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RESUMO

O impacto de combustiveis sobre o meio ambiente é de grande interesse devido a
possibilidade da ocorréncia de derramamentos. O objetivo principal deste trabalho foi
avaliar a toxicidade e a biodegradacdo dos combustiveis diesel (D), biodiesel de algod&o
(B100) e suas misturas (Bx) em meio aquoso. A toxicidade dos combustiveis em
diferentes concentracGes foi analisada em sementes de alface. Os resultados mostraram
que a toxidez esta associada ao tipo e a concentracdo do combustivel, sendo o diesel o
mais téxico. Um ensaio preliminar foi realizado para investigar o potencial de
biodegradacdo dos combustiveis-teste (B100, D e B20) pelos micro-organismos
Saccharomyces cerevisiae e Pseudomonas aeruginosa ndo adaptados e adaptados por
um periodo de 12 dias. Foram mensuradas a concentracdo de células viaveis, pH, DQO,
DBOs e a toxicidade. A eficiéncia do processo de biodegradacdo se comportou da
seguinte forma: biodiesel (B100) > Mistura B20 > diesel. A P. aeruginosa adaptada
apresentou o maior potencial de remocdo da matéria organica no processo de
biodegradagdo dos combustiveis, e por isso foi 0 micro-organismo utilizado nos ensaios
subsequentes. Ensaios em batelada foram conduzidos em um biorreator do tipo tanque
sob condicOes de agitagdo (250rpm) e aeracdo (0,5 vvm), a fim de ser investigada a
biodegradacao aerdbia do B100 (Ensaio 1 e 2) e do B20 (Ensaio 3) por um periodo de
62 dias. Os Ensaios 2 e 3 foram realizados com adicéo suplementar de KNO3 ao 7° dia
de processo. Foram mensuradas a concentracdo de células viaveis, pH, DQO, DBOs,
teor de ésteres de acidos graxos e toxicidade. Os ensaios revelaram que a P. aeruginosa
adaptada foi capaz de biodegradar, mas ndo de mineralizar estes combustiveis. As
cinéticas de biodegradacao revelaram um perfil cinético de decaimento de reagdo de
primeira ordem e foi observado que o composto com maior nimero de ligacGes
insaturadas (C18:2) foi o que apresentou um maior coeficiente de biodegradacao,
levando menor tempo de meia-vida de 18 dias para ser degradado. Em todos os casos
ocorreu reducdo da concentracdo de células viaveis de 10" UFC.cm™ para 10*UFC.cm.
Em relacdo aos ésteres metilicos, observou-se degradacdo de 37,51% e 34,82% para 0
C16:0 nos Ensaios 1 e 2, respectivamente. Os demais ésteres apresentaram 100% de
degradacdo. Realizou-se também estudo da degradacdo do biodiesel por fotolise
(abiotico) irradiado (254 nm), variando-se as velocidades de agitagéo (750 e 2000 rpm),
por periodo de 28.200 segundos dos principais ésteres metilicos palmitico (C16:0),
oleico (C18:1) e linoléico (C18:2), resultou numa reducéo de 87,08% (C18:2), 86,04%
(C18:1) e 86,08% (C16:0), para rotagcdo de 2000 rpm e de 100% de reducéo, para o
ensaio a 750 rpm. Observou-se em todos os experimentos (bidticos e abidticos) que
houve uma redugdo do pH e que esta redugdo estd relacionada com as reacdes de
degradacédo da mistura reagente.

Palavras-chave: Biodegradacéo aerdbia. Biodiesel. Fitotoxicidade.



ABSTRACT

The impact of fuel on the environment is of great interest due to the possibility of the
occurrence of spillage. The aim of this study was to evaluate the toxicity and
biodegradation of diesel fuel (D), cotton biodiesel (B100) and your mixtures (Bx) in
aqueous medium. The toxicity of the fuels in different concentrations was analyzed on
lettuce seeds. The results showed that the toxicity is associated with the type and
concentration of the fuel being the most toxic diesel. A preliminary test was conducted
to investigate the potential for degradation of the test fuel (B100, B20 and D) by
microorganism Pseudomonas aeruginosa and Saccharomyces cerevisiae not suited and
adapted for a period of 12 days. We measured the concentration of viable cells, pH,
COD, BOD 5 and toxicity. The efficiency of the biodegradation process behaved as
follows: biodiesel (B100)> B20> Diesel. The P. aeruginosa adapted showed the
greatest potential for removal of organic matter in fuel biodegradation process and so
was the microorganism used in subsequent trials. Batch tests were conducted in a
bioreactor tank-type stirring conditions (250 rpm) and aeration (0,5vvm) to be
investigated aerobic biodegradation B100 (Assay 1 and 2) and B20 (Assay 3) a period
of 62 days. Runs 2 and 3 were performed with further adding KNO3 to the 7th day
process. We measured the concentration of viable cells, pH, COD, BODs content of
fatty acid esters and toxicity. The tests revealed that the adapted P. aeruginosa was able
to mineralize not biodegrade but these fuels. The kinetics of biodegradation showed a
kinetic profile of first order reaction decay and it was observed that the compound more
unsaturated bonds (C18: 2) showed the higher coefficient of biodegradation, taking
shorter half-life 18 days to be degraded. In all cases there was a reduction in the
concentration of 10" UFC.cm™ of viable cells to 10* UFC.cm™. In relation to methyl
ester, there was degradation of 37.51% and 34.82% for C16: 0 in runs 1 and 2,
respectively. The remaining esters showed 100% degradation. It also conducted the
study of degradation of biodiesel by photolysis (abiotic) irradiated (254 nm) varying the
stirring speed (750 to 2000 rpm) for 28.200 seconds period of the main methyl esters
palmitic (C16: 0), oleic (C18: 1) and linoleic (C18: 2) resulted in a reduction of 87.08%
(C18:2) 86.04% (C18:1) and 86.08% (C16:0) for rotation 2000 rpm and 100% reduction
to the test at 750 rpm. It was observed in all experiments (biotic and abiotic) that a
reduction of pH and that this reduction is related to the degradation reactions of the
reaction mixture.

Keywords: Aerobic biodegradation. Biodiesel. Phytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A producdo de biocombustiveis surgiu como uma abordagem importante para
permitir a independéncia energética, reduzindo emissdes de gases do efeito estufa,
revitalizando comunidades rurais e melhorando o desenvolvimento sustentavel (XIA et
al., 2011).

O biodiesel, tradicionalmente produzido a partir de 6leos vegetais e gorduras
animais, € uma alternativa atraente por ser biodegradadvel com percentual de
biodegradabilidade de 98% em 21 dias de processo (LEUNG et al., 2005). Além disso,
¢ atoxico, apresenta caracteristicas renovaveis, bem como propriedades semelhantes ao
diesel convencional (DEMIRBAS, 2008; LIANG & JIANG, 2013) e que podem
substituir parcial ou totalmente os combustiveis derivados de petréleo ou gas natural em
motores a combustdo ou em outro tipo de geracdo de energia. Algumas caracteristicas
do biodiesel podem torna-lo ainda mais vulnerdvel a biodegradacéo do que ao diesel de
petrleo tais como: a auséncia de moléculas aromaticas, disponibilidade de pontes de
éster de alta energia e as propriedades higroscopicas (BUCKER,2009).

