudos demonstraram que ap0s a oxidagdo do biodiesel, o
valor do indice de acidez assim como outros parametros (densidade e
viscosidade) aumentam (McCormick et al., 2007; Bouaid et al., 2007; Lin et al.,
2009). Fatores como temperatura, exposi¢cao ao ar e a luz, o material do tanque
ou a presenca de tracos de metal e antioxidantes podem influenciar nas
alteracOes dos parametros de qualidade do biodiesel (Almeida et al., 2011),
assim como a contaminacdo microbiana, fator este ja verificado por véarios
estudos (Passmann & Dobranic, 2005; Bucker et al., 2011; Zimmer et al., 2013;

Passmann, 2013).

Tabela 9 Valores de indice de acidez do biodiesel com adi¢&o de in6culo. Controle 3: biodiesel
puro com adicdo de in6culo. Controle 4: biodiesel com antioxidante da industria e adi¢cdo de
indculo. * Resultado ndo conclusivo: ponto de viragem néo encontrado.

Tratamento indice de acidez ( mg KOH/g)
O dia 15°dia 30°dia 45°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 indice de acidez da condicdo do
biodiesel como recebido e biodiesel com adicdo de in6culo, observa-se neste
ultimo que a presencga simultdnea do indculo e do antioxidante confere aos

valores de indice de acidez uma maior tendéncia de linearidade.
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3.1.4.2.3.2 Monitoramento da estabilidade a oxidagédo

A estabilidade a oxidacao a 110°C foi monitorada por 45 dias. De acordo
com a Norma EN14112 utlizada pelo CECOM nos ensaios conduzidos, o
tempo minimo para este ensaio é de 6 h. Conforme pode ser visualizado na
tabela 10, no tempo inicial (TO) as amostras do biodiesel como recebido
apresentaram valores dentro das especificagbes, exceto o controle 1 que
apresentou 3,6 h e o controle 2 que apresentou 5,4 h, biodiesel sem adicao de
antioxidante e com a adicdo de antioxidante adicionado na industria,
respectivamente. Ao 45° dia, a amostra com 50 ppm de TBHQ apresentou 5 h
de periodo de inducéo, ficando entdo 1 h abaixo do valor minimo exigido. As
demais amostras de 100 ppm até 600 ppm apresentaram de 11 h a 12 h de

periodo de inducéo.

Tabela 10 Estabilidade a oxidagdo do biodiesel como recebido. Controle 1: Biodiesel puro.
Controle 2: biodiesel com antioxidante da inddstria. *Ponto de inflexdo néo detectado.

Tratamento Estabilidade & oxidacéo (h)
0 dia 15° dia 30°dia 45° dia
Controle 1 3,6 7,1 5,8 4,3
Controle 2 54 4.4 2,8 59
50 ppm 12 51 4,7 5
100 ppm 7 10,6 54 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 adicdo de BHT,
BHA e TBHQ em etil-ésteres de Oleo de soja. Os autores utilizaram
concentracdes de 200 a 8000 ppm. O melhor resultado quanto a estabilidade a
oxidacdo foi obtido com a utilizacdo de 8000 ppm de TBHQ, ou seja, com a

maior concentracdo dentre as testadas, mostrando entdo grande potencial
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quando utilizado em altas concentracdes. No entanto, este antioxidante,
segundo os autores, € ideal para ésteres com baixa estabilidade.

A eficiéncia de TBHQ também foi verificada por Dunn e colaboradores
(2005), que investigaram a eficiéncia de diferentes antioxidantes (BHA, BHT,
TBHQ e propil-galato). Foi observado que o TBHQ demonstrou boa
compatibilidade fisica quando utilizado em concentracdes maiores que 3000
ppm, e afirmaram ser o antioxidante mais efetivo dentre os testados.

No presente estudo, valores acima de 100 ppm, dentro das condi¢oes
utilizadas, foram suficientes para manter a estabilidade a oxidacdo das
amostras dentro das especificacdes exigidas pela Norma. Os valores de 300
ppm e 600 ppm apresentaram 0s maiores tempos, 11,9 h e 12,2 h,
respectivamente.

A condicao como recebido com adicdo de indculo mostrou ao longo dos
45 dias, que manteve valores mais altos que o minimo exigido pelas
especificacdes 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 adi¢cdo do inéculo) e
controle 4 (biodiesel com o antioxidante aplicado na indUstria mais a adicao do
in6culo). As demais amostras contendo entre 50 ppm e 600 ppm apresentaram

valores de estabilidade a oxidagéo entre 11,8h a 16,95h.
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Tabela 11 Estabilidade oxidativa do biodiesel com adicao de inéculo. Controle 3: biodiesel
como recebido mais adicao de indculo. Controle 4: biodiesel com antioxidante da inddstria mais
adicao de inéculo.

Tratamento Estabilidade a oxidacao (h)
0 dia 15°dia 30°dia 45° dia
Controle 3 3,6 6,6 31 6,2
Controle 4 54 3,9 3,5 7
50 ppm 12 52 8,9 11,8
100 ppm 7 13 51 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 oxidacdo do biodiesel puro (B100) foi menor do que das amostras que
continham antioxidantes. Ou seja, o antioxidante contribui para o0 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 periodo de inducao.

A estabilidade oxidativa na condicdo em que o biodiesel recebeu o
in6culo, ndo teve seu periodo de inducao reduzido, exceto pela variacdo 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 a oxidacdo de misturas de biodiesel € um processo muito
complexo que é afetado por uma variedade de fatores, incluindo composicéo
do biodiesel, presenca de antioxidantes e aditivos, além do estagio da oxidacao
(Karavalakis et al., 2010). Portanto, outras variaveis devem ser levadas em

conta no momento de atribuir o resultado a um Unico parametro.
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3.1.4.2.3.3 Monitoramentos dos valores de viscosidade cinematica

Os valores referentes a viscosidade cinemética a 40°C na condi¢cdo do
biodiesel como recebido e com adicdo do in6éculo mantiveram-se dentro dos
valores exigidos nas especificacbes da ANP, que compreendem valores entre 3
mm?.st e 6 mm2.s* (Figuras 18 e 19, respectivamente).

De uma maneira geral, todos os valores aumentaram, no entanto, de
forma moderada. Durante a estocagem, devido a formacdo de &cidos e
compostos poliméricos oxidados, os valores de viscosidade tendem a
aumentar. Devido a influéncia da temperatura, presenca de metais ou
presenca de luz, através da quebra das ligacdes duplas, os &cidos graxos
insaturados do biodiesel reagem para formar dimeros (uma molécula composta
de duas subunidades idénticas ou monémeros ligados) e polimeros,

aumentando assim a viscosidade.
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Figura 18 Viscosidade cinemética a 40°C — Biodiesel como recebido.
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Segundo Knothe e colaboradores (2005), a oxidacdo do biodiesel é
geralmente acompanhada pelo aumento no valor do indice de acidez e
viscosidade do combustivel, ambas observacdes foram verificadas no presente
trabalho. Além disso, os autores ressaltam que o odor e a cor do biodiesel
alteram-se devido a oxidacéo.

Em estudo conduzido por Corseuil e colaboradores (2011), os autores
verificaram que a viscosidade exerce influéncia sobre a biodegradabilidade do
biodiesel. Em comparacdo ao biodiesel de 6leo 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 desaceleracdo na
biodegradacgéo, devido a uma menor interagdo e um menor tempo de contato
com o substrato utilizado. Esta relacao também foi previamente estabelecida
para a biodegradacdo de Oleos parafinicos (Haus et al.,, 2000), 6leo cru

(Sugiura et al., 1996), e ésteres oleoquimicos (Andreas, 1999).
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Figura 19 Viscosidade cineméatica a 40°C — Biodiesel como recebido mais
adicdo de inoculo.

75



Neste trabalho, os resultados referente a viscosidade das amostras com
a presenca do in6culo microbiano apresentaram uma variagdo e valores ainda
menores que os das amostras que ndo contém o indculo. Mais uma vez, é
observado que o in6culo ndo afetou a qualidade do biodiesel com relagdo a

este parametro.

3.1.4.2.3.4 Monitoramento dos valores de teor de 4gua

Os valores de teor de 4gua também foram monitorados durante os 45
dias seguindo a Norma ASTM D6304. Em todas as amostras foi observado
aumento no teor de agua. Este dado é muito importante uma vez que informa
sobre a quantidade de 4gua que é incorporada ao biodiesel.

A &gua, além de promover a hidrolise do biodiesel resultando em &cidos
graxos livres, também pode acelerar a proliferagdo de micro-organismos,
corrosdo em tanques de estocagem com deposi¢cdo de sedimentos. Como o
biodiesel apresenta certo grau de higroscopicidade, o teor de agua deve ser
monitorado durante o armazenamento (L6bo et al., 2009).

O valor maximo aceitavel segundo as especificacbes exigidas no
monitoramento dos parametros 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 condi¢éo do biodiesel como recebido, conforme pode ser visualizado
na figura 20, o controle 1 apresentou o valor de 1628 mg/kg de teor de agua 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 4gua — Biodiesel como recebido.

Nas amostras da condicdo do biodiesel com adicdo de indculo, os
valores obtidos nas analises de teor de 4gua estdo demonstrados no grafico
(figura 21). O controle 3 (biodiesel como recebido mais adi¢cdo de in6culo) foi o
que apresentou menor valor de teor de agua (1464 mg/kg) no 45° dia, no
entanto, ainda continua maior que o minimo estabelecidos pela especificacdo
pela ANP. As demais amostras apresentaram valores superiores a 1500 mg/kg,

sendo que o maior foi observado pela concentracdo de 50 ppm, com 1671

mg/kg.
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Figura 21 Valores de teor de agua — Biodiesel como recebido mais adicdo de
inoculo.

De acordo com Passmann (2013), em termos praticos, isso significa que
em um tanque de combustivel com 10.000 m? pode, dentro das especificacdes
exigidas pelas normas, conter 2 m?® de &agua livre, por exemplo. De uma
perspectiva de tanque de operacao este volume é insignificante. No entanto,
esta condicdo gera um habitat propicio para a proliferagdo microbiana, 2 m3 é
um volume substancial. Independente das melhores préaticas para remocao
mecanica da agua, tanques de combustiveis estdo propensos a acumular agua
suficiente para suportar o crescimento microbiano.

Com relacdo ao teor de 4gua, de modo geral, observa-se que para 0s
dois tratamentos, ou seja, com e sem inoculo, os valores do teor de agua
aumentam até 15° dia, e partir dai até o final do monitoramento a concentracéo
de agua nado apresenta variagdo significativa para todas as amostras. Observa-

se ainda, que as amostras controle 1 e controle 3 que ndo contém antioxidante,
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mesmo tendo contato com a fase aquosa mantiveram-se praticamente dentro

das especificacdes (em torno de 250 ppm de agua).

3.1.4.2.3.5 Analise da biodegradacdo de ésteres por meio de
cromatografia gasosa

As analises da biodegradabilidade dos ésteres de &cidos graxos
majoritarios presentes no biodiesel de soja dos ensaios conduzidos com o
biodiesel como recebido e com adi¢cao de in6culo podem ser verificadas nas
tabelas 12 e 13, respectivamente. Percebe-se que de uma maneira geral, todas
as amostras apresentaram a mesma propor¢ao de ésteres de acidos 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 analise cromatogréfica realizada no presente estudo nao foi
detectada degradacao de ésteres em nenhuma das amostras ao final dos 45
dias nas condi¢cOes estabelecidas no delineamento experimental. Desta forma,
€ possivel afirmar que o antioxidante TBHQ e 0s micro-organismos presentes

nao tiveram influéncia na taxa de biodegradacao do biodiesel avaliado.

Tabela 12 Porcentagem de ésteres de acidos graxos avaliados presentes no biodiesel como
recebido no tempo inicial e apds 45 dias de incubacado. Biodiesel*: Com adicdo de antioxidante
na dosagem da planta industrial.

: Biodiesel como recebido
Esteres

(%) o Tiniciql ' o o 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 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
ésteres
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Tabela 13 Porcentagem de ésteres de acidos graxos avaliados presentes no biodiesel como
recebido com adicao de inéculo no tempo inicial e apds 45 dias de incubacéo. Biodiesel*: Com
adicdo de antioxidante na dosagem da planta industrial.

Esteres
(%)
C1l6
C18

C18:1
C18:2

C18:3

Total
de
ésteres

Biodiesel como recebido com adi¢éo de in6culo

T inicial T final

Biodiesel Biodiesel*  Biodiesel Biodiesel* 50 ppm 100 ppm 200 ppm 300 ppm 600 ppm

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 11,0340,12
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
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
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
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
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 degradacéao do biodiesel, segundo Dunn (2008), pode acontecer pelos
seguintes mecanismos: (i) oxidacdo ou auto-oxidacdo a partir do contato com
oxigénio presente no ar do ambiente; (i) decomposicdo térmica ou termo-
oxidativa do excesso de calor; (iii) hidrélise do contato com agua ou mistura em
tanques de armazenagem; (iv) contaminacdo microbiana da migracdo de
particulas de sujeira ou de gotas de agua contendo bactérias ou fungos no
combustivel. Na mesma linha, Khoury e colaboradores (2011) constataram que
a taxa de degradacao dos metil-ésteres de acidos graxos do biodiesel depende
da estrutura do éster de acido graxo, do seu nivel de insaturacdo, da
configuracdo de duplas ligacdes, da presenca (ou auséncia) de conjugacao,
bem como da posicéo da dupla ligacao.

Apesar do biodiesel avaliado no presente trabalho ter presenciado
praticamente todas as condi¢des favoraveis a sua degradagdo, os niveis de
contato experimentados pelo biodiesel nestas condicbes podem nao ter sido
suficientes para degrada-lo. Em estudos prévios do grupo, foram constatadas
baixas porcentagens de degradacdo dos ésteres do biodiesel por fungos em
condi¢gbes similares ao presente experimento (Bucker 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 simulagdes laboratoriais
(Zhang et al, 1998; Mariano et al., 2009; Coreseulil et al., 2011; Bucker et al.,
2011; Silva et al., 2012). Entretanto, alguns estudos também verificaram taxa
de degradacdo nado significativa em biodiesel sob diferentes condi¢gbes
experimentais (Leung et al., 2006; Yang, et al., 2013).

Leung e colaboradores (2006) investigaram o efeito da temperatura de
estocagem e exposicdo ao ar e/ou agua na pureza do biodiesel e, apls 52
semanas, a analise de cromatografia gasosa do conteudo total de metil-ésteres
de &cidos 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 exposi¢cdo ao ar, enquanto 40% e 7% de degradacao
foram encontradas nas amostras estocadas a 40°C com e sem exposi¢cado ao
ar, respectivamente. Elevadas temperaturas ou exposicdo ao ar testadas
isoladamente tiveram pouco efeito na degradacdo do biodiesel. Os autores
sugeriram que a alta temperatura juntamente com a exposi¢ao ao ar aumenta a
taxa de degradacgéao do biodiesel.

Yang e colaboradores (2013) conduziram estudo similar, com
microcosmos contendo biodiesel na temperatura de 22 + 2°C e exposi¢do ao ar
por 27 semanas. Nao observaram decréscimo significante de nenhum metil-
éster de acido graxo.

