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1 - Introdução

Durante o armazenamento de biodiesel podem 
ocorrer reações de natureza química e biológicas, resultando 
na formação de precipitados e borras no fundo dos tanques, 
um lodo de aspecto viscoso, que pode acarretar em perdas e 
danos ao sistema de armazenamento. No lodo dos tanques 
de estocagem podemos encontrar microrganismos 
deteriogênicos, os quais, em contato com o biodiesel 
produzido podem ser levados para a mistura com diesel. A 
presença de água livre nos tanques das misturas com diesel 
promove o crescimento microbiano, além de facilitar as 
reações de degradação abiótica do combustível [1]. Entre 
outras propriedades, o biodiesel apresenta uma grande 
afinidade com água (higroscopicidade), o que eleva 
consideravelmente seu teor de água, somente entrando em 
contato com a umidade do ar [2]. Neste sentido, o 
combustível pode sair da Usina, contaminado com uma 
comunidade microbiana deteriogênica natural, mas em 
baixas densidades, mas as chances de desenvolvimento 
aumentam, à medida que o biodiesel agrega mais água. Ao 
entrar em contato com o óleo diesel, e na presença de água 
livre que se forma durante a estocagem, pode ocorrer a 
formação de biomassa, comprometendo a qualidade da 
mistura estocada. O objetivo do trabalho foi caracterizar a 
natureza de uma borra originária de um tanque de 
estocagem de biodiesel puro comercial (B100), quanto a 
composição química e microbiana, através de análises de 
ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e 
dependentes de cultivo.

2 - Material e Métodos

Foi realizada a coleta de um resíduo viscoso, 
removido do lastro de um tanque de estocagem de biodiesel 
comercial (com a adição de aditivo antioxidante) de uma 
usina produtora de biodiesel. O material foi coletado em 
frascos plásticos estéreis, e mantido sob temperatura 
ambiente até as avaliações. A primeira etapa foi avaliar a 
composição química através de RMN 1H, onde é possível 
obter o perfil dos compostos orgânicos através do sinal dos 
hidrogênios, e a presença de sódio (Na), potássio (K), cálcio 
(Ca) e magnésio (Mg) avaliada por espectroscopia de 
absorção atômica de chama (FAAS). Posteriormente, o 
material foi avaliado quanto a população microbiana 
cultivável nativa, através da adição de 2,5 g de borra em 
frascos erlenmeyer contendo 80 mL de meio mineral e água 
ultrapura como fase aquosa e 40 mL de biodiesel de soja 
como fase oleosa, com 2 repetições para cada condição. Os 
frascos foram incubados durante 15 dias. O isolamento de 

fungos filamentosos e de bactérias foi realizado por diluição 
seriada da fase aquosa do experimento. A semeadura foi 
realizada em meios de cultura BDA e Ágar Malte (para 
fungos) e TSA e R2A (para bactérias), e as placas incubadas 
em estufa a 30ºC por até 7 dias. Após o isolamento da 
microbiota cultivável, a sua capacidade de crescimento em 
biodiesel foi testada. Para os fungos filamentosos foi 
adicionado 5 mg de biomassa fúngica em microcosmos 
contendo meio mínimo mineral como fase aquosa e 
biodiesel de soja como fase oleosa. Este experimento foi 
incubado em estufa, sem agitação, durante 20 dias, e ao 
final o pH da fase aquosa foi medido e a biomassa formada 
foi recuperada dos frascos e avaliada por método 
gravimétrico. O crescimento dos isolados bacterianos em 
biodiesel foi observado através da quantificação de 
proteínas pelo método colorimétrico de Bradford, um 
método indireto de avaliar a multiplicação celular 
bacteriana. O inóculo de cada bactéria foi montado na 
concentração de 105 células ml-1 e adicionado a frascos de 
vidro contendo biodiesel de soja como fase oleosa e meio 
mínimo mineral como fase aquosa. Após, com o intuito de 
confirmar o crescimento bacteriano às expensas do 
biodiesel foi realizado um teste de crescimento em biodiesel 
em placa de Elisa com os indicadores redox TTC e DCPIP, 
cujas leituras foram realizadas em espectrofotômetro. 

Tabela 1. Microrganismos provenientes do lastro do tanque 
de estocagem isolados por métodos dependentes de cultivo. 
Identificação/Código LAB-

BIO
GRAM

Morfologia 
Celular

Cor 
colônia

Micrococcus aloeverae (j1.2) + coco amarela

Microbacterium sp. (j1.4) + bacilo amarela

Cellulomonas sp.(j1.5) + bacilo branca
Curtobacterium 

flaccumfaciens (j1.7)
+ bacilo amarela

Bacillus aryabhattai (j2.4) + bacilo branca

Bacillus sp. (j2.7) + bacilo branca

Bacillus pumilus (j2.8) + bacilo branca

Identificação
Coloraçã
o Micélio

Produção 
de 

Pigmento

Esporos 
Presentes

Não Identificado (bn3) rosa não não

Penicillium sp. (bn5) verde não sim

Xylariales sp. (j2.5) branco sim não

Penicillium sp. (j2.6) verde não sim

Penicillium sp. (j1.A) verde não sim
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3 - Resultados e Discussão