No Brasil, devido & escassez do 6leo diesel, misturas desses combustiveis tém
sido formuladas, com proporcéo de biodiesel variando de 1 a 99% (v/v) sendo fixado,
em volume, o percentual minimo obrigatério comercializado, em funcdo da lei n.
11.097/2005 a partir de 2% em janeiro de 2008.

Por outro lado, quando ocorrem acidentes ambientais envolvendo o aporte de
6leo e/ou derivados em ambientes marinhos, muitos sdo os tipos de problemas sentidos
pela fauna e flora e, consequentemente, pela comunidade humana que vive nas
proximidades das areas atingidas pelos poluentes (GOGOU et al.,2000).

A contaminagdo causada pela exploracdo do petroleo e seus derivados causa
grande impacto ambiental, pois essas substancias apresentam propriedades toxicas,
mutagénicas e carcinogénicas aos seres humanos (MULLIGAN, 2009; SOUZA et al.,
2014). O acumulo de petroleo e seus derivados no meio ambiente tem efeito toxico
sobre os seres vivos cuja toxicidade pode ser avaliada pela taxa de mortalidade de
organismos representativos de importancia econdmica ou ecologica (CHAPMAN,2002;
JUVONEM et al., 1999).
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Constantes acidentes ambientais envolvendo derramamentos de petroleo e seus
derivados vém desencadeando a preocupagdo, com o desenvolvimento de técnicas que
objetivam a descontaminagdo das regides impactadas (LAWNICZAK et al., 2013).

O efeito toxico do material no ambiente pode ser minimizado por métodos
abidticos como a remocdo, a separacdo, a adicdo de surfactantes e a decomposi¢édo
fotoquimica, e por acdo bioldgica (biorremediacdo) (ATLAS 1995a; ATLAS 1995c).

Na biorremediagdo 0os micro-organismos séo 0s principais agentes degradadores,
devido a sua abundancia, diversidade de espécies, e sua versatilidade catabdlica e
anabdlica, bem como a sua capacidade de adaptacdo a condi¢des ambientais adversas
(MORAES & TORNISIELO, 2009). Estes atuam degradando fragdes do poluente,
como fonte de carbono para o seu crescimento, podendo torna-lo menos toxico que o
composto original (FENG et al., 2000).

O potencial microbiano de degradacdo pode ser potencializado pela relacdo
carbono: nitrogénio, que é essencial ao metabolismo microbiano para aumentar a
velocidade de biodegradacdo, sendo esse procedimento chamado de bioestimulo
(WALTER, 1997; KOWALICK, 1991).

O biodiesel, apesar de ser considerado um combustivel de origem renovavel,
menos poluente e biodegradavel, tem sistemas de distribuicdo e armazenamento,
geralmente, localizados na superficie e, desta forma, no caso de um vazamento, pouco
se tem conhecimento sobre os reais impactos da interacdo do biodiesel e da mistura
diesel/biodiesel com o solo e a 4gua subterranea, e dos riscos toxicoldgicos associados a
liberac&o destes no meio ambiente.

O tratamento bioldgico de residuos gerados pelo setor petrolifero ja é realidade
nos dias atuais cujas aplica¢cbes variam conforme as caracteristicas do sitio
contaminado; potencialidades da microbiota presente; natureza da operagdo com o
derivado de petroleo (armazenamento e distribuicdo) incluindo, naturalmente, a relagéo
custo-beneficio (KHAN et al., 2004).

Véarios micro-organismos tém sido apontados como potencialmente
biodegradadores do B100 e 6leo diesel, dentre os citados na literatura, encontram-se: a)
bactérias: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas oleovarans, Burkolderia cepacia,
Burkholderia gladioli, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Marinomonas vaga, dentre
outros (FOLLIS,1994; VIEIRA et al., 2016); b) leveduras: Candida, Pichia,
Rhodotorula e Saccharomyces, assim como 0S @éneros Sporobolomyces sdo
degradadores de uma mistura de hidrocarbonetos (ZHANG et al.,1998 ; LEUNG et



16

al.,2005); c¢) fungos filamentosos: Aspergillus japonicus, Aspergillus terreus,
Aspergillus niger e Aspergillus flavius (ZIINO et al.,1999).

Apesar de se saber que a bactéria P. aeruginosa e a levedura S. cerevisiae tém
habilidade microbiana para degradar combustiveis, poucas pesquisas tém focado sobre
informacdes toxicoldgicas do 6leo diesel e biodiesel em ambiente aquético e o beneficio
da adig&o deste ao diesel, em termos da toxicidade.

Sendo assim, o objetivo principal desta tese foi avaliar a biodegradabilidade
aerobia do biodiesel de algodédo por Pseudomonas aeruginosa adaptada e os efeitos da
adicdo suplementar do KNO3 na degradacdo dos esteres metilicos de acidos graxos
presentes no biodiesel, comparar ao processo de degradacdo por fotolise direta a 254 nm
bem como realizar a andlise da fitotoxicidade do material degradado utilizando como
organismo-teste a semente de alface (Lactuca sativa L.).

Os objetivos especificos envolvem:

= FEstudar o efeito da fitotoxicidade de Aguas modelos artificialmente
contaminadas com os combustiveis (6leo diesel, Misturas Bx e biodiesel);

» Realizar estudo preliminar de biodegradacdo do B100, D e Mistura B20 com
Pseudomonas aeruginosa ou Saccharomyces cerevisiae ndo adaptados e
adaptados para estimar o0 micro-organismo mais eficiente no processo
biodegradativo.

= Estudar a cinética do processo de biodegradacdo do B100 e da Mistura B20 em
biorreator tipo tanque com o micro-organismo escolhido no estudo preliminar.

= Avaliar o processo de degradacao por fotolise direta do B100.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biodiesel

O biodiesel (B100) é uma denominacdo genérica para combustiveis e aditivos
derivados de fontes renovaveis (XUE et al, 2011), e quando comparado ao 6leo diesel
derivado do petroleo, pode reduzir em 78% as emissdes liquidas de gas carbonico. Tem
recebido atenc¢do intensa devido a existéncia de fontes de petréleo limitadas, o rapido
crescimento do preco deste insumo e a preocupacdo com o meio ambiente.

O biodiesel € um combustivel composto de uma mistura de ésteres alquilicos de
acidos graxos (EAAG) provenientes de biomassas lipidicas que podem ser de origem
vegetal, animal ou de micro-organismo e tem sido apontado como um combustivel
limpo, biodegradavel (VAUHKONEN et al, 2008; KNOTHE, 2006), ndo inflamavel
(MA & HANNA, 1999; VON WEDEL & POINT RICHMOND, 1999), menos toxico
comparado ao 0leo diesel devido ser livre de enxofre (MOSER, 2011; VON WEDEL &
POINT RICHMOND, 1999), de compostos aromaticos (SHARMA & SINGH, 2009;
STRONG et al, 2004; VON WEDEL & POINT RICHMOND, 1999), e de metais,
alternativo ao oleo diesel com caracteristicas semelhantes ao diesel comum (FERRARI
et al. 2005). Tem disponibilidade elevada a partir de fontes comuns de biomassa, além
de caracteristicas ndo poluentes que contribuem para a sustentabilidade.

