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DESENVOLVIMENTO DE ADITIVOS INIBIDORES DA PROLIFERACAO
MICROBIANA PARA USO NO BIODIESEL

Abstract

In order to achieve targets for reducing the emission of polluting gases in the atmosphere, the
government Brazilian comes every year increasing the biodiesel content in diesel. Currently, with the
increase of the price of fossil fuels and of number of automotive vehicles, the use of the B100 would
be a strategic solution in the economic and environmental field. Resolution No. 11/2017 of the
National Energy Policy Council (CNPE), allows the commercialization of biodiesel added to diesel by
8%. But the proposal is to increase this percentage

Compared to fossil fuel, biodiesel is more susceptible to oxidation. This low oxidative
stability, in addition to influencing its shelf life, reduces its quality as a fuel and increases its
corrosivity to metals. The oxidation of biodiesel can occur by chemical and microbiological processes.
Among the factors which influence in this process the main nature of the raw material, storage
location, temperature, presence of light and humidity. Biodiesel facilitates microbial proliferation due
to its absorption capacity of the air humidity, initiating the hydrolysis process.

Although Brazil has become the largest producer and consumer of biodiesel in the world,
necessary investments in research and innovation so that we can overcome the disadvantages of this
biofuel. The use of additives with inhibitory effect on microbial proliferation can make B100 viable as
fuel.

The dilution in broth is a method that allows to investigate the antimicrobial activity of
additives in biodiesel. This essay considers the relationship between density and turbidity caused by
growth microbial. We used residual soybean biodiesel samples in the control test and the same
biodiesel with addition of 0.1% of extracts of Curcuma longa (turmeric), Syzygium aromaticum
(cloves), Origanum vulgare (oregano). All samples were inoculated with sludge formed in aged
biodiesel. Resazurin solution Ci2H7NOa4 (0.01%) was used as an indicator of microbiological activity,
being purple as absence of microbiological growth and pink color as presence of growth
microbiological.

The test tubes were observed daily. The table below indicates the number of days in which the
test tubes remained stable until the beginning of the degradation when the phase staining watery color
became pink. It has been found that the best inhibitors of microbial proliferation were extracts of
Oregano (11 days) and Turmeric (12 days). Both used in the percentage of 0.1% in biodiesel.

Introducao

O uso de Oleos vegetais e gordura animal como combustivel é antigo, de muito antes do
desenvolvimento dos motores e dos automoveis. Os primeiros registros sdo estimados de milhares de
anos atras. E somente com o advento da industria do petréleo no final do século XIX, o uso de 6leos e
gorduras para fins energéticos foi sendo trocado por derivados de petroleo. (PARENTE, 1993;
ITURRA, 2003). Com a expansao da industria automobilistica, as emissfes de poluentes pela queima
do combustivel fossil tornaram-se um problema ambiental, e medidas foram gradativamente sendo
tomadas pelos governos, afim de minimizar a poluigdo e na tentativa de tornar esses combustiveis
mais limpos. Com o aumento do preco do petréleo em fungdo da diminuicdo das reservas de o
biodiesel surgiu neste cenario como uma proposta de combustivel ecoldgico.
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Hé& atualmente uma tendéncia para se substituir gradativamente o diesel pelo biodiesel. Este é
considerado um combustivel ecoldgico por contribuir menos para o efeito estufa, ser biodegradavel,
ndo toxico, ndo inflamavel e emitir menos material particulado quando comparado com o combustivel
fossil (MEIRA et al., 2011). O uso do biodiesel em misturas com diesel reduz as emissfes de alguns
gases, como, monoxido de carbono, didxido de carbono e éxidos de enxofre. No entanto, observa-se
um leve aumento nas emissdes de Oxidos de nitrogénio. Neste contexto, as grandes vantagens da
utilizacdo do biodiesel como combustivel sdo os beneficios ambientais. (NABI et al., 2003).

Com base nessas consideracGes, o biodiesel constitui na atualidade uma das mais importantes
alternativas para os combustiveis derivados do petroleo. Atualmente, o biodiesel esta em uso como um
combustivel adicionado ao diesel no percentual de no maximo 8%, de acordo com a resolugdo 11/2017
do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE). O Brasil é um Pais de destaque no cenario
mundial de biocombustiveis, pela sua extensdo territorial, associada as excelentes condi¢des
climéticas, sendo considerado um paraiso para a producdo de biomassa para fins alimentares, quimicos
e energéticos (HOLANDA, 2004).