Embora estes estudos corroborem os resultados verificados no presente
trabalho, outras hipéteses podem ser lancadas ao fato do biodiesel avaliado
nao ter degradado. O microcosmo utilizado constituia-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 condicdo de microaerofilia, onde as baixissimas
concentracbes de oxigénio e a superficie de contato devem ser levadas em
consideracdo. A proporcéo de fase aquosa (5%) é muito menor do que aquelas
utilizadas em outros trabalhos onde houve maior taxa de biodegradacéo. Por
exemplo, Bucker e colaboradores (2011) utilizaram um sistema onde a
propor¢cdo estudada era de 1:1 e obtiveram até 100% de degradacgdo pela
levedura Candida silvicola.

Outro ponto que deve ser ressaltado € com relagdo ao desenvolvimento
microbiano nos microcosmos. Apesar de haver formagcdo de biomassa em
todas as amostras conforme reportado na se¢éo 3.1.4.2.1.1 os resultados de
cromatografia gasosa ndo apresentaram consumo de nenhum metil-éster de
acido graxo pelos micro-organismos. Sugere-se que a microbiota do biodiesel
tenha consumido compostos da fase aquosa, ou seja, € provavel que 0s micro-
organismos tenham se desenvolvido as expensas dos compostos solubilizados
do biodiesel.

Cazarolli e colaboradores (2013) avaliaram em escala laboratorial a
migracdo 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 disponiveis na fase aquosa para seu
crescimento. Foi detectado através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrofotometro de massas (GC-MS) que apos 7 dias de contato entre a
fase oleosa/aquosa, houve a migracdo de ésteres de cadeia carbonica
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

82



do experimento. Provavelmente, a formacdo de biomassa observada no
presente trabalho, pode ter sido formada a partir do consumo de fracdes que
migraram para a fase aquosa, ou entdo de outros componentes do biodiesel,
como a glicerina, ou mesmo 0s compostos mono, di ou triacilglicerideos e,
assim, ter contribuido para o aumento da suscetibilidade do biodiesel a
contaminagao microbiana (Bucker et al., 2010, Schultz, 2011; Cazarolli et al.,

2013).

3.1.5 Conclusbes

Foi possivel determinar a concentragdo inibitéria e biocida minima de
TBHQ  (Terc-butil-hidroquinona) com 0s micro-organismos isolados
(Paecilomyces variotii; Pseudallescheria boydii; Candida silvicola e Bacillus
pumillus) e a um consorcio microbiano ndo caracterizado;

O desenvolvimento microbiano (biomassa) sob diferentes concentragdes
de TBHQ em biodiesel como recebido e em biodiesel como recebido com
adicdo de in6culo ndo-caracterizado foi acompanhado por 42 dias, no entanto,
nao foi observada relagéo linear entre a concentracéo de TBHQ e a quantidade
de biomassa formada,;

Nao foi observada influéncia da adicdo de TBHQ nas alteracbes das
comunidades bacterianas e flngicas do biodiesel em ambos tratamentos
(biodiesel como recebido com e sem in6culo). Entretanto, observou-se
aumento na diversidade microbiana com a adicdo do in6culo em ambas

comunidades.
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Os valores de viscosidade cinematica, indice de acidez e teor de agua
da fase oleosa aumentaram ao longo de 45 dias caracterizando o biodiesel
como fora da especificagao;

Foi possivel observar que os valores relativos a estabilidade a oxidagéo
a 110°C mantiveram-se estaveis, ou seja, o antioxidante empregado foi efetivo
na sua acao, exceto para o biodiesel como recebido a O ppm e 50 ppm de
TBHQ, além do biodiesel com adicdo de antioxidante de acordo com a
dosagem da planta industrial.

N&o foi observada degradacdo 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-6leo obtido a partir da pirdlise de biomassa
adicionado ao o6leo diesel B foi avaliada no presente estudo. Além de
apresentar potencial como fracéo para uso na formulacéo de éleo diesel, o bio-
0leo apresenta em sua constituicio compostos promissores no controle da
contaminacdo microbiolégica durante o0 armazenamento da mistura
diesel/biodiesel B10. O trabalho avaliou a atividade antimicrobiana do bio-6leo
adicionado ao O6leo diesel B (mistura B10) através da determinacdo da
concentracdo inibitéria e biocida minima sob diferentes concentracbes (0 a
10%) utilizando trés micro-organismos deteriogénicos (Paecylomices variotii,
Candida silvicola e Bacillus pumilus) e o in6culo ndo caracterizado conforme
Norma ASTM E1259-10 por 10 dias a 30°C. Além disso, foram detectados os
compostos do bio-6leo 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 concentracdo inibitéria e
biocida minima de bio-6leo em mistura B10 com trés micro-organismos
deteriogénicos (dois fungos e uma bactéria) e o in6culo ndo caracterizado. A
analise cromatografica dos extratos avaliados permitiu a identificacdo de
compostos oxigenados como A&cidos, alcodis, aldeidos, cetonas, ésteres,
fendis, furanonas, hidrocarbonetos, mistos, nitrogenados e piranonas, sendo
que os analitos apresentaram um perfil majoritario de compostos fendlicos
seguido de cetonas. Por fim, uma grande diversidade de compostos foi
verificada no extrato obtido com agua, totalizando 278 compostos.
PALAVRAS-CHAVE: Bio-6leo. Antimicrobiano. Compostos fendlicos.
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3.2.1 Introducéao

Hoje, o petroleo e o carvdo sao responsaveis pela maior parte de
geracdo de energia no mundo. Entretanto, devido a limitacdo dessas fontes de
energia fossil, e aos problemas ambientais envolvidos, a busca por novas
fontes de energia renovavel torna-se cada vez maior. Por essa razéo, existe
um grande interesse na exploracdo da energia proveniente da biomassa, uma
vez que a mesma pode produzir combustiveis liquidos para o setor de
transportes (Santos et al., 2012).

A biomassa consiste em um recurso natural que compreende toda
matéria organica suscetivel de ser transformada em energia. Uma das formas
utilizadas para essa transformacdo é através do processo de pirélise, uma
complexa reacao fisico-quimica que decompde a biomassa gerando produtos
sélidos, gasosos e liquidos, como o bio-6leo, o qual vem sendo amplamente
explorado. Este produto destaca-se por ser considerado um biocombustivel,
podendo ser utilizado como fragdo na formulacéo do dleo diesel (Minkova et al.,
2000; Chum et al., 2001).

Outra forma de energia derivada de biomassa, no entanto produzida
através da reacdo de transesterificacdo, é o biodiesel, sendo que desde 2005
no Brasil, a Lei 11.097 tornou obrigatoria a adicao de biodiesel ao 6leo diesel,
ou seja, desde entdo o biocombustivel encontra-se efetivamente inserido na
matriz energética nacional. Essa mistura € chamada de oOleo diesel B, e,
atualmente, essa proporcao € de 6% de biodiesel adicionado ao Oleo diesel
(B6).

O biodiesel € um biocombustivel rico em ésteres de acidos graxos.

Devido a sua constituicdo, o biodiesel apresenta diversas vantagens aos
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combustiveis fosseis sob o ponto de vista ambiental, entre elas a
biodegradabilidade (Zhang et al., 1998; DeMello et al., 2007; Mariano et al.,
2008).

A biodegradacdo do biodiesel deve-se principalmente em razdo da
presenca de compostos facilmente reconhecidos pelos micro-organismos, 0s
quais degradam as cadeias carbbnicas deste biocombustivel (Amouric et al.,
2010). A acdo 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 condicbes propicias para o
desenvolvimento microbiano, como, por exemplo, a presenca de agua livre nos
recipientes de estocagem. Esta condicdo pode ser proveniente da
condensacdo do ar ou entdo da vedacao ineficiente do sistema. Apds o
acumulo de agua dentro do tanque, inicia-se o processo de proliferacdo
microbiana resultando na formacdo de uma massa biolégica na interface
combustivel-Agua. Como conseqiiéncias diretas ha a deterioracdo do produto;
0 entupimento dos equipamentos do sistema; e a corrosdo das paredes dos
tanques e tubulacdes, sendo que esta Ultima deve-se a liberacdo de
substancias acidas 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 agua e limpeza periédica dos tanques.
Embora essas medidas fisicas controlem a contaminacédo, medidas quimicas
sdo mais eficientes na erradicacdo dos micro-organismos. Em alguns casos, é

indicado o0 uso de produtos antimicrobianos (biocidas), que sdo compostos
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guimicos, organicos ou inorganicos que, quando adicionados aos combustiveis,
auxiliam controlando e eliminando a contaminag¢@o microbiologica (Passmann,
2013). Entretanto, no Brasil, essa préatica ainda ndo € legalizada, uma vez que
existem muitas duvidas no Setor do Petr6leo quanto a sua utilizacdo em
combustiveis.

E um grande desafio para a pesquisa e indUstria encontrar um composto
gue possua capacidade de inibir o crescimento microbiano e que néo interfira
na qualidade e caracteristicas do combustivel. Baseado nesta ideia, o bio-0leo
surge como forte candidato a suprir essas dificuldades, uma vez que ja tem
sido testado com sucesso em motores do ciclo diesel e, além disso, ha estudos
que indicam presenca de atividade antimicrobiana devido a sua composicdo
rica em compostos oxigenados, representando desta forma, um preservante
alternativo (Cataluiia 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 existéncia de
atividade antimicrobiana do bio-6leo quando adicionado ao 6leo diesel B. Para
tanto, os objetivos especificos foram:

- Determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) e biocida (CIB) de
diferentes concentracdes de bio-6leo: 0% (controle); 0,05%; 0,1%; 0,25%;
0,5%; 1%; 2%; 3%; 4%; 5%; 6%; 7%; 8%; 9% e 10%, em Oleo diesel B (mistura
B10), avaliando-se trés diferentes micro-organismos previamente isolados de
tanques de combustiveis: Bacillus pumilus, Paecilomyces variotii, Candida
silvicola e In6culo ndo-caracterizado conforme norma ASTM E1059-10 durante

10 dias.
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- Realizar a extragdo dos compostos soluveis em dgua presentes no bio-
Oleo, utilizando dois procedimentos de preparo amostral, sendo um com &gua
ultrapura e o outro com NaOH 1 M, com o intuito de investigar quais compostos
migram para a fase aquosa e conferem a agéo antimicrobiana fazendo uso da
técnica de Extracdo em Fase Sdlida (SPE);

- Caracterizar qualitativamente através de Cromatografia Gasosa
Bidimensional Abrangente acoplada a Espectrometria de Massas por tempo de
voo (GCxGC/TOFMS) os extratos obtidos na Extracdo em Fase Sélida (SPE)

do bio-6leo.

3.2.2 Materiais e Métodos

3.2.2.1 Bio-6leo

O bio-6leo utilizado foi produzido no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob coordenacao do Professor Dr.
Renato Catalufia Veses (Catalufia et al., 2013). O 6leo de pirdlise foi produzido
em um reator com leito fixo imobilizado a partir da mistura 1:1:1 de 6leo de
soja, borra de café e serragem de eucalipto, utilizando como aglutinante
hidréxido de calcio (Ca(OH)2) e hidréxido de sodio (NaOH) em atmosfera inerte
de argbnio 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-6leo na sua forma pura.

3.2.2.2 Combustiveis

Foram utilizadas amostras de 6leo diesel metropolitano (S50, ou seja, 50
ppm de enxofre em sua formulacdo) e biodiesel de soja (80%) e sebo bovino
(20%), fornecidas pelas empresas Ipiranga Distribuidora de Petroleo e Granol
IndUstria Comércio e Exportacdo S/A, respectivamente (Apéndices A e B). Em
laboratério, foi realizada a mistura de 6leo diesel e biodiesel na proporcao de
10% de biodiesel adicionado a 90% de 6leo diesel, sendo entdo chamada de
mistura B10. A esterilizacdo da mistura foi realizada por filtracdo a vacuo por
meio de membrana com poros de 0,22 ym (marca Milipore), utilizando-se um
frasco kitassato previamente esterilizado em autoclave por 15 min a 121°Ce 1
atm. Apos esse procedimento, os combustiveis foram armazenados em frascos
esterilizados da mesma forma, e apés, hermeticamente fechados. Para evitar a
foto-oxidacdo, os frascos foram protegidos da luz com papel-aluminio e

armazenados a temperatura ambiente.

3.2.2.3 Micro-organismos
Neste estudo foram utilizados micro-organismos isolados de tanques de

armazenamento de 6leo diesel A e biodiesel em trabalhos anteriores do grupo
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do Laboratério de Biodeterioracdo de Combustiveis e Biocombustiveis
(UFRGS) executados no Brasil (Bento & Gaylarde, 1996; Bento & Gaylarde,
2001; Bento et al.,, 2006; Bucker et al.,, 2011) . Para cada diferente
concentracdo de mistura de Oleo testada foram avaliados dois fungos, uma
bactéria e um inéculo ndo-caracterizado.

O fungo filamentoso Paecilomyces variotii, que faz parte do Filo
Ascomycota classificado na Familia Trichocomaceae, foi isolado de borra
bioldgica, presente nos tanques de armazenamento de combustiveis (Bucker et
al.,, 2011). O fungo leveduriforme Candida silvicola, faz parte do Filo
Ascomycota classificado na Familia Saccharomycetidae, foi isolado de tanque
de 6leo diesel (Bento & Gaylarde, 2001).

A bactéria Bacillus pumillus previamente isolada de sedimento formado
pela centrifugacdo de biodiesel também foi testada. Estas espécies sao
classificadas como deteriogénicas de combustivel estocado no Brasil e fazem
parte da bacterioteca e micoteca do Laboratorio de Biodeterioracdo de

Combustiveis e Biocombustiveis da UFRGS.

3.2.2.3.1 Preparo dos in6culos dos micro-organismos isolados

O inéculo do fungo filamentoso Paecilomyces variotii foi preparado a
partir de culturas com 7 dias de cultivo em &gar malte (Anexo 1) em tubos
inclinados em incubadora a 30°C, mediante a adi¢cdo de 2 mL de solucéo salina
(0,85%) esteril e 2 mL de surfactante, solucao liquida de Tween 80, preparado
na concentracdo de 0,01%. A contagem dos esporos foi realizada em camara
de Neubauer, e a suspensdo utilizada em cada frasco contou com uma

concentragdo final de 10° esporos.mLt. O inéculo para o fungo leveduriforme
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Candida silvicola foi obtido a partir do crescimento das leveduras, cultivadas
em tubos inclinados com &agar malte, adicionando-se 2 mL de solucdo salina
(0,85%) estéril. A concentracdo final utilizada nos microcosmos foi de 10°
células.mL™.

O in6culo da bactéria Bacillus pumilus foi preparado a partir de cultura
em placa petri contendo meio agar Luria Bertani (Anexo 2) apos 24 h de cultivo
em incubadora a 29+1°C. A concentracéo final utilizada nos microcosmos foi de

10° células.mL™? .

3.2.2.4 In6culo ndo-caracterizado

A confeccdo do inéculo ndo 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 filtragdo) onde entéo foi inoculado 5 mL de uma
borra microbioldgica prospectada de um tanque contaminado e incubado a 28 °

C, 200 rpm durante 7 dias. A concentracdo utilizada foi de 10> UFC.mL™.

3.2.2.5 Delineamento experimental para determinacdo da
concentragao inibitéria e biocida minima de bio-6leo adicionado ao dleo
diesel B

Apoés o procedimento de esterilizacdo da mistura B10, foram preparadas
as diferentes misturas de diferentes concentracdes de bio-0leo a mistura B10,
as quais posteriormente foram utilizadas para a avaliacdo da concentracdo
inibitoria e biocida minima. Foram preparadas concentracdes 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 refrigeracéo (8°C a 10°C).

