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RESUMO

Introducdo: O biodiesel tem sido empregado por varios paises visando minimizar os efeitos
da emisséo de gases poluentes, e provou ser um bom substituto para o diesel derivado do
petréleo por causa de sua melhor biodegradabilidade e mais baixa emissdo de diéxido de
carbono. Devido a sua higroscopicidade, pode ocorrer acumulo de &agua durante o
armazenamento de biodiesel por longos periodos de tempo, o que favorece a oxidagao
lipidica e a proliferacdo de microrganismos, com consequente perda de qualidade do
biodiesel. Para controlar a contaminac¢do microbiana durante a estocagem do biodiesel, tem-
se observado o emprego de diversas substancias quimicas com atividade biocida.
Objetivos: Neste trabalho de pesquisa objetivou-se avaliar as atividades antioxidante e
antimicrobiana das substancias naturais curcumina (CC) e pirocatecol (PC) na manutencao
da qualidade do biodiesel produzido a partir de diversas fontes vegetais. Método: Foram
testadas varias concentracdes massicas de CC e de PC, entre 0-1,5% (m/m), na auséncia e
na presenca de agua adicionada (1%, m/m), para determinagdo da concentracdo minima
especifica de agente natural com efeito fungistatico para cada biodiesel. Amostras dos
varios biodieseis foram entdo preparadas por adicdo de quantidades variaveis de CC ou de
PC, sem e com adicao de agua, e a atividade antimicrobiana de cada concentracao testada
por aplicacdo dos correspondentes biodieseis em culturas em tapete de Paecilomyces
variotii Bainier previamente preparadas, permitindo assim determinar, apos incubagéo, qual
a melhor substancia natural e quais as minimas concentragbes que produziram efeito
fungistético no biodiesel. Essas concentra¢cdes minimas de CC foram adicionadas a cada
um dos biodieseis, na presenca de 1% (m/m) de agua adicionada, tendo os biodieseis sido
inoculados deliberadamente com o mesmo fungo filamentoso e armazenados em frascos
ambar envolvidos com papel de aluminio, a 25 °C. Cada biodiesel foi entdo analisado ao
longo do tempo de armazenamento, a intervalos pré-determinados de 0, 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias, quanto ao indice de refracdo, tempo de inducdo da oxidacdo lipidica e
presenca de células viadveis do fungo filamentoso. Resultados e Discusséo: A adicdo
combinada de 1% (m/m) de 4gua e uma baixa concentracdo massica de CC (i.e., 0,2%
(m/m) para o biodiesel de 6leo residual de fritura, 0,5% (m/m) para o biodiesel de 6leo de
soja, 0,1% (m/m) para o biodiesel de 6leo de semente de algoddo, 0,5% (m/m) para o
biodiesel de d6leo de semente de gergelim, 0,2% (m/m) para o biodiesel de éleo de améndoa
de macauba, e 0,2% (m/m) para o biodiesel de 6leo de microalgas) foram aquelas variaveis
processuais que promoveram a melhor inibicdo do crescimento microbiano. Os tempos
médios de inducdo da oxidacdo lipidica dos biodieseis adicionados com quantidades

variaveis (minimas) de CC e 1% (m/m) de agua sofreram um aumento generalizado quando



comparados com os dos seus homoélogos puros. Exceto para o biodiesel produzido a partir
de 6leo de soja, que sofreu uma reducéo de 16% no tempo de inducdo da oxidagao lipidica
apoés adicdo de CC, significando que este biodiesel foi mais suscetivel a oxidacao apos a
adicdo combinada de 4gua e CC, todos os outros biodieseis provaram ser mais resistentes a
oxidagdo, com aumentos significativos nos seus tempos de indugdo da oxidagdo lipidica.
Adicionalmente, o biodiesel puro produzido a partir do 6leo de améndoa de macauba provou
ser muito resistente a oxidacdo, exibindo periodos de inducdo da oxidacdo lipidica
superiores a 60 h, tornando irrelevante a adicdo de qualquer antioxidante. Ainda mais, a
adicdo de CC a este biodiesel catapultou a indu¢éo da oxidacao lipidica para mais de 140 h.
Assim, este biodiesel foi descontinuado dos estudos subsequentes. O mesmo aconteceu ao
biodiesel produzido a partir de 6leo de microalgas, devido a dificuldade de obtencdo em
grandes quantidades deste biodiesel ainda experimental. Estes resultados demonstram
claramente o potencial da adicdo da CC aos biodieseis na prevencdo tanto da oxidagdo
como do crescimento microbiano. Exceto para o biodiesel produzido a partir de éleo residual
de fritura, no qual se verificou uma marcada diminui¢cdo na estabilidade oxidativa ao longo
de todo o periodo de armazenamento, todos 0s outros biodieseis provaram ser mais
resistentes a oxidacéo apoés a adigdo de CC, exibindo apenas ligeiros decréscimos ao longo
do tempo nos seus tempos de inducdo da oxidacao lipidica. O biodiesel produzido a partir
de 6leo de semente de gergelim exibiu uma elevada estabilidade oxidativa, que se manteve
ao longo de todo o periodo de armazenamento. A ligeira/marginal tendéncia de aumento do
indice de refragdo durante o armazenamento dos varios biodieseis reflete a manutengéo das
suas propriedades fisicas, o que foi confirmado pela estabilidade oxidativa atingida apds a
adicdo de CC a todos os biocombustiveis. Os biodieseis adicionados com CC mantiveram
um ambiente hostil que impediu o crescimento microbiano, o que foi confirmado pelos
resultados negativos obtidos através da pesquisa microbiolégica para a presenca de células
microbianas viaveis ao longo de todo o periodo de armazenamento. Conclusdes: A CC, em
baixas concentragcbes massicas, foi capaz de aumentar substancialmente os tempos de
inducdo da oxidacao lipidica de todos os biodieseis testados, providenciando estabilidade
oxidativa, assim como manter ambientes hostis para fungos filamentosos contaminantes de
distribuicdo ubiqua, como é o caso do Paecilomyces variotii Bainier. Adicionalmente, a
suave tendéncia de aumento apenas no quarto algarismo significativo dos valores dos
indices de refragdo de todos os biodieseis permite afirmar que as suas caracteristicas

iniciais se mantiveram preservadas apoés a adicdo de CC e agua.

Palavras-chave: Biodiesel. Curcumina. Pirocatecol. Atividade antimicrobiana. Atividade

antioxidante. Estabilidade oxidativa.



ABSTRACT

Introduction: Biodiesel has been used by several countries aiming at minimizing the effects
of greenhouse gas emissions, and proved to be a good substitute for petroleum-based diesel
because of its better biodegradability and lower carbon dioxide emissions. Owing to its
hygroscopicity, water may accumulate during biodiesel storage for long periods of time,
which favors lipid oxidation and proliferation of microorganisms, with consequent loss of the
quality of biodiesel. To control microbial contamination during storage of biodiesel, we have
seen the use of various chemicals with biocidal activity. Objectives: In this research work
one aimed at evaluating the antioxidant and antimicrobial activities of the natural substances
curcumin (CC) and pyrocatechol (PC) in maintaining the quality of biodiesel produced from
various plant sources. Methods: Several mass concentrations of CC and PC were tested,
between 0-1.5% (w/w), in the absence and presence of added water (1%, w/w), aiming at
determining the minimum specific concentration of natural agent exhibiting fungistatic effect
for each biodiesel. Samples of the various biodiesels were then prepared by adding varying
amounts of either CC or PC with and without addition of water, and the antimicrobial activity
of each concentration was duly tested by applying the corresponding biodiesels in cultures of
Paecilomyces variotii Bainier previously prepared, allowing to determine, after incubation,
what was the better natural substance and which were the minimum concentrations that
produced fungicidal effects on biodiesel. Those minimum concentrations of CC were added
to each one of the biodiesels, in the presence of 1% (w/w) added water, and the biodiesels
were deliberately inoculated with the same filamentous fungus and stored at 25 °C in amber
glass flasks further wrapped in aluminum foil. Each biodiesel was then sampled and
analyzed throughout the storage time, at pre-determined time intervals of 0, 30, 60, 90, 120,
150 and 180 days, with regard to refractive index, induction time of lipid oxidation, and the
presence of viable cells of the filamentous fungus. Results and Discussion: The combined
addition of 1% (w/w) water and a low mass concentration of CC (i.e., 0.2% (w/w) for biodiesel
from spent frying oil, 0.5% (w/w) for biodiesel from soybean oil, 0.1% (w/w) for biodiesel from
cottonseed oil, 0.5% (w/w) for biodiesel from sesame seed oil, 0.2% (w/w) for biodiesel from
macauba almond oil, and 0.2% (w/w) for biodiesel from microalgae oil) were those
processing variables that promoted the best inhibition of microbial growth. The average lipid
oxidation induction times of the biodiesels added with variable (minimum) amounts of CC
and 1% (w/w) water suffered a generalized increase when compared with those of their pure
counterparts. Except for the biodiesel produced from soybean oil, which underwent a
reduction of 16% in the lipid oxidation induction time following addition of CC, meaning that

this biodiesel was more prone to lipid oxidation following the combined addition of water and



CC, all remaining biodiesels proved to be more resistant to oxidation, with significative
increases in their lipid oxidation induction times. Additionally, pure biodiesel produced from
the oil of macauba almond proved to be very resistant to oxidation, exhibiting lipid oxidation
induction periods higher than 60 h, thus making irrelevant the addition of any antioxidant.
Even more, the addition of CC to this biodiesel catapulted the lipid oxidation induction time to
more than 140 h. Hence, this biodiesel was discontinued from further work. The same
happened with the biodiesel produced from microalgae oil, due to the difficulty in obtaining
this (still experimental) biodiesel in large amounts. These results clearly demonstrate the
potential of the addition of CC to biodiesels in the prevention of both oxidation and microbial
growth. Except for the biodiesel produced from spent frying oil, for which a marked decrease
in the oxidative stability was noticed throughout the entire storage timeframe, all the other
biodiesels proved to be more resistant to oxidation following addition of CC, exhibiting only
mild decreases in their lipid oxidation induction times throughout storage timeframe. The
biodiesel produced from sesame seed oil exhibited a high oxidative stability, which was
maintained throughout the entire storage timeframe. The mild/marginal trend of increase in
the refractive index during storage of the several biodiesels reflected the maintenance of
their physical properties, which was duly confirmed by the oxidative stability attained
following addition of CC to all biofuels. Biodiesels added with CC maintained a harsh
environment that prevented microbial growth, which was confirmed by the negative results
obtained from the microbiological screening for the presence of viable microbial cells
throughout the entire storage timeframe. Conclusions: CC, in low mass concentrations, was
able to substantially increase the lipid oxidation induction times of all tested biodiesels,
providing oxidative stability, as well as in maintaining harsh, hostile environments for
ubiquitous contaminating filamentous fungi such as Paecilomyces variotii Bainier.
Additionally, the mild trend of increase in the fourth significant digit of the values of refractive
indexes of all biodiesels allows to state that the initial biodiesel characteristics were

preserved following the combined addition of CC and water.

Keywords: Biodiesel. Curcumin. Pyrocatechol. Antimicrobial activity. Antioxidant

activity. Oxidative stability.
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APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa realizado, intitulado “Avaliacdo das atividades antioxidante
e antimicrobiana da curcumina e do pirocatecol ha manutencdo da qualidade do
biodiesel”, é parte integrante de um projeto de pesquisa abrangente, intitulado “Estudos
sobre Biodiesel: Desenvolvimento de métodos analiticos para a caracteriza¢do e controle de
gualidade e investigacdo de novos aditivos naturais para melhoria da qualidade deste
biocombustivel” aprovado na Chamada MCTI/CNPq N © 40/2013 - Selecdo Publica de
Projetos de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo voltados para a Cadeia Produtiva do
Biodiesel. Linha 1 — Caracterizacdo e Controle de Qualidade do Biodiesel, coordenado pelo
Prof. Dr. Matthieu Tubino do Departamento de Quimica Analitica do Instituto de Quimica da
UNICAMP.

A curcumina e o pirocatecol sdo compostos naturais, com comprovadas acdes
antimicrobiana e antioxidante, tendo a primeira ja sido empregada com sucesso como
agente antioxidante em alguns tipos de biodiesel (Adriano Gomes de Castro (2013) Estudo
da Influéncia da Curcumina na Estabilidade Oxidativa de Biodieseis e Oleos Vegetais, Tese
de Doutorado, Departamento de Quimica Analitica, Instituto de Quimica, UNICAMP, 2013),
em trabalhos realizados pela equipe do Prof. Dr. Matthieu Tubino, nhomeadamente em
biodieseis de girassol, milho, canola e coco babacgu. Diante destas informacdes, foi avaliada
a adicdo de curcumina e pirocatecol em biodieseis preparados a partir de diversas fontes
vegetais (6leo de soja, 6leo de semente de algodéo, dleo de gergelim, éleo usado de fritura,
0leo de améndoa de macauba e 6leo de microalgas) com o objetivo de minimizar a

proliferagdo microbiana e retardar em simultdneo o processo oxidativo.

Os resultados obtidos durante a realizacdo deste trabalho de pesquisa foram
apresentados sob a forma de painel cientifico em dois congressos cientificos,
nomeadamente o “l Simpdsio em Tecnologia, Inovagdo e Sustentabilidade”, realizado em
Sorocaba/SP de 26 a 28 de Novembro de 2014, com o trabalho intitulado “Curcumin and
biodiesel: a fruitful relationship for preventing biodiesel oxidation?” (ANEXO A), e o "382
Reuni&o Anual da Sociedade Brasileira de Quimica", realizado em Aguas de Linddia / SP de
25 a 28 de Maio de 2015, com o trabalho intitulado “Curcumina, pirocatecol e biodiesel: um
relacionamento frutifero para a prevencdo da degradacdo microbiana do biodiesel?”
(ANEXO B). Adicionalmente, os resultados obtidos deram ainda origem a dois artigos
cientificos, tendo sido um deles ja submetido para publicagdo numa revista cientifica

internacional indexada com arbitragem por pares (ANEXOS C e D).



1. INTRODUCAO

O Brasil tem se destacado nos ultimos anos no que se refere a producdo de
biocombustiveis, particularmente de etanol e biodiesel.

No que diz respeito ao biodiesel, desde 01 de Julho de 2014 que o Oleo diesel
comercializado em todo o Brasil contém 7% (v/v) desse biocombustivel. Esta regra foi
estabelecida pela Lei n° 13.033 de 24 de Setembro de 2014, publicada no Diario Oficial da
Unido (DOU) n° 185, se¢édo 1, em 25 de Setembro de 2014, que aumentou de 6% (v/v) a
partir de 01 de Julho de 2014 para 7% (v/v) a partir de 01 de Novembro de 2014 o
percentual obrigatorio de adicdo de biodiesel ao Oleo diesel obtido a partir de fontes néo
renovaveis (DOU, 2014).

O aumento continuado do percentual volumico adicionado de biodiesel ao diesel de
petroleo demonstra o sucesso do Programa Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel e da
experiéncia acumulada pelo Brasil tanto na produ¢cdo como no uso de biocombustiveis em
larga escala. Segundo dados da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), o Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de
biodiesel do mundo, com uma producg&o anual (dados de 2010) de 2,4 bilhdes de litros e
uma capacidade instalada, naquele ano, para cerca de 5,8 bilhées de litros. O biodiesel é
um combustivel produzido tanto a partir de 6leos vegetais como de gorduras animais, sendo
gue dezenas de espécies vegetais podem ser usadas na producao do biodiesel, entre elas,
Oleos de soja, canola, girassol, milho, dendé, babacu, amendoim, mamona, pinhdo-manso,

entre outras.

Para se tornar compativel com os motores a diesel, o 6leo vegetal precisa passar por
um processo de transformacao quimica chamado de transesterificacdo. Esta reacao quimica
é realizada industrialmente nas instalac6es produtoras de biodiesel autorizadas pela ANP. A
venda de “diesel BX”, designagao atribuida a mistura de 6leo diesel derivado do petréleo
com um percentual X (5% (v/v), atualmente) de biodiesel, é obrigatéria em todos os postos
de abastecimento que revendem 0leo diesel no Brasil. A adigdo de até 5% (v/v) de biodiesel
ao diesel de petréleo foi amplamente testada dentro do Programa de Testes coordenado
pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia do Brasil, que contou com a participacdo da
Associacdo Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores (ANFAVEA). Os resultados
obtidos demonstraram, até ao momento, ndo haver a necessidade de qualquer ajuste ou

alteracdo mecéanica nos motores dos veiculos que utilizam diesel BX.
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O biodiesel comercializado deve, no entanto, atender a uma série de especificacbes
regulamentadas pelos 6rgdos responsaveis (no Brasil, a ANP, através da Resolugdo
14/2012 publicada em 18 de maio de 2012). A Associagcdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), as normas internacionais da “American Society for Testing and Materials” (ASTM), a
“International Organization for Standardization (ISO)” e o “Comitté Européen de
Normalisation” (CEN), todos determinam os parametros de qualidade para o biodiesel
comercial e estabelecem os limites e métodos de ensaio para o seu controle de qualidade.

O biodiesel é considerado um bom substituto para o diesel derivado do petroleo,
devido ndo sé a sua melhor biodegradabilidade como também as baixas emissbes de
diéxido de carbono. Contudo, o biodiesel é instavel quando exposto a umidade e ao ar
atmosférico. Devido a sua higroscopicidade, pode ocorrer acumulo de agua durante o
armazenamento de biodiesel por longos periodos de tempo, 0 que o torna um ambiente
favoravel a proliferacdo de microrganismos e a oxidagdo, com consequente diminuicdo da

sua qualidade.

Considerando os fatos expostos, e dada a crescente importancia da utilizagéo de
combustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis, objetivou-se nesta proposta de
trabalho de pesquisa estudar o potencial de utilizagdo de compostos naturais com atividades
antimicrobiana e antioxidante, a curcumina, e o pirocatecol, em biodieseis produzidos a
partir de diversas fontes vegetais, visando minimizar tanto a proliferacdo microbiana como a

oxidacdao lipidica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biodiesel

A utilizacdo de oleos vegetais, como alternativas de combustivel, comegou a ser
estudada no final do século XIX por Rudolph Diesel (BUCKER, 2009; NASCIMENTO;
COSTA NETO; MAZZUCO, 2001; KNOTHE et al., 2006), na forma natural de 6leo. Foi
constatado que o uso direto dos 6leos vegetais nos motores de combustéo originava muitos
problemas como, por exemplo, a acumulacdo de material oleoso nos injetores, a queima
incompleta do 6leo, a formacao de depédsitos de carvdo na camara de combustdo, um baixo
rendimento de poténcia e ainda, a queima direta de 6leos vegetais libera a acroleina
(propenal), um composto de aldeido etilénico obtido na desidratagdo da glicerina, que €
téxico (GARDNER; KAZI; ELLIS, 2004). Dentro deste contexto foram estudadas formas mais
eficazes de utilizacdo destes 6leos como combustiveis, sendo um desses resultados o

biodiesel.

A utilizacdo de biodiesel, um combustivel derivado de fontes renovaveis, tem sido
largamente estimulada em diversos paises e as tendéncias mundiais assinalam uma
crescente substituicdo dos combustiveis de origem fossil pelos de origem renovavel, como
por exemplo o etanol (para uso em automoveis) e o biodiesel (para caminhdes, Onibus,
tratores e transportes maritimos, nos quais atualmente o 6leo diesel derivado do petréleo é o
combustivel mais utilizado) (LIMA; SOGABE; CALARGE, 2008).

Além de multiplicar as fontes energéticas, o biodiesel apresenta diversas vantagens
sobre os combustiveis derivados do petrdleo, nomeadamente por: (i) ndo conter compostos
aromaticos e enxofre; (i) apresentar teores médios de oxigénio, estimulando uma
combustdo mais completa; (iii) possuir um maior ponto de fulgor, 0 que o torna mais seguro;
(iv) produz, na sua combustdo, menor emisséo de particulas, HC, CO e CO,, diminuindo as
emissdes de compostos que promovem efeito estufa; e (v) ter carater nao-toxico e ser
biodegradavel (HILL et al., 2006).

2.1.1. Processo de producéo de biodiesel por transesterificacao de 6leos e gorduras

A transesterificacdo é o processo mais comum de producado de biodiesel, sendo que a
fase oleosa (constituida maioritariamente por triacilgliceréis, TAGs) é adicionado um alcool

de cadeia curta (metanol ou etanol), na presenca de um catalisador (quimico (metéxido ou
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etoxido de sbdio) ou enzimatico (enzimas lipases)) o que origina biodiesel que é constituido
por uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de &cidos graxos e glicerina (ou glicerol,
subproduto da reacdo de transesterificagdo) O processo simplificado € apresentado na
Figura 1.

Figura 1. Esquema simplificado do processo de producédo de biodiesel.

Sementes
PRENSAGEM

etanol ou metanol

| raand

|
\ BIODIESEL

Fonte: Adaptado a partir de http://www.biodieselbr.com/biodiesel/processo-producao/biodiesel-

processo-producao.htm (acesso em 02/09/2015).

Os TAGs séo encontrados em grandes propor¢cdes nos 0leos vegetais e gorduras
animais. A reacao de transesterificacdo € um processo que ocorre em etapas, sendo nada
mais do que a separacdo da glicerina do 6leo vegetal, uma vez que, cerca de 20% de uma
molécula de 6leo vegetal é formada por glicerina que torna o 6leo mais denso e viscoso.
Nesta reacdo, por cada molécula de TAG que sofre conversdo completa formam-se trés
moléculas de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) e uma molécula de glicerol (ver
Figura 2), que ao ser removida do 6leo o deixa mais fino e menos viscoso (KNOTHE et al.,
2006; MOSER, 2011).

As reacdes de transesterificacdo de 6leos vegetais e gorduras sdo realizadas na
presenca de catalisadores &cidos, basicos ou enziméaticos. Os catalisadores mais utilizados
séo os catalisadores homogéneos alcalinos, pela sua maior eficiéncia, resultando em altos
rendimentos de reacdo. Além destes, os alcoxidos sdo mais ativos, produzindo rendimentos
superiores a 98% na reacado de transesterificagdo de 0Oleos e gorduras, sendo, no entanto,

mais susceptiveis a presenca de agua (reagindo violentamente na sua presenca). Os
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hidroxidos de sbédio e de potassio, embora menos ativos apresentam menor custo e
produzem resultados satisfatorios, tendo sido por isso empregados em grande escala
(SCHUCHARDT; SERCHELI; VARGAS, 1998; LOTERO et al., 2005).

