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1 - Introdução
A estabilidade do biodiesel e de suas misturas com 

diesel à degradação durante o armazenamento tem sido 
considerada em estudos, desde a sua introdução na matriz 
energética brasileira1,2.  

Além de reações de natureza hidrolítica e oxidativa 
que contribuem para alterações nas propriedades do 
biodiesel, o desenvolvimento microbiano durante o 
armazenamento pode resultar na formação de polímeros 
solúveis e insolúveis, sob a forma de depósitos e borras, que 
geram entupimentos e perdas durante a estocagem do 
combustível.  Algumas medidas podem ser tomadas para 
aumentar a resistência do biodiesel à degradação oxidativa 
e ao crescimento microbiano.  

O uso de aditivos é amplamente estudado, e muitas 
moléculas com capacidade de aumentar o tempo de 
prateleira do biodiesel e de sua mistura com diesel já foram 
identificadas3. Dentre os aditivos utilizados para a melhoria 
das propriedades do biodiesel, estão os aditivos fenólicos, 
porém a literatura cita que os mesmos apresentam baixa 
solubilidade no mesmo.  

Sendo assim, a síntese de um aditivo inédito na 
literatura com melhor solubilidade foi proposta nesse 
trabalho, com o escopo em melhorar a solubilidade dos 
compostos fenólicos em biodiesel e observar a 
potencialidade de uso como antioxidante e antimicrobiano. 

A escolha do oleato de metila como substrato 
insaturado para a adição de compostos fenólicos, se deu 
porque o mesmo faz parte da cadeia produtiva do biodiesel. 
Os fenóis por estarem ligados covalentemente na cadeia do 
oleato, são mais solúveis do que em sua forma livre. 

2 - Material e Métodos
 Baseada nas reações descritas por Ault (1961)3 a

metodologia foi estabelecida com algumas modificações.  

Em um balão de fundo redondo, foram adicionados 
ácido metanossulfônico (60 mmol), hidroquinona ou catecol 
(40 mmol) e oleato de metila (10 mmol).

O meio reacional foi imerso em um banho de água 
em temperatura ambiente (20-25 ºC), deaerado por fluxo de 
nitrogênio gasoso durante 15 minutos e mantido sob 
atmosfera inerte (N2) durante 20h. Ao final da reação, o 
meio reacional foi precipitado em água destilada contendo 

gelo picado e acrescido de diclorometano (10 mL) para a 
extração do produto da fase aquosa.  

A fase orgânica foi separada em funil de separação 
e reprecipitada em água destilada. A fase orgânica contendo 
o produto foi seca com sulfato de sódio anidro, filtrada e o 
diclorometano foi retirado utilizando um evaporador 
rotatório. Os produtos oleosos foram purificados utilizando 
a aparelhagem de destilação Kugelrohr (Glass Oven B-585
Kugelrohr) a vácuo (na faixa de 250°C – 280°C), e foram 
analisadas por FTIR e NMR. 

Com o intuito de observar o potencial 
antimicrobiano dos aditivos produzidos foram conduzidos 
ensaios para determinação da Concentração Mínima 
Inibitória (CIM) e Concentração Mínima Biocida (CBM), 
em frascos de vidro esterilizados, com capacidade para 20 
mL (Figura 1). 

Figura 1. Esquema ilustrativo sobre a montagem da 
avaliação da CIM e CBM. 

Foi preparado uma solução estoque de 4 g/L de 
cada aditivo em biodiesel de soja puro (B100) e então 
realizada uma diluição sucessiva, onde o primeiro tubo 
continha 6 mL com a concentração de 4 g/L, e os demais 2, 
1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,0312, 0,016, 0,008, 0,004, 
0,002 g/L e por fim um frasco contendo 6 ml de biodiesel 
sem os aditivos que foi considerado nosso frasco controle. 

Após as diluições foi adicionado a cada frasco 1,5
mL de meio mínimo mineral contendo um inóculo não 
caracterizado na concentração de 105 células ml-1,
preparado de acordo com a Norma ASTM E1259-10
adaptada para biodiesel.

As análises foram realizadas durante 7 dias através 
da determinação da CIM, que foi realizada visualmente 
tendo-se como critério a formação de biomassa na interface 
fase oleosa/fase aquosa. A determinação da CBM 
(concentração capaz de promover a inviabilidade celular 
e/ou dos esporos) foi realizada inoculando, em cada tempo 

893



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

amostral, uma alíquota do meio mínimo mineral em meio de 
cultura para contagem celular (PCA), e após incubadas em 
estufa a 30°C por 24h.  