3.2.2.6 Condic0Oes 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 composi¢do de acordo com 0 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 0s experimentos
conduzidos com o inoculo ndo caracterizado utilizou-se o meio mineral
Bushnell-Hass (Anexo 5) cuja composi¢cdo contém nutrientes minerais. Todos
0S meios de cultivo utilizados no trabalho foram previamente esterilizados em
autoclave, a 121 °C, 1 atm, durante 15 minutos. Apos este processo, adicionou-
se a cada frasco de vidro a quantia de 2 mL de meio aquoso e 2 mL das
diferentes concentracdes das misturas de Oleo, sendo que cada frasco
apresentou a proporcao de 1:1 (2 mL de fase aquosa e 2 mL de fase oleosa). O
experimento foi realizado em quadruplicata. Por ultimo, adicionou-se o in6culo
na concentracdo de 10° esporos/células.mL? preparado conforme descrito
anteriormente e os frascos foram fechados com algoddo estéril. Os
microcosmos foram acondicionados em incubadora na temperatura de 29 +1

°C pelo periodo de 10 dias.
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FRASCO

EXPERIMENTAL

Figura 23 . Aspecto do frasco de vidro utilizado, contendo a mistura B10 (fase
oleosa), meio de cultura (fase aquosa) e inoculo. (Fonte: Foto de Sabrina
Beker)

3.2.2.7 Analises conduzidas

3.2.2.7.1 Avaliacdo da concentracdo inibitéria e biocida minima
(CIM/CBM)

A determinacdo da CIM foi feita pelo método de diluicdo em caldo e
observada pela auséncia de turbidez dos meios nos frascos. Apés determinar a
concentragdo minima inibitéria de cada concentragdo das misturas sobre os
in6culos, também foi avaliada a concentracdo biocida das mesmas. A partir do
frasco em que houve a inibicdo do crescimento dos micro-organismos
avaliados (CIM), retirou-se uma aliquota de 10uL, que foi inoculada em placas
petri contendo agar malte para os fungos, agar Luria Bertani para a bactéria e
Plate Count Agar para o inéculo ndo caracterizado. As placas foram incubadas
a 29°C = 1°C durante 3 dias. A concentragdo biocida minima (CBM) foi
determinada através da auséncia absoluta de crescimento dos micro-

organismos nas placas.
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3.2.2.7.2 Extracdo em Fase Solida (SPE) do bio-6leo

Com o intuito de obter a caracterizacdo dos compostos migratorios do
bio-6leo para a fase aquosa, 0s quais possivelmente contribuiram para a sua
atividade antimicrobiana, foi realizado primeiramente o processo de Extracdo
em Fase Solida (SPE). A SPE é uma técnica de separacao que se baseia nos
mecanismos de separacdo da cromatografia liquida classica, pois emprega
uma pequena coluna aberta (cartucho de extracdo), que contém a fase sélida
através da qual as amostras sdo percoladas. O principio da técnica esta na
particdo dos compostos em duas fases (uma sélida e outra liquida). Os analitos
sdo retidos por adsorcado na fase sélida, ha uma maior afinidade pela fase
soélida do que pela matriz da amostra, e posteriormente sdo dessorvidos com a
utilizacdo do solvente: dessor¢cdo quimica. Na figura 24, pode ser visualizado

um esquema deste procedimento.

Condicionamento Adicao da amostra Eluicdo dos analitos

19 1] U

ole
o O 4|

o ¢
ar ar

Figura 24 Esquema ilustrativo do procedimento de extragdo em fase solida
(SPE) (Maciel, 2011).
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Foram realizados dois procedimentos para o0 preparo de amostra.
Primeiramente em um tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL do bio-6leo. Apds
foi adicionado 5 mL de agua ultrapura sendo 1 mL por vez com auxilio de uma
pipeta Pasteur. Apds este procedimento, houve uma separacao de fases, onde
a fase aquosa foi submetida a passagem pelo cartucho de extracdo comercial
de silica modificada com grupos octadecil (Cis ) da marca Agillent (500 mg/3
mL).

Em outro tubo de ensaio, também foi adicionado 0,5 mL de bio-6leo. No
entanto, foi adicionado 5 mL de solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1 M,
sendo 1 mL por vez com auxilio de uma pipeta Pasteur. O intuito da adicdo de
NaOH 1 M foi verificar uma maior extragcdo dos compostos fendlicos por esta
solucdo bésica em comparacdo com a agua ultrapura. Apés, a fase aquosa
formada foi transferida para um novo tubo de ensaio, de onde entédo, foi
submetida a passagem pelo cartucho.

O cartucho de extracéo foi primeiramente condicionado antes da adicao
das amostras. Para o condicionamento do cartucho foi adicionado 4 mL de
metanol sob vacuo em frasco kitassato e apo6s lavado com 20 mL de agua
ultrapura. Apds o condicionamento do cartucho, as amostras foram percoladas
em fracBes seqienciais de 1 mL por vez, e ap0s secar o cartucho, os analitos
foram eluidos com 5 mL de diclorometano (DCM) e posteriormente com 5 mL
de cloroformio. O extrato obtido foi transferido para um béquer com auxilio de
DCM para solubilizacdo. Apds a evaporacdo dos solventes a amostra foi
submetida a analise cromatogréafica. O procedimento de extracdo e a analise

cromatografica dos extratos foram realizados em duplicata.
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3.2.2.7.3 Analise Cromatografica dos Extratos

A caracterizagdo dos compostos dos extratos foi realizada empregando
a Cromatografia Gasosa Bidimensional Abrangente conforme descrito por
Catalufia e colaboradores (2013). As andlises foram realizadas em um sistema
GCxGC/TOFMS, usando um sistema Pegasus-IV (LECO, St. Joseph, USA)
equipado com modulador criogénico com quatro jatos (quadjet), resfriado por
nitrogénio e amostrador automatico CTC-Combi Pal. As colunas empregadas
na primeira e segunda dimensao foram, respectivamente: coluna DB5 (5%
fenil; 95% dimetilpolisiloxano) com 60 m de comprimento, 250 ym de didmetro
interno (ID) e 0,25 um de espessura de filme, e uma coluna DB-17 ms (50%
fenil — 50% dimetilpolisiloxano) com 2,15 m, de comprimento, com 180 ym de
DI, e 0,18 uym de espessura de filme (Agilent Technologies, J&W Scientific,
Agilent, Folsom, CA, USA). A fase movel foi o gas Hélio sob fluxo constante
de 1ImL.min? e o volume de injecdo da amostra foi de 1 pyL. A temperatura do
injetor foi de 300°C, e as amostras foram injetadas no modo splitless. A
programacao de temperatura da primeira coluna iniciou em 40°C por 1 min até
alcancar a temperatura final de 300°C, com taxa de aquecimento de 3°C min-_.
Apoés a analise cromatografica, os dados foram processados usando o software

ChromaTOF verséo 3.32, (LECO Corporation).

3.2.3 Resultados e Discusséo
As diferentes concentraces de bio-6leo foram avaliadas quanto a sua
atividade antimicrobiana e os resultados de concentracdo inibitoria e biocida

minima (CIM/CBM) encontram-se na tabela 14.
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Tabela 14 Concentragdo inibitéria minima (CIM) e Concentragdo biocida minima (CBM) da
mistura (bio-6leo+B10) para os in6culos testados.

1dia 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 silvicola 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%
In6culo nao- 025% 05% 0,25% 05% 025% 05% 0,25% 0,5% 0,25% 0,5%

caracterizado

Observa-se que apos 10 dias de experimento com o fungo filamentoso
Paecilomyces variotii, a concentracdo inibitéria minima passou de 2% para 4%,
a qual foi visivelmente inibitéria também para o fungo leveduriforme Candida
silvicola (Figura 25 e 26). Sendo que a concentrag¢do biocida minima no 10° dia
foi de 4% para ambos.

Na figura 25 pode-se observar que ha a formacdo de biomassa na
interface fase oleosa-fase aquosa, caracteristico do desenvolvimento de fungo
filamentoso, devido ao conjunto de hifas (estruturas vegetativas do fungo).
Bicker e colaboradores (2011) avaliaram o crescimento de Paecilomyces sp.
gue apresentaram crescimento utilizando as misturas de 6leo diesel B (B5,B10
e B20) e o biodiesel na sua forma pura (B100). Cazarolli e colaboradores
(2013) também avaliaram a capacidade deteriogénica deste micro-organismo

na presenca de biodiesel de soja.
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Figura 25 Aspecto dos frascos utilizados na avaliacdo com o crescimento do
fungo filamentoso Paecilomyces variotii nas concentracdes de 3% (A) e 4% (B),
respectivamente, apos 10 dias. (Fonte: Foto de Sabrina Beker)

No frasco A (Figura 25), que corresponde a concentracdo de 3% de bio-
0leo adicionado ao B10, ha a formacédo de biomassa evidente (indicado pela
seta amarela) na interface fase oleosa-fase aquosa, o que ndo foi observado
no frasco B, correspondente a concentracdo de 4% (indicado pela seta azul).
Tal fato indica que no meio contendo a mistura na concentracdo de 3%, o
fungo tolerou a presenca dos compostos do meio, desenvolvendo-se. A partir
da concentracdo de 4%, seu crescimento foi inibido e também erradicado,
conforme pbéde ser verificado através da auséncia de crescimento em placa
contendo agar malte, portanto, € possivel indicar que para P. varioti a
concentracao inibitoria e biocida minima foram de 4% apdés 10 dias de ensaio.

Candida sp. tem sido freqlientemente citada a respeito de sua
capacidade em degradar produtos derivados de 6leo diesel, querosene, 6leo
lubrificante e biodiesel (Bento & Gaylarde, 2001; Bento et al., 2004; Miranda et
al., 2007; Bucker et al., 2011), por essa razao a espeécie C. silvicola foi testada
neste experimento. A concentracdo inibitéria minima 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%.
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Figura 26 Frascos experimentais contendo inoculo do fungo leveduriforme
Candida silvicola nas concentracdes de 3% e 4%, respectivamente. (Fonte:
Foto de Sabrina Beker)

O bio-o6leo utilizado no presente estudo foi obtido por reacdo de pirdlise a
partir de biomassa: 6leo de soja, serragem de eucalipto e borra de café
(Catalufia et al., 2013). Através de Cromatografia Gasosa Bidimensional
Abrangente, os autores identificaram a presenca de diversos grupos quimicos,
tais como: cetonas, alcodis, éteres, fendis, hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos e compostos nitrogenados, sendo que 0S compostos majoritarios
sdo as cetonas e 0s compostos nitrogenados. A conducdo da técnica de
Extracdo em Fase Sélida (SPE) da fase aquosa em contato com o bio-6leo,
teve o intuito de investigar quais compostos presentes no mesmo solubilizam-
se na agua e podem apresentar a caracteristica antimicrobiana ao produto. O
crescimento microbiano visivel ocorre na interface da fase oleosa-fase aquosa.
Neste sentido, é importante investigar qual o composto quimico que pode estar
presente na fase aquosa, devido a solubilizacdo e que apresente
caracteristicas de inibicdo do crescimento dos micro-organismos. Pode-se
observar, através da analise da tabela 15 que o extrato obtido pela SPE feita
com agua ultrapura, apresentou em sua composi¢ado uma mistura complexa de
compostos, entre eles acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, fendis,

furanonas, hidrocarbonetos, mistos, nitrogenados e piranonas. No total foram
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278 picos (Figura 27) tentativamente identificados com base na biblioteca de
espectros de massas do equipamento. Com relacdo a quantidade de picos, as

cetonas apresentaram 56 picos, seguido de nitrocompostos com 48 picos.

Tabela 15 Distribuicdo dos compostos majoritarios, nimero de picos e suas areas encontrados
no extrato realizado com agua ultrapura.

Classes Picos % Area %
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
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Figura 27 Distribuicdo do total de picos por classe da SPE com agua.
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Usando-se o percentual de area dos picos encontrados como uma
medida semi-quantitativa da composicédo quimica da amostra, péde-se tragar o
grafico da figura 28 com a soma das éareas relativas de cada classe de
compostos identificadas no extrato. A classe de compostos majoritarios foi a

de fendis com 39,21%, seguida de cetonas com 12,87%.
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Figura 28 Distribuicdo das classes dos compostos presentes no extrato
realizado por SPE com agua ultrapura do bio-6leo.

Além da &gua ultrapura, foi utilizada também uma solucao de o NaOH 1
M na Extracdo por Fase Sélida. Os resultados quanto ao nimero de compostos
e as medidas semi-quantitativas da composicéo da amostra sdo mostrados na
tabela 16.

E possivel observar através destes resultados que o namero total de
compostos tentativamente identificados foi de 178 (Figura 29), ou seja, 100
compostos a menos do que a extracdo realizada por agua ultrapura.

Comparando-se estes resultados, verificou-se que o emprego da agua
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ultrapura foi mais eficiente do que a solugdo de NaOH no que se refere a maior

quantidade de compostos extraidos para todas as classes.

Tabela 16 Distribuicdo dos compostos majoritarios, nimero de picos e suas areas encontrados
no extrato realizado com NaOH 1M.

Classes Picos % Area %
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
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Figura 29 Distribuicéo do total de picos por classe da SPE com NaOH 1M.
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No entanto, com relacdo a porcentagem de compostos fendlicos
extraidos, a técnica de SPE realizada com NaOH mostrou uma maior eficiéncia
na extragdo. Na figura 30 é possivel observar que a na amostra havia 78,63%
de compostos fendlicos, sendo que na SPE com &gua, este valor ficou em

39,21%, aproximadamente menos que o dobro de eficiéncia de extracao.
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Figura 30 Distribuicdo das classes dos compostos presentes no extrato
realizado por SPE com a solucdo de NaOH 1M do bio-6leo.

Portanto, os dados apresentados sugerem que a presenca do fenol pode
estar relacionada com a a inibicdo do crescimento fungico, uma vez que 0s
compostos oxigenados, entre eles os compostos fendlicos, concentram-se na
fase aquosa por afinidade, uma vez que séo sollveis em agua. Mohan e
colaboradores (2008) avaliaram a capacidade fungicida tanto de bio-6leo obtido
por pirdlise de serragem, bem como de suas fra¢des ricas em lignina obtidas
por extragcdo com solvente acetato de etila, e observaram que o extrato, por
conter mais compostos fendlicos em sua composi¢do, teve um maior efeito

fungicida sobre os fungos testados em comparacao ao bio-6leo puro.

105



Diversos estudos apontam a eficiéncia de compostos fenélicos derivados
da lignina como agentes antimicrobianos (Mourant et al., 2005; Mazela, 2006;
Kim et al., 2012). Em vérias investigac6es o bio-6leo 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 deteriogénicos.