Figura 2. Reacdao de transesterificacao de triacilgliceréis com alcool para producao de biodiesel.

O
0 r. L
OH " R,
I i
Cat.
+ 3R-OH =m—==== OH +
0“ "R ! R
. Alcool \OJJ\Ra
o - OH
Y 3 Glicerol O
1 e AL
T - . , 0 R3
riglicerideo Mistura de esteres
Biodiessl

Fonte: SANTOS; PINTO, 2009.

2.1.2. Normas relativas a composicao regulamentar do biodiesel

O biodiesel pode ser definido como sendo um mono-alquiléster de acidos graxos,
derivado de fontes renovaveis tais como 6leos vegetais e gorduras animais (CANAKCI; VAN
GERPEN, 2001), sendo produzido através da conversdo de TAGs em moléculas menores
de ésteres de acidos graxos (ENCINAR et al, 2002; NOUREDDINI; HARKEY;
MEDIKONDURU, 1998). O biodiesel € uma substancia oriunda de biomassa derivada de
diversas fontes renovaveis, regulamentada de acordo com o Orgdo que supervisiona a
producdo e qualidade dos mesmos, Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP) no Brasil, através da ABNT NBR 2008/ANP 07/08 (ANP 2015), na
Europa, através da EN 14214 2003a, e nos Estados Unidos, através da ASTM D6751, 2008.

Existem diversos parametros observados na constituicdo e qualidade dos biodieses
como: a reacao de transterificagdo por bases fracas e acidos fortes (RAMOS et al, 2009;
GERIS et al., 2007; HOLANDA, 2004; SCHUCHARDT; SERCHELI; VARGAS, 1998), o teor
da agua permitido no biodiesel € de 500 mg/kg (ANP, 2004), uma vez que a presenca da

agua resulta na formacédo do sab&do ao invés do produto desejado. O processo acontece em
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altas temperaturas, com isto, acontece a hidrélise dos EAAGs ocasionando a formacao dos
AGLs (LIRA et al., 2010; RINALDI et al., 2007). O teor de &lcool € um ponto de grande
importancia no processo, sendo que os alcoois que podem ser utilizados na producéo do
biodiesel sédo os metilico, etilico, propilico e &lcool pentilco (alcool amilico) (DERMIBAS,
2008; GERIS et al., 2007; BAJPAI; TYAGI, 2006), e de entre estes os de cadeias menores
tém um pontencial nucleofilico maior, sendo os mais utilizados (BAJPAI; TYAGI, 2006).

O Brasil € um dos grandes produtores de etanol, portanto é natural que leve vantagem
sobre outros paises na producgdo do biodiesel utilizando o etanol, uma vez que o Brasil é
auto-sufiente na sua producdo. Em vista a diversos parametros a serem observados, como
a producdo agricola para a obtencdo do etanol, a sua baixa toxicidade e a vantagem de ser
renovavel (HOLANDA, 2004). Ja o metanol é mais atraente pelo ponto de vista da
reatividade, como € composto sintetizado do petréleo torna-se mais toxico em relacdo ao
etanol (MONTEIRO et al., 2008; BOUAID; MARTINEZ; ARACIL, 2009). Entre diversos
parametros obrigatorios, para a manutencdo da qualidade do biodiesel produzido e larga

escala.

2.1.3. Processos de catélise quimica versus enzimatica

A transesterificagdo dos Oleos vegetais e/ou gorduras associada a algum alcool de
cadeia curta (metanol ou etanol) da-se na presenca de catalisadores quimicos alcalinos
(usados preferencialmente nos setores comerciais) (conforme mostra a Figura 3) ou
enzimaticos (conforme ilustra a Figura 4). Logo os catalisadores quimicos sdo mais
acessiveis e por isso 0s mais utilizados sdo o0 NaOH e o0 KOH (SCHUCHARDT; SERCHELI;
VARGAS, 1998; MARCHETTI; MIGUEL; ERRAZU, 2008; ROBLES-MEDINA et al., 2009).

Na relacdo custo-beneficio, estes produtos quimicos provaram ser muito mais
econdmicos em comparacdo com as enzimas, devido ao maior indice de conversdo de
ésteres, curto tempo de reacao e utilizacdo de baixa temperatura (BACOVSKY et al., 2007;
LEUNG; WU; LEUNG, 2010). A principal desvantagem da utilizacdo dos catalisadores
alcalinos reside na sua sensibilidade em presenca de agua, na sua pureza e na pureza do
subproduto gerado. A presenca de acidos graxos livres e agua na matéria-prima tem uma
influéncia significativa sobre a reacéo de transesterificacdo. Além da purificacdo do produto
final, a reacdo de transesterificacdo alcalina necessita de tratamento das aguas residuais
que sdo produzidas no processo de neutralizacdo e lavagem do biodiesel (LEUNG; GUO,
2006; MARCHETTI; MIGUEL; ERRAZU, 2008).
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As aguas residuais geradas no processo de producdo de biodiesel por
transesterificagdo representam cerca de 0,2 toneladas por cada tonelada de biodiesel
produzido. A purificacdo do produto final requer um extenso processamento, 0 que faz com
que a transesterificacdo alcalina seja cara e ambientalmente desfavoravel, entrando assim
em controvérsia com a ideia de um combustivel biodegradavel e produzido a partir de fontes
renovaveis, encarado como uma das possiveis solugbes para a diminuicdo da emisséo de
gases poluentes e com efeito de estufa, se no processo de producgdo ainda existem residuos
prejudiciais ao ambiente e a saude humana (FJERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL,
2009).

Alguns tratamentos sdo abordados para os efluentes residuais da producdo do
biodiesel, como o tratamento eletroquimico que consiste no processo de eletrocoagulagéo,
onde foram testadas combinacdes de &nodos e catodos e alguns materiais: Fe-Fe, Fe-C, Al-
Al, Al-C e C-C. Em um reator contendo elétrodos para medi¢cdo, conectado em paralelo a
uma fonte de alimentag&o continua, foram medidos as densidades das misturas, o pH inicial
e final, para observar e monitorar 0os teores de 6leos e gorduras, sélidos suspensos e
concentracéo de glicerol e metanol (SRIRANGSAN; ONGWANDEE; CHAVALPARIT, 2009).
Tratamento biologico, onde foi empregada a levedura Rhodotorula mucilaginosa, para
combater o residuo; ap6s diversos testes, 0 crescimento 6timo do microrganismo foi
determinado. O médodo consistiu em observar que quanto maior a concentracdo de soélidos
no efluente, menor o indice de crescimento do microrganismo, percebendo assim que se a
presenca destes solidos estivesse acima de 2,14 g L™ a levedura encontrava dificuldade de
crescimento e assim foram adicionados nutrientes para o seu 6timo crescimento, lembrando
que foi necessario a diluicdo do efluente para a acdo eficaz do agente (SUEHARA et al.,
2005). Tratamento fisico-quimico, onde foram abordados 5 métodos para o tratamento dos
efluentes: 1° tratamento com solugdo de acido acético 0,01% (m/m); 2° tratamento com
solucdo de acido acético 0,01% (m/m) e filtragem em filtro de britas e areia; 3° tratamento
com &cido acético 0,01% (m/m), seguido de filtracdo em filtro de britas e areia e com
membrana filtrante entre camadas; 4° tratamento em Jar test com a adi¢cdo de sulfato ferroso
com floculante; 5° tratamento em Jar test, com a adicdo de sulfato de aluminio como
floculante (GOLDANI; FRANKENBERG; CANTELLI, 2008).
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Figura 3. Processo de producéo de bhiodiesel por transesterificacao alcalina (com etéxido de sédio) de

6leo residual de fritura.
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Fonte: DE PAIVA MENEZES; FIDALGO; SILVA, 2010.

As enzimas séo catalisadores biolégicos que permitem a realiza¢do de muitas reacdes
a velocidades imensamente superiores as das mesmas reacdes ndo catalisadas, através da
diminuicdo expressiva da energia de ativagdo dessas mesmas reagdes. Sendo catalizadores
biologicos, atuam normalmente sob condicdes fisiologicas de pH e temperatura e a
baixissimas concentracdes de substrato. No entanto, através de técnicas de engenharia
enzimatica consegue-se hoje realizar industrialmente muitas reacdes que sO podiamos
observar em organismos vivos, em condigcbes de pH, temperatura e concentragbes de
substratos substancialmente afastadas das fisiolégicas (SILVA et al., 2009; BARROS et al.,
2003; LAMAS et al., 2001; BALCAO et al., 2001; BALCAO; OLIVEIRA; MALCATA, 1998;
BALCAO; MALCATA, 1998; BALCAO et al., 1998a,b). As enzimas tém um enorme potencial
de reduzir tanto o consumo energético como 0s problemas ambientais associados a

producao de produtos residuais nas industrias quimica e farmacéutica.
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A transesterificacdo enzimatica de 6leos e/ou gorduras para producdo de biodiesel
ainda néo €, no entanto, uma prética corrente na industria, porém sabe-se que em 2008 ja
se produzia biodiesel na China a escala industrial usando esta abordagem totalizando uma
producdo anual de cerca de 20.000 toneladas (DU et al., 2008).

Comparando a utilizagdo de enzimas como catalisadores na producdo de biodiesel
com os catalisadores alcalinos ou &cidos (ver Quadro 1), as primeiras apresentam como
vantagens o fato de ndo promoverem saponificagdo dos TAGs, o produto final ndo necessita
passar pelo processo de lavagem, produzirem glicerol de maior qualidade, né&o
discriminarem a proveniéncia das matéria-primas, apresentam uma necessidade reduzida
em termos de consumo de energia e necessitam de uma menor propor¢do de alcool para
6leo do que os catalisadores quimicos (NARASIMHARAO; LEE; WILSON, 2007
TAMLAMPUDI et al., 2008; FIERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009).

No entanto, a transesterificacdo enzimatica também apresenta desvantagens (ver
Tabela 1) tais como um tempo de reagdo maior, necessidade de uma maior concentracao
enzimatica para a conclusdo da reacdo, um elevado custo de producdo (enquanto as
enzimas de utilizagdo industrial (impuras) custam em torno de USD 1000 / kg, o NaOH
apresenta um custo em torno de USD 0,62 / kg), e o fato das enzimas tenderem a perder as
suas propriedades cataliticas ao fim de 100 dias de utilizagdo em continuo (BACOVSKY et
al., 2007; JEONG; PARK, 2008; FJERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009).

Figura 4. Esquema integrado do processo de producao de biodiesel por transesterificacdo enzimatica

de 6leos ou gorduras com alcool.

Enzimas — Oleo nao convertido,
Oleo com (eings),
acidos graxos 2lood 9 —
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Alcool —j
Glicerol,
A: Reator alcool
B: Separacgéo (Centrifuga ou Decantador) » Glicerol

C: Filtro ou Membrana
D: Recuperacgao de alcool

Fonte: NIGAM et al., 2014.
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Quadro 1. Comparacéao entre os processos de transesterificacdo quimica e enzimatica na producédo

de biodiesel.

Pincipais fatores

Transesterificagdo
catalizador alcalino

com

Transesterificagdo
biocatalizador

com

Temperatura

60 °C-80°C

20°C-60°C

Presenca de acidos graxos
nas matérias-primas

Formacéo de sabfes

Conversdo completa para o0s
ésteres metilicos

Presenca de agua

Reacédo desloca-se na formagéo
de mais sabdes, a medida que
ocorre a hidrélise do éleo

Sem efeito no produto final

Rendimento da producéo de
biodiesel

Elevado, quase 99%

Comparativamente mais baixo do
que com o catalisador alcalino,
em torno de 90%

Processamento a jusante do

Purificacdo multi-etapas dos

Nenhum

processo produtos finais
Custo de producdo do | Baixo, dado o reduzido custo do | Elevado, dado o alto custo dos
biodiesel catalisador biocatalizadores

Comercializacéo

100% comercializado

Ainda ndo é comercializado em

grande escala

Efluentes salinos e alcalinos
necessitam de tratamento antes
da descarga

Geracgao de 4guas residuais N&o gera aguas residuais

Fonte: Elaboragéo propria.

2.2. Contaminacao microbiana do biodiesel

O biodiesel € um bom substituto para o diesel derivado do petréleo por causa da sua
melhor biodegradabilidade e baixa emissdo de diéxido de carbono a quando da sua
combustdo nos motores atmosféricos. Contudo, o biodiesel é instavel quando exposto a
umidade e ao ar atmosférico. Assim, devido a sua higroscopicidade pode ocorrer
acumulacdo de agua durante o armazenamento de biodiesel por longos periodos de tempo,
0 que constitui uma condicao favoravel a proliferacdo de microrganismos (ZIMMER et al.,
2013; AGUIAR, 2013).

A estabilidade do biodiesel durante o armazenamento esta relacionada com a sua
capacidade em resistir a mudancas fisicas e quimicas causadas pela sua interagdo com o
meio ambiente. Tais mudancas sdo geralmente influenciadas por fatores abidticos como a
presenca de contaminantes, luz solar, entre outros, que podem levar a formacdo de
depositos sdlidos, mudancas de cor e odor, e turbidez do mesmo. A estabilidade térmica do
biodiesel, por outro lado, diz respeito ao efeito da temperatura na oxidacdo natural do
biodiesel (CASTRO, 2013).
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A degradacao microbiana pode se dar pela contaminacdo microbiolégica advinda de
particulas de poeira e de ambientes de armazenagem contaminados. Para o controle da
contaminacdo microbiana do biodiesel durante o seu armazenamento, tém sido utilizadas
diversas substéncias biocidas, como por exemplo clorometilisotiazolinona/metilisotiazolinona
(CMIT/MIT), em concentracoes de 100-400 ppm,
nitrobutilmorfolina/nitrotrimetilenodimorfolina (NBM), em concentragdes de 125 a 1000 ppm
e Glutaraldeido (GA) nas concentra¢des 500 a 3000 ppm (ZIMMER et al., 2013). Onde a
utilizacdo de substancias sintetizadas tambpem é empregada com sucesso.

No entanto, a adicdo de substancias naturais possuindo simultaneamente atividades
antioxidante e antimicrobiana poderia mostrar-se mais vantajosa em diversas partes, para
evidenciar cada vez mais esta tecnologia e assim levar para novos rumos as pesquisas e
descobertas, para acabar com o grande preconceito que é ainda imposto sobre os
biocombustiveis. Neste projeto de pesquisa foi por isso objetivado o estudo da adi¢do de
duas substancias naturais ao biodiesel, nomeadamente a curcumina e o pirocatecol, e seus

efeitos na manutencédo da qualidade do biodiesel.

2.3. Oxidagéao lipidica do biodiesel

Comparativamente aos combustiveis fésseis, que sao relativamente inertes e mantém
suas propriedades e caracteristicas principais pouco inalteradas ao longo de um
determinado periodo de armazenamento, o biodiesel degrada-se mais rapidamente com a
acdo do ar, temperatura elevada, luz solar e umidade. Ao entrar em contato com
determinados contaminantes, gasosos ou microbianos, ocorre uma diminuicdo da qualidade
do biodiesel, sendo a oxidacao lipidica decorrente da exposi¢cao ao ar atmosférico um dos
principais problemas de degradacdo a que o biodiesel esta sujeito (FERRARI; OLIVEIRA,;
SCABIO, 2005).

A alteracdo da qualidade tanto do biodiesel puro como de suas misturas € ligeiramente
observada por alguns fatores, tais como elevacdo da acidez, aumento da corrosividade e
formacdo de produtos indesejaveis como polimeros e depésitos, indicios claros de que o
processo oxidativo do biodiesel estd ocorrendo durante o armazenamento do produto
(BONDIOLI et al., 2003; BONDIOLI et al., 2004).

A protecdo contra a oxidacao €, também, um importante parametro a ser observado e
estudado para uma melhor aceitagdo do produto. O processo de degradagéo oxidativa do

biodiesel depende muito da origem dos acidos graxos utilizados para a producdo do
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biodiesel, principalmente do seu grau de insaturacdo, dos ésteres que estdo em sua
composicdo, além de fatores ambientais tais como temperatura, umidade e luz solar
(FERRARI; OLIVEIRA; SCABIO, 2005; FERRARI; SOUZA, 2009). Assim, a instabilidade
oxidativa é atribuida a uma grande percentagem de ésteres insaturados no biodiesel, os
quais sofrem com mais frequéncia a oxidagcdo no meio, tais como o linoleato de metilo (Cyg:,)
e o linolenato de metilo (Cig.3), originando compostos de degradagdo tais como &cidos,
aldeidos, ésteres, cetonas, peréxidos e alcoois (XIN; IMAHARA; SAKA, 2009).

Em consequéncia da umidade ambiental e residual ou pela contamina¢éo adventicia
com agua nos tanques de armazenamento, podem ocorrer rea¢des de hidrélise que levam a
formacdo de &cidos graxos livres, com consequente aumento da acidez do biodiesel.
Relativamente as reacdes de oxidacao, estas ocorrem em funcao de varios fatores podendo
incluir a combinacdo de trigliacilgliceréis com elevado nivel de acidos graxos insaturados
com exposicdo a luz, altas temperaturas, presenca de metais e exposicdo ao oxigénio
atmosférico (KNOTHE, 2007; BORSATO et al.,, 2012, 2014). Na Figura 5 encontram-se
esquematizados o0s principais processos de degradacdo lipidica, ilustrados para uma

molécula de triacilglicerol.

Figura 5. Processos de degradacéo lipidica, ilustrados para uma molécula de triacilglicerol.

0]

Acido graxo livre
HO)JV\/\/\/\/\/\/\/\

Hidroélise em
presencga de
H,0

Oxidagao em
presencga de
0,

Produtos de degradacao:
Hidroperoxidos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos...

Fonte: Adaptado de DA SILVA et al., 2015.
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Todos estes compostos originarios da degradacdo dos ésteres insaturados néo sao
apenas problematicos na composicao do biodiesel, mas também acabam por danificar os
motores de combustdo (MONYEM; VAN GERPEN, 2001; CANAKCI; VAN GERPEN, 2001),
impedindo ainda a aceitacdo e liberacdo em grande escala para a comercializacdo deste
combustivel (DINKOV et al., 2008). O grau de oxidacao de &cidos graxos com diferentes
niveis de insaturacdo esta relacionado com seu mecanismo de oxidacao. A oxidacdo de um
Oleo insaturado é uma reagdo em cadeia de radicais livres: formacdo do radical livre,
formacdo do hidroperoxido, decomposicdo do hidroperéxido e formacdo de produtos de
oxidacdo (LIN, 1991).

2.3.1. Estabilidade oxidativa como parametro de qualidade do biodiesel

A estabilidade oxidativa expressa a suscetibilidade do biodiesel a oxidagdo sob
condi¢bes induzidas de oxidagdo, tais como a exposi¢do ao ar atmosférico e a temperatura
elevada, podendo ser determinada por intermédio do tempo de indugéo isto é, o tempo
necessario para que se iniciem os processos de oxidagdo com formacdo de compostos
volateis de pequena massa molecular (tipicamente acidos carboxilicos ou compostos
dissociaveis em agua), que aumentam a condutividade de uma célula contendo agua
(DANTAS et al., 2011). Na Figura 6 pode se visualizar o funcionamento de um dispositivo
Rancimat 873, utilizado para medir o tempo de inducdo da oxidacgéao lipidica de biodiesel. A
ANP determina, para o biodiesel, um tempo de indu¢cao minimo de 8 h, em resultado de uma
determinacéo efetuada a 110 °C com fluxo de ar de 10 L. h™, seguindo-se a norma EN ISO

14112 (EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003)
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Figura 6. CondigGes analiticas de um analizador Rancimat 873, para determinagdo do tempo de

inducéo da oxidac¢éo lipidica e consequente estabilidade oxidativa do biodiesel.

Condigoes analiticas Mecanismo de avaliagio da estabilidade oxidativa: Gerag3o de compostos voliteis soliivei
do Rancimat em agua, pela oxidag3o de icidos gr insaturados, levando a um aumento da
dutividade elétrica na solug3o de absorgo (agua).

Entrada de ar (10 dm*+h')
|

Ar»> — —-I)-—l {> >
. |
Tubo de reagao l I A

A
v
Amostra
Ba)
d
\—/ Biodiesel Rancimat da
Bloco de mmo a 110 °C Metrohm AG (modelo 873, Herisau, Suiqa)

Fonte: adaptado a partir de http://www.cyclochem.com/cyclochembio/research e/035.html.

Neste sistema, a condutividade da solucdo de absor¢cdo (dgua) € medida
continuamente (observar Figura 6), obtendo-se uma variacdo de condutividade em fungéo
do tempo, geralmente uma curva carateristica conforme ilustra a Figura 7. O tempo de
inducdo é definido como sendo aquele periodo necessério para atingir um ponto critico de
oxidagdo, correspondente a fase de iniciacdo dos processos oxidativos. A partir desse
instante produz-se uma acelerag¢éo brusca da velocidade do processo oxidativo, 0 que gera
um rapido aumento da condutividade da solucdo de absor¢do (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).
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Figura 7. Exemplo de gréfico de variacdo da condutividade em func&o do tempo produzido pelo

método Rancimat, para determinacao do tempo de inducdo da oxidacéao lipidica.
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Fonte: Elaboragéo propria.

O tempo de inducgédo reveste-se assim de especial importancia, pois € um indicador do
periodo de tempo no qual o biodiesel pode ser armazenado em condi¢cdes adequadas sem
gue haja alteracdes de suas propriedades fisicas e quimicas, como por exemplo aumento de
acidez e viscosidade (BONDIOLI et al., 1995). Este parametro é reflexo da composicéo
molecular do biodiesel relativamente ao numero de ligacdes duplas: regra geral, o tempo de
inducdo do biodiesel diminui quando aumenta a quantidade de insaturac6es dos 6leos a

partir do qual ele foi produzido.