A baixa complexidade estrutural do biodiesel deve-se a composicao
predominantemente de oito diferentes acidos graxos (C16-C18) metil esterificados,
incluindo oleato, palmitato, estearato, linoleato, miristico, laureato e linolenato cuja
concentracdo de cada acido graxo varia de acordo com a fonte de origem do biodiesel
(MURUGESAN et al., 2009).

O biodiesel pode ser constituido de &cidos graxos insaturados em teores altos ou
baixos suscetiveis as reacdes de oxidacao, e aceleradas pela presenca de oxigénio, altas
temperaturas e luz natural, podendo resultar compostos poliméricos prejudiciais ao
motor. Com relagdo as vantagens do biodiesel, pode-se citar: a) alternativa para o 6leo
diesel (D); b) é uma fonte de combustivel renovavel; c) reduz o impacto sobre o meio-
ambiente; d) os gases de emissdo sdo menos agressivos; €) é biodegradavel (VICENTE
et al., 2004).
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Dentre os métodos viaveis existentes para se produzir o B100 destaca-se a
transesterificacdo que € um processo de conversdo de triglicerideos a esteres de acidos
graxos e glicerina, onde se recomenda uma razdo molar de metanol/6leo 6:1 para
assegurar uma maxima conversdo de triglicerideos em ésteres em presenca de um
catalisador (acido ou base forte).

Conforme Knothe et al. (2006) para a transesterificagdo (Figura 1) proporcionar
rendimentos maximos, o alcool deve ser livre de umidade e o contetido de &cidos graxos

livres (AGL) do oOleo deve ser inferior a 0,5%.

s °_(|:' & R—C—0 R CH— OH
o o

DS Cat.

1 [ + 3 R™ OH R—€C—0—R" - cH—OH

o o

CH-O—C R R C—D—R CH, OH

|

¥ o

Triglicerideo Alcool Biodiesel Glicerina

Figura 1- Transesterificagdo de triglicerideo com &lcoois. (Fonte: MOSER, 2009).

O ndmero de carbonos, insaturacBes e a configuracdo geométrica do B100 sdo
determinantes no metabolismo dos acidos graxos. O B100 produzido no territdrio
brasileiro é regulamentado pela Resolucdo ANP (Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas
Natural e Biocombustiveis) N° 3/2014 (Tabela Al do Anexo A). Os &cidos graxos,
palmitico e esteérico apresentam oxidagdo a CO, e H,0 e liberam grande quantidade de
energia metabdlica (PELCZAR et al., 1997).

A partir de 1° de janeiro de 2010 com base na lei N° 11.097/2005 passou a ser
obrigatdria a mistura de 5% de B100 ao 6leo diesel consumido no Brasil para reduzir a
emissdo de CO, e de material particulado. Portanto, o biodiesel pode ser definido como
um combustivel composto de mono-alquil esteres de acidos graxos de cadeia longa,
derivados de Oleos vegetais ou de gorduras animais. Dependendo da matéria-prima,
podendo ser originado de gordura animal (usualmente sebo), 6leos vegetais (6leos de
soja, caroco de algoddo, palma, mamona, canola, girassol, coco) ou ainda, dleos de

descarte (0leos de descarte de frituras).
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2.1.1 Biomassas lipidicas utilizadas na producao do biodiesel

As diversas biomassas lipidicas sdo fontes disponiveis do primeiro substrato da
reacao de producdo de B100, ou seja: os triglicerideos. De acordo com Morrison e Boyd
(1992), os triglicerideos sdo ésteres da unido de trés acidos graxos (R1, R2, R3) cujas
cadeias carbbnicas podem ser de mesmo tamanho ou ndo, a uma molécula de glicerol
tendo suas trés hidroxilas ligadas aos radicais carboxilicos.

As propriedades fisicas dos triglicerideos dependem da estrutura e da
distribuicdo dos acidos graxos (AG) que compdem sua molécula (CLAUSS, 1996,
LIMA & NASSU, 1996), sdo componentes naturais de Oleos e gorduras que Sao
substancias insollveis em agua (hidrofdbicas), de origem animal, vegetal ou mesmo
microbiana, formadas predominantemente de produtos de condensacédo entre glicerina e
acidos graxos chamados triglicerideos e pertencem a classe dos lipideos (MORETTO &
FETT, 1989). Os acidos graxos diferem entre si a partir de trés caracteristicas: a)
tamanho da cadeia carbdnica, b) nimero de insaturacGes e ) presenca de grupamentos
quimicos.

Os AG que possuem ligacdes simples entre dois atomos de carbonos, saturados,
sdo: valérico (C5:0), caproico (C6:0), enantico (C7:0), caprilico (C8:0), caprico (C10:0),
undecandico (C11:0), lauristico (C12:0), tridecandico (C13:0), miristico (C14:0),
pentadecandico (C15:0), palmitico (C16:0), margarico (C17:0), estearico (C18:0),
araquidico (C20:0), behémico (C22:0), tricosanoico (C23:0), lignocérico (C24:0) e
outros. Aqueles que apresentam duplas ligagdes entre dois atomos de carbono séo
denominados de &cidos graxos insaturados, tais como os &cidos: miristioleico (C14:1),
pentadecendico (C15:1) palmitoléico (C16:1), cis-heptadecenoico (C17:1), oléico
(C18:1), linoléico (C18:2), linolénico (C18:3), gadoléico (C20:1), erlcico (C22:1),
nervonico (C24:1) dentre outros (MORRISON & BOYD, 1992; MA & HANNA,
1999).

Os acidos graxos sdao compostos apolares, ou seja, as regides polares de seus
precursores desapareceram durante a formacdo das ligagdes do tipo éster, sendo,
portanto, hidrofébicos. Sdo insollveis em agua e sollveis em solventes organicos, tais
como, os alcoois metilico, etilico e propilico, a benzina, o éter e o cloroférmio. Os
triglicerideos liquidos (6leos) tém seu contetdo de AG insaturados elevado. Aqueles
triglicerideos solidos ou pastosos a temperatura ambiente sdo conhecidos como
gorduras que sdo insumos que predominam o AG saturado (MORRISON & BOYD,
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1992). Os triglicerideos sdo reconhecidos como 6leos ou gorduras produzidos e
armazenados nos organismos dos seres vivos para fins de reserva alimentar cujas fontes
mais comuns sdo: vegetal, animal e microbioldgica.