Os grupos hidroxila (-OH) dos compostos fendlicos sdo descritos por
causarem acao inibitoria (Lai & Roy, 2004) uma vez que esses grupos podem
interagir com a membrana celular e romper as estruturas da mesma causando
0 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 ira
causar o colapso da forca préton-motriz e a diminuicdo de ATP e acabara
levando a célula a morte (Ultee et al.,, 2002). Similarmente, Farag e
colaboradores(1989) haviam reportado que estes grupos hidroxila podem
facilmente ligar-se ao sitio ativo de enzimas alterando o metabolismo celular
dos micro-organismos. Os modos de acéo citados ilustram a importancia dos
compostos fendlicos e seus grupos hidroxila (-OH) na atividade antimicrobiana.
Na tabela 17 estdo demonstrados os compostos fendlicos tentativamente
identificados no extrato realizado com agua ultrapura e na tabela 18 os

compostos do extrato obtido com NaOH 1M.
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Tabela 17 Relacéo dos compostos fendlicos do extrato obtido com agua ultrapura classificados
com nome, férmula e area.

Nome do composto Férmula Area(%)
Phenol CsHsO 36,7982
Phenol, 2-methyl- C7HsO 14,52415
cis-1,2-Cyclohexanediol CeH1202 0,267209
Phenol, 4-methyl- C7HsO 20,21919
Phenol, 2-methyl- C7HsO 0,067001
Phenol, 4-methyl- C7HsO 0,919698
Phenol, 2-methoxy- C7HsO2 3,191435
1,4-Benzenediol, 2-methoxy- C7HsO3 0,114691
Phenol, 2,6-dimethyl- CsH100 0,974324
Phenol, 4-ethyl- CsH100 1,922713
Phenol, 2,4-dimethyl- CsgH100 7,087835
Phenol, 3-ethyl- CsH100 4,629101
3-Pyridinol, 2,6-dimethyl- C7H9NO 1,421224
Phenol, 2,3-dimethyl- CsH100 1,110641
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 0,313358
Phenol, 3,4-dimethyl- CsH100 1,796895
Phenol, 2,4,6-trimethyl- CoH120 0,179306
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 0,637135
Phenol, 4-ethyl-3-methyl- CoH120 0,519879
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 0,160679
Phenol, 4-propyl- CoH120 0,428766
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 0,376365
Phenol, 4-(ethylamino)- CsH11NO 0,382204
Phenol, 2,3,6-trimethyl- CoH120 0,329555
Phenol, 2,3,6-trimethyl- CoH120 0,165614
Phenol, 3-(1-methylethyl)- CoH120 0,281689
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- CoH1202 0,61315
Phenol, 2,6-dimethoxy- CsH1003 0,400126
1,2,3-Benzenetriol CeHsO3 0,071384
Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- C14H220 0,096482

Trinta compostos fendlicos foram tentativamente identificados no extrato
obtido pela SPE com agua ultrapura, enquanto que na amostra da SPE com
NaOH 1M foram 71 compostos (Tabela 18). Portanto, com base nestes dados,
foi possivel identificar tentativamente aproximadamente 40 compostos a mais

no extrato obtido pelo procedimento com NaOH.

107



Tabela 18 Relagdo dos compostos fendlicos do extrato obtido por NaOH classificados com
nome, formula e area.

Nome do composto Férmula Area (%)
Phenol CeHeO 3,08
Phenol, 2-methyl- C7HsO 5,06
cis-1,2-Cyclohexanediol CeH1202 0,05
Phenol, 3-methyl- C7HsO 24,10
Phenol, 4-methyl- C7HsO 0,88
Phenol, 2-methoxy- C7Hs0O2 0,11
Phenol, 3-methyl- C7HsO 0,11
Phenol, 2,6-dimethyl- CsH100 0,49
Phenol, 2-ethyl- CsH100 3,62
Phenol, 2,3-dimethyl- CsH100 8,08
Phenol, 3,4-dimethyl- CsH100 0,06
Phenol, 4-ethyl- CsH100 10,47
Phenol, 3,4-dimethyl- CsH100 0,03
Phenol, 2,3-dimethyl- CsH100 2,59
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 0,66
Phenol, 3,4-dimethyl- CsH100 3,84
Phenol, 2-(1-methylethyl)- CoH120 0,23
Phenol, 2,4,6-trimethyl- CoH120 0,74
Phenol, 4-ethenyl-, acetate C10H1002 0,06
4-Methoxyphenol C7Hs0O2 0,02
Phenol, 2-propyl- CoH120 1,50
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 3,08
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 1,13
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 5,97
Phenol, 4-propyl- CoH120 2,69
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 2,67
2-Methylenecyclohexanol C7H120 0,11
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 0,43
2-Methylenecyclohexanol C7H120 0,21
2-Allylphenol CoH100 0,03
Phenol, 3,4,5-trimethyl- CoH120 1,96
Phenol, 2,3,6-trimethyl- CoH120 0,60
Phenol, 2-ethyl-6-methyl- CoH120 1,14
Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl- C10H140 1,17
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy- CoH1202 1,11
2-Isopropyl-5-methylphenol C10H140 0,08
Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl- C10H140 0,06
1-methoxy-2-propan-2-ylbenzene C10H140 0,54
3-Methyl-4-isopropylphenol C10H140 0,03
Phenol, 2,3,6-trimethyl- CoH120 0,54
2-Methyl-6-propylphenol C10H140 0,42
2,5-Diethylphenol C10H140 1,39
Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl- C10H140 0,16
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2-Methyl-6-propylphenol C10H140 0,24

Phenol, 3,4,5-trimethyl- CoH120 0,22
Phenol, 2-butyl- C10H140 0,74
Phenol, 3,5-diethyl- C10H140 0,45
2-Methyl-6-propylphenol C10H140 0,49
3-Methyl-4-isopropylphenol C10H140 0,27
2-Methyl-6-propylphenol C10H140 0,19
5-Indanol CoH100 0,58
Phenol, 2-(1-methylpropyl)- C10H140 0,56
Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)- C10H140 0,72
Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl- C10H140 0,30
1-methyl-1-indanol Ci0H120 0,38
Phenol, 2-butyl- C10H140 0,42
2-Allyl-4-methylphenol C10H120 0,30
Phenol, 3,5-diethyl- C10H140 0,30
Phenol, 2,3,4,6-tetramethyl- C10H140 0,15
Phenol, 2-methoxy-4-propyl- C10H1402 0,04
2-Allyl-4-methylphenol C10H120 0,18
2-Isopropyl-5-methylphenol C10H140 0,13
1-methyl-1-indanol C10H120 0,29
6-Methyl-4-indanol C10H120 0,36
Phenol, 4-(1,1-dimethylpropyl)- C11H160 0,05
2,5-Diethylphenol C10H140 0,03
Benzene, (1-methoxy-4-methyl-3-pentenyl)- Ci3H180 0,04
6-Methyl-4-indanol C10H120 0,45
6-Methyl-4-indanol C10H120 0,29
6-Methyl-4-indanol C10H120 0,19
6-Methyl-4-indanol C10H120 0,17
Phenol, 4-pentyl- C11H160 0,18

Oliveira e colaboradores (2007) estudaram extratos fendlicos quanto a
sua atividade antifungica sobre o Aspergillus flavus, sendo que foi observado
que o fungo filamentoso teve seu desenvolvimento inibido devido a acdo dos
extratos. Aléem de fungos filamentosos, os leveduriformes também foram
inibidos em pesquisa conduzida por Kim e colaboradores (2008) fazendo uso
de timol, um O6leo essencial fenolico encontrado no orégano. O mesmo
composto foi testado em Saccharomyces cerevisiae, o qual teve sua

concentra¢do minima inibitéria com 128 pg.mL ! de timol (Bi et al., 2010).
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Em nossa avaliacao, a bactéria deteriogénica Bacillus pumilus ap6s 10
dias de incubacao apresentou CIM de 1% (Figura 31) e CBM de 3,3% (Tabela
14). As espécies do género Bacillus caracterizam-se por serem gram-positivas,
formadoras de endésporos e aerObias estritas ou facultativas (Harvey, R;
Champe, P & Fischer, B., 2008). As espécies esporuladas sdo conhecidas
CcOmo mais resistentes que as nédo esporuladas. A presenca de esporos garante
a bactéria, uma forma de resisténcia, pois parte de seu genoma esti
armazenado em um local seguro (0 enddsporo). Em condi¢cbes desfavoraveis,
a forma vegetativa (célula) pode morrer e liberar o endésporo. O enddsporo
somente ira germinar quando condicdes ambientais estiverem adequadas

permitindo que ocorra a germinacgao e a formagéo das novas células.

| 1% BP- 2

Figura 31 Frascos experimentais contendo in6culo de Bacillus pumilus nas
concentracdes de 0,5% e 1%, respectivamente, e seu controle. (Fonte: Foto de
Sabrina Beker)

Em comparacéo aos valores de CIM dos fungos, a bactéria B. pumillus
demandou um menor valor de bio-6leo, apresentando-se mais suscetivel a
presenca dos fendis. Possivelmente, este fato deve-se a sua constituicdo
celular. O revestimento celular das bactérias gram-positivas € composto por
uma densa camada de peptideoglicano contendo &acidos teicbicos e

lipoteicdicos, proteinas associadas a essa camada e membrana citoplasmatica,
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enquanto que os fungos apresentam parede celular e membrana celular
fungica fundamentalmente diferente das de bactérias e outros eucariotos.
Ambas estruturas (membrana e parede celular) séo vitais para a célula, e sua
disrupcdo pode levar & morte celular (Harvey, R; Champe, P & Fischer, B.,
2008).

A diferengca entre os revestimentos celulares dos diferentes micro-
organismos pode ter influenciado nos valores encontrados referente a CIM e
CBM. Os compostos fendlicos, conhecidos por desestabilizarem a membrana
citoplasmatica 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-6leo.

Os enddsporos presentes nas bactérias gram-positivas caracterizam-se
por apresentarem diversas camadas de revestimento rigidas e altamente
resistentes a diversos métodos fisicos e quimicos de eliminacgéo, inclusive aos
compostos fendlicos. Os enddsporos sdo, na maioria das vezes, eliminados por
um alto tempo de exposicao a alta temperatura e pressao. No presente estudo,
observa-se que a bactéria B. pumillus ndo apresentou resisténcia aos fendis,
tendo sua CIM em 0,5% e CBM em 1%, relativamente baixa em comparacéo
aos fungos. Provavelmente, as bactérias ndo se encontravam em sua forma
esporulada.

Walsch e colaboradores (2003) pesquisaram a atividade antimicrobiana
e 0 mecanismo de acdo de dois produtos fendlicos 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 acdo dos produtos fendlicos. Dong
e colaboradores (2011) também observaram a inibicdo de bactérias gram-
positivas (S. aureus e Listeria monocytogenes) quando utilizaram extrato
fendlico obtido de bio-6leo produzido por residuo de palha de milho (rica em
lignina), no entanto, nos ensaios utilizando E.coli O157:H7 e Salmonella
enteritidis, ambas gram-negativas, ndo foi observada acdo antimicrobiana por
parte do extrato fendlico.

Para o inéculo ndo 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.

Borra 0,25%
22.05

Figura 32 Aspecto do frascos experimentais contendo inéculo né&o
caracterizado nas concentracoes de 0,1% e 0,25%, respectivamente, e seus
controles. (Fonte: Foto de Sabrina Beker).

O uso de um inéculo ndo caracterizado tem sido recomendado na
Norma ASTM E1259-10 para avaliacbes de antimicrobianos para uso em
combustiveis. O inbéculo ndo caracterizado € prospectado de tanques
contaminados por micro-organismos e pressupbem que a populacédo

microbiana é deteriogénica. Considerando que nao foi realizado um

levantamento de quais espécies efetivamente estavam presentes, 0s
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resultados indicam que componentes do bio-6leo na concentracdo de 0,25%
foram efetivos em inibir a populacdo microbiana. Estes resultados sugerem
que a comunidade microbiana utilizada nesta avaliagdo foi mais sensivel aos
componentes do bio-0leo (Blcker et al., 2011; Zimmer et al., 2013).

Sugere-se que devido a esse conjunto de fatores os valores referente a
CIM e CBM do in6culo ndo 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 in6culo nao

caracterizado, pode ser visualizado na figura 33.

Concentracgdes inibitéria (CIM) e biocida (CBM) minimas

4% 4% 4% 4%

4% -

3% -

uCIM
= CBM

2%

1% |

0% -
Paecilomyces variotii Candida silvicola Bacillus pumilius Inéculo ndo-
caracterizado

Figura 33 Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracao
biocida minima (CBM) do bio-6leo frente aos micro-organismos deteriogénicos
de 6leo diesel B10 e indculo ndo caracterizado

3.2.4 Conclusbes

O bio-6leo apresentou atividade antimicrobiana sobre os micro-
organismos testados. Quando adicionado a mistura B10, o bio-6leo apresentou
Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentracdo biocida minima (CBM)

113



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 in6culo ndo
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 agua ultrapura
quanto por solugcdo de hidréxido de sodio (NaOH), apresentaram semelhanca
entre si, sendo que a classe de compostos majoritarios foi a de fendis seguida
de cetonas em ambos extratos. No entanto, a extragdo realizada com agua
ultrapura apresentou maior diversidade de compostos extraidos com 278

compostos, enquanto que NaOH apresentou 178 compostos.
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4 Consideracdes Gerais

Considerando o primeiro capitulo desta dissertacdo, a avaliacao
preliminar da concentracdo inibitoria e biocida minima em meio de cultura
permitiu verificar que o antioxidante butil-hidroxi-tolueno (BHT) n&o apresentou
atividade antimicrobiana até 1000 ppm, entretanto, o antioxidante terc-butil-
hidroguinona (TBHQ) apresentou acéo inibitéria de 250 ppm para Bacillus
pumilus, 500 ppm para Pseudallescheria boydii e 1000 ppm para Candida
silvicola e Paecilomyces variotii. O TBHQ apresentou acao biocida em 500 ppm
para B. pumilus e P. boydii, e 1000 ppm para C. silvicola.

Em escala laboratorial, o TBHQ ndo apresentou atividade
antimicrobiana. Porém, ndo pdde ser estabelecida uma relacdo linear entre a
concentragdo do antioxidante e os valores de biomassa obtidos, assim como
ndo pbéde ser detectada influéncia de TBHQ nas alteracdes genotipicas das
comunidades bacterianas e fungicas.

A estabilidade oxidativa foi mantida dentro do periodo minimo durante o
ensaio, o que demonstrou a efetividade do TBHQ como antioxidante em todas
as concentrag6es utilizadas. Entretanto, os valores de viscosidade cinematica,
indice de acidez e teor de agua da fase oleosa aumentaram ao longo de 45
dias, caracterizando o biodiesel como fora da especificagéo.

Com relacdo ao segundo capitulo da presente dissertacdo, pdde-se
verificar que o bio-6leo apresentou atividade antimicrobiana na faixa de 0,25%
a 4% e a analise cromatografica dos compostos que conferiram a caracteristica
antimicrobiana ao bio-0leo apresentou um perfil majoritario de compostos

fendlicos seguido de cetonas.

115



5 Referéncias

ABNT NBR 10441: 2007 — Produtos de Petréleo — Liquidos transparentes e
opacos — Determinagdo da viscosidade cinematica e calculo da viscosidade
din&mica.

ABNT NBR 15764 - Biodiesel — Determinacdo do teor total de ésteres por
cromatografia gasosa.

ABNT NBR 14448:2005 - Oleos lubrificantes e fluidos hidraulicos -
Determinacéo do indice de acidez pelo método de titulacdo potenciométrica.
Disponivel em <http://www.abntcatalogo.com.br/.>.

AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS
- ANP (BRASIL). Anuario Estatistico Brasileiro do Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis 2013. Rio de Janeiro: ANP, 221 p.