2.4. Curcumina

A curcumina [1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione] é um
composto polifendlico de massa molecular igual a 368,38 g/mol e férmula molecular
C,1H2006, presente naturalmente no acafréo-da-india (Curcuma longa Linn.) (SHAIKH et al.,

2009). A sua estrutura molecular encontra-se ilustrada na Figura 8.
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Figura 8. Estrutura molecular da curcumina.

O O

HO OH
OCHs H3CO

Fonte: retirado de http://www.edinformatics.com/interactive_molecules/info/curcumin.htm.

A curcumina (ou curcuma) disponivel comercialmente é na verdade uma mistura de
trés curcumindides que Ihe conferem a cor amarelo-alaranjada (ver Figura 9): curcumina
(77%), desmetoxicurcumina (17%) e bidesmetoxicurcumina (3%) (CHASSAGNEZ,
CORREA; MEIRELES, 1997). O Acafrdo da india ou “Turmeric’ ou “Carcuma” (Curcuma
longa Linn.) é uma planta da familia do gengibre (Zingiberaceae) sendo a raiz a parte mais
utilizada na culinaria e na medicina. No Brasil, principalmente em Minas Gerais e Goias, é
conhecida como Acafrdo da Terra, Acafroa ou Gengibre Amarelo. A curcumina tem sido
utilizada na alimentagcédo e na medicina Ayuverdica (medicina tradicional Indiana) desde ha
mais de 6000 anos, para tratamento de diversas doengas (DE FELIPPE JUNIOR, 2008).

Figura 9. Coloragdo amarela do agafrdo da india, ou “Turmeric”, ou ainda “Curcuma” (Curcuma longa

Linn.), planta da familia do gengibre (Zingiberaceae).

Fonte: http://www.zentrum-der-gesundheit.de/curcumin-krebshemmende-wirkung-ia.html.

A respeito dos promissores efeitos biolégicos da curcumina, sua biodisponibilidade é
baixa devido a uma inexpressiva solubilidade em &gua. Adicionalmente, é fotossensivel e
degrada-se quando exposta a pHs alcalinos. Assim, encontram-se na literatura cientifica da
especialidade diversos trabalhos de pesquisa envolvendo modificagcdes farmacotécnicas da
curcumina, visando a alteracdo de suas propriedades farmacocinéticas ou

farmacodindmicas visando o aumento de sua biodisponibilidade e protecédo de sua estrutura
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(TIYABOONCHAI; TUNGPRADIT; PLIANBANGCHANG, 2007; MAITI et al, 2007;
MUKERJEE; VISHWANATHA, 2009; SHAIKH et al., 2009; CUI et al., 2009; ONOUE et al.,
2010).

A atividade antimicrobiana da curcumina tem também sido objeto de pesquisas
cientificas para utilizacdo deste pigmento natural como agente antimicrobiano em alimentos.
As suas propriedades antimicrobianas, aliadas a sua relativamente baixa toxicidade, podem
promover a utilizacdo desta substancia como conservante em alimentos e cosméticos
(PERET-ALMEIDA et al., 2005, 2008).

Ha relatos do poder antioxidante da curcumina associada a outros compostos, na a¢ao
antitumoral da bleomicina sobre os linfécitos humanos (ver Tabela 2), no encapsulamento

em microparticulas e filmes de quitosana, entre outros.

Quadro 2. Farmacologia e atividade antitumoral da curcumina.

ATIVIDADE CITADA NA LITERATURA PARA A

CURCUMINA REFERENCIA

AGGARWAL; KUNAR; BHARTI,

Antiproliferativa, antitumoral e anticancerigena. 2003

Inducdo da apoptose de células cancerigenas e como | AGGARWAL; KUNAR; BHARTI.
quimioprotector na inibicdo da formacao de metastases. | 2003, BACHMEIER et al., 2008

Atividade antiproliferativa e pro-apoptética. PISANO et al., 2007

Protecdo contra os efeitos das nitrosaminas sobre as

. o SHUKLA, ARORA, 2003
células hepaticas.

Com seu potente poder antioxidante, a curcumina age por via de diversos mecanismos
e acaba combatendo a proliferacdo de vérios tipos de células tumorais (AGGARWAL;
KUNAR; BHARTI, 2003).

2.5. Pirocatecol (catecol)

O catecol, também conhecido como pirocatecol ou 1,2-dihidroxibenzeno, é um
composto organico com a féormula molecular C¢H4(OH), (ver Figura 10). Tem um aspecto

cristalino incolor e odor caracteristico, encontrando-se normalmente na fase sélida, é sollvel
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em agua, possui uma massa molecular de 110,1 g/mol, densidade de 1,344 g/cm3, ponto de
fusdo de 105 °C e ponto de ebulicdo de 245,5 °C.

Pequenas quantidades de pirocatecol podem aparecer naturalmente em frutos e
vegetais, juntamente com a enzima polifenol oxidase. Os frutos, ao serem expostos ao ar,
permitem que o pirocatecol (incolor) neles contido se oxide, resultando desta reagdo a
benzoquinona (de cor avermelhada-castanha). A benzoquinona, produto da oxidacdo do
pirocatecol, € um antimicrobiano natural que previne na maior parte dos casos a infec¢ao de
plantas por parte de microrganismos. A oxidagdo do pirocatecol € também utilizada em
laborat6rio para investigacéo oncoldgica, uma vez que alguns ensaios cientificos provaram a
eficacia dos produtos da oxidagdo do pirocatecol (varias quinonas e superéxidos) no
combate a células de glioblastomas. Conhecendo o seu poder antimicrobiano, a

farmacologia emprega-o ainda como antisséptico (SOARES, 2002).

Figura 10. Estrutura molecular do pirocatecol.

OH

OH

Fonte: retirado de: http://structuresearch.merck-chemicals.com/cgi-
bin/getStructurelmage.pl?owner=MDA&unit=CHEM&product=822261

2.6. Garantia de Qualidade do Biodiesel no armazenamento.

A Petrobras aplica um rigoroso procedimento desde a producao do biodiesel até seus
distribuidores e parceiros, resultando em um regime rigoroso para manter a qualidade do
produto em todas as etapas produtivas. Alguns pontos sdo observados para que o produto
chegue ao consumidor com a devida qualidade, tais como: recebimento dos caminhdes-
tanques, onde toda a documentagdo deve estar em dia de acordo com as normas, para
comprovar a qualidade do 6leo diesel ou biodiesel antes do embarque para o seu destino,
estarem devidamente limpos (sem a presenca de agua e detergentes). Adicionalmente, a
presenca de sujeiras nos tanques do armazenamento deve ser eliminada, pois podem
influenciar no aparecimento de compostos indesejaveis, pela interagdo do combutivel com
aquele material presente. Outro ponto é a sedimentacdo de contaminantes, onde depois de

introduzidos os biocombustiveis onde serdo estocados € observada a separacao através do
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repouso por cerca de 12 a 36 horas dependendo da coluna de Oleo diesel ou biodiesel
dentro do tanque. E a presenca de agua, que favorece a proliferacdo microbiana e também
a hidrdlise.

Nao é descrita € taxada uma norma do tempo total permitido para o armazenamento
do combustivel e nem o seu prazo de validade, sendo aconselhavel que a estocagem seja
de no méximo 3 meses para que ndo hajam influéncias no produto, como as descritas acima
(PETROBRAS, 2012)
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Em funcdo da importancia do biodiesel para produgdo no Brasil, e o0 manejo dos
residuos, percebe-se que ha a necessidade de propostas para a melhoria de sua qualidade
e conservacdo. Assim, o0 objetivo deste trabalho de pesquisa consistiu em avaliar a
aplicagdo de novos aditivos naturais com comprovadas atividades antimicrobiana e
antioxidante, nomeadamente a curcumina e o pirocatecol, para a manutencdo da qualidade

do biodiesel.

3.2. Objetivos especificos

Especificamente, o trabalho de pesquisa almejou:

@ Preparar biodieseis a partir de diferentes fontes vegetais;

@

Avaliar a capacidade antimicrobiana da curcumina e do pirocatecol em diferentes
concentragcdes massicas e sob diferentes condi¢cdes de hidratacdo, para escolha do

melhor aditivo;

@

Avaliar a aplicagdo do aditivo natural selecionado na manutengdo da qualidade dos
diferentes biodieseis, em termos de controle da oxidag&o lipidica, manutengéo de
ambiente desfavoravel ao crescimento microbiano e evolucédo do indice de refracao,

ao longo de um periodo de armazenamento de seis meses.

3.3. Limitacdes do estudo

@

N&o foi objetivo deste trabalho de pesquisa estudar a capacidade produtiva.

@

N&o foi objetivo deste trabalho de pesquisa estudar o manejo dos residuos.

@

N&o foi igualmente objetivo estudar o processo produtivo.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Material e reagentes

4.1.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho de pesquisa foram de grau de pureza
PA, tendo sido utilizados sem qualquer tipo de purificacdo adicional. A agua utilizada foi
purificada num sistema Milli-Q Elga Purelab (Molsheim, Franca) até uma condutividade final
de cerca de 18,2 MQ.cm™. A curcumina foi adquirida & Merck Schuchardt OHG
(Hohenbrunn, Alemanha); O pirocatecol foi adquirido a Fluka (Buchs SG, Suica). Para a
sintese dos varios biodieseis, o 6Oleo refinado de soja foi adquirido no comércio local na
cidade de Campinas (Campinas SP, Brasil), o 6leo residual de fritura foi coletado através do
Programa de Recolha Seletiva de Residuos do Departamento de Ambiente da Universidade
Estadual de Campinas (Campinas SP, Brasil), os 6leos de semente de algodao e de
microalgas foram oferecidos pela EXTRAE/FEA/UNICAMP (Unicamp SP, Brasil), o 6leo de
semente de gergelim foi oferecido pela empresa Sésamo Real Industria e Comércio de
Produtos Alimenticios Ltda. (Valinhos SP, Brasil), e o 6leo de améndoa de macauba foi
adquirido a Associacdo Comunitaria de Pequenos Produtores do Vale de Dantas e Regibes
Adjacentes a Montes Claros (Minas Gerais MG, Brasil). O metanol absoluto foi adquirido a
Synth (Diadema SP, Brasil) e o catalisador metoxido de sddio (30% (m/m) em metanol) foi

adquirido a Vetec (Rio de Janeiro RJ, Brasil).

4.1.2. Material biolégico

O microrganismo utilizado nos ensaios experimentais, o fungo filamentoso
Paecilomyces variotii Bainier, de cédigo CMMAI 0543, foi adquirido a Colecao Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAI), do CPQBA/UNICAMP (Campinas SP,

Brasil).
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4.1.3. Meios de cultura

O meio de cultura utilizado em todos os ensaios microbiol6gicos foi 0 meio nutritivo de
agar Sabouraud Dextrose solidificado, adquirido a Promidol Biotecnologia (Belo Horizonte,
Brasil). As placas de Petri, descartaveis, foram adquiridas & J. Prolab (S&o José dos Pinhais,
Brasil). O caldo nutritivo BHI (Brain Heart Infusion) foi adquirido & HiMedia Laboratories
(Mumbai, india).

4.1.4. Equipamento analitico

Os equipamentos cientificos utilizados incluiram uma balanca analitica da marca
OHAUS (modelo AS200S, Sorocaba, Brasil), uma balanca semi-analitica da marca MARTE
(modelo AL200, Sorocaba, Brasil), uma estufa de incubacédo da marca QUIMIS (modelo Q-
316-14, Diadema SP, Brasil), uma capela de fluxo laminar da marca TROX TECHNIK
(modelo FLV-II, S&do Paulo SP, Brasil), um analisador de tempo de inducdo da oxidagéo
lipidica da marca Metrohnm AG (modelo Biodiesel Rancimat 873, Herisau, Suica), € um

refratbmetro digital da marca Mettler-Toledo (modelo Refracto 30GS, Greifensee, Suica).
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4.2. Procedimentos experimentais

4.2.1. Preparacao de biodiesel

Os diferentes biodieseis foram preparados a partir de 6leos de fontes vegetais distintas
(améndoa de macaulba, residual de fritura, soja, algodao, gergelim e microalgas), por
processos de transesterificacdo quimica com um mono-alcool de cadeia curta (metanol), na
presenca de um catalisador quimico (metdéxido de sédio), produzindo assim uma mistura de

ésteres alquilicos de acidos graxos e glicerol.

As reacOes de sintese foram realizadas de acordo com o procedimento descrito
abaixo, proposto por ARICETTI (2010) e DA SILVA et al. (2015). Os biodieseis foram
sintetizados através de duas reacdes sequenciais de transesterificacdo. A primeira reacao,
de ataque, foi realizada utilizando-se 600 g de 6leo, 120 g de metanol (20% (m/m) da massa
de 6leo) e 3,36 g de catalisador metéxido de sédio (que corresponde a 80% de 0,7% (m/m)
da massa de 0leo). A mistura foi refluxada durante 1 hora a 60 °C. Uma vez terminada a
reacdo, a solucdo resultante foi decantada para separagédo do glicerol. O sobrenadante foi
recolhido para a segunda reacdo de ataque, utilizando-se mais 0,84 g do catalisador
metoxido de sodio (20% (m/m) dos restantes 0,7 % da amostra). Novamente, a mistura
resultante foi colocada para decantagdo e a fase inferior rejeitada. A fase superior foi
recolhida e submetida a uma etapa de lavagem, usando cinco volumes de 100 mL de agua
desionisada a 60 °C, para remocao de impurezas tais como vestigios de glicerol, metanol e

catalisador quimico.

O processo de sintese do biodiesel por processos de transesterificacdo quimica,
utilizado neste trabalho de pesquisa, encontra-se representado esquematicamente na Figura
11.
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Figura 11. Fluxograma do processo de sintese quimica do biodiesel.
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Fonte: Elaborag&o propria.

4.2.2. Screening para determinacdo da minima concentracdo (6tima) de curcumina e
pirocatecol em diferentes condigcbes de hidratagdo, capaz de produzir efeitos

fungistéticos

Foi efetuado um screening para avaliagdo da minima concentracao de curcumina e de
pirocatecol capaz de produzir efeito fungistatico no biodiesel, utilizando como
microrganismo-alvo o fungo filamentoso Paecilomyces variotii Bainier. Foram utilizados
curcumina e pirocatecol, na forma de pd, em percentagens massicas variaveis de 0,10-
1,50% em massa em biodiesel (0%, 0,1%, 0,2%, 0,5%, 1,0%, ou 1,5%, m/m). Vinte e quatro
amostras de cada biodiesel foram adicionadas com curcumina e pirocatecol nas

percentagens mencionadas. A presenca de agua foi também avaliada, com adicdo de 1%
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agua (m/m) as amostras de biodiesel contendo curcumina ou pirocatecol. Na Figura 12
apresenta-se o design experimental utilizado. Todas as amostras de biodiesel adicionadas
com curcumina ou pirocatecol, na auséncia ou presenca de 1% (m/m) de &gua adicionada,
foram armazenadas em frascos de vidro &mbar e mantidas a 4 °C até uso.

Figura 12. Design experimental para avaliacdo do efeito da curcumina e/ou do pirocatecol como
agente antimicrobiano e/ou antioxidante em amostras de biodiesel, na auséncia ou presenca de agua

ultrapura adicionada.

Biodiesel
Sem adicao de Com adicao de 1% (m/m)
agua de agua
Sem curcumina Com curcumina
(ou pirocatecol) (ou pirocatecol)

a0, 0.1, 0.2,
0.5, 1.0, ou 1.5% (m/m)

Fonte: Elaboragédo propria.

O microrganismo (na forma de pellet liofilizado) foi reativado pela adicdo de 5 mL de
solucao salina estéril (0,9% NaCl (m/m) em agua ultrapura). Apés completa rehidratacéo do
pellet, a solugéo foi suavemente agitada e vertida para placas de Petri contendo Sabouraud
Dextrose Agar solido, e as placas incubadas durante 48 h a 25 °C numa camara de
incubacao da QUIMIS (modelo Q-316-14, Diadema, SP, Brasil).
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Figura 13. Fungo Filamentoso Paecilomyces varioti Bainier, inoculado em placa de Petri

contendo meio de cultura solido Sabouraud Dextrose Agar.

Fonte: Elaboracéo propria.

Apos incubacdo, uma unidade formadora de coldénias (UFC) foi selecionada e
removida usando uma alga metdlica flamejada, e suspensa em caldo nutritivo BHI liquido
estéril, apds o que o tubo foi incubado durante 48 h a 25 °C. ApGs este periodo de tempo, e
apos homogeneizacado do indculo, introduziu-se um swab estéril na cultura liquida em
suspensédo, a solucdo em excesso foi removida comprimindo suavemente o swab contra as
paredes do tubo, e a superficie de agar sélido Sabouraud Dextrose Agar contido em placas
de Petri foi inoculada na forma de estrias em trés dire¢gdes, em cada quadrante (previamente
marcados). Imediatamente apds inoculacdo, 20 puL de cada amostra de biodiesel com uma
dada percentagem massica de curcumina ou pirocatecol (sem e com &gua adicionada)
foram gotejados no centro de cada quadrante na forma de uma Unica (pequenina) gota,
usando ponteiras estéreis e uma micropipeta Gilson (Gilson Inc., Middleton WI, EUA). Para
cada biodiesel, as amostras adicionadas ou com curcumina ou com pirocatecol foram
gotejadas em quatro placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose sélido usando a
seguinte sequéncia: placa de Petri #1: quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina;
guadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m)
curcumina; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; placa de Petri #2: quadrante
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superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina;
quadrante inferior direito, 1,0% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 1,5% (m/m)
curcumina; placa de Petri #3: quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante
superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m)
pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; placa de Petri #4:
guadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,5% (m/m)
pirocatecol; quadrante inferior direito, 1,0% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo,
1,5% (m/m) pirocatecol. As placas de Petri foram seguidamente incubadas a 25 °C durante
48 h, periodo de tempo apés o qual as mesmas foram visualmente inspecionadas para a
presenca de halos de inibicdo de crescimento realizada utilizando uma craveira e luz
reflectida para iluminar as placas de Petri (em posicéo invertida) colocadas sobre um fundo
negro e opaco. Todos os procedimentos foram realizados sob condigbes assépticas numa
capela de fluxo laminar da marca TROX TECHNIK (modelo FLV-II, Sdo Paulo SP, Brasil).
As placas de Petri contendo o meio de cultura sélido foram preparadas de acordo com

procedimentos dos fabricantes e seguindo instrugdes da CLSI (2011).

4.2.3. Avaliagdo da manutencao da estabilidade oxidativa e antimicrobiana dos biodieseis ao

longo do periodo de armazenamento

Em condi¢cbes reais de armazenamento, o biodiesel pode sofrer contaminacao
adventicia com agua, proveniente de infiltracbes (p.ex.: chuva, lavagem dos locais de
abastecimento, microfendas nos tanques de armazenamento). Considerando que, no Brasil,
a temperatura ambiente média anual se situa em torno de 25 °C, para avaliar o efeito
combinado da presenca de &gua e adicdo do composto natural selecionado na
concentracdo minima capaz de produzir efeito fungistatico sobre a manutencdo da
gqualidade do biodiesel, os biodieseis produzidos e selecionados foram avaliados do ponto
de vista da estabilidade oxidativa e presenca de contaminagdo microbiana ao longo de um

periodo de armazenamento de 6 meses.

Os biodieseis foram adicionados com curcumina nas percentagens massicas
previamente otimizadas (ver secao 4.2.2.), isto é, 0,1% (m/m) (biodiesel de 6leo de semente
de algodéo), 0,2% (m/m) (biodiesel de 6leo residual de fritura), e 0,5% (m/m) (biodieseis de
Oleo de semente de gergelim e de Oleo de soja). Todos os biodieseis foram ainda
adicionados com 1% (m/m) agua ultrapura e inoculados (usando uma alca de Drigalski
flamejada) com uma algada cheia de micélio de Paecilomyces variotii Bainier previamente

crescido em meio nutritivo solido Sabouraud Dextrose Agar em placa de Petri. Todos os
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biodieseis foram subsequentemente armazenados em frascos de vidro &mbar envolvidos em
papel de aluminio para preservar a curcumina da fotodegradacao (dado que a curcumina €
fotossensivel) durante seis meses a 25 °C em camara de incubacgéo (ver Figura 13).

Figura 14. Local de armazenamento dos varios biodieseis, apés adicdo combinada de 1% (m/m) de
agua e curcumina nas percentagens massicas previamente otimizadas para cada biodiesel (da

esquerda para direita, na figura: biodieseis de gergelim (G), algodao (A), soja (S) e fritura (F)).

Fonte: Elaborag&o propria.

A intervalos de tempo pré-determinados (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias), os
frascos de vidro contendo os biodieseis foram retirados da estufa de incubag&o e colocados
na capela de fluxo laminar previamente esterilizada por irradiagcdo com luz UV, e amostras
(volumes de 12 mL) de todos os biodieseis retiradas com o auxilio de pipetas de vidro
estéreis. As amostras foram seguidamente divididas em dois frascos estéreis, sendo uma
parte analizada para determinacdo do indice de refracdo (sempre a 25 °C) e tempo de
inducdo da oxidacao lipidica, e a outra parte analizada para a presenga de células viaveis de
Paecilomyces variotii Bainier. Amostras dos biodieseis originais (i.e., sem adicdo de
curcumina e agua e nédo-inoculados com o fungo filamentoso) foram também analizadas

guanto ao indice de refracao, tempo de inducao da oxidacao lipidica e carga microbiana.
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4.2.3.1. Determinac&o do indice de Refracdo

Para determinacdo do indice de refracdo dos varios biodieseis ao longo de todo o
periodo de armazenamento, amostras dos mesmos foram condicionadas a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C) e uma gota colocada sobre o cristal de um refratdbmetro
digital da marca Mettler-Toledo (modelo Refracto 30GS, Greifensee, Suica).

4.2.3.2. Determinacdo do tempo de inducdo da oxidagdo lipidica e correlagcdo com a
estabilidade oxidativa

O periodo de inducdo da oxidagéao lipidica, que expressa a estabilidade oxidativa dos
biodieseis, foi determinado seguindo o procedimento da norma EN14112 (EUROPEAN
COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2003), num equipamento Biodiesel Rancimat da
Metrohm AG (modelo 873, Herisau, Suiga). Todas as determinacdes foram realizadas em
triplicata. As analises consistiram em usar 3 g de amostra de biodiesel que foi aquecido até

110 °C e mantido a esta temperatura, sob um fluxo de ar constante de 10 L.h™.