As plantas oleaginosas sdo fontes comuns de triglicerideos cujo teor de dleo
varia conforme a espécie. Os Oleos vegetais, comestiveis e ndo-comestiveis, sao
constituidos de: 90 a 98% de triglicerideos e de um pequeno percentual de diglicerideos,
monoglicerideos, &cidos graxos livres (AGL), &gua, esterdis, fosfolipidios (também
conhecidos como gomas), odorantes e outras impurezas. Muitos dos 6leos comestiveis
e nao-comestiveis obtidos de oleaginosas crescem em diferentes regiGes do mundo e
tém sido empregados para produzir B100 com sucesso, ou seja, com rendimento de
processo superior a 0,9 kg B100/kg 6leo (MOSER, 2009). Encontrando-se comumente
dentre esses, 0s 0leos de: girassol, canola, algoddo, soja, dendé (ou palma), milho, coco
e amendoim.

Vaérias outras oleaginosas também sdo passiveis de extracdo de Oleos vegetais
para a producdo do biodiesel em larga escala, sendo o Brasil um dos paises que
apresenta, de forma palpavel, esta possibilidade. Nesse contexto, salienta-se que a
biodiversidade da regido nordeste do Brasil dispde de diversas espécies oleaginosas
perenes, nativas e adaptadas as condi¢des do seu clima semidrido desfavoravel,

encontrando-se entre estas a oiticica (Licania rigida), a mamona (Ricinus communis), 0

catolé (Syagrus smithii), o pinhdo-manso (Jatropha curcas), a macauba (Acrocomia
aculeata), a palmeira-indaid (Attalea dubia), o buriti (Mauritia flexuosa), o pequi
(Caryocar brasiliense), a pupunha (Bactris gasipaes) e o algodao (Gossypium hirsutum
L.).

As viabilidades técnica e econdmica de uma biomassa de origem vegetal
dependem de suas respectivas competitividades técnica econbmica e socioambiental,
inclusive, de aspectos agronémicos como: a) teor de Oleo, b) produtividade/unidade
area, c) equilibrio agrondmico e demais aspectos do ciclo da planta, d) atuacdo em
diferentes sistemas de produtividade, e) ciclo da planta, f) adaptacdo territorial
(RAMOS et al., 2003). Fatores como geografia, clima e economia determinam a
biomassa de maior interesse para a producdo de B100, fortalecendo sua flexibilidade no
mundo (KNOTHE et al., 2006). Especificamente no Brasil, tem-se a producdo do
biodiesel originario de plantas oleaginosas pautada na soja, no milho, no amendoim, no
babacu e na palma, sendo que 73,30% do volume total de B100 produzido no Brasil sdo
provenientes do dleo de soja (AMARAL, 2009).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Syagrus_smithii&action=edit&redlink=1
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2.1.1.1 Algodao

A espécie de algodoeiro Gossypium hirsutum L.(Figura 2) produz sementes com
linter, é responsavel por 90% da producdo mundial de algoddo em carogo ou algodéo
em rama, bastante usada pela humanidade.

A semente de algoddo, recoberta com linter € rica em 0Oleo, contém em média
60% de caroco e 40% de fibra. Constitui uma das principais matérias-primas para a
industria de 6leo comestivel (ABOISSA, 2015).

O oleo das sementes de algoddo apresenta coloracdo escura, provocada por
pigmentos que acompanham o gossipol no interior das glandulas distribuidas nos
cotilédones e hipocotilo.

Com o Programa Nacional de Biodiesel, o algoddo pode ressurgir no semiérido,
com ampla vantagem e renda para os produtores, desde que utilizem, devidamente, as
tecnologias geradas ou adaptadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria
(EMBRAPA) e outras instituicdes de pesquisa e desenvolvimento do nosso pais
(BELTRAO et al., 2003).

Na sub-regido do semiarido nordestino, da qual corresponde a 70% do Nordeste
brasileiro e 18% de todo territério nacional, o algoddo constitui uma op¢do de alto
potencial para pequenos produtores ligados a agricultura familiar, seja para producao de
fibras ou 6leo para ser destinado a producéo de biodiesel.

O biodiesel de algoddo é mais viavel, mais econdmico no entanto, acaba em
segundo lugar por ndo possuir mais estrutura ou demanda grande como subproduto,
opostamente a soja.

De acordo com Dall”Agnol (2010), estima-se que noventa por cento do 6leo

vegetal produzido é de soja e outros quatro por cento provém do algodéo.

X n

Figura 2- Algod&o "in natura".
Fonte: QUEIROZ & RIBEIRO (2015).
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2.2. Diesel mineral

O 6leo diesel € o produto oleoso mais abundante obtido a partir do refino do
petréleo bruto. Sua composicdo apresenta, basicamente, hidrocarbonetos (compostos
organicos que contém atomos de carbono e hidrogénio) e, em baixas concentracdes,
enxofre, nitrogénio e oxigénio. E um produto inflamavel, com nivel médio de
toxicidade, pouco volatil, sem material em suspensdo, limpido, com cheiro forte e
caracteristico.

O oleo diesel como um combustivel que pode ser definido como uma complexa
mistura de hidrocarbonetos que variam de C9 a C30, contendo compostos aromaticos,
n-alcanos, iso e cicloalcanos, enxofre, nitrogénio e compostos oxigenados.

A fracdo aromatica contém hidrocarbonetos alquilados de um ou dois anéis
conjugados até os poliaromaticos — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA).

E composto de moléculas com oito a quarenta atomos de carbono e s&o
normalmente mais pesados e menos volateis que a gasolina.

A fase solivel em agua do petréleo e dos seus combustiveis derivados é
composta por uma mistura de HPA, BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno),
fendis, hidrocarbonetos alifaticos e compostos heterociclicos contendo nitrogénio e
enxofre. Dentre essas substancias a alta deteccdo de HPA e de Hidrocarbonetos
Monoaromaticos compostos de Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno (SIMONATO
et al., 2008; RODRIGUES et al., 2010) que apresentam toxicidade e potencial
carcinogénico. Apesar de estes compostos apresentarem potencial carcinogénico em
baixas concentragdes soltveis, os HPA possuem baixa solubilidade em &gua. E devido a
sua natureza hidrofébica, a solubilidade aquosa desses compostos diminui quando
fazem parte de uma mistura, pois 0s outros constituintes da mistura tendem a
permanecer no 6leo devido a sua baixa polaridade. No entanto, os BTEX apresentam
um elevado risco em derramamentos de combustiveis, pois sdo os hidrocarbonetos mais
sollveis, além de serem volateis e segundo Rodrigues et al. (2010) sdo 0s compostos
mais abundantes na fase solvel em &gua de petrdleo e de seus derivados.

De acordo com sua aplicacdo, o 6leo diesel pode ser classificado em seis tipos:

» tipo B (diesel interiorano) — com teor maximo de enxofre de 0,35%;

> tipo D (diesel metropolitano) — com teor maximo de enxofre de 0,20%;
» tipo S 500- com teor maximo de enxofre de 0,05%;

» extra diesel aditivado;
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» diesel de referéncia — também conhecido como diesel padréo;

> diesel maritimo — difere do automotivo apenas no ponto de fulgor.