AGENCIA  NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E
BIOCOMBUSTIVEIS — ANP. Resolucdo ANP N° 14, de 11 de maio de 2012 -
DOU 18.5.2012. Regulamenta as especificacdes do biodiesel, contidas no
Regulamento Técnico ANP n° 4/2012, e as obrigacbes quanto ao controle da
qualidade a serem atendidas pelos diversos agentes econOmicos que
comercializam o produto em todo o territorio nacional.

AKTAS, D.F. Anaerobic metabolism of biodiesel and its impact on metal
corrosion. Energy Fuels, 24:2924-2928, 2010.

ALMEIDA, E. S.; PORTELA, F. M.; SOUSA, R. M. F; DANIEL, D.; TERRONES,
M. G. H. & RICHTER, E. M. Behaviour of the antioxidant tert-butylhydroquinone
on the storage stability and corrosive character of biodiesel. Fuel, v. 90, p.
3480-3484, 2011.

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING, MATERIALS - ASTM D6751- 12
Standard Specification for Biodiesel Fuel. Fuel Blend Stock (B100) for Middle
Distillate Fuels. ASTM International, West Conshohocken, PA, USA, 2011.
Disponivel em: <http://www.astm.org>. doi: 10.1520/D6751-12.

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING MATERIALS - ASTM D6304-07
Standard Test Method for Determination of Water in Petroleum Products,
Lubricating Oils, and Additives by Coulometric Karl Fischer Titration. ASTM
International, West Conshohocken, PA, 2011, www.astm.org.doi:
10.1520/D6304-07

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING, MATERIALS - ASTM E1259 - 10
Standard Practice for Evaluation of Antimicrobials in Liquid Fuels Boiling Below
390°C. ASTM International, 2010, West Conshohocken, PA, www.astm.org.
doi:10.1520/E1259-10.

116



AMERICAN SOCIETY FOR TESTING MATERIALS - ASTM D6304 - 07
Standard Test Method for Determination of Water in Petroleum Products,
Lubricating Oils, and Additives by Coulometric Karl Fischer Titration. ASTM
International, 2007.

AMOURIC, A.; QUEMENEUR, M.;GROSSI, V.; LIEBGOTT1, P. P.; AURIA,
R.;CASALOT, L. Identification of different alkane hydroxylase systems in
Rhodococcus ruber strain SP2B, an hexane-degrading actinomycete The
Society for Applied Microbiology, Journal of Applied Microbiology, Franga, v.
108, n. 6, p.1903-1916, 2010.

ANDREAS, W. Oleochemical esters—environmentally compatible raw materials
for oils and lubricants from renewable resources. Fett/Lipid, v.101, n. 6, p.
192-198, 1999.

ARAUJO S.V.; MURILO T. F.; LUNA, F. M. T.; ROLA JR, E. M.; AZEVEDO, D.
C. S.; CAVALCANTEJR, C. L. A rapid method for evaluation of the oxidation
stability of castor oil FAME: influence of antioxidant type and concentration.
Fuel Process Technol, v. 90, n. 10, p. 1272-7, 2009.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. ABNT NBR 15512:
Norma “Armazenamentp, Transporte, Abastecimento e Controle de Qualidade de
Biodiesel e/ou Mistura Oleo Diesel/Biodiesel”. Rio de Janeiro: ABNT, 2008.

ATABANI A. E.; SILITONGA, A. S.; BADRUDDIN, I. A.;; MAHLIA, T. M. |;
MASJUKI, H. H. & MEKHILEF, S. A comprehensive review on biodiesel as an
alternative energy resource and its characteristics. Renewable and Sustainable
Energy Reviews 16: 2070- 2093, 2012.

AZAM, M.; WARIS, A.; NAHAR, N.M.. Prospects and potential of fatty acid
methyl esters of somenon-traditional seed oils for use as biodiesel in India.
Biomass Bioenergy. V. 29, p. 293-302, 2005.

BALANCO ENERGETICO NACIONAL 2014 - Ano base 2013. Ministério de
Minas e Energia/MME. Empresas de Pesquisas Energéticas - EPE.

BALAT, M. & BALAT, H. Progress in biodiesel processing. Applied Energy. V.
87, n. 6, p. 1815-35, 2010.

BARRETO, C.K.; OLIVERIRA, C.C.; SOUZA, P.A.Z.; RUBIM, J.C.. Evaluation
of the stability during storage of a diesel-like fuel obtained by pyrolysis of
soybean oil. Biomass and Bioenergy, v. 37, p 42-48, 2012.

BASHA, S.A.; GOPAL, K.R.; JEBARAJ, S. A review on biodiesel production,
combustion, emissions and performance. Renew Sustain Energy Rev, v.13, p.
1628-1634, 20009.

BEDMUTHA , R.; BOOKERA , C. J.; FERRANTE, L.; BRIENS, C.; BERRUTI,
F.. YEUNGA, K.K.C.; SCOTT, I.; CONN, K. Insecticidal and bactericidal

117



characteristics of the bio-oil from the fast pyrolysis of coffee grounds. Journal
of Analytical and Applied Pyrolysis, v. 90, p. 224-231, 2011.

BENTO, F. M.; GAYLARDE, C. C. Biodeterioration of stored diesel oil: studies
in Brazil. International Biodeterioration and Biodegradation, v. 47, n. 2, p.
107-112, 2001.

BENTO, F.M.; ENGLERT, G.E.; GAYLARDE, C.C.; MULLER, I.L. Influence of
agueous phase on electrochemical biocorrosion tests in diesel/water systems.
Materials and Corrosion, v. 55, p. 577-585, 2004.

BENTO, F. M. et al. Degradation and corrosive activities of fungi in a diesel—
mild steel-aqueous system. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v. 21, n. 2, p. 135-142 LA — English, 2005a.

BENTO, F. M. et al. Comparative bioremediation of soils contaminated with
diesel oil by natural attenuation, biostimulation and bioaugmentation.
Bioresource Technology, v. 96, n. 9, p. 1049-1055, jun. 2005b.

BENTO F. M. & CAVALCANTI, E. H. S. Implicacdes da adicdo de 5% de
biodiesel na qualidade do Oleo diesel. 2012. Disponivel em
http://www.cntdespoluir.org.br/Paginas/Artigos.aspx?n=7

BERRIOS , M., MARTIN , M.A. , CHICA, A.F., MARTIN , A. Storage effect in
the quality of different methyl esters and blends with diesel. Fuel. V. 91, p. 119-
125, 2012.

Bl, X.; GUO, N.; JIN, J.; LIU, J.; FENG, H.; SHI, J.; XIANG, H.; WU, X,;
DONG, J.; HU, H.; YAN, S.; YU, C.; WANG, X.; DENG, X.; E YU, L. . The global
gene expression profile of the model fungus Saccharomyces cerevisiae induced
by thymol. Journal of Applied Microbiology, v. 108, p. 712-722, 2010.

BOCZAR, B. A.; FORNEY, L. J.; BEGLEY, W. M.; LARSON, R. J.; FEDERLE,
T. W. Characterization and Distribution of Esterase Activity in Activated Sludge.
Water Research, USA, v. 35, n. 17, p. 4208-4216, 2001.

BONDIOLI, P.; GASPAROLI, A.; LANZANI, A.; FEDELI, E.; VERONESE, S. &
SALA, M. Storage stability of biodiesel. Journal of the American Oil
Chemists' Society, v. 72, n. 6, p. 699-702, 1995.

BORNSCHEUER, U. T. Microbial carboxyl esterases: classification, properties
and application in biocatalysis. Microbiology reviews, Alemanha, v. 26, n. 17,
p. 73 — 81, 2002.

BORSATO, D.; MAIA, E.C.R.; DALL’ANTONIA, L.H.; SILVA, H.C.; PEREIRA,
J.L. Cinética da oxidacdo de biodiesel de 6leo de soja em mistura com TBHQ:
Determinacéo do tempo de estocagem. Quimica Nova, v.35, n. 4, p. 733-737,
2012.

118


http://www.cntdespoluir.org.br/Paginas/Artigos.aspx?n=7

BOUAID, A.; MARTINEZ, M.; ARACIL, J. Long storage stability of biodiesel
from vegetable and used frying oils. Fuel, v. 86, p. 2596-2602, 2007.

BRASIL. Lei n°. 11.097, de 13 de janeiro de 2005. Dispde sobre a introducéo
do biodiesel na matriz energética brasileira; altera as Leis n°s 9.478, de 6 de
agosto de 1997, 9.847, de 26 de outubro de 1999 e 10.636, de 30 de dezembro
de 2002; e da outras providéncias. Disponivel em:
<http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-2006/2005/Lei/L11097.htm>.

BRASIL, ANP, Resolucdo ANP N°14, de 11.5.2012. Diério oficial da Unido, 18
de maio de 2012.

BROXTON, P., WOODCOCK, P.M., GILBERT, P. A study of the antibacterial
activity of some polyhexamethlyene biguanides towards Escherichia coli 8739.
Journal of Applied Microbiology, v. 54, p. 345-353, 1983.

BUCKER, F. et al. Impact of biodiesel on biodeterioration of stored Brazilian
diesel oil. International Biodeterioration & Biodegradation, v. 65, n. 1, p.
172-178, 2011.

BUCKER, F., et al., Fuel biodegradation and molecular characterization of
microbial biofilms in stored diesel/biodiesel blend B10 and the effect of biocide.
International Biodeterioration & Biodegradation. 2014,
http://dx.doi.org/10.1016/j.ibiod.2014.05.030 (In Press).

BUSHNELL, C. D.; HAAS, H. F. The utilization of certain hydrocarbons by
microrganisms. Journal of Bacteriology, Washington, v. 41, p. 654-674, 1941.

CATALUNA, R; KUAMOTO, P; PETZHOLD, C.; CARAMAO, E.: MACHADO, M.
E. ; SILVA, R. Using Bio-oil Produced by Biomass Pyrolysis as Diesel Fuel.
Energy & Fuels, v. 27, p. 6831-6838, 2013.

CAVALCANTI, E. H. S. Estabilidade do Biodiesel e misturas — Abrangéncia,
limitacbes dos métodos de avaliacdo e alternativas futuras. Biodieselbr,
Curitiba, 71-73, 2009.

CAVALCANTI, E. Estabilidade ao armazenamento de biodiesel metilico de soja
& misturas / Projeto Rede ARMAZBIODI. Seminario ANP, Rio de Janeiro, julho
de 2010.

CAZAROLLI, J.C., et al., Susceptibility of linseed, soybean, and olive biodiesel
to growth of the deteriogenic fungus Pseudallescheria boydii, International
Biodeterioration & Biodegradation (2013),
http://dx.doi.org/10.1016/].ibiod.2013.09.025

CHAOQ, Y. N. LIU, T.; ZHANG. H. & CHEN, S. Isolation and Characterization of

Bacteria from Engine Sludge Generated from Biodiesel-Diesel Blends. Fuel, v.
89, n. 11, p. 3358-3364, 2010.

119



CHAPMAN, J.S., DIEHL, M.A. Methylchlorisothiazolone-induced growth
inhibition and lethality in Escherichia coli. Journal of Applied Bacteriology, v.
78, p. 134-141, 1995.

CHAPMAN, J. S. Biocide resistence mechanisms. International
Biodeterioration & Biodegradation, v. 51, n. 2, p. 133-138, 2003.

CHAWNER, J.A., GILBERT, P. Interaction of the bisbiguanides chlorhexidine
and alexidine with phospholipid vesicles: evidence for separate modes of
action. Journal of Applied Bacteriology, v. 66, p. 253—258, 1989.

CHESNEAU, H.L. The silent fuel Kkillers (Stability and Microbiologicals).
INTERNATIONAL JOINT POWER GENERATION CONFERENCE.
Proceedings. Miami Beach. 2000.

CHUM, H.L.; OVEREND, R.P. Biomass and renewable fuels. Fuel Process.
Technol, v. 71, p. 187-195, 2001.

CLAPP P.A.; DAVIES, M. J.; FRENCH, M. S.; GILBERT, B. C. The bactericidal
action of peroxides: an EPR spintrapping study. Free Radic Res, 21(3): 147—
167, 1994.

COLLIER, P.J., RAMSEY, A.J., AUSTIN, P., GILBERT, P. Growth inhibitory and
biocidal activity of some isothiazolone biocides. Journal of Applied
Bacteriology, v. 69, p. 569-577, 1990.

CORSEUIL, H. X.; MONIER, A. L.; GOMES, A, P, N.; CHIARANDA, H. S,
ROSARIO, M.; ALVAREZ, P. J. J. Biodegradation of Soybean and Castor Oil
Biodiesel: Implications on the Natural Attenuation of Monoaromatic
Hydrocarbons in Groundwater. Groundwater Monitoring & Remediation, V.
31,n.3,p.111-118, 2011.

CZERNIK, S.; BRIDGWATER, A. V. Overview of application of biomass fast
pyrolysis oil. Energy & Fuels, V. 18, p. 590-598, 2004.

DANTAS, M. B. ; ALBUQUERQUE, A. R. ; SOLEDADE, L. E. B. ; QUEIROZ,
N.; MAIA, A. S. ; SANTOS, I. M. G.; SOUZA, A. L. ; CAVALCANTI, E. H.
S.; BARRO, A. K. ; SOUZA, A. G.. Biodiesel from soybean oil, castor oil and
their blends: Oxidative Stabilility by PDSC and rancimat. Journal of Thermal
Analysis and Calorimetry, v. 26, p. 1-5, 2011.

DAS, L. M.; KUMAR, B. D.; SUBHALAXMI, P.; NALAYA, K. & NAIK, S. N.
Long-term storage stability of biodiesel produced from Karanja oil. Fuel, v. 88 n.
11, p. 2315-2318, 2009.

DAVIDSON, P. M. Phenolic compounds. In A. L. Branen, & P. M. Davidson
(Eds.), Antimicrobial in foods (p. 37-73). New York: Marcel Dekker, 1983.

DAVID LEE NELSON, A. L. L. Lehninger. Principios de Bioquimica. Barcelona,
Omega, v. 3a edicion, p. 120, 625, 632, 823, 2001.

120


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/gwmr.2011.31.issue-3/issuetoc
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/gwmr.2011.31.issue-3/issuetoc
http://lattes.cnpq.br/9737448400341949
http://lattes.cnpq.br/0279948129445518
http://lattes.cnpq.br/7060067415685353
http://lattes.cnpq.br/0492330410079141
http://lattes.cnpq.br/7481128465396350

DEMELLO, J.A., CARMICHAEL, C.A., PEACOCK, E.E., NELSON, R.K., AREY,
J.S., REDDY, C.M. Biodegradation and environmental behavior of biodiesel
mixtures in the sea: An initial study. Marine Pollution Bulletin, v. 54, p. 894-
904, 2007.

DEMIRBAS, A. Progress and recent trends in biodiesel fuels. Energy
Conversion and Management, v. 50, n. 1, p. 14-34, jan. 2009.

DEMIRBAS, A. Biodiesel production from vegatable oils via catalytic and non
catalytic supercritical methanol transesterification methods. Progress in
energy and Combustion Science, v. 31(5-6), p. 466-487, 2005.

DOMINGOS, A. K. et al. The influence of BHA, BHT and TBHQ on the oxidation
stability of soybean oil ethyl esters (Biodiesel). Journal of the Brazilian
Chemical Society, Sédo Paulo, v.18, n.2, p.416-423, 2007.