O biodiesel pode ser degradado facilmente por contaminagdo microbioldgica, que pode ser
acelerada pela absorcdo de agua. O uso de aditivos com a¢do biocida no biodiesel pode evitar o
crescimento microbial. Apesar da importancia do tema, os estudos relacionados ao desenvolvimento
de novos aditivos multifuncionais para o biodiesel ainda sdo muito escassos. Neste sentido, a busca
pelo desenvolvimento de aditivos voltados para o controle da atividade microbiana é uma necessidade
para a continuidade deste biocombustivel na matriz energética. Os compostos derivados de fontes
vegetais sdo de interesse para a industria quimica, por apresentarem aplicagGes tecnoldgicas e
bioldgicas e serem renovaveis.

O biodiesel ¢ formado por ésteres de acidos graxos de cadeia longa, obtido a partir de fontes
renovaveis de natureza graxa, como 6leos vegetais ou gordura animal (MEIRA et al., 2011). Este
biocombustivel quando recém produzido é considerado um combustivel relativamente inerte. No
entanto, apesar das inumeras vantagens apresentadas em relacdo ao diesel, o biodiesel ¢é
significativamente menos estavel que o diesel, o que significa que o biodiesel € mais susceptivel a
oxidacdo que o derivado do petrdleo. Durante o armazenamento do biodiesel podem ocorrer alteragdes
em suas propriedades que podem diminuir a sua qualidade como combustivel. Estas alteragdes sdo
devidas as reagdes hidroliticas, microbiologicas e oxidativas, resultando na formacdo de acidos
organicos, hidroperéxidos, alcoois, aldeidos, cetonas, sedimentos e gomas, que podem causar
problemas operacionais no veiculo (JAIN; SHARMA, 2010).

O biodiesel pode se degradar por processos quimicos e microbioldgicos e a sua
susceptibilidade & oxidacdo depende de varios fatores, tais como, da matéria prima que o originou, do
grau de insaturacdo das cadeias carbdnicas dos ésteres que o compdem, do processo de produgdo
utilizado, da temperatura ambiente, da presen¢a de umidade, luz e de antioxidantes intrinsecos, como
por exemplo, o tocoferol (MEIRA et al., 2011). O biodiesel é cerca de 30 vezes mais higroscépico do
que o diesel o que faz com que seja mais susceptivel a oxidacdo que o combustivel derivado do
petroleo. (AMBROZIN; MONTEIRO, 2009). A 4gua absorvida promove a proliferagdo microbiana o
que acelera a biodegradacdo do biodiesel (RYU, 2010). Estes processos de degradacdo podem ainda
ser acelerados pela exposic¢éo ao ar, umidade, metais, luz e calor ou mesmo a ambientes contaminados
por microrganismos. A degradacdo quimica ocorre preferencialmente nas insaturacfes das cadeias
carbonicas. A degradacdo por acdo de microrganismos se processa em toda a cadeia do éster, sem
distincdo de tipos de ligagdes quimicas. O biodiesel favorece a proliferacdo de fungos e bactérias
tendo em vista sua capacidade de absorver agua e por ser uma fonte de nutricdo para 0s
microrganismos (RAMALHO et al., 2011; SCHLEICHER et al., 2009).
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Metodologia
Reacdo de transesterificacéo

Reagentes:
Oleo de soja residual;

Metdxido de sodio recentemente preparado: Dissolver 1g de hidréxido de sédio (NaOH) em 80 mL de
metanol (CH3;OH) com o auxilio de agitacdo e controle de temperatura (45°C) até a completa
dissolucdo de NaOH.

Em um baldo de fundo chato (500 mL) sdo adicionados 300g do 6leo de soja. Esse material é
aquecido, sob agitacdo com o auxilio de uma bagueta magnética, até atingir a temperatura de 40°C.
Em seguida, é adicionada a solucdo de metdxido de sddio recentemente preparada, e a mistura
reacional deve permanecer 1h30min a 45°C sob agitagdo.

Posteriormente, a mistura reacional é transferida para um funil de separacdo para permitir a
decantagdo e separacdo das fases: superior contendo biodiesel e inferior composta de glicerol, sabdes,
excesso de base e élcool.

Apos a separacgdo das fases, o biodiesel passa para o processo de lavagem no funil decantador.
A lavagem é feita com agua deionizada e leve agitacdo manual. O processo de lavagem com &gua
deionizada se repete por trés vezes, e por fim, o biodiesel é lavado com uma solucdo saturada de
cloreto de sddio (NaCl). Para remocdo dos tragos de umidade, o biodiesel é filtrado utilizando-se
sulfato de magnésio e transferido para um baldo volumétrico de 500 mL.

