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1 - Introdução

Além de degradação química, a qual pode ser 

potencializada por fatores como luz, temperatura e umidade, 

o biodiesel também pode sofrer degradação mediada pela 

atividade de microrganismos contaminantes, que têm seu 

crescimento estimulado pela presença de água livre e outros 

micronutrientes (CHAO et al. 2009). Embora os produtores 

de biodiesel já utilizem aditivos para retardar a degradação 

química do biodiesel, ainda não são empregados aditivos 

para controle da degradação microbiana. De fato, não há 

uma legislação específica no Brasil que regule a avaliação 

da presença de microrganismos contaminantes, apesar dos

efeitos deletérios da biodeterioração causada pela ação 

microbiana. Esse trabalho teve por objetivo avaliar o 

potencial antioxidante e antimicrobiano de dois aditivos 

comerciais que ainda não são empregados com esse 

propósito. Por questões de sigilo serão denominados de 

aditivo 1 e 2.  

2 - Material e Métodos

Síntese do biodiesel - O biodiesel foi preparado com óleo 

de soja utilizando metanol (razão 6:1), 1% de KOH como 

catalisador, a 60 °C por uma hora. 

Estabilidade à oxidação - Para o aditivo 1 o biodiesel foi 

aditivado com 1500 e 3000 ppm e para o aditivo 2 foram 

utilizadas as concentrações 3000, 800, 500, 250, 200 e 150 

ppm. Os ensaios de estabilidade foram conduzidos em 

triplicata, utilizando o equipamento Rancimat, modelo 743 

(Metrohm), conforme procedimento normatizado EN 

14112.

Microrganismos utilizados - Os microrganismos utilizados 

no ensaio de atividade antimicrobiana foram as espécies 

indicadas pela norma ASTM E1259: bactérias Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus, levedura Candida 

tropicalis e o fungo filamentoso Hormoconis resinae. 

Atividade antimicrobiana – Os experimentos foram 

realizados in vitro, sem a presença de biodiesel. Para P.

aeruginosa e S. aureus, os testes foram realizados em 

microplaca de 96 poços, na ausência (0 ppm) e na presença 

dos aditivos 1 e 2 (500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000 e 5000 

ppm) (doze repetições). Para C. tropicalis, os testes foram 

realizados em frasco Erlenmeyer com os aditivos 1 e 2 (nas 

concentrações de 0 e 750 ppm). Para H. resinae, foi 

realizado teste de crescimento (três repetições) em meio de 

cultura sólido (PDA) na ausência (0 ppm) e na presença do

aditivo 2 apenas (500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000 e

5000 ppm). O crescimento das bactérias e da levedura foi 

monitorado (absorbância) por até 10 horas com auxílio de 

espectrofotômetro (OD600nm), enquanto que o fungo 

filamentoso foi avaliado por até 7 dias (diâmetro em mm 

medido com um paquímetro digital). 

3 - Resultados e Discussão

Nas Tabelas 1 e 2 são apresentados os resultados 

obtidos com os aditivos 1 e 2, respectivamente. Para atender 

a Resolução ANP 45/2014 o biodiesel tem que apresentar 

estabilidade mínima de 8 horas. Como o aditivo 1 

apresentou baixo tempo de estabilidade com uma 

concentração razoável de aditivo, foram realizados testes 

apenas com as concentrações de 3000 e 1500 ppm. O 

aditivo 2 utilizado na menor concentração avaliada (150

ppm) atingiu a estabilidade mínima exigida. 