DONG, X., DONG, M., LU, Y., TURLEY, A,, JIN, T., WUA, C. Antimicrobial and
antioxidant activities of lignin from residue of corn stover to ethanol production.
Industrial Crops and Products, v. 34, p.1629— 1634, 2011.

DORADO, M.P.; REDEL-MACIAS, M.D.; PINZI, S.; LEIVA-CANDIA, D.E.;
CUBERO-ATIENZA, A.J. Influence of fatty acid unsaturation degree over
exhaust and noise emissions through biodiesel combustion. Fuel, v. 109, p 248-
255, 2013.

DU PLESSIS, L.M; DE VILLIERS, J.B.M; VAN DER WALT, W. H.; J. M. Oil
Chemists. Soc, v. 62, n. 4, p. 748, 1985.

DUKAN, S. & TOUATI, D. Hypochlorous acid stress in Escherichia coli:
resistance, DNA damage, and comparison with hydrogen peroxide stress. J
Bacteriol, v. 176, p. 6145-6150, 1996.

DUKAN, S., BELKIN, S., TOUATI, D. Reactive oxygen species are partially
involved in the bacteriocidal action of hypochlorous acid. Archives of
Biochemistry and Biophysics, v. 367, p. 311-316, 1999.

DUNN, R.O. Effect of antioxidants on the oxidative stability of methyl soyate
(biodiesel). Fuel Processing Technology, Pennsylvania, v.86, n.10, p.1071—
1085, 2005.

DUNN, R.O. Antioxidants for improving storage stability os biodiesel. Biofuels,
v. 83, p 304-318, 2008.

EKLUND, T. The efect of sorbic acid and esters of p-hydroxybenzoic acid on
the proton motive force in Escherichia coli membrane vesicles. Journal of
General Microbiology, v. 131, p. 73-76, 1985.

EN 14112: 2003 - Fat and oil derivatives — Fatty Acid Methyl Esters (FAME):
Determination of oxidation stability (accelerated oxidation test).

121



FARAG, R. S., DAW, Z. Y., HEWEDI, F. M., & EL-BAROTY, G. S. A
Antimicrobial activity of some Egyptian spice essential oils. Journal of Food
Protection, v.52, p. 665-667, 1989.

FATTAH, LM. R.; MASJUKI, H.H.; KALAM, M.A.; HAZRAT, M.A. ; MASUM,
B.M.; IMTENAN, S. & ASHRAFUL, A.M. Effect of antioxidants on oxidation
stability of biodiesel derived from vegetable and animal based feedstocks
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v, 30, p. 356-370, 2014.

FERNANDES, D. M.; MONTES, R. H. O.; ALMEIDA, E. S.; NASCIMENTO, A.
N.; OLIVEIRA, P. V.; RICHTER, E. M. Storage stability and corrosive character
of stabilized biodiesel exposed to carbon and galvanized steels. Fuel, v. 14, p.
107-609, 2013.

FERRARI, R. A.; OLIVERIA, V.S. & SCABIO, O. A. Biodiesel de soja — Taxa de
conversdo em ésteres etilicos, caracterizacao fisico-quimica e consumo em
gerador de energia. Quimica Nova,v. 28, n. 1, p. 19-23, 2005.

FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009. N° 6, disponivel em: http://www.revista-
fi.com

FREIRE, L. M. S. Propriedades térmica, oxidativa e fluidodinAmica de
biodiesels obtidos a partir de misturas quartenéarias de 6leos vegetais.
2012, 150 f. Tese de Doutorado em Quimica Organica na Universidade Federal
da Paraiba/UFPB, Jodo Pessoa.

GAYLARDE, C. C.; BENTO, F. M.; KELLEY, J. Microbial contamination of
stored hydrocarbon fuels and its control. Revista de Microbiologia, v. 30, n. 1,
p. 01-10, 1999.

GAYLARDE, C.C.; BENTO, F. & KELLEY, J. Microbial contamination of stored
hydrocarbon fuels and its control. Revista de Microbiologia, Rio de Janeiro,
30:01- 10, 1999.

GERPEN, J. H. V. et al. Determining the influence of contaminants on biodiesel
proprieties . SP - Society of Automotive Engineers, New York, n.1274, p.173-
190, 1997.

GILBERT, P., BEVERIDGE, E.G., CRONE, P.B. The lethal action of 2-
phenoxyethanol and its analogues upon Escherichia coli NCTC 5933.
Microbios, v. 19, p. 125-141, 1977.

GOMES, A. P. N. Biodegradacdo de biodiesel soja, mamoma e
hidrocarbonetos monoaromaticos em ambientes aquaticos. Florianopolis:
UFSC, 2008, 102p. (Dissertacdo de Mestrado) — Programa de Pés-Graduagéo
em Engenharia Ambiental, Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis, 2008.

122



GUTIERREZ-LARRAINZAR, M.; RUA, J.; ARRIAGA, D.; VALLE, P.; GARCIA-
ARMESTO, M. R. In vitro assessment of synthetic phenolic antioxidants for
inhibition of foodborne Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and
Pseudomonas fluorescens. Food Control, v. 30, p. 393-399, 2013.

HARVEY, R. A.; CHAMPE, P. C.; FISHER, B. D. Microbiologia llustrada. 22
edicdo. Traducdo: Augusto Schrank, Marilene H. Vainstein — Porto Alegre:
Artmed, 2008.

HAUS, F., G.A. JUNTER, AND J. GERMAN. Viscosity properties of mineral
paraffinic base oils as a key factor in their primary biodegradability.
Biodegradation, v. 11, n. 6, p. 365-369, 2000.

HE, B.B., THOMPSON, J.C., ROUTT, D.W., VAN GERPEN, J.H. Moisture
absorption in biodiesel and its petro-diesel blends. Appl. Eng. Agric, V. 23, p.
71-76, 2007

HILL, E.C. & HILL, G.C., Strategies for resolving problems caused by microbial
growth in terminals and retail sites handling biodiesels., In IASH, 2009, The 11th
International Conference on Stability, Handling and Use of Liquid
Fuels,Prague, Czech Republic, October, 2009.

HOEKMAN, S. K.; ROBBINS, C. Review of the effects of biodiesel on NOx
emissions. Fuel Porcessing Technology, v. 96, p. 237-249, 2012.

JAEGER, K; DIJKSTRA, B.W; REETZ, M. T. Bacterial biocatalists: Molecular
biology, three dimension structures, and biotechnological applications of
lipases. Annu. Rev. Microbiol, v. 53, p. 315-351, 1999.

JAIN , S., SHARMA, M.P. Stability of biodiesel and its blends: A review.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 14, p. 667-678, 2010.

JAKERIA, M. R.; FAZAL, M. A.; HASEEB, A. S. M. A. Influence of different
factors on the stability of biodiesel: A review. Renewable and Sustainable
Energy Reviews, v. 30, n. 0, p. 154-163, fev. 2014.

KARAVALAKIS, G.; HILARI,D.; GIVALOU,L.; KARONIS, D. & STOURNAS, S.
Storage stability and ageing effect of biodiesel blends treated with different
antioxidants. Energy, v. 36, p. 369-374, 2011.

KAWASAKI, K. & YAMANE, K., Experimental Study of a Dual-Fuel Diesel
Engine with Biodiesel and Low-Calorie Gas Fuels. SAE Technical Paper, v.
01, p. 2026, 2007.

KEENE, P. & BROWNE, B.A. Effective preservation strategies for ultra low
sulfur diesel, biodiesel and unleaded gasoline W.J. Bartz (Ed.), Eighth
International Fuels Colloquium, Technische Akademie Esslingen, Ostfildern,
Germany, 2011.

123



KHOURY, R. R. et al. Degradation of fatty acid methyl esters in biodiesels
exposed to sunlight and seawater. Fuel, v. 90, n. 8, p. 2677-2683, ago. 2011.

KIM, J., CAMPBELL, B., MAHONEY, N., CHAN, K., MOLYNEUX, R. AND MAY,
G. Chemosensitization prevents tolerance of Aspergillus fumigatus to
antimycotic drugs. Biochem Biophys Res Commun, v. 372, p. 266—271, 2008.

KIM, K. H.; JEONG, H. S.; KIM, J. Y.; HAN, G. S.; CHOI, I. G.; CHOI, J. W.
Evaluation of the antifungal effects of bio-oil prepared with lignocellulosic
biomass using fast pyrolysis technology. Chemosphere, v. 89, p. 688—693,
2012.

KIMURA, T. N. H. Intracellular generation of superoxide by copper sulfate in
Escherichia coli. Mutation Research, v. 389, p. 237-242, 1997.

KIVEVELE T.T.; MBARAWA, M. M.; BERECZKY, A.; LAZA, T.; MADARASZ, J.
Impact of antioxidant additives on the oxidation stability of biodiesel produced
from roton Megalocarpus oil. Fuel ProcessTechnol, v. 92, p. 1244-8, 2011.

KLINKSPON, N. Impact of Biodeterioration on Diesel Fuel Systems. In: IASH
2009- 11 ™ International Conference on Stability, Handling and Use of
Liquid Fuels, Prague, Czeth Republic, October, 2009.

KNOTHE, G.; GERPEN, J. V.; KRAHL, J.; RAMOS, L.P. Manual do Biodiesel.
Traduzido do original “The Biodiesel Handbook” por Luiz Pereira Ramos, S&o
Paulo: Edgard Bltcher, 2006.

KNOTHE, G. Some aspects of biodiesel oxidative stability. Fuel Processing
Technology, Pennsylvania, v. 88, n. 7, p. 669-677, 2007.

KNOTHE G. Designer biodiesel: optimizing fatty ester composition to improve
fuel properties. Energy Fuel, v. 22, p. 1358-1364, 2008.

LAI, P. K.; ROY, J. Antimicrobial and chemo-preventive properties of herbs and
spices. Curr. Med. Chem, v. 11, p. 1451-1460, 2004.

LAPUERTA, M.; RODRIGUEZ-FERNANDEZ, J.; OLIVA, F.; CANOIRA, L.
Biodiesel from Low-Grade Animal Fats: Diesel Engine Performance and
Emissions. Energy & Fuels, V.23, p. 121-129, 20009.

LAPUERTA, M.; RODRIGUEZ-FERNANDEZ, J.; RAMOS, A.; ALVAREZ, B.
Effect of the test temperature and anti-oxidant addition on the oxidation stability
of commercial biodiesel fuels. Fuel, v. 93, p. 391-396, 2012.

LEE, J. S.; RAY, R. |.; LITTLE, B. J. An assessment of alternative diesel fuels:

microbiological contamination and corrosion under storage conditions.
Biofouling, v. 26, n. 6, p. 623—-635, 12 jul. 2010.

124



LEUNG, D.Y.C.; KOO, B. C. P.; GUO Y. Degradation of Biodiesel under
Different Storage Conditions. Bioresource Technology, v. 97, p. 250-256,
2006.

LIANG, Y.C. et al. The effect of natural and synthetic antioxidants on the
oxidative stability of palm diesel. Fuel, Nottingham, v.85, n.5-6, p.867-870,
2006.

LIN, C.Y, CHIU, C.C. Effects of oxidation during long term storage on the fuel
properties of palm-oil based biodiesel. Energy Fuel , v. 23, p. 3285-3289,
2009.

LINGBECK , J. M; CORDERO, P.; O'BRYAN, C. A.; JOHNSON, M. G.;
RICKE, S. C; CRANDALL, P. G. Functionality of liquid smoke as an all-natural
antimicrobial in food preservation. Meat Science, v. 97, p. 197-206, 2014.

LOBO, I. P.; FERREIRA, S. L. C.; CRUZ, R. S. Biodiesel: Parametros de
gualidade e métodos analiticos. Quimica Nova, v.32, n.6, p. 1596-1608, 2009.

LOPEZ-MALO VIGIL, A., PALOU, E., & ALZAMORA, S. M. Naturally occurring
compounds. Plant sources. In P. M. Davidson, J. N. Sofos, & A. L. Branen
(Eds.), Antimicrobials in food (3rd ed.) (pp. 429e452). Boca Ratén: CRC
Press, Taylor and Francis Group. 2005

LUQUE, R., HERRERO-DAVILA, L., CAMPELO, J.M., CLARK, J.H., HIDALGO,
J.M., LUNA, D., MARINAS, J.M., ROMERO, A.A. Biofuels: a technological
perspective. Energy Environ. Sci., v. 1, p. 542-564, 2008.

LUTZ, J.; CHAVARRA, M.; ARIAS, M.L . & MATA-SEGREDA, J.F. Microbial
degradation of palm (Elaeis guineensis) biodiesel. Revista de biologia
tropical, v. 54, n. 1, p. 59-63, 2006.

MACIEL, G. P. S. Estudo da fracdo aquosa proveniente da pirélise da palha da
cana-de-acucar. Dissertacdo de Mestrado no Programa de Pdés-Graduacéo
em Quimica Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Instituto de Quimica.
106 f. 2011.

MAILLARD, J. Y. Bacterial resistance to biocides in the healthcare environment:
should it be of genuine concern?. Journal of Hospital Infection, v. 65, n. S2,
p. 60-72, 2007.

MARIANO, A. P.; TOMASELLA, R. C.; OLIVEIRA, L. M.; CONTIERO, J,
ANGELIS, D.F. Biodegradability of diesel and biodiesel blends. African
Journal Biotechnology, Sao Paulo, v. 7, n. 9, p.1323-1328, 2008.

MAZELA, B. Fungicidal value of wood tar from pyrolysis of treated wood. Waste
Management, v. 27, p. 461-465, 2006.

MCCORMICK, R.L. The impact of biodiesel on pollutant emissions and public
health. Inhalation Toxicology, v. 19, n. 12, p. 1033-1039, 2007.

125



MCCORNICK, R.L.; WESTBROOK, S.R. Storage Stability and Biodiesel
Blends. Energy Fuels, v. 24, p. 690-698, 2010.

MCDONNELL, G. & RUSSELL, A. D. Antiseptic and disinfectants: activity,
action and resistance. Clin Microbiol Rev, v. 12, n. 1, p. 147-179, 1999.

MEIER, D.; ANDERSON, B.; IRBE, I.; CHIRKOVA, J.; FAIX, O. Preliminary
study on fungicide and sorption effects of fast pyrolysis liquids used as a wood
preservative. Prog. Thermochem. Biomass Convers., v. 2,p. 1550-1563,
2001.

MINKOVA, V.; MARINOV, S.P.; ZANZI, R. ; BJORNBOM, E.; BUDINOVA, T.;
STEFANOVA, M.; LAKOV, L. Thermochemical treatment of biomass in a flow of
steam or in a mixture of steam and carbon dioxide. Fuel Process. Technol., v.
62, p. 45-52, 2000.

MIRANDA, R.C. et al. Biodegradation of Diesel Oil by Yeasts Isolated from the
vicinity of Suape Port in the State of Pernambuco —Brazil. Brazilian Archives
of Biology and Technology, Brasil, v. 50, n. 1, p.147-152, 2007.

MOHAN, D., SHI, J., NICHOLAS, D.D., PITTMAN JR., C.U., STEELE, P.H.,
COOPER, J.E. Fungicidal values of bio-oils and their lignin-rich fractions
obtained from wood/bark fast pyrolysis. Chemosphere, v. 71, p. 456-465.
2008.