Quanto ao teor de enxofre, os combustiveis comercializados ao consumidor
final, possuem 50 mg/kg de enxofre (S50), 500 mg/kg de enxofre (S500) e 1.800 mg/kg
de enxofre (S1800).

2.3 Misturas do diesel mineral com biodiesel

Misturas do diesel mineral com o biodiesel (Misturas Bx, sendo “x” a fragdo
volumétrica do B100 na mistura) tém sido formuladas mundialmente. No Brasil, desde
2008, em funcdo da Lei n. 11.097/2005, todo Oleo diesel nacional disponivel ao

consumidor final deve ser acrescido de biodiesel.

2.4 Biodegradacao de poluentes organicos

Os produtos quimicos, quando no meio ambiente, ndo devem atuar como agentes
NOCivos ou apresentar riscos para os seres vivos (animal e vegetal).

E de conhecimento publico que a partir da revolucdo industrial, 1760, muitos
compostos antropogénicos tém sido lancados em larga escala no meio ambiente
aquatico, solo e atmosférico. Pesquisas tém indicado que estes compostos sao
biodegradaveis, porém, uns apresentam alta biodegradabilidade (AB), outros,
lamentavelmente, baixa biodegradabilidade (BD), como por exemplo, plasticos,
corantes e pigmentos, que causam grande impacto ao meio ambiente e também no
desenvolvimento da sociedade pos-moderna.

De acordo com a European Comission (CE) (2003), substancias que apresentam
0 teor de biodegradacdo superior ou igual a 70% em 28 dias quando em testes
especificos para se avaliar a biodegradacdo inerente, sdo consideradas como
biodegradaveis, significando que apresentam potencial para biodegradagdo. Por outro
lado, se o teor de biodegradabilidade for de 20 a 70%, essa substancia é considerada
parcialmente biodegradavel com indicacdo da formacdo de subprodutos (metabolitos)
estdveis (BEEK et al., 2001). Portanto, € de extrema importancia avaliar o
comportamento ecoldgico dos compostos de descarte, no meio ambiente, através da

investigacdo do grau de biodegrabilidade dos mesmos (PAGGA, 1997).
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O ciclo das substancias € um importante principio nos sistemas ecoldgicos
naturais complexos e técnicos, isto &, industriais (ex.: tratamento de agua), devendo-se,
tracar a evolucdo dos elementos quimicos, como carbono, nitrogénio e fosforo. Os
micro-organismos, bactérias e/ou fungos filamentosos, quebram as moléculas do
“composto orgénico a ser degradado ou Composto Orgéanico Dissolvido” em outras com
estruturas moleculares mais simples (processo de biodegradagdo), que podem seguir
quebrando-se em outras mais simples até atingirem, por fim, o nivel quimico
(mineralizacdo biotica). O metabolismo microbiano pode resultar na completa
mineralizacdo das moléculas organicas, isto é, sua conversdao para CO,, agua, ions
inorganicos e energia (GAYLARDE et al., 2005). A reacdo global do processo de
mineralizacdo bidtica é representada pela Equacéo 1:

COD +0O; — CO,+ H,O + X (1)

A biorremediacdo de poluentes organicos pode ser um processo espontaneo ou
controlado, onde a degradagdo dos poluentes ocorre por catalise bioldgica (degradacdo
bioquimica) através de reacGes bioquimicas mediadas por micro-organismos que
transformam compostos quimicamente complexos em compostos mais simples,
liberando apenas substdncias inertes, como didxido de carbono e &gua
(BHUPATHIRAJU et al., 2002).

Segundo Delille (1998), as principais consequéncias a nivel ambiental e
socioeconémico dos vazamentos de 6leo em sistemas aquéaticos sdo a reducdo dos
nutrientes essenciais (nitratos e fosfatos) por decompositores que utilizam o éleo como
fonte de carbono; a reducdo da oxigenacéo devido ao processo biologico de degradagéo
do 6leo e ao aumento da biomassa microbiana. O Brasil vem intensificando estudos na
area de biorremediagdo de solos, rios e mares, objetivando reduzir alguns impactos
ambientais resultantes de derramamentos acidentais de 6leo (ABBAS, 2003; SANTOS,
et al., 2007).

As técnicas de biorremediacdo mais estudadas atualmente incluem a
bioestimulagdo, bioaumentacdo e a atenuacgéo natural (CETESB, 2007). Dentre 0 uso
de bioestimulantes necessarios a biorremediacdo, a biomassa de levedura é estudada
para ser empregada com a finalidade de conciliar o uso de biossurfactantes eficientes,
capazes de degradarem os compostos de uma maneira acelerada. Dentre os tipos de

biomassa microbiana que podem ser utilizados em especial a S. cerevisiae, destaca-se
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como uma fonte vantajosa, devido a sua baixa toxicidade e sua facilidade em ser obtida
(ARAUJO & FREIRE, 2013).

A CETESB (2007) classifica a técnica de bioestimulacdo como sendo o
crescimento de micro-organismos naturais presentes no local contaminado, estimulado
através da introducdo de oxigénio, nutrientes, substancias para a correcdo do pH do
meio e receptores de elétrons especificos para a degradacdo do ambiente contaminado, o
que deve aumentar a populacdo microbiana. Quanto maior for a populacdo de micro-
organismos presentes na area a ser remediada, mas rapido e eficiente sera o processo de
biorremediacdo. Os micro-organismos presentes podem ou ndo utilizar os
hidrocarbonetos da contaminagdo como fonte de alimento e energia.

Caso ocorra um limite nas taxas de biodegradacdo, derivada da dificuldade dos
micro-organismos nativos em degradar os poluentes, deve-se avaliar as necessidades
fisicas quimicas para a atividade microbiana, buscando a adicdo de agentes externos
estimulantes, como nutrientes, biossurfactantes e oxigénio (ASSUNCAO & ROHLFS,
2012). Além da fonte de carbono, outros elementos nutricionais sdo limitantes para o
desenvolvimento dos micro-organismos, em especial fontes de nitrogénio e fdsforo,
cujas concentracbes devem ser convenientemente ajustadas. Esses elementos sdo
fundamentais para as fungdes vitais dos micro-organismos como na sintese de material
genético (RNA e DNA) e proteinas, e para a geracdo de energia (ATP) conforme
observado por ROGERS et al.(1995).

Como aponta Mariano (2006), estratégias de bioestimulacdo podem ocorrer,
envolvendo a adicdo de agentes estimulantes como nutrientes,oxigénio e
biossurfactantes. Os micro-organismos necessitam, principalmente, de nitrogénio e
fosforo para incremento de biomassa cuja composi¢do do bioestimulante microbiano
pode ser fonte de macro e micronutrientes nos processos de bioestimulacéo.