3 - Resultados e Discussão
 Os produtos obtidos aqui foram denominados 

alquil-fenóis. 
Analises por FTIR:

Através da análise dos espectros de FTIR obtidos, 
foi possível notar que houve a formação de produtos de 
adição, pela presença de hidroxila livre na região de 
estiramento axial (OH; 3412 cm-1) e a ausência de 
estiramentos C-sp2 (C=C, 2998 cm-1) presentes nos oleatos 
e ausente nos produtos, assim como, vibração de 
dobramento presente em fenóis (C-OH, 1453 cm-1), banda 
de absorção de anéis aromáticos (C=C do anel, 1602 cm-1 e
1508 cm-1) e pela presença da carbonila de éster (C=O, 
1735 cm-1). 
Análises por NMR: 

A formação dos produtos de adição foi confirmada 
por espectros de ressonância magnética nuclear (NMR). O 
produto obtido por inserção de catecol às insaturações do 
oleato - MOMC deu origem a uma mistura de produtos orto
e para dissubstituídos, que foi possível identificar por 13C
NMR, pois há presença de dois carbonos terciários do 
grupamento alquil, que estão diretamente ligados ao anel 
aromático (CH; 38,7 ppm e CH; 45 ppm).

A molécula de hidroquinona é simétrica, o que 
leva a formação de somente um isômero de posição no 
produto MOMH, comprovado pelo deslocamento químico 
referente ao Csp3 do grupamento alquila que está ligado ao 
grupamento aromático (-CH-; 38 ppm).  

A formação dos produtos MOMC e MOMH foi 
confirmada pela presença de outros sinais, como os sinais 
de carbonos aromáticos ligados diretamente à hidroxila (Ph-
OH; 147,6 ppm e 149,5 ppm) e carbono quaternário do anel 
aromático ligado à cadeia alifática (C-H; 133 ppm) que 
estão presentes em todos os produtos.  
Atividade antimicrobiana:  

Para ambos os aditivos produzidos (MOMC e 
MOMH) não foi observada atividade antimicrobiana nas 
condições utilizadas e nas concentrações preparadas de até 
4 g/L. Os aditivos não apresentaram atividade inibitória 
e/ou biocida sobre os microrganismos presentes no inóculo 
não caracterizado conforme teste preconizado pela ASTM 
(Figura 2 A e B). A seleção de um aditivo com capacidade 
biocida adequado para uso em combustíveis envolve 
diversos fatores, entre eles, a determinação da dosagem 
mais apropriada para uso no combustível a ser tratado4. Esta 
dosagem pode variar principalmente em função do grau da 
contaminação e do tipo de microrganismo envolvido. 

O inóculo não caracterizado foi produzido em uma 
fase aquosa e na presença de biodiesel. Neste pool de 
microrganismos estão presentes fungos e bactérias,
adaptados ao crescimento em biodiesel. 

Na Figura 2 é apresentado em destaque, o aspecto 
da biomassa formada pelos microrganismos na interface 
óleo – água do microcosmo a concentração máxima testada 
dos aditivos, 4 g/L dos aditivos e com 0 g/L (frascos 
controle), comprovando o crescimento microbiano. 

Uma das exigências para produtos com atividade 
antimicrobiana em combustíveis é apresentar coeficiente de 
partição que garanta a solubilidade na fase oleosa e na fase 
aquosa. Um antimicrobiano que possa atingir as duas fases 

é o desejado, especialmente, devido à ocorrência da
formação de água livre nos tanques de estocagem.  

Ambos os aditivos produzidos nesse trabalho 
apresentam boa solubilidade em biodiesel e já tiveram suas 
propriedades antioxidantes testadas e aprovadas até mesmo 
em baixas concentrações6. O elemento catecol possui 
solubilidade em água e já foi descrito como antimicrobiano 
para ambas espécies de bactérias (Pseudomonas putida, 
Pseudomonas pyocyanea, Corynebacterium xerosis) quanto 
de fungos filamentosos (Fusarium oxysporum, Penicillium 
italicum) a partir da concentração de 5mM7. Derivados de 
hidroquinona também obtiveram sucesso em controlar o 
crescimento de bactérias como Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, 
Enterobacter aerogenes8. 

Embora os aditivos testados apresentem na 
composição o catecol e a hidroquinona não foi possível 
observar ação de inibição ou morte dos microrganismos nas 
concentrações estudadas. Como principal desdobramento 
do estudo, maiores concentrações de aditivo devem ser 
testadas para comprovar ou descartar a eficácia dos aditivos 
como antimicrobianos.  

Figura 2. Aspecto da biomassa (coloração amarela) 
removida da interface óleo-água com auxílio de uma alça 
estéril, ao final do experimento dos frascos controles (sem o 
aditivo) e com a maior concentração avaliada (4 g/ L) dos 
aditivos MOMH (A) e do MOMC (B). 

4 - Conclusões
Os aditivos desenvolvidos neste trabalho foram 

obtidos com sucesso. Não foi observada atividade 
antimicrobiana nas concentrações testadas durante o tempo 
e condições avaliadas.  
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