4.2.3.3. Avaliagdo da manutencgéo da atividade antimicrobiana do biodiesel

Os biodieseis armazenados foram analizados quanto & manutencao de um ambiente
desfavoravel para o crescimento microbiano, através da determinacdo da presenca de
células viaveis de Paecilomyces variotii Bainier. A intervalos de tempo pré-determinados,
amostras de 100 pL de cada biodiesel adicionado com curcumina e agua e inicialmente
inoculado com o fungo filamentoso foram removidas dos frascos de vidro ambar em capela
de fluxo laminar (da marca TROX TECHNIK, modelo FLV-Il, Sdo Paulo SP, Brasil) e
introduzidas e devidamente espalhadas em placas de Petri contendo agar sélido Sabouraud
Dextrose Agar, usando uma al¢ca de Drigalski flamejada, ap6és o que as placas de Petri
foram incubadas durante 48 h a 25 °C numa estufa de incubacéo da marca QUIMIS (modelo
Q-316-14, Diadema, SP, Brasil). Apos o periodo de incubacédo, as placas de Petri foram
obervadas para a presenca de crescimento fungico e quaisquer (se existentes) UFCs

devidamente contadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O biodiesel é visto cada vez mais como uma alternativa viavel ao combustivel diesel
derivado do petréleo, sendo muito menos poluente e produzido a partir de fontes renovaveis.
O trabalho de pesquisa aqui apresentado objetivou o estudo da adicdo de compostos
naturais a biodieseis produzidos a partir de diversas fontes vegetais, com o intuito de
aumentar a estabilidade oxidativa e microbiana deste combustivel. Neste sentido, o trabalho
de pesquisa desenvolvido exigiu a realizagdo de diversas etapas sequenciais tanto para a
determinagdo da minima concentragdo de aditivo capaz de transformar o biodiesel num
ambiente hostil para o crescimento microbiano, como para a caracterizacdo da estabilidade
oxidativa e microbiana do mesmo ao longo de um periodo alargado de armazenamento. A

Figura 14 apresenta resumidamente as etapas envolvidas no presente trabalho de pesquisa.

Figura 15. Diagrama de sequéncias das vérias etapas envolvidas no trabalho de pesquisa.

Preparacao de 6 biodieseis
por transesterificacido quimica

com metanol e metoxido de soédio
como catalizador
Oleo de fritura

Oleo de macauba
Oleo de microalgas

Oleo de soja
Oleo de algodiao
Oleo de gergelim

Adicao de Adicao de Adicao de Adic¢ao de
curcumina em curcumina em pirocatecol em | pirocatecol em
[ ] variaveis, sem | [] variaveis, e [[ ] variaveis, sem} [ ] variaveis, e
adigéo de agua 1% (m/m) agua adicao de agua 1% (m/m) agua

Selecao do melhor aditivo natural,
da melhor (mais baixa)
concentracéo inibitéria do crescimento
microbiano, e dos biodieseis mais viaveis

Caracterizacao da estabilidade temporal
dos varios biodieseis aditivados com
curcumina

Tempo de Pesquisa de indice de

inducao da células viaveis refracao
oxidagao
lipidica *
* MANUTENGAO
DAS
ESTABILIDADE ATIVIDADE PROPRIEDADES
OXIDATIVA ANTIMICROBIANA FiSICAS

Fonte: Elaboracao propria.
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Um dos principais problemas com o biodiesel esta relacionado com a sua estabilidade,
sendo que os fatores mais significativos para a sua degradagao incluem a exposi¢do ao ar
e/ou luz solar, altas temperaturas e mesmo a presenca de metais que podem eventualmente
atuar como catalizadores no processo da sua oxidagao. A presenca de microrganismos foi
também relatada como sendo um fator que promove a degradacao do biodiesel, com uma
gueda significativa na sua qualidade (DODOS et al., 2012; PASSMAN, 2013; BORSATO et
al., 2014). Assim, para minimizar este problema, o trabalho de pesquisa realizado almejou
estudar os efeitos da adicdo ao biodiesel de substancias naturais com propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. Neste sentido, o trabalho de pesquisa realizado foi dividido
em duas etapas principais, a primeira das quais almejou determinar as mais baixas
concentracdes de curcumina e/ou pirocatecol exercendo atividades antimicrobiana e/ou
antioxidante em biodieseis produzidos a partir de 6leos de diferentes origens vegetais, em
diferentes condi¢des de hidratagcdo dos biodieseis, para sele¢cdo do aditivo mais eficiente. A
segunda etapa almejou seguir, durante um periodo de tempo de armazenamento
relativamente longo, o efeito do aditivo natural selecionado na manutencdo das

propriedades e qualidade do biodiesel.

N&o sendo aconselhavel a manutencdo em armazenamento de combustiveis diesel
acima de 3 meses (PETROBRAS, 2014), e considerando a adi¢cdo de 6% a 7% (v/v) de
biodiesel ao diesel derivado do petrdleo, recomenda-se cuidado ainda mais rigoroso do que
aquele dispensado ao diesel derivado do petréleo, em funcdo da maior higroscopicidade e
biodegradabilidade do biodiesel. Neste sentido, o periodo de tempo do estudo aqui descrito
(6 meses) foi duas vezes superior aquele recomendado para a manutencédo do diesel em

condi¢cbes de armazenamento.

5.1. Screening para determina¢do da minima concentracdo de curcumina

e pirocatecol capaz de produzir efeito fungistatico no biodiesel

Todos os biodieseis recém-preparados foram analizados quanto a carga microbiana,
tendo todos produzidos resultados negativos, 0 que esta em clara concordancia com as

condi¢cBes processuais que levam a producao deste biocombustivel (DODOS et al., 2012).

Para testar o potencial da adicdo de substancias naturais tais como a curcumina e/ou
0 pirocatecol ao biodiesel, com o objetivo de prevenir e/ou controlar a contaminacéo
microbiana e a oxidacéo lipidica, decidiu-se inocular todos os biodieseis recém-preparados

com um microrganismo ubiquo capaz de subsistir nas condi¢des prevalentes em tal meio e,
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ao mesmo tempo, capaz de florescer nele. O microrganismo escolhido foi o fungo
filamentoso Paecilomyces variotii Bainier, devido ao fato de este ser um agente
contaminante comum em combustiveis diesel (PASSMAN, 2013) e também devido a
disponibilidade de aquisicdo de uma cepa de origem garantida. A presenca de 4gua como
facilitadora ou inibidora da atividade do(s) agente(s) antimicrobiano(s) adicionado(s) foi
também avaliada e, para tal, todos os biodieseis recém-preparados foram adicionados com
1% (m/m) de agua ultrapura, com o objetivo de simular a hidratagdo do biodiesel durante o
armazenamento, um valor até vinte vezes o maximo de agua permitido legalmente (500
ppm) pela norma brasileira ANP 42/2004 (ANP, 2004).

Em condicbes reais de armazenamento, o biodiesel pode sofrer contaminacao
acidental com agua de infiltracbes (p.ex. chuva, lavagem dos pontos de abastecimento,
microfendas nos tanques de armazenamento) e por microrganismos e, neste sentido, foi
considerado importante definir as condicdes de armazenamento tdo proximas quanto
possivel das condigbes reais. Os resultados dos ensaios de inibicdo do crescimento
microbiano obtidos para todas as amostras de biodiesel adicionadas ou com curcumina ou
com pirocatecol, na presenca de 1% (m/m) agua adicionada ou na sua auséncia,

encontram-se na Figura 16 para a curcumina e na Figura 17 para o pirocatecol.
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Figura 16. Resultados obtidos para a atividade antimicrobiana de amostras de biodiesel adicionadas

com quantidades variaveis de curcumina.

|

Legenda: al: biodiesel de o6leo residual de fritura sem &gua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m)
curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) curcumina;
guadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; a2: biodiesel de 6leo residual de fritura com 1% (m/m) de agua
adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) curcumina;
quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; b1: biodiesel de
6leo de soja sem agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,1%
(m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina;
b2: biodiesel de 6leo de soja com 1% (m/m) de agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina;
guadrante superior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 1,0% (m/m) curcumina; quadrante
inferior esquerdo, 1,5% (m/m) curcumina; cl: biodiesel de 6leo de semente de algoddo sem &agua adicionada,
quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; quadrante
inferior direito, 1,0% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 1,5% (m/m) curcumina; c2: biodiesel de 6leo de
semente de algoddo com 1% (m/m) de &gua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante
superior esquerdo, 0,1% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) curcumina; quadrante inferior
esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; d1: biodiesel de 6leo de semente de gergelim sem agua adicionada, quadrante
superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito,
1,0% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 1,5% (m/m) curcumina; d2: biodiesel de éleo de semente de
gergelim com 1% (m/m) de agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior
esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 1,0% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 1,5%
(m/m) curcumina; el: biodiesel de 6leo de améndoa de macauba sem agua adicionada, quadrante superior direito, 0%
(m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 1,0% (m/m)
curcumina; quadrante inferior esquerdo, 1,5% (m/m) curcumina; e2: biodiesel de 6leo de améndoa de macauba com 1%
(m/m) de agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m)
curcumina; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; f1:
biodiesel de 6leo de microalgas sem &gua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante
superior esquerdo, 0,1% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) curcumina; quadrante inferior
esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina; f2: biodiesel de éleo de microalgas com 1% (m/m) de agua adicionada, quadrante
superior direito, 0% (m/m) curcumina; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) curcumina; quadrante inferior direito,
0,2% (m/m) curcumina; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) curcumina.

Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 17. Resultados obtidos para a atividade antimicrobiana de amostras de biodiesel adicionadas

com quantidades variaveis de pirocatecol.

Legenda: al: biodiesel de ¢leo residual de fritura sem agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m)
pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 1,0% (m/m) pirocatecol;
guadrante inferior esquerdo, 1,5% (m/m) pirocatecol; a2: biodiesel de éleo residual de fritura com 1% (m/m) de agua
adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol;
guadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; b1: biodiesel de
6leo de soja sem Aagua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior esquerdo,
0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m)
pirocatecol; b2: biodiesel de dleo de soja com 1% (m/m) de agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m)
pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol;
guadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; cl: biodiesel de 6leo de semente de algoddo sem agua
adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol;
guadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; c2: biodiesel de
6leo de semente de algoddo com 1% (m/m) de Agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol;
gquadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante
inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; d1: biodiesel de 6leo de semente de gergelim sem Agua adicionada,
guadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante
inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; d2: biodiesel de 6leo de
semente de gergelim com 1% (m/m) de agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante
superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior
esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; el: biodiesel de 6leo de améndoa de macalba sem &agua adicionada, quadrante
superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito,
0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; e2: biodiesel de 6leo de améndoa de
macauba com 1% (m/m) de agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior
esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 1,0% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 1,5%
(m/m) pirocatecol; f1: biodiesel de 6leo de microalgas sem agua adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m)
pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol;
guadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol; f2: biodiesel de 6leo de microalgas com 1% (m/m) de agua
adicionada, quadrante superior direito, 0% (m/m) pirocatecol; quadrante superior esquerdo, 0,1% (m/m) pirocatecol;
quadrante inferior direito, 0,2% (m/m) pirocatecol; quadrante inferior esquerdo, 0,5% (m/m) pirocatecol.

Fonte: Elaboragédo propria.
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Como pode ser observado por inspecdo das Figuras 16 e 17, quando ndo houve
adicdo de curcumina ou pirocatecol, o micélio cresceu e emaranhou-se acima da goticula de
biodiesel, produzindo uma “falsa” zona de inibicdo. Para permitir uma melhor comparagéo
dos halos produzidos nas diferentes situacdes, para cada biodiesel testado os halos
produzidos foram normalizados pela dimens&o da zona de inibigdo produzida unicamente
pelo biodiesel (i.e., sem qualquer adicdo ou de curcumina ou de pirocatecol). Uma inspec¢éo
atenta dos resultados exibidos na Quadro 3, na forma de diametros de halos de inibicdo de
crescimento normalizados, permite retirar como concluséo geral que a adicdo combinada de
1% (m/m) de &gua ultrapura e uma baixa concentracdo massica de curcumina (i.e., 0,2%
(m/m) para o biodiesel de 6leo residual de fritura, 0,5% (m/m) para o biodiesel de 6leo de
soja, 0,1% (m/m) para o biodiesel de 6leo de semente de algodao, 0,5% (m/m) para o
biodiesel de 6leo de semente de gergelim, 0,2% (m/m) para o biodiesel de 6leo de améndoa
de macauba, e 0,2% (m/m) para o biodiesel de 6leo de microalgas) foram aquelas variaveis
processuais que promoveram a melhor inibicdo do crescimento microbiano (ver Quadros 3 e
4).
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Quadro 3. Halos de inibicdo de crescimento normalizados, produzidos utilizando o fungo filamentoso

Paecilomyces variotii Bainier e biodieseis de diferentes origens vegetais adicionados com

percentagens massicas variaveis de curcumina ou pirocatecol.

Aditivo Halos de inibi¢do de crescimento normalizados
ORIGEM DO adlcfonado curggmina curgsmina pirocc::?alrtgcol pirocc::(;rgtlacol
BIODIESEL | pisdiesel / / / /
(%, m/m) Sem agua Com agua Sem agua Com agua
0 8/8 = 1,000 7/7 = 1,000 10/10=1,000 | 10/10 =1,000
10/8 = 1,250 10/7 =1,429 ENVKTEMeelol 10/10 = 1,000
Oleo residual 0,2 7/8=0,875 |REIIARNPIN  7/10 = 0,700
de fritura 0,5 8/8 = 1,000 8/7=1,143 8/10 = 0,800 10/10 = 1,000 \
1,0 8/8 = 1,000 6/7 = 0,857 12/10 = 1,200 9/10 = 0,900
15 8/8 = 1,000 7/7 = 1,000 12/10 = 1,200 5/10 = 0,500
0 10/10=1,000 | 10/10 = 1,000 9/9 = 1,000 7/7 =1,000
0,1 10/10=1,000 | 9/10 =0,900 11/9 = 1,222 6/7 = 0,857

Sleo de soja AN 7/10=0,700 | 10/9 =1,111 8/7 = 1,143
0,5 12/10 = 1,200 [EKAGIERNOM 10/9 = 1,111 7/7 = 1,000
1,0 8/10=0,800 | 6/10=0,600 | 10/9 =1,111 5/7 = 0,714
1,5 8/10 = 0,800 | 8/10 = 0,800 9/9 = 1,000 5/7 = 0,714
0 11/11=1,000 | 13/13=1,000 | 11/11=1,000 | 7/7 = 1,000
) 0,1 VL 14/13=1,077 10/11=0,909  11/7=1,571
Se?n'if]tgede 0,2 9/11=0,818 | 12/13=0,923 | 811=0,727 | 9/7=1,286
algodo 0,5 9/11=0,818 | 10/13=0,769 | 7/11=0,636 8/7 = 1,143
1,0 9/11=0,818 | 8/13=0,615 | 9/11=0,818 1/7 = 0,143
1,5 (RVAERER NGO 13/13=1,000 | 10/11=0,909 | 0/7 = 0,000
0 7/7 = 1,000 8/8 = 1,000 8/8 = 1,000 7/7 = 1,000
) 0,1 8/7 = 1,143 7/8 = 0,875 7/8 = 0,875 9/7 = 1,286
Oleo de 0,2 8/7 = 1,143 9/8 = 1,125 8/8 = 1,000 9/7 = 1,286
semente de
gergelim 0,5 9/7=1,286 [IENEIERI) 8/8 = 1,000 9/7=1,286 |
10/7=1,429 | 7/8=0,875 0/8 = 0,000
1,5 117 =1571 IREEERES 7/8 = 0,875 9/7 = 1,286
0 8/8=1,000 | 10/10=1,000 | 13/13=1,000 | 11/11 = 1,000
) 0,1 9/8=1,125 | 11/10=1,100 [EEIAEEIONGEN 8/11 = 0,727
amcgﬁgo‘;e o 11/8 = 1,375 [EESAGERNGM 10/13 = 0,769 | 10/11 = 0,909
macatiba PR 11/10=1,100 | 8/13=0,615 [EIAERERNol KA
1,0 8/8=1,000 | 10/10=1,000 | 10/13=0,769 | 7/11=0,636
1,5 10/8=1,250 | 8/10=0,800 | 10/13=0,769 | 6/11=0,545
0 8/8 = 1,000 8/8=1,000 | 13/13=1,000 | 9/9 = 1,000
IPCER 0 s8=1,000 [FPFEEDREEEN 0/9 = 0,000
Oleo de 0,2 11/8 = 1,375 [EEEENVS 9/13 = 0,692 9/9 = 1,000
microalgas 0,5 9/8 = 1,125 EERNPIE 10/13=0,769 | 8/9 = 0,889
1,0 9/8 = 1,125 6/8 = 0,750 8/13 = 0,615 7/9=0,778
1,5 8/8 = 1,000 6/8 = 0,750 8/13 = 0,615 6/9 = 0,667

Fonte: Elaboragéo propria.

55



Quadro 4. Concentragdes minimas de curcumina que produziram os maiores halos de inibicdo de

crescimento do fungo filamentoso Paecilomyces variotii Bainier nos diferentes biodieseis.

ORIGEM DO BIODIESEL CONDIGAO EXPERIMENTAL

0,2% (m/m) de curcumina, com adi¢éo de 1% (m/m) de agua

Oleo residual de fritura
ultrapura

3 ) 0,5% (m/m) de curcumina, com adicéo de 1% (m/m) de agua
Oleo de soja
ultrapura

3 . 0,1% (m/m) de curcumina, com adicéo de 1% (m/m) de agua
Oleo de semente de algodéo
ultrapura

, ] 0,5% (m/m) de curcumina, com adicdo de 1% (m/m) de agua
Oleo de semente de gergelim
ultrapura

, 0,2% (m/m) de curcumina, com adi¢éo de 1% (m/m) de agua
Oleo de améndoa de macauba
ultrapura

3 ) 0,2% (m/m) de curcumina, com adi¢éo de 1% (m/m) de agua
Oleo de microalgas

ultrapura

Fonte: Elaboragéo propria.

Devido a restricbes legais, a quantidade de qualquer aditivo adicionado ao biodiesel
tem de ser mantida a um minimo. Para todos os biodieseis produzidos a partir de diferentes
fontes vegetais e adicionados com 1% (m/m) de agua, a curcumina e o pirocatecol
produziram resultados bastante similares na prevencdo do crescimento microbiano. No
entanto, devido a facilidade de disponibilidade de curcumina em comparacdo com 0
pirocatecol, a primeira foi escolhida para o trabalho de pesquisa subsequente.
Adicionalmente, os halos de inibicdo de crescimento produzidos pela curcumina foram em
geral muito maiores do que aqueles promovidos pelo pirocatecol (ver Quadro 3 e Figuras 16
e 17).

5.2. Avaliagcdo do potencial de atividade antioxidante da curcumina

guando adicionada ao biodiesel

O potencial efeito antioxidante da curcumina em todos os biodieseis adicionados com
1% (m/m) de agua ultrapura foi também avaliado. Como pode ser observado por inspecéo
da Tabela 5, os tempos de indugdo da oxidacao lipidica (médias de trés determinacfes e

desvios padrfes associados) dos biodieseis adicionados com quantidades variaveis
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(minimas) de curcumina e 1% (m/m) de agua (ver secdo 5.1.) sofreram um aumento
generalizado quando comparados com os dos seus homadlogos puros (ver Tabela 5). Exceto
para o biodiesel produzido a partir de 6leo de soja, que sofreu uma reducdo de 16% no
tempo de inducdo da oxidacdo lipidica apdés adicdo de curcumina, significando que este
biodiesel foi mais suscetivel & oxidacdo ap6s a adicdo combinada de agua e curcumina,
todos os outros biodieseis provaram ser mais resistentes a oxidagdo, com aumentos

significativos nos seus tempos de inducao da oxidacao lipidica (ver Quadro 5).

Adicionalmente, o biodiesel puro produzido a partir do 6leo de améndoa de macauba
provou ser muito resistente a oxidagdo, exibindo periodos de indugéo da oxidacao lipidica
superiores a 60 h, tornando irrelevante a adicdo de qualquer antioxidante. Ainda mais, a
adicdo de curcumina a este biodiesel catapultou a inducao da oxidacéo lipidica para mais de

140 h. Assim, este biodiesel foi descontinuado dos estudos subsequentes.

O mesmo aconteceu ao biodiesel produzido a partir de 6leo de microalgas, devido a
dificuldade de obtencdo em grandes quantidades deste biodiesel ainda experimental. Mas
para os biodieseis remanescentes (ver Quadro 5), e exceto para o hiodiesel produzido a
partir de 6leo de soja, os tempos de indugdo da oxidacdo lipidica sofreram grandes
aumentos, de cerca de 28% no caso do biodiesel produzido a partir de 6leo de semente de
gergelim para cerca de 41% no caso do biodiesel produzido a partir de 6leo residual de
fritura. Estes resultados demonstram o potencial da adicdo da curcumina a biodieseis na

prevencao tanto da oxidagdo como do crescimento microbiano.
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Quadro 5. Tempos de inducéo da oxidacao lipidica para os varios biodieseis estudados, antes e

depois da adicdo de curcumina na presenca de agua adicionada.

Tempos médios (n=3) de
inducao da oxidacéo lipidica
Densidad (hr £ o)
ensidade | jndi i
ORIGEMDO | @ 25-c | noicede | Curcumina . Variagéo
refracdo | adicionada Biodiesel
BIODIESEL @ 25 °C (%, m/m) adicionado (%)
(g/mL) ; Biodiesel et .
uro com curcumina
P e 1% (m/m) de
agua ultrapura
Oleo
residual de 0,8669 1,4572 0,2 7,12 + 0,02 10,01 £ 0,21 + 40,59
fritura
Oleo de soja 0,8681 1,4561 0,5 6,01 £ 0,20 5,03+£0,85 -16,31
Oleo de
semente de 0,8714 1,4531 0,1 3,06 + 0,06 4,10 £ 0,04 + 33,99
algodao
Oleo de
semente de 0,8692 1,4522 0,5 8,70+ 0,12 11,13+0,12 + 27,93
gergelim
Oleo de 60.84 +
améndoa de 0,8666 1,4351 0,2 5’ 40‘ 141,26 + 2,18 +132,18
macauba ’
gi?:(r)oalgasde 0,8609 1,4509 0.2 758+0,07 | 879+052 + 15,96

Fonte: Elaboragédo propria.