Producdo de extratos naturais

Em um cartucho de celulose, a biomassa triturada é adicionada, envolta de um papel filtro, e
posta no compartimento central do extrator Soxhlet. Abaixo, no baldo, é adicionado 250ml de
Cloroférmio (CHCI3) e aquecido a temperatura de ebuligdo. A extragcdo Soxhlet foi escolhida como
método de extracdo por realizar uma extragdo de forma continua, de forma que a cada ciclo de
evaporagdo-condensacgdo, solvente liquido puro entra em contato com o vegetal, e desta forma
consegue extrair com maior eficiéncia os constituintes sollveis no solvente usado.

Avaliacdo do potencial inibitério da proliferacdo microbiana de aditivos em biodiesel

Este ensaio foi desenvolvido usando um indicador de proliferacdo microbiana, a resazurina
(0,001%). A resazurina € um corante azul, redutivel a resorufina, um corante rosa na presenca de
atividade microbiana. Os testes foram realizados utilizando tubos de ensaio de 50 mL, com amostras
de biodiesel (30 mL) com 0,1% de aditivo.

Para fazer as solucdes de biodiesel com aditivos, os extratos foram pesados, adicionados ao
biodiesel em temperatura ambiente, e agitados com o auxilio de um bastdo. Em seguida, a solucdo de
biodiesel foi filtrada e 30 mL de cada solucdo foi transferida para o tubo de ensaio.
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Todos os tubos receberam adi¢do do indculo (0,2 mL) e 10 mL de solucdo aquosa de
resazurina (0,001%). Como controle foi utilizado 30 ml de biodiesel, 0,2 mL de indculo e 10 mL de
solucéo de resazurina 0,001%.

O in6culo ndo caracterizado foi produzido a partir de borra de biodiesel envelhecido e solucéo
aquosa de micronutrientes que permaneceu sob agitacdo para proliferacdo microbiana durante 7 dias.

Entdo os tubos foram fechados e submetidos a agitagdo manual, misturando a fase oleica e
aquosa, para permitir a interacdo do indculo em todo o conteudo do tubo. Apds a separacdo das fases,
0s tubos foram armazenados em local seco, em temperatura ambiente (aprox. 25°C), e ao abrigo de
luz. A observagdo das amostras foi realizada diariamente.

Resultados e Discussao

Sabe-se que muitas espécies de plantas possuem propriedades antibidticas. Essas propriedades
podem ser utilizadas em diversos campos, desde que haja a possibilidade de se conservar as
propriedades antimicrobianas para o uso desejado.

Os aditivos testados foram constituidos de extratos de curcuma (Curcuma longa), cravo
(Syzygium aromaticum) e orégano (Origanum vulgare) na proporcao de 0,1%, sendo 0,03g para 30g
de biodiesel de soja.

O teste qualitativo desenvolvido é um teste simples, mas, que permite visualizar quando o
meio aquoso € propicio ao desenvolvimento de microrganismos (cor rosa) ou quando ele tem a
capacidade de inibir o a proliferacdo microbiana (pUrpurea).

Os extratos vegetais utilizados devem ser recentemente preparados, pois a utilizacdo de
extratos envelhecidos para fins de aditivacdo pode gerar resultados equivocados. Como se trata de
produtos naturais, também sdo suscetiveis a degradagao.

A tabela abaixo indica a quantidade de dias em que a fase aquosa dos tubos de ensaio
permaneceu com coloragdo pdrpurea até o inicio da degradacdo quando a coloragéo da fase aquosa se
tornou rosa.

Tabela 1: Resultados dos testes de atividade microbiolégica

Ensaio Tempo até o inicio da degradacéo
Controle 4 dias

Cravo 0,1% 4 dias

Orégano 0,1% 11 dias

Curcuma 0,1% 12 dias

Ao final do teste, verificou-se que os melhores inibidores da proliferacdo microbiana foram os
extratos de Orégano (11 dias) e Curcuma (12 dias). Ambos usados no percentual de 0,1% no biodiesel.
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Conclusoes

Verificou-se que os extratos de orégano e circuma mostraram potencial uso como inibidores
da proliferagdo microbiana. Outros testes quantitativos se fazem necessario para posterior uso como
aditivo no biodiesel.
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