O resultado de RMN indicou que a borra tem uma 

composição orgânica similar ao biodiesel, pois os sinais dos 

hidrogênios correspondem aos presentes nos ésteres 
metílicos constituintes deste. A análise por FAAS 
evidenciou uma alta concentração de Na: 10,8 ± 0,54 mg/g e
baixa para K em 26,1 ± 0,29 µg/g, de Ca em 18,3 ± 0,54 
µg/g e de Mg em 26,1 ± 0,29 µg/g. Sódio, maior constituinte 
inorgânico presente nas amostras de lodo viscoso, pode ter 
sua origem nos catalisadores da transesterificação (NaOH) 
[3], e após a produção do biodiesel, decantar, junto com 
outros elementos do biodiesel, no lastro dos tanques de 
estocagem do biodiesel produzido, produzindo uma borra, a 
qual esse estudo vem provar, possui uma microbiota ativa e 
com capacidade de crescer e se desenvolver em biodiesel. 

Os isolados e suas características estão 
apresentados na tabela 1. Ao final dos 15 dias de posse de 
todos os isolados foram selecionados aqueles com 
características iguais e agrupados para a identificação. Ao 
todo foram isolados 7 bactérias e 5 fungos filamentosos com 
morfologias e aspectos diferentes. Não foram observadas a 
presença de leveduras durante o procedimento de 
prospecção. 

Alguns isolados fúngicos não apresentaram a 
produção de esporos. Para isso uma quantidade de suas 
biomassas foi utilizada como inóculo nos experimentos de 
crescimento. Após 20 dias os isolados fúngicos 
apresentaram crescimentos diferenciados utilizando 
biodiesel como fonte de carbono. As biomassas fúngicas 
foram recuperadas da fase aquosa (meio mineral) e pesadas 
ao final do experimento. O isolado identificado como sendo 
do gênero Penicillium (j1.A) apresentou a maior biomassa 
recuperada dos frascos (51±2,5 mg), 8 vezes maior do que a 
biomassa recuperada dos frascos contendo meio rico (caldo 
batata) e na ausência de biodiesel (11,6±0,5 mg). Os demais 
fungos tiveram desempenho semelhante, seu crescimento 
foi muito mais pronunciado em biodiesel do que em meio 
rico. Ao final de 20 dias o pH da fase aquosa diminuiu para 
5,66±0,58 no tratamento contendo o fungo Penicillium

(j1.A) e o fungo Penicillium (j2.6). Os demais valores de pH 
não demonstraram uma diminuição significativa quando 
comparados aos controles. 

Figura 1. Aspecto do lodo coletado in natura (A e B) e um 
erlenmeyer durante o processo de obtenção da microbiota 
nativa do lodo (D e E); C e F: coloração com laranja de 
acridina de uma alíquota da amostra do lodo (C) e da fase 
aquosa do erlenmeyer (F) após 20 dias de incubação 

(visualização em microscópio de imunofluorescência 
Aumento 1000x).

Entre os isolados bacterianos a bactéria 
identificada como Cellulomonas sp. apresentou, após 6 dias 
de experimento, um aumento de 5 vezes a quantidade de 
proteínas observadas nas primeiras 24h de crescimento no 
meio mínimo mineral e biodiesel como fonte de carbono,
pelo método colorimétrico de Bradford. Os demais isolados 
apresentaram desempenho menor, destacando-se os isolados 
Microbacterium sp (com um aumento de 3,1 vezes) e 
Curtobacterium flaccumfaciens (cujas produção de 
proteínas foi observada como sendo 2,3 vezes maior que a 
inicial, após 6 dias de incubação). Ao final do experimentou 
foi observado um decréscimo nos valores de pH do meio 
mineral quando comparado aos valores iniciais, sendo os 
isolados Bacillus aryabhattai, Microbacterium sp. e 
Curtobacterium flaccumfaciens responsáveis pelas maiores 
reduções estatísticas observadas (6,62±0,025, 6,58±0,015 e 
6,53±0,030, respectivamente). 

No experimento com os indicadores redox, o 
indicador DCPIP mostrou-se ineficaz para selecionar a 
capacidade de degradação de cada isolado ao longo de seis 
dias, visto que o tratamento controle do teste (sem 
microrganismos) apresentou mudança na coloração azul 
após 4 horas de incubação, igualando-se aos 
microrganismos testados. Foi observado o desempenho dos
isolados apenas nos primeiros 15 minutos avaliados, onde o
isolado Curtobacterium flaccumfaciens apresentou uma 
diminuição de 5,4 vezes a coloração do indicador redox 
DCPIP quando comparado ao controle.  

Os resultados do indicador TTC, no entanto, 
puderam ser observados até o tempo final de incubação 
(72h), onde um melhor desempenho pelo isolado 
Microbacterium sp. (aumento de 3,5 vezes a coloração do 
TTC após 6 dias de incubação) foi detectado através das 
leituras em espectrofotômetro. 

4 – Conclusões

Foi possível realizar uma prospecção de microrganismos a 
partir de um lodo de aspecto viscoso coletado do lastro de 
um tanque de estocagem de biodiesel comercial em uma 
Usina Produtora de biodiesel. 
Os isolados apresentaram capacidade de crescer em 
biodiesel, o que sugere que, microrganismos presentes na 
estocagem de combustível em Usinas possuem uma 
capacidade deteriogênica ainda negligenciada.
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