5.3. Avaliacdo da manutencao da estabilidade oxidativa e antimicrobiana

dos biodieseis ao longo do periodo de armazenamento

Indubitavelmente, os maiores problemas enfrentados pelo biodiesel estéo relacionados
com a sua estabilidade. Para além da exposicdo ao ar, luz solar, altas temperaturas e
mesmo a presenca de metais, os fatores mais significativos para a degradacdo dos
biodieseis (com uma quebra significativa na qualidade) incluem a presenca de
microrganismos (contaminantes) (DODOS et al., 2012; PASSMAN, 2013; BORSATO et al.,

2014). A segunda parte deste trabalho de pesquisa almejou estudar os efeitos da adicdo ao
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biodiesel do aditivo natural selecionado (curcumina) na sua estabilidade oxidativa, ao
mesmo tempo que confere ao biodiesel caracteristicas de ambiente hostil para prevenir o
crescimento microbiano. Assim, a segunda parte deste trabalho de pesquisa almejou seguir
ao longo de um periodo de tempo de armazenamento relativamente longo, o efeito da
adicdo de curcumina na manutencdo das propriedades e qualidade do biodiesel. Em
primeiro lugar, os biodieseis recém-preparados foram examinados quanto a presenca de
carga microbiana, mas todos produziram resultados negativos, o que estd claramente de

acordo com as condicdes processuais que levam a sua producado (DODOS et al., 2012).

5.3.1. Avaliagdo da manutengéo da estabilidade oxidativa dos biodieseis adicionados com

curcumina

Os tempos de indugéo da oxidagéo lipidica dos varios biodieseis estudados, antes e
depois da adi¢do de curcumina e 1% (m/m) de agua ultrapura, e ao longo de um periodo de
armazenamento de seis meses na presencga de agua, podem ser encontrados no Quadro 6

e na Figura 18 como valores médios de trés replicatas e desvios padrdes associados.

Como pode ser visto na Figura 18 e por observacédo dos resultados do Quadro 6, 0os
tempos de inducdo da oxidagdo lipidica dos biodieseis adicionados com curcumina na
presenca de 1% (m/m) de &gua sofreram um aumento generalizado imediatamente apos a
adicdo de curcumina, exceto no caso do biodiesel produzido a partir de 6leo de soja, que
sofreu uma reducéo de 16% no tempo de inducéo da oxidacao lipidica, significando que este

biodiesel foi mais suscetivel a oxidacao apés a adicao combinada de agua e curcumina.

No entanto, ap0s o primeiro més de armazenamento a 25 °C, o biodiesel produzido a
partir de 6leo de soja manteve-se relativamente estavel do ponto de vista da oxidacao (ver
Figura 18). Exceto para o biodiesel produzido a partir de 6leo residual de fritura (ver Figura
18), no qual se verificou uma marcada diminuigdo na estabilidade oxidativa ao longo de todo
o periodo de armazenamento, todos 0s outros biodieseis provaram ser mais resistentes a
oxidac@o apds a adi¢cdo de curcumina, exibindo apenas ligeiros decréscimos ao longo do
tempo nos seus tempos de inducdo da oxidacao lipidica (ver Quadro 6 e Figura 18). O
biodiesel produzido a partir de 6leo de semente de gergelim exibiu uma elevada estabilidade
oxidativa, que se manteve ao longo de todo o periodo de armazenamento. Estes resultados
demonstram que o potencial da adicdo de curcumina aos biodieseis ha manutencéo (e, em

alguns casos, no aumento) da sua estabilidade oxidativa é promissor.
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Quadro 6. Tempos de indugédo da oxidagéo lipidica, indice de refragdo e numero de Unidades

Formadoras de Coldnias dos vérios biodieseis estudados, antes e depois da adi¢do de curcumina na

ORIGEM DO
BIODIESEL

CC (%, m/m)

p @ 25°C
(g/mL)

Oleo residual
de fritura

0,2

0,8669

Oleo de soja

0.5

0.8681

Parametro
avaliado

Tempo de
inducéo
médio (n=3)
da oxidagéo
lipidica
(hr £ 0)
indice de
refragdo
@ 25°C

Oleo
puro /

Biodiesel

puro

1,4800/
1,4572

presenca de 4gua, ao longo de um periodo de armazenamento de seis meses.

Biodiesel adicionado com curcumina e (1%, m/m) de agua

ultrapura, e inoculado com o fungo filamentoso

Paecilomyces variotii Bainier

Tempo de armazenamento @ 25 °C (meses)

1,4531

1,4553

1,4536

1,4571

1,4522

1,4575

1,4571

Numero de
UFC’s ap6s
incubacao
@ 25 °C
Tempo de
inducao
médio (n=3)
da oxidagéo
lipidica
(hr £ 0)
indice de
refracdo
@ 25°C

1,4743/
1,4561

1,4553

1,4552

1,4557

1,4576

1,4555

1,4579

1,4576

Oleo de
semente de
algodéo

0.1

0.8714

NUmero de
UFC’s apos
incubacéo
@ 25 °C

Tempo de

inducao
médio (n=3)
da oxidagéo
lipidica
(hr £ 0)
indice de
refragdo
@ 25 °C

1,4620/
1,4531

1,4530

1,4540

1,4523

1,4547

1,4558

1,4557

1,4555

Oleo de
semente de
gergelim

0.5

0.8692

Numero de
UFC'’s ap6s
incubacao
@ 25 °C
Tempo de
inducéo
médio (n=3)

da oxidagao
lipidica
(hr £ 0)
indice de
refracdo
@ 25°C

1,4740/
1,4522

1,4528

10,52
+

0,12

1,4518

1,4532

1,4543

1,4538

1,4546

1,4545

Numero de
UFC'’s apos
incubacao
@ 25 °C

Nota: CC = Curcumina; p = densidade; UFCs = Unidades Formadoras de Colonias

Fonte: Elaboracao propria.
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Figura 18. Evolucéo ao longo do tempo de armazenamento (25 °C) da estabilidade oxidativa dos
varios biodieseis produzidos, apés adicdo de 1% (m/m) de agua ultrapura e percentagens massicas

variaveis de curcumina, e inoculagédo com o fungo filamentoso ubiquo Paecilomyces variotii Bainier.

-
N

Biodiesel de dleo de semente de gergelim

-
o

Biodiesel de dleo residual de fritura

Biodiesel de dleo de soja

Biodiesel de dleo de algodéo

Tempo de indugao da oxidacgao lipidica
h
(o2}
o

20 -
0.0 ' - | l l | |
Biodiesel 0 1 2 3 4 5 6
pHko. 4Tempo de armazenamento (meses)
adigao de

curcumina

Fonte: Elaborag&o propria.

No entanto, apenas o biodiesel produzido a partir de 6leo de semente de gergelim
exibiu um periodo de indugéo da oxidagéo lipidica acima do minimo de 8 h preconizado pela
ANP, ao longo de todo o periodo de armazenamento. Todos 0s outros biodieseis se
mantiveram relativamente estaveis do ponto de vista da oxidacao lipidica, porém exibindo

tempos de inducao da oxidacao lipidica abaixo do valor minimo preconizado pela ANP.

Os resultados obtidos para a evolugdo do indice de refracao (IR) dos varios biodieseis
ao longo do periodo de armazenamento encontram-se exibidos no Quadro 6 e graficamente
na Figura 19. Como pode ser observado por inspecéo desta figura existiu uma tendéncia de
aumento generalizado (ainda que ligeira) do indice de refracdo de todos os biodieseis
adicionados com curcumina e 1% (m/m) de agua, ao longo do periodo de armazenamento.
Esta tendéncia foi confirmada através de ajustes lineares aos dados de indices de refracao
de cada biodiesel, produzindo declives positivos, isto &, 5,1x10™ para o biodiesel produzido
a partir de 6leo de semente de algodéo, 4,0x10™ para o biodiesel produzido a partir de 6leo
de semente de gergelim, 5,4x10™ para o biodiesel produzido a partir de 6leo residual de

fritura, e 4,3x10™ para o biodiesel produzido a partir de 6leo de soja (ver Figura 19).
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Figura 19. Evolucéo ao longo do tempo de armazenamento (25 °C) do indice de refracao dos varios
biodieseis produzidos, apos adicdo de 1% (m/m) de agua ultrapura e percentagens massicas

variaveis de curcumina, e inoculagdo com o fungo filamentoso ubiquo Paecilomyces variotii Bainier.

1.4600
O
[+]
wn
N
°]
1]
O
©
S
L
2
(]
T 1.4500
8 Declives positivos da tendéncia de aumento do RI
% ao longo do periodo de armazenamento:
.E Biodiesel de dleo de semente de algodao: 0.00051430 (r=0.80338)
Biodiesel de dleo de semente de gergelim: 0.00040356 (r=0.84582) -
Biodiesel de dleo residual de frit 0.00053572 (r=0.53143) ]
1.4450 - ; e £ ) e
0 1 2 3 4 5 6

Tempo de armazenamento (meses)

Fonte: Elaboragédo propria.

O indice de refracdo € uma propriedade fisica que € sensivel aos efeitos da oxidacao
dos acidos graxos, e esta relacionada com a permissividade dieléctrica de um material, com
materiais com elevados indices de refracdo a serem considerados meios altamente
dispersivos (tais como 6leos vegetais puros) em comparacao com materiais com indices de
refracdo mais baixos (tais como biodieseis) (SADROLHOSSEINI et al., 2011; WAZILEWSKI
et al.,, 2013). Em geral, o indice de refragdo de um 6leo vegetal reduz-se tremendamente
apos o processo de transesterificacdo que conduz ao biodiesel, indicando que moléculas
mais pesadas/complexas foram convertidas em moléculas mais leves/simples, permitindo a
deteccdo da interface, melhorando a lubricidade e aumentando a funcionalidade do
combustivel (ALIYU; NWAEDOZIE; ADAMS, 2013). E isto foi na verdade observado no
trabalho de pesquisa aqui descrito, isto €, o indice de refragcdo foi reduzido de 1,4743 (6leo
de soja, puro) para 1,4561 (biodiesel produzido a partir de 6leo de soja, ver Tabela 6), de
1,4620 (6leo de semente de algodéo, puro) para 1,4531 (biodiesel produzido a partir de 6leo
de semente de algodéo, ver Tabela 6), de 1,4740 (6leo de semente de gergelim, puro) para
1,4522 (biodiesel produzido a partir de 6leo de semente de gergelim, ver Tabela 6), e de
1,4800 (6leo residual de fritura, puro) para 1,4572 (biodiesel produzido a partir de 6leo

residual de fritura, ver Tabela 6). Os resultados obtidos estdo, portanto, em clara
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concordancia com o que se encontra descrito na literatura da especialidade. No entanto, a
ligeira/marginal tendéncia de aumento do indice de refracdo durante o armazenamento dos
varios biodieseis reflete a manutencdo das suas propriedades fisicas, o que é confirmado
pela estabilidade oxidativa atingida apds a adigdo de curcumina a todos os biocombustiveis,
em clara concordancia com resultados publicados por Botella e colaboradores (BOTELLA et
al., 2014).

5.3.2. Avaliacdo da manutengdo das propriedades antimicrobianas dos biodieseis

adicionados com curcumina

Os biodieseis adicionados com curcumina mantiveram um ambiente hostil que impediu
0 crescimento microbiano, o que foi confirmado através da pesquisa microbiol6gica para a
presenca de células microbianas viaveis ao longo de todo o periodo de armazenamento.
Todos os biodieseis produziram resultados negativos quanto a presenca de quaisquer
células microbianas viaveis, como pode ser observado por inspecgédo da Tabela 6. A adigédo
de agua ao biodiesel, acoplada as fontes de carbono prevalecentes em tais meios, deveria
permitir o florescimento de microrganismos ubiquos tais como o fungo filamentoso
Paecilomyces variotii Bainier, um agente contaminante comum em combustiveis diesel de
acordo com PASSMAN (2013). No entanto, a adicdo de curcumina aos varios biodieseis
provou ser eficaz impedindo completamente o crescimento microbiano durante todo o
periodo de armazenamento estudado, o que foi efetivamente comprovado no presente

trabalho de pesquisa.

A Figura 20 abaixo ilustra a acdo comprovada da curcumina nas minimas
concentracdes produtoras de efeito fungistatico para os diferentes biodieseis (ver Tabelas 4

e 6), no inicio, no meio e no final do periodo de armazenamento estudado.
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Figura 20. Demonstracao da capacidade fungistatica da curcumina nos biodieseis de 6leo residual de
fritura (a;), de 6leo de soja (b;), de 6leo de semente de algodao (c;) e de 6leo de semente de gergelim
(di). (Legenda: al,b1,c1,d1 - halo de inibicao de crescimento produzido pela concentragdo minima
otima de curcumina na presenga de 1% (m/m) de agua ultrapura, indicado pela seta); a2,b2,c2,d2 -
resultado da pesquisa de células viaveis de fungo filamentoso em agar solido Sabouraud Dextrose no
inicio do periodo de armazenamento; a3,b3,c3,d3 - resultado da pesquisa de células viaveis de fungo
filamentoso em agar sélido Sabouraud Dextrose no final do terceiro més de armazenamento;
a4,b4,c4,d4 - resultado da pesquisa de células viaveis de fungo filamentoso em agar sélido

Sabouraud Dextrose no final do sexto més de armazenamento.)

Segundo NEGRONI (2009), atividade microbicida de um composto significa a morte de

microrganismos por ele causada enquanto atividade microbiostéatica significa a inibicdo de
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seu desenvolvimento. Considerando esta afirmacéo, pelos resultados obtidos neste trabalho
de pesquisa pode afirmar-se que a curcumina apresenta atividade microbiostatica nos
diferentes biodieseis, dado que durante a etapa de screening a aplicacdo de biodiesel com
curcumina e agua sobre meio inoculado por espalhamento com o fungo ndo impediu o0 seu
crescimento, enquanto a inibicdo do desenvolvimento do fungo filamentoso durante o
periodo de armazenamento se deveu ao fato de que os biodieseis foram adicionados com
dgua (aumentando a atividade de &gua do meio e propiciando condi¢bes favoraveis a

proliferacdo do fungo) e curcumina.
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6. CONCLUSOES

Um dos maiores problemas enfrentados pelo biodiesel diz respeito a alteracdo da sua
estabilidade, tanto oxidativa como microbiana, por armazenamento em condicbes

inadequadas e/ou contaminadas adventiciamente.

Pela andlise dos resultados alcancados no trabalho de pesquisa desenvolvido, pode
concluir-se que as substancias naturais (curcumina e pirocatecol) adicionadas aos varios
biodieseis produzidos a partir de diferentes fontes vegetais apresentaram caracteristicas
fungistaticas tendo sido capazes de impedir o crescimento do microrganismo ubiquo
selecionado para o trabalho de pesquisa. No entanto, das duas substancias naturais
testadas, a curcumina foi selecionada para trabalhos de pesquisa posteriores devido ndo
apenas a facilidade da sua aquisicdo mas também a sua maior atividade fungistatica.

Adicionalmente, a curcumina foi capaz de aumentar substancialmente os tempos de
inducao da oxidacao lipidica de todos os biodieseis testados. Assim, a curcumina revelou-se
uma boa promessa para uso como aditivo em baixas concentracdes massicas para ser
usada no controle da qualidade de biodieseis produzidos a partir de diferentes fontes

vegetais, tanto do ponto de vista antimicrobiano como antioxidante.

Todos os biodieseis sofreram alteragbes minimas nos seus indices de refracdo ao
longo do periodo de armazenamento, tendo sido observada uma suave tendéncia de
aumento no quarto algarismo significativo dos valores dos indices de refragdo, o que permite
afirmar que as caracteristicas iniciais dos varios biodieseis se mantiveram preservadas apos

a adicdo de curcumina e agua.

Os ensaios de atividade antimicrobiana realizados aos varios biodieseis aditivados
com curcumina revelaram a manutengdo de ambientes hostis para fungos filamentosos
contaminantes de distribuicdo ubiqua, como € o caso do Paecilomyces variotii Bainier.
Adicionalmente, a curcumina foi capaz de providenciar estabilidade oxidativa a todos os
biodieseis, & excecdo daquele produzido a partir de 6leo residual de fritura, o qual sofreu um
decréscimo substancial na sua estabilidade oxidativa apds apenas o0 més de
armazenamento a temperatura ambiente (25 °C) e na presenca de condi¢des de hidratacéo.
No entanto, a manutencao generalizada da estabilidade oxidativa dos varios biodieseis foi
suportada pela tendéncia observada nos seus tempos de inducdo da oxidacao lipidica.
Assim, pode concluir-se que a curcumina € um aditivo natural com propriedades
antioxidante e antimicrobiana, promissor para uso em baixas concentracdes massicas, que

permite que biodieseis produzidos a partir de diferentes fontes vegetais mantenham a sua
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qualidade mesmo durante periodos prolongados de armazenamento a temperatura

ambiente normal.

67



REFERENCIAS

AGGARWAL, B. B.; KUMAR, A.; BHARTI, A. C. Anticancer potential of curcumin:
preclinical and clinical studies. Anticancer res, v. 23, n. 1A, p. 363-398, 2003.

AGGARWAL, B. B. Prostate cancer and curcumin: add spice to your life. Cancer biology
& therapy. v. 7, n. 9, p. 1436-1440, 2008.

AGUIAR, R. T. Caracterizagao fisica, quimica e microbiolégica do diesel, biodiesel e
suas misturas durante a logistica de distribuicdo. Universidade Federal da Paraiba.

Programa de P6s-graduacdo em Quimica. Jodo Pessoa. Dissertacdo de Mestrado. 2013.

ALIYU, A. O.; NWAEDOZIE, J. M.; ADAMS, Ahmed. Quality Parameters of Biodiesel
Produced from Locally Sourced Moringa oleifera and Citrullus colocynthis L. Seeds
Found in Kaduna, Nigeria. International Research Journal of Pure and Applied Chemistry.
v. 3, p. 377-390, 2013.

ANP — Agéncia Nacional do Petrdleo [Brazilian National Petroleum Agency]. ANP Resolution
42/2004. Available at www.anp.gov.br/petro/legis qualidade.asp. 2004.

ANP - Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis [Brazilian National
Petroleum Agency]. ANP Resolution 9/2015. Disponivel em
www.anp.gov.br/petro/leqis qualidade.asp, 2015, Acesso em 21/04/2015.

ARICETTI, J. A. Metodos titulométricos alternativos para a avaliacdo da qualidade do
biodiesel. Universidade Estadual de Campinas. Dissertacdo de Mestrado ligado ao
Departamento de Quimica a Analitica. Instituto de quimica da UNICAMP 2010.

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS (ASTM). ASTM E519:. Standard

test method for diagonal tension (shear) in masonry assemblages. 2007.

68


http://www.anp.gov.br/petro/legis_qualidade.asp
http://www.anp.gov.br/petro/legis_qualidade.asp

BACOVSKY, D.; KORBITZ. W.; MITTELBACH. M.; WORGETTER, M. Biodiesel Prodution:
Technologies and European Providers. IEA task. v.39, p: 104, 2007.

BACHMEIER, B. E; MOHRENZ, I. V; MIRISOLA, V.; SCHLEICHER, E.; ROMEO, F.
HOHNEKE, C.; JOCHUM, M.; NERLICH, A. G.; PFEFFER, U. Curcumin downregulates
the inflammatory cytokines CXCL1 and-2 in breast cancer cells via NFkB.
Carcinogenesis, v. 29, n. 4, p. 779-789, 2008.

BAJPAI, D.; TYAGI, V. K. Biodiesel: source, production, composition, properties and its
benefits. Journal of Oleo Science, v. 55, n. 10, p. 487-502, 2006.

BALCAO, V. M.; MATEO, C.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; MALCATA, F. X.; GUISAN, J.
M. Structural and functional stabilization of L-asparaginase via multi-subunit
immobilization onto highly activated supports, Biotechnology Progress. v.17, n. 3, p.
537-542, 2001.

BALCAO, V. M.; OLIVEIRA, T. A.; MALCATA, F. X. Stability of a commercial lipase from
Mucor javanicus: kinetic modelling of pH and temperature dependencies. Biocatalysis
and Biotransformation. v. 16, n. 1, p. 45-66, 1998.

BALCAO, V. M.; MALCATA, F. X. Interesterification and acidolysis of butterfat with oleic
acid by Mucor javanicus lipase: changes in the pool of fatty acid residues. Enzyme and
Microbial Technology, v. 22, n. 6, p. 511-519, 1998.

BALCAO, V. M.; KEMPPINEN, A.; MALCATA, F. X.; KALO, P. Lipase-catalyzed acidolysis
of butterfat with oleic acid: characterization of process and product. Enzyme and
microbial technology, v. 23, n. 1, p. 118-128, 1998a.

BALCAO, V. M.; KEMPPINEN, A.; MALCATA, F. X.; KALO, P. Modification of butterfat by
selective hydrolysis and interesterification by lipase: process and product
characterization. Journal of the American Oil Chemists’ Society. v. 75, n. 10, p. 1347-1358,
1998b.

69



BARROS, R. M.; EXTREMINA, C. |.; GONCALVES, I. C.; BRAGA, B. O.; BALCAO, V. M.;
MALCATA, F. X. Hydrolysis of a-lactalbumin by Cardosin A immobilized on highly
activated supports. Enzyme and Microbial Technology v. 33, n. 7, p. 908-916, 2003.

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.

BONDIOLI, P.; GASPAROLI, A.; DELLA BELLA, L. TAGLIABEU, S.; TOSO, G. Biodiesel
stability under commercial storage conditions over one year. European Journal of Lipid
Science and Technology, v. 105, n. 12, p. 735-741, 2003.