Ao contrario da biorremediacdo passiva, na bioestimulacdo ha um acréscimo de
nutrientes organicos e inorganicos que visam estimular a atividade microbiana
(JACQUES et al., 2007). Varios nutrientes devem estar disponiveis no meio ambiente,
pois 0s micro-organismos nao dependem somente da energia do carbono. O nitrogénio e
o fésforo sdo considerados fatores limitantes para a degradagdo microbiana, por isso séo
comumente utilizados na técnica de bioestimulagdo (BAPTISTA et al., 2013). O nitrato
é também um componente importante na bioestimulacéo, pois ele é utilizado por alguns

micro-organismos em duas diferentes rotas metabdlicas; como fonte de nutrientes no
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metabolismo assimilativo ou como receptor de elétrons no metabolismo dissimilativo
dos micro-organismos (COSTA et al., 2009).

Hamme et al. (2003), mencionam que 0s micro-organismos com a capacidade
de utilizar petroleo e seus derivados como fontes de carbono e energia sdo chamados de
hidrocarbonoclasticos. Essa populacdo microbiana possui em seu material genético, 0s
genes especificos para a producdo das enzimas que atuam no processo de
biodegradacéo.

Moreira & Siqueira (2002) indicaram que varios contaminantes podem ser
tratados biologicamente como: petréleo bruto, hidrocarboneto do petréleo, gasolina,
6leo diesel, combustivel de avido, preservativos de madeira, solventes diversos, ou
outros compostos xenobidticos, existindo mais de 300 compostos individuais passiveis
de destoxificacao por biorremediacao.

Gaylarde et al. (2005) relatam que as técnicas de bioestimulacdo demonstraram
um aumento de 5 a 10 vezes nas taxas de degradacdo do contaminante. No entanto,
existem duvidas sobre os efeitos em longo prazo, uma vez que as taxas de degradacéao
tendem a se equalizar com o tempo.

Segundo Baker & Herson (1994), as principais vantagens da biorremediacao
séo:

» Pode ser feita no local;

» Mantém a ruptura minima do sitio contaminado;

» Proporciona a eliminacdo de custos de transportes, poluentes de forma

permanente e da persisténcia prolongada de determinados poluentes.

A biorremediacdo pode ser considerada fonte de controle e prevencdo de
poluicdo, reduzindo a toxidade dos orgéanicos e o potencial de migracdo de constituintes
perigosos para 0 ambiente aquatico, ndo oferecendo riscos ao ambiente, uma vez que,
favorece a degradacdo de compostos poluentes e/ou toxicos como hidrocarbonetos
aromaticos a:

» Compostos com peso molecular menor apresentando maior polaridade;

» Em alguns casos pode conduzir a producdo/formacdo de CO; e H,O

(mineralizagéo);

» Concentragdes dos poluentes originais podem ser reduzidas a niveis

aceitaveis pelos 6rgdos de salde, propiciando a recuperacdo da area

contaminada.
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Portanto, pode-se dizer que a bioestimulacdo visa recuperar areas contaminadas
mediante a biodegradacdo de substancias contaminantes, estimulando o crescimento da
populagdo microbiana pela adicdo de nutrientes, oxigénio e biossurfactantes
(bioestimulacdo) e a inoculacdo de micro-organismos ou consércios microbianos
enriquecidos (bioaumento), capazes de degradar o contaminante, cujo beneficio é a
mineralizacdo do poluente, isso €, a transformacdo em gés carbdnico, 4gua e biomassa
microbiana (PELCZAR et al., 1997; BENTO et al., 2003; TORTORA et al., 2005).
Além do mais, esta técnica baseia-se na premissa de que uma grande parte dos
constituintes do produto seja prontamente degradavel (FERNANDEZ-ALVAREZ et al.,
2006).

Segundo Zhang et al. (1998), para que haja uma biorremediacdo efetiva de
produtos de baixa degradabilidade, além das condicdes fisicas e ambientais, é
necessario que ocorra biodisponibilidade de um segundo substrato biodegradavel (fonte
de carbono), com baixissima toxidez, de modo que seja possivel seu consumo realizado
primeiramente, dessa forma, favorecendo o aumento na concentracdo da biomassa
microbiana. Esse processo € conhecido como biodegradacdo cometabodlica, sendo
especialmente significante quando o composto quimico a degradar seja altamente
resistente, como no caso do petroleo e seus derivados.

A estrutura quimica dos poluentes organicos tem uma profunda influéncia
guanto a velocidade dos micro-organismos metabolizarem estas moléculas,
especialmente com respeito as taxas e extensdo de biodegradacdo, pois, alguns
compostos organicos sdo rapidamente biodegradados, enquanto outros séo recalcitrantes
(ndo biodegradaveis). Geralmente, compostos ramificados e polinucleados sdo mais
dificeis para degradar que moléculas monoaromaticas ou com cadeias simples,
aumentando-se o grau de halogenacdo da molécula, diminui-se a biodegradabilidade
(ALEXANDER, 1994). Hidrocarbonetos com baixo a médio peso molecular e alcoois
sdo exemplos de compostos facilmente biodegradaveis.

Os compostos aromaticos de até trés anéis sdo degradados mais facilmente, mas,
ha linhagens de micro-organismos capazes de degradar compostos com cinco ou mais
anéis aromaticos que, em geral, se processa produzindo principalmente fenois.
Tipicamente a degradacdo bacteriana envolve a acdo de uma dioxigenase que gera a
formagdo de um diol, com subsequente clivagem e formacdo de um diécido. Os

compostos aromaticos mais leves estdo sujeitos a evaporacdo, e a degradacdo
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microbiana no estado dissolvido. O ataque enzimatico pode ser no substituinte alquil ou
diretamente no anel (ROSATO, 1997).

Alguns aspectos devem ser considerados para o emprego da técnica em questao:
a identificacdo e caracterizacdo do poluente (qual sua disponibilidade no ambiente e
acessibilidade a acdo microbiana ou enzimatica); estudo da microbiota local, verificacdo
da presenca de organismos capazes de degradar o poluente e quais as condicoes
climéticas e nutritivas favoraveis ao crescimento desses; quantificacdo dos nutrientes
disponiveis no ambiente; estudo prévio das provaveis rotas metabdlicas e dos
metabolitos secundarios gerados pela biodegradacdo do poluente (que podem ter uma
toxicidade maior que a substancia inicial); tempo requerido para que ocorra todo o
processo; e fatores econdmicos (PEREIRA & LEMOS, 2015).

A degradacéo de poluentes hidrocarbonetos de petréleo (xenobidticos) apresenta
micro-organismos primarios capazes de metabolizar o substrato principal fornecido ao
sistema e os secundarios que ndo utilizam o substrato principal, porém, os produtos
liberados pelos micro-organismos primarios caracterizam o cometabolismo quanto a
adicdo de culturas bacterianas mistas ou puras, que apresentem as vias metabdlicas que
permitam a rapida metaboliza¢do do contaminante.

O efeito toxico de poluentes no meio ambiente pode ser minimizado atraves de
processos de remediacdo, a ver:

» Processos Abioticos: Aqueles que envolvem métodos quimicos ou fisicos para a
remocdo dos poluentes, também ocorrendo naturalmente, ex.: remocdo por
neutralizacdo, oxidacdo, precipitacdo, extracdo por solvente, adicdo de
surfactantes, decomposicao fotoquimica;

» Processos Bioticos ou Biorremediacdo: Aqueles que utilizam micro-organismos
ou processos microbioldgicos para degradar poluentes. Fazem parte da chamada
“solugdo verde” para o meio ambiente. Os micro-organismos “quebram™ os
hidrocarbonetos de petréleo visando utiliza-los no seu metabolismo (PANDEY
et al., 2000).