MORENTE, E. O.; FERNANDEZ-FUENTES, M. A.; GRANDE BURGOS, M. J.;
ABRIOUEL, H. ; PULIDO, R. P.; GALVEZ, A. Biocide tolerance in bactéria.
International Journal of Food Microbiology, v. 162, p. 13-25, 2013.

MOURANT, D.; YANG, X. D.-Q.; ET AL. Anti-fungal properties of the
pyroligneous liquor from the pyrolysis of softwood bark. Wood Fiber Sci., v. 73,
p. 542-548, 2005.

MUDGE, S.M., PEREIRA, G. Stimulating the biodegradation of crude oil with
biodiesel preliminary results. Spill Science & Technolology Bulletin, New
York, v. 5, n. 5-6, p. 353-355, 1999.

OKUTUCU, C.; DUMANA, G.; UCAR, S.; YASAC, I.; YANIKA, J. Production of
fungicidal oil and activated carbon from pistachio shell. Journal of Analytical
and Applied Pyrolysis, v. 91, p. 140-146, 2011.

OLIVEIRA, M. S.; DORS, G. C.; SOUZA-SOARES, L. A.; BADIALE-FURLONG,
E. Atividade antioxidante e antifungica de extratos vegetais. Alim. Nutr.,
Araraquara ISSN 0103-4235 v.18, n.3, p. 267-275, jul./set. 2007.

OLIVEIRA, I.; SOUSA, A.; VALENTAO, P.; ANDRADE, P. B.;: FERREIRA, I. C.
F. R; FERRERES, F.; BENTO, AL.; SEABRA, R.; ESTEVINHO, L.; PEREIRA,
J. A. Hazel (Corylus avellana L.) leaves as source of antimicrobial and
antioxidative compounds. Food Chemistry, v. 105, p. 1018-1025, 2007.

126



OLIVEIRA, D.M.; ONGARATTO, D.P.; FONTOURA, L.A.M.; NACIUK, F.F,;
SANTOS, V.0.B.; KUNZ, J.D. & MARQUES, V. P. Obtenc&o de biodiesel por
transesterificacdo em dois estagios e sua caracterizacdo por cromatografia
gasosa: 6leos e gorduras em laboratério de quimica organica. Quimica Nova,
v. 36, n. 5,p. S1-S6, 2013.

OMACHI, I.H; RODRIGUES, L. G; STOLF, M. CANNAVAL, R.; SOBREIRO, R.
Producdo de biomassa florestal para exportacdo: o caso da amcel. Biomassa
& Energia, v. 1, n. 1, p.29-36, 2004.

OVREAS, L. et al. Distribution of bacterioplankton in meromictic Lake
Saelenvannet, as determined by denaturing gradient gel electrophoresis of
PCR-amplified gene fragments coding for 16S rRNA. Appl. Envir. Microbiol.,
v. 63, n.9, p. 3367-3373, 1 set. 1997.

OZCIMEN, D.; ERSOY-MERICBOYU, A. Renew. Energy. V. 35, p. 1319-
1324, 2010.

PASSMAN, F. J. Fuel and Fuel System Microbiology: Fundamentals, Diagnosis
and Contamination Control, Manual  47. ASTM International,
WestConshohocken, 2003,114 p.

PASSMANN, F.; DOBRANICK, J.K. Relative biodegradability of B-100 biodiesel
and conventional low sulfur diesel fuels. In: INTERNATIONAL CONFERENCE
ON STABILITY, HANDLING AND USE OF LIQUID FUELS, 9., 2005.
Proceeding. Espanha, Setembro, p.18-22, 2005.

PASSMAN, F. J. Microbial contamination and its control in fuels and fuel
systems since 1980 - a review. International Biodeterioration &
Biodegradation, v. 81, n. 0, p. 88—104, jul. 2013.

PEREIRA, J. A.; PEREIRA, A. P. G.; FERREIRA, I. C. F. R., VALENTAO, P.;
ANDRADE, P. B.; SEABRA, R.; et al. Table olives from Portugal: Phenolic
compounds, antioxidant potential and antimicrobial activity. Journal of
Agriculture and Food Chemistry,v. 54, p. 8425-8431, 2006.

POLLARD, A.S.; ROVER , M.R.; BROWN, R.C. Characterization of bio-oil
recovered as stage fractions with unique chemical and physical properties.
Journal of Analytical and Applied Pyrolysis, v. 93, p. 129-138, 2012.

PROESTOS, C.; CHORIANOPOULOS, N.; NYCHAS, G. J. E.; KOMAITIS, M.
RP-HPLC Analysis of the Phenolic Compounds of Plant Extracts. Investigation
of Their Antioxidant Capacity and Antimicrobial Activity. J. Agric. Food Chem.,
v. 53, p. 1190-1195, 2005.

PULLEN, J. & SAEED K. An overview of biodiesel oxidation stability.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 16, p. 5924-5950, 2012.

127



PULLEN, J. & SAEED, K. Experimental study of the factors affecting the
oxidation stability of biodiesel FAME fuels. Fuel Processing Technology, v.
125, p. 223-235, 2014.

PUUPPONEN-PIMIAE, R.; NOHYNEK, L.; MEIER, C.; KAEHKOENEN, M,
HEINONEN, M.; HOPIA, A.; OKSMAN-CALDENTEY, K. M. Antimicrobial
properties of phenolic compounds from berries. Journal of Applied
Microbiology, v. 90, p. 494+507, 2001.

RAMALHO, V.C.; JORGE, N. Quimica Nova,v. 29, n. 4, p. 755. , 2006.

RAUHA, J. P.; REMES, S.; HEINONEN, M. ET AL. Antimicrobial effects of
Finnish plant extracts containing avonoids and other phenolic compounds.
International Journal of Food Microbiology, v. 56, p. 3+12, 2000.

RESTREPO-FLOREZ, J.-M. et al. Effect of biodiesel addition on microbial
community structure in a simulated fuel storage system. Bioresource
Technology, v. 147, p. 456-463, 2013.

RODRIGUES, W.C., 2014. DivEs - Diversidade de Espécies v3.0 - Guia do
Usuario. Entomologistas do Brasil. 30p. Disponivel em:
<http://www.dives.ebras.bio.br>.

RODRIGUEZ-RODRIGUEZ E. R.; RODRIGUEZ, E.; BLANCO, R.; CORDERO,
I. & SEGURA, D. Fungal contamination of stored automobile-fuels in a tropical
environment. Journal of Environmental Sciences, v. 22, n. 10, p. 1595-
1601, 2010.

RUSSELL, A. D. Bacterial adaptation and resistance to antiseptics,
disinfectants and preservatives is not a new phenomenon. Journal Hosp
Infect, v. 104, p. 57:97, 2004.

SANTOS, N. A.; DAMASCENO, S. S.; DE ARAUJO, P. H. M.; MARQUES, V.
N; ROSENHAIM, R.; FERNANDES, V. J.; et al. Caffeic acid: an efficient
antioxidant for soybean biodiesel contaminated with metals. Energy Fuels, v.
25, p. 4190-4, 2011.

SCHLEICHER, T., WERKMEISTER, R., RUSS, W. & MEYER PITTROFF, R.
Microbiological stability of biodiesel - diesel mixtures. Bioresource
Technology, v. 100, n. 2, p. 724-730, 2009.

SCHULTZ, L. C. Avaliacdo de micro-organismos com potencial de degradacéo
de diesel e biodiesel Porto Alegre: UFRGS, 2010, 137p. Dissertacao de
Mestrado — Programa de POs-Graduacdo em Microbiologia Agricola e do
Ambiente, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2010.

SHAHID, E.M., JAMAL, Y. A review of biodiesel as vehicular fuel. Renewable
and Sustainable Energy Reviews, v. 12, p. 2484—-2494, 2008.

128



SIEGERT, W. Microbial Contamination in Diesel Fuel - Are new problems
arising from biodiesel blends? In: IASH 2009- 11 * International Conference
on Stability, Handling and Use of Liquid Fuels, Prague, Czeth Republic, 18-
22, 2009.

SILVA, G. S., MARQUES, E.L.S., DIAS, J. C.T., LOBO, I. P.,, ET AL.
Biodegradability of soy biodiesel in microcosm experiments using soil from the
Atlantic Rain Forest. Applied Soil Ecology, v. 55, p. 27-35, 2012.

SILVA, E. S. ; CONCEICAO, M. M. ; CAVALCANTI, E. H. S. ; FERNANDES JR,
V. J. ; MEDEIROS, A. C. D. ; Antonio G Souza . Analysis of thermal and
oxidative stability of biodiesel from Jatropha curcas L. and beef tallow. Journal
of Thermal Analysis and Calorimetry (Dordrecht Online), v. 1, p. 1, 2012.

SILVA, T. R. et al. Diversity analyses of microbial communities in petroleum
samples from Brazilian oil fields. International Biodeterioration &
Biodegradation, v. 81, n. 0, p. 57-70, jul. 2013.

SLAWSON, R.M., LEE, H., TREVORS, J.T. Bacterial interactions with silver.
Biology of Metals, v. 3, p. 151-154. 1990.

SORENSEN ,G.; PEDERSEN, D.V.; NORGAARD,A.K.; SORENSEN, K.B. &
NYGAARD,S.D. Microbial growth in biodiesel blends. Bioresource
Technology, v. 102, p. 5259-5264, 2011.

SUBRAMANIAM, D.; MURUGESAN , A.; AVINASH , A.; KUMARAVEL , A. Bio-
diesel production and its engine characteristics — An expatiate view.
Renewable and Sustainable Energy Reviews, v. 22, p. 361-370, 2013.

SUGIURA, K.; ISHIHARA, M.; SHIMAUCHI, T.; HARAYAMA, S.
Physicochemical properties and biodegradability of crude oil. Environmental
Science & Technology, v. 31, n. 1, p. 45-51, 1996.

SUZUKI, T.; DOI, S.; YAMAKAWA, M.; YAMAMOTO, K.; WATANABE, T;
FUNAKI, M. Recovery of wood preservatives from wood pyrolysis tar by solvent
extraction. Holzforschung,v. 51, p. 214-218, 1997.

THURMAN, R.B.; GERBA, C.P. The molecular mechanisms of copper and
silver ion disinfection of bacteria and viruses. CRC Critical Reviews in
Environmental Control, v. 18, p. 295-315, 1989.

TORMIN, T.; CUNHA, R.; RICHTER, E.; MUNOZ, R. Fast simultaneous
determination of BHA and TBHQ antioxidants in biodiesel by batch injection
analysis using pulsed-amperometric detection. Talanta, v. 99, n. 15, p. 527-
531, 2012.

ULTEE , A.; BENNIK, M. H. J.; MOEZELAAR, R. The Phenolic Hydroxyl Group

of Carvacrol Is Essential for Action against the Food-Borne Pathogen Bacillus
cereus. Applied and Environmental Microbiology, p. 1561-1568, 2002.

129


http://lattes.cnpq.br/3141068978315035
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00399140

VAINIO, E. J.; HANTULA, J. Direct analysis of wood-inhabiting fungi using
denaturing gradient gel electrophoresis of amplified ribosomal DNA. v. 104, n.
August, p. 927-936, 2000.

VAN HAMME, J. D.; SINGH, A.; WARD, O. P. Recent Advances in Petroleum
Microbiology. Microbiology and Molecular Biology Reviews, Canada, v. 67,
n. 4, p. 503-549, 2003.

VIEIRA, T. M. et al. Determinacao e quantificacdo da degradacao bacteriana de
biodiesel de 6leo de palma. In. CONGRESSO DA REDE BRASILEIRA DE
TECNOLOGIA DE BIODIESEL, 1., 2006, Brasilia. Artigos técnico-cientifico.
Brasilia: Estacdo Gréfica, v.1. p. 218-22, 2006.

WALSH, S. E.; MAILLARD, J. Y.; RUSSELL, A. D., ET AL. Development of
bacterial resistance to several biocides and effects on antibiotic susceptibility. J
Hosp Infect, v. 55, p.98-107, 2003.

WANG, W.G.; LYONS, D.W.; CLARK, N.N.& GAUTAM, M. Emissions from
nine heavy trucks fueled by diesel and Biodiesel blend without engine
modification. Environ Sci Technol., v. 34, p. 933-939, 2000.

WHITE, J.; GILBERT, J.; HILL, G.; HILL, E.; HUSE, S.M.; WEIGHTMAN, A. J. &
MAHENTHIRALINGAM, E. Culture-independent analysis of bacterial fuel
contamination provides insight into the level of concordance with the standard
industry practice of aerobic cultivation. Applied and Environmental
Microbiology, v. 77, n. 13, p. 4527-4538, 2011.

XIN J.; IMAHARA, H.; SAKA, S. Kinetics on the oxidation of biodiesel stabilized
with antioxidant. Fuel, v. 6, p. 88:282, 2009.

XU, J.; JIANG, J.; SUN, Y.; LU, Y. Biomass Bioenergy, v. 32, p. 1056-1061,
2008.

XUE, J.; DAVIDSON, P. M.; ZHONG, Q. Thymol nanoemulsified with whey
protein isolate-maltodextrin conjugate: the enhanced emulsifying capacity and
anti-listerial properties in milk by propylene glycol. Journal of Agricultural and
Food Chemistry . v. 61, n. 51, p. 12720-12726, 2013.

YANG, Z.; HOLLEBONE, B.; WANG, Z.; YANG, C.; LANDRIAULT, M. Effect o
storage period on the dominant weathering processes of biodiesel and its
blends with diesel in ambient conditions. Fuel, v. 104, p. 342-350, 2013.

YEMASHOVAN. A.; MURYGINA, V. P.; ZHUKQV, D. V.; ZAKHARYANTZ, A.
A.; GLADCHENKO, M. A.; APPANNA, V. & KALYUZHNYI, S.V.
Biodeterioration of crude oil and oil derived products: a review. Reviews in
Environmental Science and Biotechnology, v. 6, n. 4, p. 315-337, 2007.

ZHANG, X.; PETERSON C.; REECE, D.; HAWS, R.; MOLLER, G.

Biodegradability of biodiesel in the aquatic environment. Transactions of the
American Society of Agricultural Engineers, v. 41, n. 5, p. 1423-1430,1998.

130



ZHU, X., ZHANG, H., & LO, R. Phenolic compounds from the leaf extract of
artichoke (Cynara scolymus L.) and their antimicrobial activities. Journal of
Agriculture and Food Chemistry, v. 52, p. 7272-7278, 2004.

ZIMMER A, CAZAROLLI, J., TEIXEIRA , R.M., VISCARDI , S.L.C,
CAVALCANTI , E.S.H., GERBASE, A.E., FERRAO, M.F., PIATNICKI , C.M.S.,
BENTO, F.M. Monitoring of efficacy of antimicrobial products during 60 days
storage simulation of diesel (B0), biodiesel (B100) and blends (B7 and B10).
Fuel, v. 112, p. 153-162, 2013.