BONDIOLI, P.; GASPAROLI, A.; DELLA BELLA, L.; TAGLIABUE, S.; LACOSTE, F;
LAGARDERE, L. The prediction of biodiesel storage stability. Proposal for a quick test.
European journal of lipid science and technology, v. 106, n. 12, p. 822-830, 2004.

BORSATO, D.; MAIA, E. C. R.; DALL'ANTONIA, L. H.; DA SILVA, H. C.; PEREIRA, J. L.
Cinética da oxidacdo de biodiesel de 6leo de soja em mistura com TBHQ:

determinacdo do tempo de estocagem. Quimica Nova. v. 35, n. 4, p. 733-737, 2012.

BORSATO, D.; CINI, J. R. M.; DA SILVA, H. C.; COPPO, R. L.; ANGILELLI, K. G
MOREIRA, |.; MAIA, E. C. R. Oxidation kinetics of biodiesel from soybean mixed with
synthetic antioxidants BHA, BHT and TBHQ: Determination of activation energy. Fuel
Processing Technology. v. 127. p. 111-116, 2014.

BOTELLA, L.; BIMBELA, F.; MARTIN, L.; ARAUZO, J.; SANCHEZ, J. L. Oxidation stability
of biodiesel fuels and blends using the Rancimat and PetroOXY methods. Effect of 4-
allyl-2, 6-dimethoxyphenol and catechol as biodiesel additives on oxidation stability.

Frontiers in chemistry, v. 2, 2014.

70



BOUAID, A.; MARTINEZ, M.; ARACIL, J. Production of biodiesel from bioethanol and
Brassica carinata oil: oxidation stability study. Bioresource Technology. v. 100. e. 7. p.
2234-2239, 20009.

BUCKER, F. Biodeterioracdo de misturas de diesel e biodiesel e seu controle com
biocidas. Universidade Federal do Rio grande do Sul, Porto Alegre. Dissertacdo de
mestrado, 2009.

CANAKCI, M.; VAN GERPEN, J. Biodiesel production from oils and fats with high free
fatty acids. Transactions-American Society of Agricultural Engineers, v. 44, n. 6, p. 1429-
1436, 2001.

CASTRO, A. G. Estudo da influéncia da curcumina na estabilidade oxidativa de
biodieseis e 6leos vegetais. Universidade Estadual de Campinas. Tese de Doutorado.
2013.

CHASSAGNEZ, A. L. M.; CORREA, N. F.; MEIRELES, M. A. A. Extrac&o de oleoresina de
carcuma (curcuma longa |) com CO, supercritico. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
v.17, e. 4, p. 399-404.1997.

CLSI Performance standards for antimicrobial susceptibility testing: twenty-first
informational supplement: CLSI document M100-S21. Wayne: Clinical and Laboratory
Standards Institutue, 2011.

CUIl, J.; YU, Z.; ZHAO, Y.; ZHU, W.; LI, H.; LOU, H.; ZHAI, G. Enhancement of oral
absorption of curcumin by self-microemulsifying drug delivery systems. International
Journal of Pharmaceutics, v. 371, n. 1, p. 148-155, 2009.

DANTAS, M. B.; ALBUQUERQUE, A. R.; BARROS, A. K.; RODRIGUES FILHO, M. G,
ANTONIOSI FILHO, N. R.; SINFRONIO, F. S. M.; ROSENHAIM, R.; SOLEDADE, L. E. B.;
SANTOS, I. M. G.; SOUZA A. G. Evaluation of the oxidative stability of corn biodiesel.
Fuel, v. 90, n. 2, p. 773-778, 2011.

71



DE FELIPPE JUNIOR, J. Curcumina e Cancer: antiproliferativo, antiapoptético,
antiangiogénico e antimetastético. 2008. Disponivel em: <
https://www.portaleducacao.com.br/farmacia/artigos/3893/curcumina-e-cancer-

antiproliferativo-antiapoptotico-antiangiogenico-e-antimet> [acesso em 05 de Setembro de
2015].

DE PAIVA MENEZES, C. G.; FIDALGO, J. L. G.; SILVA, T. D. Producéao de biodiesel a
partir de 6leos residuais de fritura: sustentabilidade e maior demanda energética.
Bolsista de Valor, v. 1, n. 1, p. 279-284, 2010.

DERMIBAS, A. Relationships derived from physical properties of vegetable oil and
biodiesel fuels. Fuel. v. 87. e. 8-9. p. 1743-1748, 2008.

DINKOV, R.; HRISTOV, G.; STRATIEV, D.; ALDAYRI, V. B.; Effect of commercially
available antioxidants over biodiesel/diesel blends stability. Fuel . v. 88, e. 4, p. 732-
737, 2008.

DODOS, G. S.; KONSTANTAKOS, T.; LONGINOS, S.; ZANNIKOS, F. Effects of
microbiological contamination in the quality of biodiesel fuels. Global NEST Journal.
v.14, e. 2, p. 175-182, 2012.

DOU (Diario Oficial da Unido); n° 185, secdo 1, de 25 de Setembro de 2014, ISSN: 1677-
7042, 2014. Disponivel em:
<http://bibliotecadigital.mpf.mp.br/bdmpf/bitstream/handle/123456789/56621/DOU1_2014 09 25.pdf?
sequence=1>, [acesso em 05 de Setembro de 2015].

DU, W.; LI, W.; SUN, T.; CHEN, X.; LIU, D. Perspectives for biotechnological production
of biodiesel and impacts. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 79, n. 3, p. 331-337,
2008.

72


https://www.portaleducacao.com.br/farmacia/artigos/3893/curcumina-e-cancer-antiproliferativo-antiapoptotico-antiangiogenico-e-antimet
https://www.portaleducacao.com.br/farmacia/artigos/3893/curcumina-e-cancer-antiproliferativo-antiapoptotico-antiangiogenico-e-antimet

ENCINAR, J. M.; GONZALEZ, J. F.; RODRIGUEZ, J. J.; TEJEDOR, A. Biodiesel Fuels
from Vegetable Oils: Transesterification of Cynara ¢ ardunculus L. Oils with Ethanol.
Energy & fuels. v. 16, n. 2, p. 443-450, 2002.

EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION (CEN). Fat and Oil Derivatives -
Fatty Acid Methyl Esters (FAME), Determination of oxidation stability (accelerated
oxidation test). European Committee for Standards (CEN), Belgium, 2003.

FERRARI, R. A.; OLIVEIRA, V. S., SCABIO, A. Biodiesel de soja —taxa de conversdo em
ésteres etilicos, caracterizacdo fisicoquimica e consumo em gerador de energia.
Quimica nova. V. 28, e. 1, p. 19-23, 2005.

FERRARI, R. A.; SOUZA, W. L. Avaliacdo da estabilidade oxidativa de biodiesel de 6leo
de girassol com antioxidantes. Quimica Nova. v. 32, e. 1, 2009.

FJERBAEK, L.; CHRISTENSEN, K. V.; NORDDAHL, B. A review of the current state of
biodiesel production wusing enzymatic transesterification. Biotechnology and
Bioengineering. v. 102, e. 5, p. 1298-1315, 2009.

GARDNER, R.; KAZI, S.; ELLIS, E. M. Detoxication of the environmental pollutant

acrolein by arat liver aldo-keto reductase.Toxicology letters. v. 148, n. 1, p. 65-72, 2004.

GERIS, R.; SANTOS, N. A. C.; AMARAL, B. A.; MAIA, I. S.; CASTRO, V. D.; CARVALHO, J.
R. M. Biodiesel de soja — reagao de transterificacdo para as aulas préaticas de quimica
orgéanica. Quimica Nova. v. 30, n. 5, p. 1369-1373, 2007.

GOLDANI, E. B. L. A. B.; FRANKENBERG, C. L. C.; CANTELLI, M. Tratamento fisico-

quimico dos efluentes liquidos provenientes da purificagdo do biodiesel, 2008.

HILL, J.; NELSON, E.; TILMAN, D.; POLASKY, S.; TIFFANY, D. Environmental, economic,
and energetic costs and benefits of biodiesel and ethanol biofuels. Proceedings of the
National Academy of Sciences. v. 103, n. 30, p. 11206-11210, 2006.

73



HOLANDA, A. Biodiesel e inclusdo social, Brasilia: Camara dos Deputados,
Coordenacdo de Publicagdes. Série Cadernos de altos estudos, n. 1, 2004. Disponivel

em: <www.camara. gov.br/caeat>

JEONG, G. T.; PARK, D. H. Lipase-catalyzed transesterification of rapeseed oil for
biodiesel production with tert-butanol. Biotechnology for Fuels and Chemicals. Humana
Press. p. 649-657, 2008.

KNOTHE, G.; GERPEN, J. V.; KRAHL, J.; RAMOS, L. P. Manual do biodiesel., 12 ed. Sao
Paulo: Edgard Blucher, 2006.

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

LAMAS, E. M.; BARROS, R. M.; BALCAO, V. M.; MALCATA, F. X. Hydrolysis of whey
proteins by proteases extracted from Cynara cardunculus and immobilized onto
highly activated supports. Enzyme and Microbial Technology, v. 28, n. 7, p. 642-652,
2001.

LEUNG, D. Y. C.; GUOQ, Y. Transesterification of neat and used frying oil: optimization
for biodiesel production. Fuel Processing Technology, v. 87, n. 10, p. 883-890, 2006.

LEUNG, D. Y. C.; WU, X.; LEUNG, M. K. H. A review on biodiesel production usin
catalyzed transesterification. Applied Energy. v. 87, n. 4, p.1083-1095, 2010.

LIMA, D. O.; SOGABE, V. P.; CALARGE, T. C. C. Uma analise sobre o mercado mundial
do biodiesel. In: 46th Congress, July 20-23, Rio Branco, Acre, Brasil. Sociedade Brasileira

de Economia, Administracéo e Sociologia Rural (SOBER), 2008.

74



LIN, S. S. Fats and oils oxidation. In: Wan, O. J. (Ed.). Introduction to fats and oils

technology. Champaign: AOCS. ch.12, p. 211-231, 1991.

LIRA, L. F. B.; ALBUQUERQUE, M. S.; PACHECO, J. G. A.; FONSECA, T. M,
CAVALCANTI, E. H. S.; STRAGEVITCH, L. Infrared spectroscopy and multivariate
calibration to monitor stability quality parameters of biodiesel. Microchemical Journal. v.
96, n. 1, p. 126-131, 2010.

LOTERO, E.; LIU, Y.; LOPEZ, D. E.; SUWANNAKARN, K.; BRUCE, D. A.; GOODWIN, J. G.;
Synthesis of biodiesel via acid catalysis. Industrial & engineering chemistry research, v.
44, n. 14, p. 5353-5363, 2005.

MAITI, K.; MUKHERJEE, K.; GANTAIT, A.; SAHA, B. P.; MUKHERJEE, P. K. Curcumin-
phospholipid complex: preparation, therapeutic evaluation and pharmacokinetic study
in rats. International journal of pharmaceutics, v. 330, n. 1, p. 155-163, 2007.

MARCHETTI, J. M.; MIGUEL, V. U.; ERRAZU, A. F. Techno-economic study of diferente
alternatives for biodiesel prodution. Fuel Processing Technology. v.89, n. 8, p 740-748,
2008.

MONTEIRO, M. R.; AMBROZIN, A. R. P.; LIAO, L. M.; FERREIRA, A. G. Critical review on
analytical methods for biodiesel characterization. Talanta. v. 77. n. 2. p. 593-605, 2008.

MONYEM, A.; VAN GERPEN, J. H. The effect of biodiesel oxidation on engine

performance and emissions. Biomass & Bioenergy, v. 20, n.4, p.317-325, 2001.

MOSER, B. R. Biodiesel production, properties, and feedstocks. In: Biofuels. Springer
New York. p. 285-347, 2011.

MUKERJEE, A.; VISHWANATHA, J. K. Formulation, characterization and evaluation of
curcumin-loaded PLGA nanospheres for cancer therapy. Anticancer research, v. 29, n.
10, p. 3867-3875, 2009.

75



NARASIMHARAO, K.; LEE, A.; WILSON, K. Catalysts in production of biodiesel: A

review. Journal of Biobased Materials and Bioenergy. v.1, n.1, p. 19-30, 2007.

NASCIMENTO, M. G.; COSTA NETO, P.R.; MAZZUCO, L. M. Biotransformacao de 6leos
e gorduras: utilizacdo de lipases para obtencdo de biocombustivel. Revista

Biotecnologia de Ciéncia & Desenvolvimento, v.19, p. 28-31, 2001.

NEGRONI, M. Microbiologia estomatolégica: fundamentos y guia préctica. 22 edicao.

Buenos Aires: Médica Panamericana, 2009.

NIGAM, S.; MEHROTRA, S.; VANI, B.; MEHROTRA, R. Lipase Immobilization
Techniques for Biodiesel Production: An Overview. International Journal of Renewable
Energy & Biofuels, Vol. 2014, 2014.

NOUREDDINI, H.; HARKEY, D.; MEDIKONDURU, V. A continuous process for the
conversion of vegetable oils into methyl esters of fatty acids, Journal of the American
Oil Chemists’s Society. v. 75, n. 12, p. 1775-1783, 1998.

ONOUE, S.; TAKAHASHI, H.; KAWABATA, Y.; SETO, Y.; HATANAKA, J.; TIMMERMANN,
B.; YAMADA, S. Formulation design and photochemical studies on nanocrystal solid
dispersion of curcumin with improved oral bioavailability. Journal of pharmaceutical
sciences, v. 99, n. 4, p. 1871-1881, 2010.

PASSMAN, F. J. Microbial contamination and its control in fuels and fuel systems

since 1980: a review. International Biodeterioration & Biodegradation v. 81, p. 88-104, 2013.

PERET-ALMEIDA, L.; NAGHETINI, C. C.; NUNAN, E. A.; JUNQUEIRA, R. G.; GLORIA, M.
Atividade antimicrobiana in vitro do rizoma em p06, dos pigmentos curcumindéides e
dos 6leos essenciais da Curcuma longa L. Ciéncias e Agrotecnologia. v. 32, n. 3, p. 875-
881, 2008.

76



PERET-ALMEIDA, L.; CHERUBINO, A. P. F.; ALVES, R. J.; GLORIA. M. B. A. Separation
and determination of the physico- chemical characteristics of curcumin, demethoxy
curcumin and bisdemethoxycurcumin, Food Research International, v. 38, n. 8, p. 1039-
1044, 2005.

PETROBRAS, Manual Técnico Diesel S-10, versdo 1.3, Assisténcia Técnica, pp. 1-17,
Agosto, disponivel em

http://sites.petrobras.com.br/minisite/assistenciatecnica/public/downloads/manual tecnico di

esels-10 assistencia tecnica petrobras.pdf, 2014.

PETROBRAS, Manual Técnico Diesel S-10, Assisténcia Técnica, pp. 1-14 Agosto,
disponivel em <
http://www.br.com.br/wps/wcm/connect/bbf8ea004de4797c8e8adf73cb9b3dc7/manual-
tecnico-diesel-s-10.pdf?MOD=AJPERES>, 2012.

PISANO, M.; PAGNAN, G.; LOI, M.; MURA, M. E.; TILOCCA, M. G.; PALMIERI, G.; FABBRI,
D.; DETTORI, M. A.; Delogu, G.; PONZONI, M.; ROZZO, C. Antiproliferative and pro-
apoptotic activity of eugenol-related biphenyls on malignant melanoma cells. Molecular
cancer, v. 6, n. 1, p. 8, 2007.

RAMOS, M. J.; FERNANDEZ, C. M.; CASAS, A.; RODRIGUES, L.; PEREZ, A. Influence of
fatty acid composition of raw materials on biodiesel properties. Bioresource
Technology. v. 100, n. 1, p. 261-268, 2009.

RINALDI, R.; GARCIA, C.; MARCINIUK, L. L.; ROSSI, A. V.; SCHUCHARDT, U. Sintese de
biodiesel: uma proposta contextualizada de experimento para laboratério de quimica
geral. Quimica Nova. v. 30, e. 5, p. 1374-1380, 2007.

ROBLES-MEDINA, A.; GONZALES-MORENO, P. A.; ESTEBAN-CERDAN, L; MOLINA-
GRIMA, E. Biocatalysis: towards ever greener biodiesel production Biotechnology
advances. v. 27: n.4, p. 398-408, 2009.

77


http://sites.petrobras.com.br/minisite/assistenciatecnica/public/downloads/manual_tecnico_diesels-10_assistencia_tecnica_petrobras.pdf
http://sites.petrobras.com.br/minisite/assistenciatecnica/public/downloads/manual_tecnico_diesels-10_assistencia_tecnica_petrobras.pdf
http://www.br.com.br/wps/wcm/connect/bbf8ea004de4797c8e8adf73cb9b3dc7/manual-tecnico-diesel-s-10.pdf?MOD=AJPERES
http://www.br.com.br/wps/wcm/connect/bbf8ea004de4797c8e8adf73cb9b3dc7/manual-tecnico-diesel-s-10.pdf?MOD=AJPERES

SADROLHOSSEINI, A. R.; MOKSIN, M. M.; YUNUS, W. M. M.; TALIB, Z. A.; ABDI, M. M.
Surface plasmon resonance detection of copper corrosion in biodiesel using

polypyrrole-chitosan layer sensor, Optical Review. v. 18, n. 4, p. 331-337, 2011.

SANTOS, A. P. B.; PINTO, A. C. Biodiesel: Uma Alternativa de Combustivel Limpo,
Quimica Nova na Escola, v. 31, n 1, p.58-62, 2009.

SCHUCHARDT, U.; SERCHELI, R; VARGAS, R. M. Transesterification of vegetable oils:
a review. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 9, n. 3, p. 199-210, 1998.

SHAIKH, J.; ANKOLA, D. D.; BENIWAL, V.; SINGH, D.; RAVI KUMAR, M. N. V.
Nanoparticle encapsulation improves oral bioavability of curcumin by at least 9-fold
when compared to curcumin administered with piperine as absorption enhancer.

European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 37, n. 3, p. 223-230, 2009.

SHUKLA, Y.; ARORA, A. Suppression of altered hepatic foci development by curcumin
in wistar rats. Nutrition and cancer, v. 45, n. 1, p. 53-59, 2003.

SILVA, F. A. M.; BORGES, M. F. M.; FERREIRA, M. A. Métodos para avaliacdo do grau
de oxidacéo lipidica e da capacidade antioxidante. Quimica Nova, v. 22, n. 1, p. 94-103,
1999.

DA SILVA, W. L. G.; SOUZA, P. T.; SHIMAMOTO, G. G.; TUBINO, M. Separation of the
Glycerol-Biodiesel Phases in an Ethyl Transesterification Synthetic Route Using
Water. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 26, n. 9, p. 1745-1750, 2015.

SILVA, R. C.; COTTING, L. N.; POLTRONIERI, T. P.; BALCAO, V. M.;: DE ALMEIDA, D. B.;
GONCALVES, L. A. G.; GRIMALDI, R.; GIOIELLI, L. A. The effects of enzymatic
interesterification on the physical-chemical properties of blends of lard and soybean
oil, LWT-Food Science and Technology, v. 42, n. 7, p. 1275-1282, 2009.

78



SOARES, S. E. Acidos fenélicos como antioxidantes, Revista de Nutricdo.v. 15, n. 1, p.
71-81, 2002.

SRIRANGSAN, A.; ONGWANDEE, M.; CHAVALPARIT, O.; Treatment of biodiesel
wastewater by electrocoagulation process. In: Actas de Proceedings of the International
Symposium on Environmental Management: Hazardous-Environmental Management
Toward Sustainability. p. 26-27, 2009

SUEHARA, K. |, KAWAMOTO, Y., FUJIl, E., KOHDA, J., NAKANO, Y., YANO, T.
Biological treatment of wastewater discharged from biodiesel fuel production plant
with alkali-catalyzed transesterification. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 100,
n. 4, p. 437-442, 2005.

TAMLAMPUDI, S.; TALUKDER, M. R.; HAMA, S.; NUMATA, T.; KONDO, A.; FUKUDA, H.
Enzymatic production of biodiesel from Jatropha oil: a comparative study of
immobilized whole cell and commercial lipases as biocatalyst. Biochemistry Engineering
Journal, v. 39, n. 1, p. 185-189, 2008.

TIYABOONCHAI, W.; TUNGPRADIT, W.; PLIANBANGCHANG, P. Formulation and
characterization of curcuminoids loaded solid lipid nanoparticles. International Journal
of Pharmaceutics. v. 337, n. 1-2, p. 299-306, 2007.

WAZILEWSKI, W. T.; BARICCATTI, R. A.; MARTINS, G. |.; SECCO, D.; DE SOUZA, S. N.
M.; ROSA, H. A.; CHAVES, L. |. Study of the methyl crambe (Crambe abyssinica
Hochst) and soybean biodiesel oxidative stability. Industrial Crops and Products. v. 43,
p. 207-212, 2013.

XIN, J.; IMAHARA, H.; SAKA, S. Kinetics on the oxidation of biodiesel stabilized with
antioxidant. Fuel. v. 88, n. 2, p 282-286, 2009.

ZIMMER, A.; CAZAROLLI, J.; TEIXEIRA, R. M.; VISCARDI, S. L. C.; CAVALCANTI, E. S. H,;
GERBASE, A. E.; FERRAO, M. F.; PIATNICKI, C. M. F.; BENTO, F. M. Monitoring of

79



efficacy of antimicrobial products during 60 days storage simulation of diesel (BO),
biodiesel (B100) and blends (B7 and B10). Fuel. v. 112: p. 153-162, 2013.

80



ANEXOS
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ANEXO B - Certificado de apresentacdo do trabalho cientifico intitulado " Curcumina,

pirocatecol e biodiesel: um relacionamento frutifero para a prevencdo da degradacgéo

microbiana do biodiesel?", na 382 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.
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Atestamos que o trabalho "Curcumina, pirocatecol e biodiesel: um relacionamento frutifero para
prevencao da degradagao microbiana do biodiesel?", autoria de Santos, G. A.; Dezzotti, B.; Vila, M.
M. D. C.; Chaud, M. V.; Tubino, M.; Balcao, V. M. foi apresentado na forma de poster durante a 38*
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.
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and antioxidant screening”.
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The natural substances added to biodiesel (curcumin and pyrocatechol) presented fungistatic characteristics
and were able to prevent the growth of the selected microorganism. However, from those two natural
substances, curcumin was selected for further work due not only to its ease of acquisition but also to its

higher fungistatic activity.