A tecnologia da biorremediacdo é baseada em processos nos quais ocorrem
reacOes bioquimicas mediadas por populagGes microbianas que apresentam capacidade
de modificar ou decompor poluentes organicos. Em geral, um composto organico
quando é oxidado perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é reduzido
(ganha elétrons). O oxigénio, co-substrato para a enzima dar inicio ao metabolismo dos

hidrocarbonetos, comumente atua como aceptor final de elétrons para a geracdo de
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energia quando presente e a oxidacdo de compostos organicos com a reducdo do
oxigénio molecular, respiragdo aerobia heterotréfica (CORDAZZO, 2000).

O monitoramento da biorremediacdo intrinseca é baseado no acompanhamento
da evolucdo temporal e espacial da concentracéo de indicadores geoquimicos (p.e., pH,
Eh, concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), temperatura e aceptores de elétrons) na
agua subterranea cujos resultados desses, podem ser usados para identificar fatores para
o controle da taxa de biodegradacdo, bem como identificar o processo microbiolégico
de respiracdo (aerdbia ou anaerobia) em diferentes porc¢bes da pluma de hidrocarbonetos
dissolvidos. A diminuicdo da OD na agua e um aumento da concentracdo de CO, sdo
indicativos de um processo aerébio de biodegradacdo. Um declinio do potencial redox
(Eh), de valores positivos para negativos, reflete a mudanca de condigdes oxidantes
(favoraveis aos micro-organismos aerobios) para condicdes redutoras, melhores
condicdes aos processos anaerobios que sao mais lentos que os aerobios (BORDEN et
al., 1995). Além dos aceptores de elétrons, outras variaveis podem ser relacionadas a
processos biolégicos, como o pH e o potencial redox (CORSEUIL & ALVAREZ,1996;
AZADPOUR-KEELEY et al., 1999; WALT & McNAB, 1999; KAO & WANG, 2000;
BHUPATHIRAJU et al., 2002; ROLING & VERSEVEL, 2002; SILVA et al., 2002;
CHEON & LEE, 2004).

Segundo Baker & Herson (1994) a atenuagéo natural limita o deslocamento dos
contaminantes e, portanto, diminui a contaminacdo do meio ambiente, através do
monitoramento do deslocamento da pluma, assegurando que 0s pontos receptores
(pocos de abastecimento de &gua, rios, lagos) ndo serdo contaminados (CORSEUIL &
MARINS, 1998).

As limitacOes da biorremediacdo natural sdo: o longo tempo necessario, 0 risco
da pluma de contaminacdo ndo ser atenuada antes de atingir pontos de captagéo para
abastecimento de agua e a aprovacéo pelo 6rgdo ambiental.

A biodegradacdo dos compostos organicos ocorre atraves de reacdes de
oxidacdo-reducdo, em que os contaminantes (doadores de elétrons) sdo oxidados na
presenca de receptores de elétrons (O,, NO3/, Fe*3, SO, 2, CO,), produzindo espécies
reduzidas, conhecidas como subprodutos metabdlicos (como acetato, propionato e
butirato) e produtos finais (como H,O, N, Fe*?, S? CH,). A variacdo destes
indicadores no ambiente indica a ocorréncia de biodegradacdo dos contaminantes e

identificam quais processos estdo ocorrendo (WIEDEMEYER et al, 1999).
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A natureza do processo de biodegradacdo de um COD no ambiente aquéatico
pode ser classificada como:

> Aerobia — geralmente ocorrendo em agua doce através de micro-organismos
que consomem oxigénio, que é um co-substrato para a enzima iniciar o
metabolismo da matéria orgénica e ao término, utiliza-lo como aceptor final
de elétrons para a geracao de energia;

» Anaerobia — ocorre por micro-organismos que ndo utilizam oxigénio cujo
aceptor final de elétrons é uma molécula inorganica que ndo o oxigénio ou,

raramente, uma molécula orgénica.

Nos processos bidticos podem ser usadas as técnicas:

= Método de bioestimulacdo: também denominada de tecnologia ativa de
remediacdo. Os micro-organismos se nutrem de multiplos compostos organicos pela
adicdo de oxigénio, agua e nutrientes a0 meio ambiente contaminado para o
desenvolvimento de seu metabolismo de manutengéo e reprodugdo culminado na
remocdo do contaminante (MARIANO et al., 2008). Os micro-organismos podem
ou nao, inicialmente, ter como alvo os poluentes como fonte de alimento. Contudo,
0S compostos oleosos séo, supostamente, degradados mais rapidamente do que no
processo de degradacdo natural, devido a elevacdo da populacdo de micro-
organismos, causada pelo implemento dos niveis de nutrientes (SARKAR et al.,
2005). Os dois nutrientes essenciais ao crescimento celular sdo o nitrogénio e o
fésforo, que devem estar balanceados, propiciando uma boa propor¢cdo com o teor
de carbono. Silva (2012) concluiu que a relacdo C:N de 50:1 proporcionou uma
maior degradacdo de hidrocarbonetos do Gleo diesel pelas espéecies microbianas
selecionadas, confirmada pelo aumento gradual de biomassa, reducdo (acima de
69%) dos n-alcanos da faixa de C9 a C21 e diminuicdo da toxicidade (germinacéo
acima de 65%). Hidrocarbonetos servem como fonte de carbono para micro-
organismos, apresentando-se como um elemento vital para o crescimento e
desenvolvimento destes. Entretanto outros macro e micronutrientes também séo
requeridos (ASSUNCAO; ROHLFS, 2012). Devido ao crescimento da populagio
microbiana, pela adicdo nutricional, os hidrocarbonetos séo, supostamente,
degradados mais rapidamente na bioestimulacdo do que na atenuacdo natural
monitorada (SARKAR et al., 2005). A bioestimulagcdo representa a adicdo de