Tabela 1. Estabilidade oxidativa de biodiesel quando 
empregadas as diferentes concentrações do Aditivo 1 

Concentração 
(ppm)

R1 (h) R2 (h) R3 (h) Média 
(h)

Desvio 
(h)

3000 2,11 2,00 1,70 1,76 0,24

1500 1,98 1,80 1,51 1,94 0,21

Tabela 2. Estabilidade oxidativa de biodiesel quando 

empregadas as diferentes concentrações do Aditivo 2
Concentração 

(ppm)
R1 (h) R2 (h) R3 (h) Média 

(h)
Desvio

(h)
3000 20,53 20,94 21,07 20,85 0,28

800 15,09 15,02 15,36 15,16 0,18

500 12,63 12,70 12,30 12,54 0,21

250 10,24 10,51 10,00 10,25 0,25

200 9,35 9,47 9,72 9,51 0,19

150 8,24 8,61 9,01 8,62 0,39

A Figura 2 mostra que a adição do aditivo 2 no biodiesel 

segue uma tendência linear em relação ao tempo de 

estabilidade oxidativa (período de indução). 

Figura 2. Média dos resultados de estabilidade à oxidação 
obtidos em cada concentração analisada com o Aditivo 2. 

823



6° Congresso da Rede Brasileira de Tecnologia de Biodiesel 
9º Congresso Brasileiro de Plantas Oleaginosas, Óleos, Gorduras e Biodiesel 

NATAL – RIO GRANDE DO NORTE 
22 a 25 DE NOVEMBRO DE 2016

Quanto à atividade antibacteriana, o aditivo 1 não 

inibiu o crescimento da bactéria S. aureus em nenhuma das 

concentrações avaliadas, e P. aeruginosa teve seu 

crescimento inibido apenas na maior concentração utilizada 

(Figura 3). O aditivo 2 inibiu 100% do crescimento de S. 

aureus em todas as condições testadas, mesmo  na menor 

concentração (500 ppm) empregada (Figura 3). Nos testes 

empregando P. aeruginosa, a inibição do crescimento foi de 

50% na maior concentração avaliada deste aditivo (Figura 

3). 

Figura 3. Atividade antimicrobiana dos aditivos 1 e 2, 
contra a bactéria gram-positiva S. aureus (superior) e gram-
negativa P. aeruginosa (inferior), após 7h de crescimento 
em meio de cultura TSB. 

Quanto à atividade antifúngica, a levedura C. 

tropicalis não teve seu crescimento inibido pelo aditivo 1 

nas condições avaliadas (Figura 4), no entanto, o aditivo 2 

inibiu 100% de seu crescimento na concentração de 750 

ppm (Figura 4).  

Figura 4. Atividade antimicrobiana dos aditivos 1 e 2, 
contra o fungo leveduriforme C. tropicalis, após 7 a 10 
horas de crescimento em meio de cultura YPD. 

Ainda devem ser realizados ensaios com o aditivo 

1 quanto à inibição do fungo filamentoso H. resinae . 

Conforme observado na Figura 5, na presença do aditivo 2, 

este fungo teve seu crescimento 100% inibido a partir da 

concentração de 2000 ppm. 

Figura 5. Atividade antimicrobiana do aditivo 2 contra o 
fungo filamentoso H. resinae, após 7 dias de crescimento 
em meio de cultura PDA. 

4 – Conclusões

- Quanto à atividade antioxidante, o aditivo 2 mostrou-se 

eficiente mesmo nas menores concentrações avaliadas; 

- Os microrganismos avaliados diferem quanto à 

sensibilidade aos aditivos 1 e 2; A ação antimicrobiana dos 

aditivos é diferente: o aditivo 1 mostrou-se efetivo apenas 

contra a bactéria gram-negativa, ainda assim em elevadas 

concentrações. Já o aditivo 2 mostrou-se efetivo contra 

bactérias gram-negativas e gram-positivas e contra fungos, 

em concentrações variáveis; 

- O aditivo 2 apresentou atividade antioxidante e 

antimicrobiana, porém estas atividades variam dependendo 

da concentração utilizada; 

- Novos experimentos devem ser realizados na presença de 

biodiesel, de modo a confirmar a atividade antimicrobiana 

dos aditivos avaliados. 
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