131



6 Apéndices
A. Laudo do 6leo diesel S50 fornecido pela Ipiranga Distribuidora de

Petroleo

’ Namero: 0743-12 T |

]
m TRANSPETRO

lProduto: OLEO DIESEL A 850 Cédigo: 65P |
Local de Amostragem: TQ 373506 Laboratério: Transpetro/Lab Rio Grande
4 Endereco:  2* Seccado Barra S/N Pier Petroleiro
ra 5 ’
Data/ hora AmOSt. gem: 02/10/12 11:40 Rio Grande - RS CEP 96204-020
Data/ hora Recebimento: 02/10/12 12:00 Telefone:(53)3234-3200 Fax: (53)3234-4215
Caracteristica S b iMetodo il E§pe9iﬁcacéo . Resultado |  Unidade
COR VIS 000 INAM ( INAM N/A
CORASTM D 1500 3,0 max L1,0 N/A
10% RECUPERADOS D 86 Anotar 206,8 grau C
50% RECUPERADOS D 86 2450 a 3100 264,1 grau C
90% RECUPERADOS D 86 360 max 339,6 grau C
MASSA ESPECIFICA A 20 GC D 4052 820 a 850 837,1 kg/m3
VISCOSIDADE CINEMATICA A 40 GC D 445 20 a 50 2,740 mm2/s
AGUA E SEDIMENTOS D 2709 0,05 max 0,000 % volume
AGUA (KARL FISCHER) D 6304 Anotar 223 malkg
PONTO DE FULGOR D83 38,0 min 69,0 grauC
ENXOFRE TOTAL D 2622 50 max 6,940 mgr/kg
CONDUTIVIDADE ELETRICA D 2624 25 min (2 148 pS/m
Notas:
- Todos os limites especificados sao valores absolutos de acordo com a norma ASTM E 29.
(1) Usualmente de Incolor a amarelada, podendo apresentar-se ligeiramente alterada para as tonalidades marrom e alaranjada.
(2) Limite requerido no momento e na temperatura do carregamento do combustivel pelo produtor e distribuidor.Para o distribuidor,
o controle e o atendimento ao limite especificado serdo compulsério a partir de 01.01.2010. Nota de Seguranga: Manusear o produto
com as devidas normas aplicaveis de seguranca.
- Reamostragem
Anélise de Enxofre realizada na REFAP (ASTM D2622)
Condutividade Elétrica (ASTM D2624), pS/m @ 25,0 oC = 148,0. Ensaio realizado para atendimento ao oficio 344/2011/SBQ/RJ-ANP
de 28/11/2011.
Tipo de Amostragem: AMOSTRA CORRIDA
Tipo de Operagéo: Reamostragem

Data de Emissao: 02/10/2012 16:58:35 Pagina: 1 de 1 Original Assinado Por:

Os resultados deste Certificado de Ensaio referem-se a amostra Responsavel:
acima especificada. Raquel Madruga Mesquita
Este certificado s6 pode ser reproduzido integralmente com a CRQ: 05407218

autorizagao do responsavel pelo seu contetdo.
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B. Laudo do biodiesel fornecido pela Granol Indastria Comércio e

Exportagdo S/A

S CERTIFICADO DA QUALIDADE
j @ N° 049.12 - 22/09/12 )
FC-BIO-2C

Cadastrado na ANP(Agéncla Naclonal de Petréleo, GAs Natural e Blocombustivels)

{ s Cadastro: 017 Processo ANP: 48600.001798/2009-11.

‘fd'eﬁnﬁcacao do Produtor Granol Industia Comeércio e Exportagao S/A

Produto Ester Metllico de Oleo Misto * (Biodiesel -B100)

. *78% Oleo de Soja - 20% Sebo Bovino — 2% Gordura Suina

Produzido 28/08/12 " Analisado  [21/0872012

Numero do Lote GC-12-CS-049

L;le estocado no tanque 205-2-014

Quantidade de_produto no tanque 2.184.835 L

N\-J}neracao dos lacres do tanque \2084482!9751139!5317735I8640028
Nﬁr};el;;céo dos lacres das amostras testemunho \ 1973301/197@3}1

7 Caracteristica Unidade Método de ‘Resultado | ANP 04/2012 Laboratério
Ensalo Limites

xspeclo a25'C - VISUAL L L Granol Cachoeira do Sul
Massa Especifica a 20° kg/m* NBR 7148 879 850 - 900 Granol Cachoeira do Sul
Visensidade Cinamética a 40° C mm¥/s NBR 10441 48 3.0-6.0 Granol Cachoaira do Sul
Teor de doua ma/ka EN 1SO 12037 256 Méx. 380 Granol Anéoolis
Contaminacao Total ma/ka EN 12662 9 Méx. 24 Granol Cachoeira do Sul
Ponto de fulgor °c ASTM D83 152 Min. 100 Granol Cachoeira do Sul
'feor de éster . % massa EN 14103 97,9 Min. 96,5 Granol Cachoeira do Sul
Reslduo de Carbono % massa | ASTM D4530 0,01 Méx. 0,05 Granol Anépolls
Cinzas Sulfatadas % massa NBR 6284 <0.01 Méx. 0.02 Granol Cachoeira do Sul
Enxofre Total mg/kg ASTM D 5453 3,6 Méx. 10 Granol Anépolis
Sédio e Potdssio makg NBR 15553 35 Méx. 5 Granol Anépolis
Cilcio e Magnésio ma/kg NBR 15553 21 Méx. 5 Granol Anépolis
Fosforo ma/kq NBR 15553 <0,01 Méx. 10 Granol Anépolis
Corrosividade a0 Cobre, 3 ha 50°C - NBR 14350 1 Méx. 1 Granol Andpolis
7;30210 de entupimento de filtro a frio ‘C NBR 14747 +1 r Granol Cachoeira do Sul
|r1qice de acidez mg KOH/g NBR 14448 0,40 Méx. 0,50 Granol Cachoeira do Sul
Glicerol livre % massa EN 14105 <0,01 Méx. 0,02 Granol Cachoeira do Sul
Glicerol fotal % massa EN 14105 0,18 Méx. 0,25 Granol Cachoeira do Sul
Monoacilglicerol % massa EN 14105 0,64 Méx. 0,80 Granol Cachoeira do Sul
Eiacllgllurol % massa EN 14105 0,04 Méx. 0,20 Granol Cachoeira do Sul
Triacilalicerol % massa EN 14105 0,04 Méx. 0,20 Granol Cachoeira do Sul
Melanol % massa EN 14110 0,05 Méx. 0,20 Granol Cachoeira do Sul
|rldlca de lodo /100g EN 14111 111,32 Anotar Granol Cachoeira do Sul
| Estabilidade & oxidac8o a 110° C h EN 14112 9,2 S Min. 6 Granol Cachoeira do Sul
LIl = Limpido e Isento de impurezas, 1 P e

* Limites conf tabela Il do R Técnico ANP N*

chado Costa
CRQ 07100659- Vv Regido
BacharglQuimica Ambiental

Estrada volta do Charqueada, S/N — Cachoeira do Sul /RS Fone (051) 3722 - 6550
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C. Laudo Biodiesel sem antioxidante

Laboratorio de Combustiveis
Centro de Combustiveis, Biocombustiveis, [ubrificantes ¢ Oleos

Instituto de Quimica

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Gl Relatério de Ensaio N° 113T/14 i
Dados do Solicitante
Produto: BIODIESEL
Solicitante: PROFA. CLARISSE PIATNICKI / SABRINA BEKER
Endereco: UFRGS - 1Q |
Dados da Amostra !

Codigo de Recebimento: 020/2014A ' . s |

Data de Recebimento no Laboratdrio: 30/04/14 i
Descrigdo da amosira: biodiesel puro sem antioxidante.

Codigo da Amostra do Solicitante: B1
Quantidade de amostra: aproximadamente 100 mL |

Amostra entregue por: Sabrina Anderson Beker
Data de Realizagio dos Ensaios: 05 & 20/05/14.
CARACTERISTICA UNIDADE RESULTADO MEDIO METODO
Aspecto - Limpido & isento de impurezas PP 01.2.037
Massa especifica ka/im® 881,4 ABNT NBR 14065
Teor de agua ma/kg 261 ASTM D 6304 i
Estabilidade a Oxidagdo h 36 d EN 14112
indice de acidez mg KOH/g 0,49 ABNT NBR 14448 |
Indice de lodo g/100g  * 129 EN 14111
Ponto de Fulgor % 142,0 ABNT NBR 14588
Viscosidade Cinematica mm#s 4.088 ABNT NBR 10441:
‘Sédio + Potassio, markg “lg” ABNT NBR 15556
Calcio + Magnesio ~markg 036° ABNT NBR 15556
Teor de Enxofre mg/kg 09 ASTM D 5453
Kf‘ietanol % massa 0.06 EN 14110
Ponto de Entupimento a Fric °C -6.0 ABNT NBR 14747

Os resultados sdo restritos ac material entregue ao LABCOM. Nio nos responsabilizamos, portanto, pelos
procedimentos de coleta da amostra, assim coma por sua procedéncia.

Salvo autorizagéo especifica do LABCOM, é proibido qualguer tipo de c6pia ou divulgacio deste documenta.

Observagdes:
1 - média dos dois resultados nao atendeu a repetibilidade do métoda: medidas 3,4 ¢ 3,7 h;

2- O valor encontrado para os elementos sodio e potassio sdo menores que o limite de quantificacae do laboratorio (Na: 0.02
| mg/kg e K:0,08 mg/kg).

. 3- O valor encontrado para o elemento magnésio € menor que o fimite de quantificacgo do faboratério (0,06 ma/kg)

/ Marcds AlbSTo Fertiahdes® Efmmxco ~ " Alexsandro Flores Helgueira - Quimico
CRQ 0520 1347 CRQ 05201242

b7 j b T
i ProfDr. Dimitrios Samios
Coordenador do LABCOM / CECOM - IQ / UFRGS

Laboratorio de Combustiveis ~ Instituto de Quimica - UFRGS
Av. Bento Gongalves. 9500. Setor 8, Prédio 105, Bairro Agronomia — Porto Alegre - RS
e-mail: lcomb@ig.ufrgs.br  Fone (51) 3308-9880 / 9916 5564, Fax (51) 3308-9392
Cadigo: FR 01.3.11¢
Revisdo: 03
| |
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Laudo biodiesel com antioxidante

Laboratdrio de Combustiveis
Centro de Combustiveis, Biocombustiveis, Lubrificantes e Oleos
Instituto de Quimica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Emitido em: i 5 o Pagina:
22/05/2014 Relatério de Ensaio N° 114T/14 1
Dados do Solicitante

 Produto: BIODIESEL

Solicitante: PROFA. CLARISSE PIATNICK] / SABRINA BEKER

Enderego: UFRGS - IQ

Dados da Amostra

Cadigo de Recebimento: 020/2014A Data de Recebimento no Laboratério: 30/04/14
Descrigao da amostra: biodiesel puro com

antioxidante(TBHQ) adicionado na usina. Codige da Amostra do Solicitante: B2

Quantidade de amostra: aproximadamente 100 mi. =

A H regue : Sabrina Anderson Beke

Data de Realizagio dos Ensaios: 05 a 20/05/14. el S R
CARACTERISTICA UNIDADE RESULTADO MEDIO METODO
Aspecto - Limpido e isento de impurezas PP 01.2.037 nit
Massa especifica kg/m® 881,4 ABNT NBR 14065 =
Teor de agua markg 819 ASTM D 6204
Estabilidade a Oxidagéo h 5.4 EN 14112
indice de acidez mg KOH/g 0.47 ABNT NBR 14448
indice de lodo g/100g - 132 EN 14111
Ponto de Fulgor ; o 151,0 ABNT NBR 15764
Viscosidade Cinematica mm-/s 4,095 ABNT NBR 10441;
Sadio + Potassio, mg/kg L ABNT NBR 15556
Calcio + Magnésio “magikg Aars ABNT NBR 15556
| Teor de Enxofre mag’kg 0.8 ASTM D 5453
Metanol % massa 0.05 EN 14110
Ponto de Entupimento a Frio °C -8,0 ABNT NBR 14747

Os resuitados sio restritos ac material entregue ao LABCOM. Nao nos responsabilizamas, portanto, pelos
procedimentos de coleta da amostra, assim coma por sua procedéncia.

Salvo autorizagio especifica do LABCOM, é proibido gualguer tipo de cdpia ou divulgagao deste documento.

Observacoes:

1 - Q valor encontrado para os elementos sédio e potassio sdo menores que o hmlte de quantificagdo do laboratorio (Na' 0.02
mglkg e K:0.08 mg/kg).

2 - O valor encontrado para o elemento magnasxo € menor que o limite de quaniificagdn do laboratdrio (0.06 mglkg).

L e

P 2
f Marcos’Alberto‘Ferﬁa’ndés Qurﬁﬁlco = Alexsandro Flores Helgueira - Qiifmico
CRQ 05201347 CRQ 05201242
9
P Sou SR & ~
Visto: Sileins 2 j’:"@j'} e B A

Prof. Dr. Dimitrios Samios
Coordenador do LABCOM / CECOM - iQ / UFRGS

Laboratério de Combustiveis — Institute de Quimics -~ UFRGS
Av. Bento Gongalves. 9500, Setor 6, Prédio 105, Bairro Agronomia — Porto Alegre - RS
e-mail: lcomb@ig.ufrgs.br  Fone (51) 3308-2880 / 9916 5564, Fa 3% (51) 3308-2862

o Codigo: FR 01.3.110
Reviséo: 03 1
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7 Anexos

1. Agar malte

- Extrato de malte: 30 g/L
- Peptona: 5 g/L

- Agar: 15 g/L

-pH: 5,4

2. Agar Luria Bertani
- Triptona: 10 g/L

- Extrato de levedura: 5 g/L
- NaCl: 10g/L

- Agar: 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: 54

5. Meio Mineral Minimo Bushnell-Haas (1941)
- MgS04.7H20: 0,2 g/L

- CaCl2: 0,02 g/L

- KH2PO4 : 1,0 g/L

- K2HPO4 : 1,0 g/L

- NH4NOs: 1,0 g/L

- FeCls: 0,05 g/L

-pH: 7,2
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8 Vitta

Dados pessoais

Nome: Sabrina Anderson Beker
E-mail: sabrinabeker@gmail.com
Data de nascimento: 10/05/1988

Formagdo Académica
2012-2014: Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente. Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, RS, Brasil.

2006-2011: Graduacdao em Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia.
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul, RS, Brasil.

Experiéncia Profissional

2012 - 2014: Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre/RS
Cargo: Bolsista de Mestrado Académico pela CAPES.
Principais atividades: Desenvolveu o projeto de Mestrado na é&rea de
Microbiologia Ambiental com foco na investigacdo de processos e aspectos
quimicos e microbiolégicos da biodegradacdo de biocombustiveis sob
condi¢cBes simuladas em laboratério.

2010 - 2011: Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre/RS
Cargo: Bolsista de Iniciacdo Tecnoldgica Industrial pelo CNPq.

Principais atividades: Realizacdo do trabalho de conclusédo de curso sobre a
biodegradabilidade da mistura diesel e biodiesel (B7) por bactérias isoladas de
landfarming.

2009 - 2010: Fundacdo PROAMB - Bento Goncalves/RS

Cargo: Estagiaria de auxiliar administrativo.

Principais atividades: Auxilio em atividades envolvendo a organizacao de feira
internacional relacionada a novas tecnologias na area do meio ambiente
(FIEMA BRASIL 2010).

2007 — 2009: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — Embrapa
Uva e Vinho — Bento Gongalves/RS

Cargo: Bolsista de Iniciacao Cientifica pelo CNPq.

Principais atividades: Bolsista na area de Biologia Molecular Vegetal com foco
em estudo molecular envolvendo a quebra de dorméncia em gemas de
macieira.
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