Additionally, curcumin was able to substantially increase the lipid oxidation induction times of all biodiesels
tested. Hence, curcumin shows great promise for use as additive in low mass concentrations to be used in
the control of the quality of biodiesels from different plant sources, both from the antimicrobial and

antioxidant points of view.
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1. Introduction

Biodiesel is a fuel derived from renewable sources such as vegetable oils and animal fat, and is a good
alternative to fossil oil and diesel oil. Biodiesel has been used by several countries to minimize the effects of
greenhouse gas emissions (Zimmer et al., 2013). The CO, released in the combustion of biodiesel is equal to
that captured by plants during photosynthesis and, thus, it does not promote the increase of CO, in the
atmosphere (Naik et al., 2010). Biodiesel is composed of a mixture of alkyl esters (methyl, ethyl or propyl)
obtained in the transesterification of triglycerides from vegetable oils and animal fats, which is a
conventional method for obtaining biodiesel. The triglycerides react with a low molecular weight alcohol,
usually methanol or ethanol, resulting in the formation of fatty acid esters and releasing glycerol as a
byproduct. The reaction is catalyzed by acids, bases or enzymes. Considering the costs involved, sodium and
potassium hydroxides promote satisfactory yields and have been widely used (Botella et al., 2006).
Microbial contamination of fuels has been reported for more than a century, since it can be spread
throughout the storage and distribution systems with serious economical damages (Dodos et al., 2012;
Passman, 2013). Although the distillation process involved in the production of biodiesel is able to sterilize
the biofuel, water, dust and microorganisms can easily enter the system through the storage and transport of
the fuel (Dodos et al., 2012). Furthermore, due to its hygroscopicity water can accumulate during storage of
biodiesel, creating a favorable condition for the proliferation of microorganisms (Zimmer et al., 2013).
Microbial contamination may gradually degrade the quality of the fuel, favoring the loss of chemical
stability. Contaminated biodiesel favors the formation of bio-sludge, causing clogging of filters, accelerates
the corrosion of various components and features turbidity and unpleasant odor (Dodos et al., 2012; Zimmer
et al., 2013). For the prevention or control of biofouling, monitoring and cleaning measures are required,
together with the use of chemicals (biocides) capable of inhibiting and controlling microbial growth.
Bacteria and fungi are able to proliferate in biofuels, being metabolically more active in interfaces within
fuel systems (Passman, 2013). Microorganisms that have been detected in fuel storage systems include
fungi, yeasts, and aerobic and anaerobic bacteria (Cazarolli et al., 2014). A good biocide should be able to
act both on the oil and water phases, exhibit a broad spectrum activity, maintain its inhibitory effect in the
presence of other substances, not be corrosive to the system, be inexpensive and safe to use, and have a low
environmental impact (Biicker et al., 2011; Zimmer et al., 2013). Another problem that biodiesels feature is
susceptibility to oxidation (Castro, 2013). Biodiesels are unstable, particularly when exposed to moisture
and atmospheric oxygen, due to their own chemical structure, degrading over time (Zimmer et al., 2013).
Typically, vegetable oils have natural components with antioxidant capacity such as, for example,
tocopherols. However, in the (chemical) process of obtaining biodiesels these substances are lost. Thus,
addition of chemical substances with antioxidant capacity is a common practice, aiming at maintaining the
quality of biodiesel (Castro, 2013; Serrano et al., 2013). Some natural substances, such as curcumin and
pyrocatechol, have antimicrobial and antioxidant activities. In this regard, it may be interesting to add any of
these substances to biodiesels so as to minimize both microbial contamination and oxidation. Curcumin

[1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione] is a naturally occurring polyphenol in
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turmeric (Curcuma longa Linn) (Shaikh er al., 2009) possessing several properties, including anti-
inflammatory, analgesic, antioxidant (Castro, 2013) and antimicrobial (Akram et al., 2010; Shrishail et al.,
2013). Pyrocatechol (benzene-1,2-diol) is a phenolic compound present in several plant species
(Kocacaliskana et al., 2006), presenting antimicrobial (Schweigert et al., 2001) antioxidant (Basile et al.,
2005; Perron and Brumaghim, 2009) properties. The mechanisms responsible for microbial toxicity include
enzyme inhibition possibly by reaction with hydrogen sulfide groups, or by non-specific reactions with
proteins (Coawn, 1999). Considering all the aforementioned facts, the major goal of the research effort
entertained herein was to evaluate the use of curcumin and/or pyrocatechol in biodiesels as antimicrobial

and antioxidant agents.
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2. Materials and methods

2.1. Materials

2.1.1. Chemicals. The reagents utilized in this research work were all of analytical grade or better, and
were used without any type of additional purification. Tap water was purified in a Milli-Q Elga Purelab
system (Molsheim, France) to a final conductivity of ca. 18.2 MQ.cm™. Curcumin was purchased from
Merck (Hohenbrunn, Germany), whereas pyrocatechol was acquired from Fluka (Buchs SG, Switzerland).
For the microbiological assays, nutritive medium Sabouraud Dextrose Agar was purchased from Promidol
Biotecnologia (Belo Horizonte MG, Brazil) and disposable sterile Petri plates were acquired from J. Prolab
(Sao José dos Pinhais, PR, Brazil). The microorganism utilized in all biodiesel inoculation experiments was
the filamentous mold Paecilomyces variotii Bainier (code CMMAI 0543), acquired from the Brazilian
Collection of Environment and Industry Microorganisms (CBMAI) of the Multidisciplinary Center for
Chemical, Biological and Agricultural Research at the Campinas State University (CPQBA/UNICAMP,
Campinas, SP, Brazil). To synthesize the various biodiesels utilized in this research effort, refined soybean
oil was acquired at the local commerce in the city of Campinas (Campinas, SP, Brazil), spent frying oil was
collected through the Selective Waste Collection Program of the Environment Division of the State
University of Campinas, cotton seed oil and microalgae oil was a kind gift from EXTRAE/FEA/UNICAMP,
sesame seed oil was a kind gift from Sésamo Real Industria e Comércio de Produtos Alimenticios Ltda.
(Valinhos, SP, Brazil), and macatba almond oil was acquired from Community Association of Small
Farmers of Dantas Creek and Montes Claros adjacencies (Minas Gerais MG, Brazil). The reagents utilized
to prepare the different biodiesels were absolute methanol, purchased from Synth (Diadema, SP, Brazil), and
sodium methoxide solution at 30% (w/w) in methanol, purchased from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil),

used as catalyst for the transesterification reactions.

2.1.2. Analytical equipment. The lipid oxidation induction times of the several biodiesels studied were
determined in a Biodiesel Rancimat from Metrohm AG (model 873, Herisau, Switzerland). All refractive
index measurements were carried out in a Digital Refractometer from Mettler-Toledo (model Refracto

30GS, Greifensee, Switzerland).
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2.2. Experimental procedures

2.2.1. Preparation of biodiesel. The syntheses of biodiesels were carried out in three sequential steps. In
the first step one added, relative to the initial mass of oil, 16% (w/w) methanol and 0.58% (w/w) of
methanolic solution of sodium methoxide (at 30%, w/w). This misture was maintained at 60 °C with reflux,
under mechanical stirring at 900 rpm, during 1 hr. Subsequently, the reaction mixture was transferred into a
separatory funnel for decantation, separation and removal of glycerol. After removal of the glycerol, one
continued to the second reaction step with the addition of an extra 4% (w/w) of ethanol and 0.14% (w/w) of
methanolic solution of sodium methoxide (at 30%, w/w), percentages relative to the initial mass of oil,
under the same experimental conditions of stirring, temperature, time and reflux. In the third stage, the
biodiesel produced was washed with 5x50 mL of water at 60 °C, dried in an oven set at 100 °C during 1
hour and purified on a column packed with ion exchange resin (Amberlite BD10 DRY, from Dow Chemical
Brazil, Sdo Paulo, SP, Brazil), employing ca. 180 g of resin per liter of biodiesel and a biodiesel flow rate of

4 mL min™.

2.2.2. Preparation of biodiesel samples. Biodiesel samples were added with curcumin or pyrocatechol
at variable weight percentages of 0%, 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1.0%, and 1.5% (w/w). The presence of water was
also evaluated, with addition of 1% water (w/w) to biodiesel samples containing added curcumin or
pyrocatechol. Figure 1 presents the experimental design utilized. All biodiesel samples added with curcumin
or pyrocatechol, in the absence or presence of 1% (w/w) added water, were stored in amber glass bottles and

kept at 4 °C until use.

Insert Figure 1 here

2.2.3. Evaluation of the potential antimicrobial activity of curcumin and pyrocatechol in
biodiesel. For determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of curcumin and
pyrocatechol in the biodiesels studied, one utilized the filamentous mold Paecilomyces variotii Bainier. The
microorganism (in the form of a lyophilized pellet) was reactivated by the addition of ca. 5 mL of sterile
saline solution (at 0.9% NaCl (w/w) in ultrapure water). After complete rehydration of the pellet, the
solution was gently shaked and poured into Petri plates containing solid Sabouraud Dextrose Agar, and the
plates incubated during 48 hr at 25 °C in an incubation chamber from QUIMIS (model Q-316-14, Diadema,
SP, Brazil). After incubation, a colony forming unit (CFU) was selected and withdrawn using a flamed
metallic loop, and suspended in sterile liquid nutritive broth, after which the tube was incubated during 48 hr
at 25 °C. After this time period, and following homogenization of the inoculum, a sterile swab was
introduced and submerged in the liquid culture suspension, the excess solution was withdrawn via gentle
compression against the tube walls, and the surface of the Sabouraud Dextrose Agar in Petri plates was

inoculated in the form of striae in three directions, in each (previously marked) quadrant. Immediately after
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inoculation, 20 puL of each biodiesel sample with a given weight percentage of curcumin or pyrocatechol
(with and without added water) were poured in the centre of each quadrant in the form of a simple (tiny)
drop, using sterile tips and a Gilson automatic pipette. For each biodiesel, samples added with either
curcumin or pyrocatechol were poured into four Petri plates with solid Sabouraud Dextrose Agar using the
following sequence: Petri plate #1: top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.1% (w/w)
curcumin; bottom right quadrant, 0.2% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; Petri
plate #2: top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.5% (wW/w) curcumin; bottom right
quadrant, 1.0% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 1.5% (w/w) curcumin; Petri plate #3: top right
quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 0.2%
(w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; Petri plate #4: top right quadrant, 0%
(w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 1.0% (w/w)
pyrocatechol; bottom left quadrant, 1.5% (w/w) pyrocatechol. All Petri plates were incubated at 25 °C
during 48 hr, after which they were visually inspected for the presence of growth inhibition halos.
Measurement of halo diameters was carried out using a caliper rule and reflected light to illuminate the Petri
plates (in inverted position) placed on a black and opaque background. All procedures were carried out
under asseptic conditions in a laminar flow chamber from Trox Technik (model FLV-II, Sorocaba, SP,
Brazil). The Petri plates containing solid culture medium were prepared according to procedures from the

manufacturers and following instructions from CLSI (2011).

2.2.4. Evaluation of the potential antioxidant activity of curcumin and pyrocatechol in
biodiesel. The induction period that expresses the oxidative stability was determined by following the
procedure of the norm EN 14112 (European Committee for Standardization, 2003), in a Biodiesel Rancimat
from Metrohm AG (model 873, Herisau, Switzerland). All measurements were performed in triplicate. This
method consists in using 3 gr of biodiesel which are heated up to 110 °C, and maintained at this

temperature, under a constant air flow of 10 Leh™.

3. Results and discussion

One of the biggest problems with biodiesel is related to its stability, and the most significant factors for its
degradation include exposure to air and/or light, high temperatures and even to the presence of metals that
can eventually act as catalysts in the process of its oxidation. The presence of microorganisms has also been
reported as a factor that promotes biodiesel degradation, with a significant drop in its quality (Dodos et al.,
2012; Passman, 2013; Borsato et al., 2014). Hence, to minimize this problem, the research work entertained
herein aimed at studying the effects of the addition to biodiesel of natural substances with antimicrobial and
antioxidant properties. Thus, the research work undertaken was divided into two major parts, the first of
which is described in this manuscript, and aimed at determining the lowest concentrations of pyrocatechol

and/or curcumin exercising antimicrobial and/or antioxidant activities in biodiesels produced from oils from
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different plant origins. The second part, which will be the subject of a forthcoming (part II) paper, aimed at
following over a relatively long storage time, the effect of such natural additives in the maintenance of the
properties and quality of biodiesel. All newly prepared biodiesels were screened for microbial loads, but all
produced negative results, which is in clear agreement with the processing conditions leading to the

production of this biofuel (Dodos et al., 2012).

3.1. Evaluation of the potential antimicrobial activity of curcumin and pyrocatechol in
biodiesel. To test the potential of the addition of natural substances such as curcumin and/or pyrocatechol
to biodiesel, in preventing and/or controlling microbial contamination and oxidation, one decided to
inoculate all newly prepared biodiesels with a microorganism able to withstand the prevailing conditions in
such a medium and at the same time able to thrive in them. The microorganism chosen was the filamentous
mold Paecilomyces variotii Bainier, due to the fact that it is a common contaminating agent in diesel fuels
(Passman, 2013) and also because of the availability to acquire a strain of guaranteed origin. The presence of
water as a facilitator or inhibitor of the activity of the added antimicrobial agent(s) was also evaluated and,
for this, all newly prepared biodiesels were added with 1% (w/w) ultrapure water, aiming at simulating
biodiesel hydration during storage up to twenty times the maximum legally permitted water level (500 ppm)
(ANP 42/2004). In real conditions of storage, biodiesel can suffer accidental contamination with water from
infiltrations (e.g. rain, washing of the refueling points, microcracks in the storage tanks) and, in this sense, it
was considered important to define the microbial growth inhibition properties the closest as possible to the
real conditions. The results of the microbial growth inhibition trials obtained for all biodiesel samples added
with either curcumin or pyrocatechol, in the presence of 1% (w/w) added water or in its absence, are

displayed in Figure 2 for curcumin and in Figure 3 for pyrocatechol.

Insert Figure 2 here

Insert Figure 3 here

As can be seen from inspection of Figures 2 and 3, when no curcumin or pyrocatechol were added, the
mycellium grew and entangled above the biodiesel droplet, producing a “fake” inhibition zone. To allow a
better comparison of the halos produced in the different situations, for every biodiesel tested the halos
produced were nomalized by the dimension of the inhibition zone produced solely by biodiesel (i.e., without
any addition of either curcumin or pyrocatechol). A close inspection of the results depicted in Table 1, in the
form of normalized growth inhibition halo diameters, allows to draw as a general conclusion that the
combined addition of 1% (w/w) water and a low mass concentration of curcumin (viz. 0.2% (w/w) for
biodiesel from spent frying oil, 0.5% (w/w) for biodiesel from soybean oil, 0.1% (w/w) for biodiesel from
cotton seed oil, 0.5% (w/w) for biodiesel from sesame seed oil, 0.2% (w/w) for biodiesel from macauba
almond oil, and 0.2% (w/w) for biodiesel from microalgae oil) were those processing variables that

promoted the best microbial growth inhibition (see Table 1).
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Insert Table 1 here

Due to legal restrictions, the amount of any additive added to biodiesel must be kept to a minimum. For all
biodiesels produced from different vegetable sources and added with 1% (w/w) water, curcumin and
pyrocatechol produced quite similar results in preventing microbial growth. However, due to the ease of
curcumin availability, compared to pyrocatechol, the former was chosen for further work. Additionally, the
growth inhibition halos produced by curcumin were in general much larger than those promoted by

pyrocatechol (see Table 1).

3.2. Evaluation of the potential antioxidant activity of curcumin and pyrocatechol in
biodiesel. The potential antioxidant effect of curcumin in all biodiesels added with 1% (w/w) ultrapure
water was also evaluated. As can be seen in Table 2, lipid oxidation induction times (average of three
determinations and associated standard deviations) of biodiesels added with (minimum) variable amounts of
curcumin and 1% (w/w) water (see section 3.1.) suffered a generalized increase when compared with their
pure counterparts (see Table 2). Except for the biodiesel produced from soybean oil, which suffered a 16%
reduction in the lipid oxidation induction time, meaning that this biodiesel was more prone to oxidation after
the combined addition of water and curcumin, all other biodiesels proved to be more resistant to oxidation,
with significant increases in their lipid oxidation induction times (see Table 2). Additionally, plain biodiesel
produced from macauba almond oil proved to be very resistant to oxidation, exhibiting a lipid oxidation
induction timeframe of more than 60 h, making irrelevant the addition of any antioxidant. Even more, the
addition of curcumin to this biodiesel catapulted the induction of lipid oxidation to more than 140 h. Thus,
this biodiesel was discontinued from further studies. The same happened to biodiesel produced from
microalgae oil, due to the difficulty in obtaining this still experimental biodiesel in large amounts. But for
the remaining biodiesels (see Table 2), and except for the biodiesel produced from soybean oil, lipid
oxidation induction times suffered large increases, from ca. 28% in the case of biodiesel produced from
sesame seed oil to ca. 41% in the case of biodiesel produced from spent frying oil. These results clearly
demonstrate the potential of the addition of curcumin to biodiesels in preventing both oxidation and

microbial growth.

Insert Table 2 here



264
265
266
267
268
269
270
271
272

273
274

4. Conclusions

An analysis of the results obtained in the research effort described herein allows to conclude that the natural
substances added to biodiesel (curcumin and pyrocatechol) presented fungistatic characteristics and were
able to prevent the growth of the selected microorganism. However, from those two natural substances,
curcumin was selected for further work due not only to its ease of acquisition but also to its higher
fungistatic activity. Additionally, curcumin was able to substantially increase the lipid oxidation induction
times of all biodiesels tested. Hence, curcumin shows great promise for use as additive in low mass
concentrations to be used in the control of the quality of biodiesels from different plant sources, both from

the antimicrobial and antioxidant points of view.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1:

Figure 2:

Experimental design for assessing the effect of curcumin or pyrocatechol as antimicrobial

and/or antioxidant agents in biodiesel samples, in the presence or absence of added water.

Results obtained for the antimicrobial activity of biodiesel samples added with variable
amounts of curcumin. al: biodiesel from spent frying oil without added water, top right
quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.1% (w/w) curcumin; bottom right
quadrant, 0.2% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; a2: biodiesel
from spent frying oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top
left quadrant, 0.1% (w/w) curcumin; bottom right quadrant, 0.2% (w/w) curcumin; bottom
left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; b1: biodiesel from soybean oil without added water, top
right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.1% (w/w) curcumin; bottom right
quadrant, 0.2% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; b2: biodiesel
from soybean oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left
quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; bottom right quadrant, 1.0% (w/w) curcumin; bottom left
quadrant, 1.5% (w/w) curcumin; c¢l: biodiesel from cotton seed oil without added water, top
right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; bottom right
quadrant, 1.0% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 1.5% (w/w) curcumin; ¢2: biodiesel
from cotton seed oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top
left quadrant, 0.1% (w/w) curcumin; bottom right quadrant, 0.2% (w/w) curcumin; bottom
left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; d1: biodiesel from sesame seed oil without added water,
top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.5% (W/w) curcumin; bottom right
quadrant, 1.0% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 1.5% (w/w) curcumin; d2: biodiesel
from sesame seed oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w) curcumin;
top left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; bottom right quadrant, 1.0% (w/w) curcumin; bottom
left quadrant, 1.5% (w/w) curcumin; el: biodiesel from macauba palm oil without added
water, top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin;
bottom right quadrant, 1.0% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 1.5% (w/w) curcumin; e2:
biodiesel from macauba palm oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w)
curcumin; top left quadrant, 0.1% (w/w) curcumin; bottom right quadrant, 0.2% (w/w)
curcumin; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin; fl: biodiesel from microalgae oil
without added water, top right quadrant, 0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.1% (w/w)
curcumin; bottom right quadrant, 0.2% (w/w) curcumin; bottom left quadrant, 0.5% (w/w)
curcumin; f2: biodiesel from microalgae oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant,
0% (w/w) curcumin; top left quadrant, 0.1% (w/w) curcumin; bottom right quadrant, 0.2%

(w/w) curcumin; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) curcumin.
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Figure 3:

Results obtained for the antimicrobial activity of biodiesel samples added with variable
amounts of pyrocatechol. al: biodiesel from spent frying oil without added water, top right
quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; bottom right
quadrant, 1.0% (w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant, 1.5% (w/w) pyrocatechol; a2:
biodiesel from spent frying oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w)
pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 0.2% (w/w)
pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; b1: biodiesel from soybean oil
without added water, top right quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.1%
(w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 0.2% (w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant,
0.5% (w/w) pyrocatechol; b2: biodiesel from soybean oil with 1% (w/w) added water, top
right quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom
right quadrant, 0.2% (w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; ¢l:
biodiesel from cotton seed oil without added water, top right quadrant, 0% (w/w)
pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 0.2% (w/w)
pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; ¢2: biodiesel from cotton seed
oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant,
0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 0.2% (w/w) pyrocatechol; bottom left
quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; d1: biodiesel from sesame seed oil without added water,
top right quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol;
bottom right quadrant, 0.2% (w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w)
pyrocatechol; d2: biodiesel from sesame seed oil with 1% (w/w) added water, top right
quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom right
quadrant, 0.2% (w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; el:
biodiesel from macauba palm oil without added water, top right quadrant, 0% (w/w)
pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 0.2% (w/w)
pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; e2: biodiesel from macauba
palm oil with 1% (w/w) added water, top right quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left
quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol; bottom right quadrant, 1.0% (w/w) pyrocatechol; bottom
left quadrant, 1.5% (w/w) pyrocatechol; fl: biodiesel from microalgae oil without added
water, top right quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w)
pyrocatechol; bottom right quadrant, 0.2% (w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5%
(w/w) pyrocatechol; f2: biodiesel from microalgae oil with 1% (w/w) added water, top right
quadrant, 0% (w/w) pyrocatechol; top left quadrant, 0.1% (w/w) pyrocatechol; bottom right
quadrant, 0.2% (w/w) pyrocatechol; bottom left quadrant, 0.5% (w/w) pyrocatechol.
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Table

Table 1. Normalized growth inhibition halos produced using the filamentous fungi Paecilomyces variotii
Bainier and biodiesels from different vegetable origins added with variable weight percentages
of either curcumin or pyrocatechol.

Additive Normalized inhibition halos produced
added to With With With With
BIODIESEL ORIGIN P curcumin curcumin pyrocatechol pyrocatechol
biodiesel / / / /
(%, w/w) . . . .
Without water With water Without water With water
0 8/8 =1.000 7/7 =1.000 10/10=1.000 10/10 =1.000
0.1 10/8 =1.250 10/7 =1.429 10/10 =1.000 10/10 = 1.000 \
) ) 0.2 7/8=0.875 10/7 =1.429 7/10=0.700 8/10=0.800
Spent frying oil
0.5 8/8=1.000 8/7 =1.143 8/10=0.800 10/10 =1.000
1.0 8/8=1.000 6/7 =0.857 12/10=1.200 9/10=0.900
1.5 8/8 =1.000 7/7 =1.000 12/10=1.200 5/10 =0.500
0 10/10=1.000 | 10/10=1.000 9/9 =1.000 7/7 =1.000
0.1 10/10 =1.000 9/10 =0.900 11/9=1.222 6/7 =0.857
, 0.2 16/10 = 1.600 7/10=0.700 10/9=1.111 8/7=1.143
Soybean oil
0.5 12/10 =1.200 [EE0ySTESSO0) 10/9=1.111 7/7 =1.000
1.0 8/10 =0.800 6/10=0.600 10/9=1.111 5/7=0.714
1.5 8/10 = 0.800 8/10 = 0.800 9/9 =1.000 5/7=0.714
0 11/11=1.000 | 13/13=1.000 11/11 =1.000 7/7 =1.000
0.1 9/11=0.818 14/13=1.077 10/11 =0.909 11/7 =1.571 \
) 0.2 9/11=0.818 12/13 =0.923 8/11=0.727 9/7 =1.286
Cotton seed oil
0.5 9/11=0.818 10/13 =0.769 7/11=0.636 8/7 =1.143
1.0 9/11=0.818 8/13=0.615 9/11=0.818 1/7=0.143
1.5 INVARESSRIDAN 13/13 =1.000 10/11 =0.909 0/7 =0.000
0 7/7=1.000 8/8 =1.000 8/8 =1.000
0.1 8/7 =1.143 7/8=0.875 7/8 =0.875 9/7 =1.286 \
) 0.2 8/7 =1.143 9/8=1.125 8/8=1.000 9/7 =1.286 \
Sesame seed oil
0.5 9/7=1.286 10/8 =1.250 8/8=1.000 9/7 =1.286 \
1.0 7/8 =0.875 0/8=0.000 7/7 =1.000
1.5 11/7=1.571 9/8=1.125 7/8 =0.875 9/7=1.286 |
0 8/8=1.000 10/10 =1.000 13/13 =1.000 11/11=1.000
0.1 9/8=1.125 11/10=1.100 10/13 =0.769 8/11=0.727
, 0.2 11/8=1.375 15/10 =1.500 10/13=0.769 10/11 =0.909
Macauba almond oil
0.5 12/8 =1.500 11/10=1.100 8/13=0.615 12/11=1.091 |
1.0 8/8 =1.000 10/10 =1.000 10/13 =0.769 7/11=0.636
1.5 10/8=1.250 8/10 = 0.800 10/13 =0.769 6/11 =0.545
0 8/8 =1.000 8/8=1.000 13/13 =1.000 9/9 =1.000
0.1 12/8 =1.500 12/13 =0.923 0/9=0.000
Microaleae oil 0.2 11/8=1.375 9/8=1.125 9/13=0.692 9/9 =1.000
& 0.5 9/8=1.125 9/8=1.125 10/13 =0.769 8/9 = 0.889
1.0 9/8=1.125 6/8=0.750 8/13 =0.615 7/9=0.778
1.5 8/8=1.000 6/8=0.750 8/13 =0.615 6/9 =0.667




Table 2. Lipid oxidation induction times of the several biodiesels studied, before and after addition of
curcumin in the presence of water.

Average (n=3) lipid oxidation

. . . . . + .
BIODIESEL DenSISy R.efractlve induction tlme .(hr o) Curcumin Variation

@25°C | index @ Biodiesel added added o
ORIGIN o Pure . . o (%)

(g/mL) 25°C o with curcumin and | (%, w/w)

biodiesel
1% (w/w) water

Spent frying oil 0.8669 1.4572 7.12 £ 0.02 10.01 £ 0.21 0.2 +40.59
Soybean oil 0.8681 1.4561 6.01 £0.20 5.03+0.85 0.5 -16.31
Cotton seed oil 0.8714 1.4531 3.06 + 0.06 4.10 £ 0.04 0.1 +33.99
Sesame seed oil 0.8692 1.4522 8.70+0.12 11.13+£0.12 0.5 +27.93
Macauba almond oil 0.8666 1.4351 60.84 + 5.40 14126 £2.18 0.2 +132.18
Microalgae oil 0.8609 1.4509 7.58 £ 0.07 8.79 £ 0.52 0.2 +15.96
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The natural substance added to biodiesel (curcumin) presented apparent fungistatic characteristics and was
able to provide biodiesel with a harsh environment for contaminating fungi. Additionally, curcumin was

able to provide oxidative stability to the biodiesels produced.

Curcumin appears as a promising natural additive with antioxidant and fungal growth inhibition abilities for
use in low mass concentrations that allows biodiesels produced from different plant sources to maintain their

quality even during prolonged storage at normal ambient temperature.
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1. Introduction

Biodiesel is being used by several countries to minimize the effects of greenhouse gas emissions (Zimmer et
al., 2013). Since the amount of CO, released in the combustion of biodiesel is equal to that captured by
plants during photosynthesis, the use of biodiesel does not lead to an increase in the levels of CO, in the
atmosphere (Naik et al., 2010). In the (either chemical or enzymatic) transesterification of triglycerides from
vegetable oils and animal fats, the net result is a mixture of alkyl esters (either methyl, ethyl or propyl)
commonly known as biodiesel. Microbial contamination of fuels can be spread throughout both storage and
distribution systems, with serious economical consequences (Dodos et al., 2012; Passman, 2013), since due
to the hygroscopicity of biodiesels, water can accumulate during its storage and create a favorable condition
for the proliferation of contaminating microorganisms (Dodos et al., 2012; Zimmer et al., 2013). When
biodiesel becomes contaminated with microorganisms, degradation of the quality of the biofuel and
concomitant loss of chemical stability eventually favors the formation of bio-sludge, clogging filters and
accelerating the corrosion of various motor components, featuring turbidity and unpleasant odor (Dodos et
al.,, 2012; Zimmer et al., 2013). The use of chemical biocides in biofuels, able to inhibit and control
microbial growth is usually an option for the prevention and/or attenuation of biofouling (Biicker et al.,
2011; Zimmer et al., 2013), since bacteria and filamentous fungi are metabolically more active in interfaces
(namely those promoted by biodiesel hydration) within fuel systems (Passman, 2013) and are able to
proliferate under such conditions (Cazarolli et al., 2014). A good biocide should be able to act both on the
oil and water phases, exhibit a broad spectrum activity, maintain its inhibitory effect in the presence of other
biofuel components, and have a low environmental impact (Biicker et al., 2011; Zimmer et al., 2013). On the
other hand, due to their own lipidic structure, biodiesels are particularly unstable when exposed to moisture
and atmospheric oxygen, featuring susceptibility to oxidation and degrading throughout storage time
(Castro, 2013; Zimmer et al., 2013). Hence, addition of chemical antioxidants to biodiesel is a common
practice, aiming at maintaining its quality (Castro, 2013; Serrano et al., 2013). In a previous research effort,
addition of curcumin (1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione, a naturally occurring
polyphenol) and pyrocatechol (benzene-1,2-diol, a phenolic compound present in several plants) (natural

substances) to biodiesel was investigated aiming at determining the lowest concentration that allowed to
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maintain their antimicrobial and antioxidant activities (Shaikh et al., 2009; Akram et al., 2010; Shrishail et
al., 2013; Kocacaliskana et al., 2006; Schweigert et al., 2001; Basile et al., 2005; Perron and Brumaghim,
2009). These natural substances may exert their toxicity to microbial cells possibly by mechanisms
involving intracytoplasmatic enzyme inhibition (Coawn, 1999). Hence, in the research effort entertained
herein, the long-term effects of the addition of curcumin to several different biodiesels was studied, in terms

of the maintenance of both their oxidative stability and harsh environment for microbial growth.
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2. Materials and methods

2.1. Materials

2.1.1. Chemicals. The reagents utilized in this research work were all of analytical grade or better, and
were used without any type of additional purification. Tap water was purified in a Milli-Q Elga Purelab
system (Molsheim, France) to a final conductivity of ca. 18.2 MQ.cm™. Curcumin was purchased from
Merck (Hohenbrunn, Germany). For the microbiological assays, nutritive medium Sabouraud Dextrose Agar
was purchased from Promidol Biotecnologia (Belo Horizonte MG, Brazil) and disposable sterile Petri plates
were acquired from J. Prolab (Sdo José dos Pinhais, PR, Brazil). The microorganism utilized in all biodiesel
inoculation experiments was the filamentous mold Paecilomyces variotii Bainier (code CMMAI 0543),
acquired from the Brazilian Collection of Environment and Industry Microorganisms (CBMAI) of the
Multidisciplinary Center for Chemical, Biological and Agricultural Research at the Campinas State
University (CPQBA/UNICAMP, Campinas, SP, Brazil). The various biodiesels utilized in this research
effort were synthesized at the Institute of Chemistry of the State University of Campinas (Campinas, Brazil),
from refined soybean oil, spent frying oil, cotton seed oil and sesame seed oil, as described in detail in a

previous research effort.

2.1.2. Analytical equipment. The lipid oxidation induction times of the several biodiesels studied were
determined in a Biodiesel Rancimat from Metrohm AG (model 873, Herisau, Switzerland). All refractive

index measurements were carried out in a Digital Refractometer from Mettler-Toledo (model Refracto

30GS, Greifensee, Switzerland).
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2.2. Experimental procedures

2.2.1. Preparation of biodiesel samples. Biodiesels were added with curcumin at variable (previously
optimized) weight percentages of 0.1% (w/w) (biodiesel from cotton seed oil), 0.2% (w/w) (biodiesel from
spent frying oil), and 0.5% (w/w) (biodiesels from sesame seed oil and soybean oil). All four biodiesels
added with curcumin were also added with 1% water (w/w) and further inoculated with a sterile Drigalski
loop full with mycelium from Paecilomyces variotii Bainier previously grown in solid nutritive medium
Sabouraud Dextrose Agar in a Petri dish. All biodiesels were subsequently stored in amber glass bottles and
stored during six months at 25 °C. At pre-determined time intervals (0, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days),
aliquots of all biodiesels were withdrawn and analyzed for refractive index (always at 25 °C), lipid oxidation
induction times and presence of viable cells of Paecilomyces variotii Bainier. Plain biodiesel samples were

also evaluated for refractive index and lipid oxidation induction time.

2.2.2. Evaluation of the oxidative stability of biodiesels added with curcumin. The induction
period that expresses the oxidative stability was determined by following the procedure of the norm EN
14112 (European Committee for Standardization, 2003), in a Biodiesel Rancimat from Metrohm AG (model
873, Herisau, Switzerland). All measurements were performed in triplicate. The methodology consisted in
using 3 gr of biodiesel which were heated up to 110 °C, and maintained at this temperature, under a constant

air flow of 10 Leh™.

2.2.3. Evaluation of the antimicrobial properties of biodiesels added with curcumin. All
biodiesels prepared according to the procedure described in section 2.2.1. were screened for the presence of
viable cells of Paecilomyces variotii Bainier. At pre-determined time intervals, 100 pL samples of each
biodiesel added with curcumin and water and further inoculated with the filamentous mold were withdrawn
and poured and duly spread into Petri plates containing solid Sabouraud Dextrose Agar, using a sterile
Drigalski loop, with the plates being incubated during 48 hr at 25 °C in an incubation chamber from
QUIMIS (model Q-316-14, Diadema, SP, Brazil). After the incubation period, all Petri plates were observed

for the presence of fungal growth and any (if existing) colony forming units (CFUs) duly counted. All
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procedures were carried out under asseptic conditions in a laminar flow chamber from Trox Technik (model
FLV-II, Sorocaba, SP, Brazil). The Petri plates containing solid culture medium were prepared according to

procedures from the manufacturers and following instructions from CLSI (2011).

3. Results and discussion

Undoubtedly, the major problems faced by biodiesel are related to stability. Besides exposure to air, light,
high temperatures and even to the presence of metals, the most significant factors for the degradation of
biodiesels (with a significant drop in quality) include the presence of (contaminating) microorganisms
(Dodos et al., 2012; Passman, 2013; Borsato et al., 2014). The research work entertained herein aimed at
studying the effects of the addition of curcumin to biodiesel in its oxidative stability, at the same time that
maintains biodiesel as a harsh environment to prevent microbial growth. Thus, the research work undertaken
aimed at following over a relatively long storage time, the effect of the addition of curcumin in the
maintenance of the properties and quality of biodiesel. Firstly, recently prepared biodiesels were screened
for microbial loads, but all produced negative results which is in clear agreement with the processing

conditions leading to their production (Dodos et al., 2012).

3.1. Evaluation of the oxidative stability of biodiesels added with curcumin. Lipid oxidation
induction times of the several biodiesels studied, before and after addition of curcumin and 1% (w/w) water
and throughout a storage timeframe of six months, in the presence of water, can be found in Table 1 and
Figure 1 as average values of three replicates and associated standard deviations. As can be seen in Figure 1
and Table 1, lipid oxidation induction times (average of three determinations and associated standard
deviations) of biodiesels added with curcumin in the presence of 1% (w/w) water suffered a generalized
increase immediately after addition of curcumin, except in the case of biodiesel produced from soybean oil,
which suffered a 16% reduction in the lipid oxidation induction time, meaning that this biodiesel was more
prone to oxidation after the combined addition of water and curcumin. However, after the first month of
storage, the biodiesel produced from soybean oil was relatively stable from the oxidation point of view.

Except for biodiesel produced from spent frying oil (see Figure 1), where a marked decrease in oxidative
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stability was observed throughout storage, all other biodiesels proved to be more resistant to oxidation
following addition with curcumin, with only slight decreases over time in their lipid oxidation induction
times (see Table 1 and Figure 1). Biodiesel produced from sesame seed oil exhibited a high oxidative
stability, which was kept throughout all storage timeframe. Except for the biodiesel produced from soybean
oil, lipid oxidation induction times suffered large increases, from ca. 28% in the case of biodiesel produced
from sesame seed oil to ca. 41% in the case of biodiesel produced from spent frying oil, when comparing the
lipid oxidation induction times of biodiesels added with curcumin with their plain counterparts (see Figure
1). These results clearly demonstrate the potential of the addition of curcumin to biodiesels in maintaining

(and in some cases, increasing) their oxidative stability.

Insert Table 1 here

Insert Figure 1 here

The results obtained for the Refractive Index (RI) of the several biodiesels throughout storage time are

displayed in Figure 2.

Insert Figure 2 here

As can be observed from inspection of this Figure, an increase (although slight) of the Refractive Index of
all biodiesels added with curcumin and 1% (w/w) water can be noticed throughout storage time. This trend
was confirmed by performing linear adjusts to the Refractive Index data of each biodiesel, producing
positive slopes, viz. 0.00051430 for biodiesel produced from cottonseed oil, 0.00040356 for biodiesel
produced from sesame seed oil, 0.00053572 for biodiesel produced from spent frying oil, and 0.00043215
for biodiesel produced from soybean oil (see Figure 2). The Refractive Index is a physical property that is
sensitive to the effects of fatty acid oxidation, and is related to the dielectric permittivity of a material, with
higher RI materials being considered highly dispersive media (such as plain vegetable oils) as compared to
lower RI materials (such as biodiesels) (Sadrolhosseini et al., 2011; Wazilewski et al., 2013). In general, the

refractive index of a vegetable oil reduces tremendously after the transesterification process that leads to
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biodiesel, indicating that heavier molecules have been converted into lighter ones, enabling interface
detection, enhancing lubricity and increasing functionality of the fuel oil (Raja et al., 2011; Aliyu et al.,
2013). This was actually observed in the research effort described herein, viz. the Refractive Index was
reduced from 1.4743 (plain soybean oil, data not shown) to 1.4561 (biodiesel produced from soybean oil,
see Table 1), from 1.4620 (plain cottonseed oil, data not shown) to 1.4531 (biodiesel produced from
cottonseed oil, see Table 1), from 1.4740 (plain sesame seed oil, data not shown) to 1.4522 (biodiesel
produced from sesame seed oil, see Table 1), and from 1.4800 (plain spent frying oil, data not shown) to
1.4572 (biodiesel produced from spent frying oil, see Table 1). Our results are, therefore, in clear agreement
to what is described in the specialty literature. However, the slightly marginal trend of increase of the
Refractive Index during storage reflects the maintenance of the physical properties of the several biodiesels,
which is confirmed by the oxidative stability attained following addition of curcumin to all biofuels, in clear

agreement with results published elsewhere (Botella et al., 2006).

3.2. Evaluation of the antimicrobial properties of biodiesels added with curcumin. Biodiesels
added with curcumin maintained a harsh environment that prevented microbial growth, which was
confirmed by the screening of biodiesels for viable microbial cells throughout all storage timeframe, but all

produced negative results (see Table 1 and Figure 3).

Insert Figure 3 here

Addition of water to biodiesel, coupled to the prevailing carbon sources in such a medium, would allow
ubiquitous microorganisms (such as Paecilomyces variotii Bainier, a common contaminating agent in diesel
fuels according to Passman (2013)) to thrive in them. However, addition of curcumin to biodiesel proved to
be successful in fully preventing microbial growth (see Figure 3), which was confirmed by the research

effort undertaken.
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4. Conclusions

An analysis of the results obtained in the research effort described herein allows to conclude that the natural
substance added to biodiesel (curcumin) presented fungistatic characteristics and was able to provide
biodiesel with a harsh environment for contaminating fungi. Additionally, curcumin was able to provide
oxidative stability to biodiesels produced, except for the one produced from spent frying oil which suffered
a substantial decrease in its oxidative stability after only the first month of storage at room temperature. The
generalized maintenance of the oxidative stability of biodiesels was supported by the observed trend in their
lipid oxidation induction times. Therefore, curcumin appears as a promising antioxidant and antimicrobial
natural additive for use in low mass concentrations that allows biodiesels produced from different plant

sources to maintain their quality even during prolonged storage at normal ambient temperature.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1:

Figure 2:

Figure 3:

Oxidative stability of the several biodiesels produced, following addition with 1% water
(w/w) and variable mass percentages of curcumin, and further inoculated with the ubiquitous

filamentous fungi Paecilomyces variotii Bainier.

Evolution of the Refractive Index of the several biodiesels added with 1% water (w/w) and
variable mass percentages of curcumin, and further innoculated with the ubiquitous

filamentous fungi Paecilomyces variotii Bainier, throughout storage time.

Demonstration of the fungistatic properties of curcumin upon addition to biodiesels produced
from spent frying oil (a;), soybean oil (b;), cotton seed oil (¢;) and sesame seed oil (d;).
(Legend: al, bl, cl, d1 - growth inhibition halo produced by the optimum minimum
concentration of curcumin in the presence of 1% (w/w) ultrapure water, indicated by the
inserted arrow); a2, b2, ¢2, d2 - results from the screening for viable cells of the filamentous
fungi in solid Sabouraud Dextrose Agar at the beginning of the storage timeframe; a3, b3, ¢3,
d3 - results from the screening for viable cells of the filamentous fungi in solid Sabouraud
Dextrose Agar at the end of the third month of storage; a4, b4, c4, d4 - results from the
screening for viable cells of the filamentous fungi in solid Sabouraud Dextrose Agar at the

end of the sixth month of storage.)
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Table

Table 1. Lipid oxidation induction times of the several biodiesels studied, before and after addition of

curcumin in the presence of water, throughout a storage timeframe of six months.

Biodiesel added with curcumin and (1%, w/w) water, and further

inoculated with Paecilomyces variotii Bainier

Biodiesel Incubation time @ 25 °C (months)

(Yo,w/W)

Curcumin
added
p@25°C
(g/mL)
Parameter
evaluated
Pure
biodiesel

Average
(n=3)
lipid
oxidation
induction
time
(hr £ o)
0.2 0.8669 Refractive
index @ 1.4572 1.4531 1.4553 1.4536 1.4571 1.4522 1.4575 1.4571
25°C
Number
of CFU’s
following 0 0 0 0 0 0 0 0
incubation
a) 25 °C

Spent
frying oil

Average
(n=3)
lipid
oxidation
induction
time
(hr + o)
Soybean oil 0.5 0.8681 Refractive
index @ 1.4561 1.4553 1.4552 1.4557 1.4576 1.4555 1.4579 1.4576
25°C
Number
of CFU’s
following 0 0 0 0 0 0 0 0
incubation
@ 25 °C

Average
(n=3)
lipid

oxidation
induction
time
(hr + o)

C"ttg‘illseed 0.1 | 08714 | Refractive
index @ 1.4531 1.4530 1.4540 1.4523 1.4547 1.4558 1.4557 1.4555
25°C
Number
of CFU’s
following 0 0 0 0 0 0 0 0
incubation

@25 °C

Average
(n=3)
lipid 11.13 + 1054+ | 1059+ 1071+ 1057+

oxidation

0.12 0.10 0.05 0.04 0.15

induction
time
(hr £ o)
0.5 0.8692 | Refractive

index @ 1.4522 1.4528 1.4518 1.4532 1.4543 1.4538 1.4546 1.4545
25°C

Sesame
seed oil

Number
of CFU’s
following 0 0 0 0 0 0 0 0
incubation
@ 25 °C
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