nutrientes com o intuito de estimular o crescimento dos micro-organismos de
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ocorréncia natural degradadores dos compostos quimicos presentes (MROZIK &
SEGET, 2010). O processo de bioestimulagdo consiste em introduzir nutrientes
adicionais na forma de fertilizantes organicos e/ou inorganicos na &rea contaminada,
incentivando o crescimento de micro-organismos capazes de degradar os poluentes
existentes no meio e, com isso, promovendo o aumento da populacdo microbiana e
consequentemente, uma degradacdo mais rapida do contaminante (DEON, 2012).
Alexander (1994) reporta valores que variam de 50:1 a 400:1, enquanto Baker &
Herson (1994) propuseram relacdes de C:N na faixa de 10:1 a 200:1. Walworth et
al. (1997) sugerem um estudo acurado dos niveis criticos de nitrogénio para
encontrar os mais adequados a fim de suprir as necessidades nutricionais do micro-
organismo com respeito a este elemento, sem que ocorra a inibigdo do crescimento
microbiano. Aumentos na concentracdo de nitrogénio, favorece a biodegradacéo, e
consequentemente, maior producdo de &cidos intermediarios (ATLAS,1984). Os
micro-organismos podem ou n&o, inicialmente, ter como alvo os hidrocarbonetos
como fonte de alimento. Contudo, os hidrocarbonetos sdo, supostamente,
degradados mais rapidamente do que no processo de degradacdo natural, devido a
elevacdo da populacdo de micro-organismos, causada pelo implemento dos niveis de
nutrientes (SARKAR et al., 2005). O bioestimulo favorece a reprodugdo microbiana
e suas atividades metabodlicas, ao meio ambiente contaminado e assim possibilita o
aumento das taxas de biodegradacao que é frequentemente empregada em projetos
de biorremediacdo (ATLAS, 1997). Para se utilizar o processo de bioestimulagéo,
deve-se demonstrar que existe no local contaminado uma populagdo natural de
micro-organismos capazes de biodegradar os contaminantes presentes e que as
condi¢cbes ambientais se sdo insuficientes para se obter altas taxas de atividade
microbioldgica dessa populacdo (MARIANO, 2006). Durante o bioestimulo existem
fatores limitantes como nutrientes e aceptores de elétrons que estimulam o
metabolismo e a velocidade de crescimento dos degradadores o que acelera as taxas
de biodegradacdo em condi¢des ambientais favoraveis A adicdo de nutrientes em
ambientes contaminados permite a degradacdo mais rapida e eficaz dos

hidrocarbonetos por parte dos micro-organismos nativos (VALLEJO et al., 2005).

Método do bioaumento: aumento da populagdo microbiana pela adicdo de micro-
organismos enddgenos (nativos) adaptados as condicdes do contaminante a ser
tratado (BAPTISTA, 2013).
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A biorremediacéo pode ser classificada (GOMES, 2004) ainda em:

> Biorremediacdo in situ (no local): é realizada no proprio local, sem que haja

remocao de material contaminado, onde houve o derramamento, tendo 0s micro-

organismos presentes no sitio poluido conduzindo o processo de biodegradacéo,

ex.: bioventing (oxigénio é injetado em solo contaminado, ao ser difundido na

matriz porosa, estimula o crescimento e a atividade microbiana nativa;

» Biorremediacdo ex situ (fora do local): o material contaminado é levado para

outra area onde é feita a biodegradacao do poluente, ex.: processos que ocorrem

em biorreatores, compostagem, aterros (landfarming).

Os fatores ambientais que afetam a biodegradacao do carbono orgéanico dissolvido:

>

YV V V VYV V

Disponibilidade de oxigénio dissolvido uma vez que em condicéo aerdbia a
taxa de biodegradacao é maior;

Presenca de matéria organica;

Disponibilidade de nutrientes (fosfatos, sulfatos, nitratos, etc), baixa
concentracdo de vitaminas, aminoacidos, vitaminas lipossoluveis;

Oxigénio, para a rapida oxidagdo dos hidrocarbonetos e outros compostos do
petroleo;

Contato 6leo-a4gua, devido a relativa insolubilidade do éleo na agua, tal
contato controla a velocidade de oxidacdo e da degradacéo;

Condicg6es de umidade para facilitar as reacgoes;

Temperatura - ideal para processos de biodegradacao: 20 a 35°C;

pH, aeracéo;

Presenca de compostos inibitorios;

Salinidade e atividade de agua.

O limite de disponibilidade de muitos poluentes para 0s micro-organismos € um

dos principais fatores que afetam a biodegradacdo desses. Assim, mesmo que existam

micro-organismos em quantidades suficientes e que as condigfes ambientais (pH,

temperatura, etc) estejam adequadas, a biodegradagdo dos compostos poluentes ocorrera

apenas até o limite imposto pela disponibilizacdo dos mesmos (RAIMUNDO & RIZZO,

2002).
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De acordo com Cardoso (1992), os micro-organismos ndo dependem apenas da
energia e do carbono, mas, de inimeros elementos como o nitrogénio que é essencial
para o processo de biorremediagéo, por estar intimamente relacionado ao metabolismo
dos micro-organismos. O nitrogénio pode ser utilizado para o crescimento celular (NH,4
ou NHs) sendo facilmente assimilado pelo metabolismo microbiano, estimulando a
biodegradacdo dos contaminantes.

A grande maioria dos estudos encontrados na literatura aborda sobre a:

» Selecdo de micro-organismos portadores de potencial de biodegradacdo do

B100; (VIEIRA & SILVA 2006; MARIANO et al.,2008);

» Avaliacdo da degradabilidade do B100, 6leo diesel e do impacto da presenca do

B100 na biodegradacao do Gleo diesel citada por Zhang et al. (1998) foi mais

abrangente, uma vez que avaliaram também a evolucdo da concentracdo dos

substratos e perfis dos subprodutos da biodegradacdo ao longo do processo.

2.5 Bioquimica da biodegradacao

Nos processos de degradacdo bioldgica de substratos organicos, a cinética das
reacOes envolvidas na metabolizacdo das moléculas, é funcdo, entre outras, do tamanho
das cadeias de carbono presentes, do nimero de ramificacdes e insaturacfes constituidas
na molécula e da complexidade estrutural da mesma. Sendo assim, 0s &cidos graxos,
compostos por longas cadeias alquidicas, contendo insaturacfes, sdo mais facilmente
metabolizados por processos naturais biolégicos do que aqueles de cadeias de mesmo
tamanho, contendo apenas ligacdes carbono-carbono saturado (C-C) simples (gordura
animal). Geralmente, as ligagdes insaturadas de compostos organicos sdo mais
facilmente lipases produzidas oxidadas por bactérias do que as saturadas, uma vez que,
as forcas que envolvem uma ligagéo insaturada sdo menores (SAWYER et al.,1994).

Acidos organicos servem como nutriente para muitos micro-organismos sendo
oxidados a didxido de carbono e &gua cuja taxa de oxidacdo aumenta na presenca de
ligagBes insaturadas. A taxa de ataque biologico sobre acidos graxos de alta massa
molecular é frequentemente limitada pela sua solubilidade em &gua (SAWYER et al.,
1994).

A oxidacdo dos &cidos graxos até o estdgio de acetil-CoA (B-oxidacao)
proveniente de carboidratos € completamente oxidada a CO, e H,O pela agdo de
enzimas. A velocidade global do catabolismo (fase degradativa do metabolismo),
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liberador de energia é controlado pelas necessidades celulares de energia, na forma de
ATP e de NADPH, e ndo pela simples disponibilidade ou concentracdo de combustiveis
tissulares (LEHNINGER,1997; MURRAY et al.,2002).

O metabolismo aerébio microbiano da degradacdo oxidativa do biodiesel
consiste de uma série de reacfes enzimaticas consecutivas interligadas que é a via final
de oxidacdo de carboidratos, lipideos e proteinas, acarretando o catabolismo de residuos
de acetil (acetil-CoA), um éster da coenzima A, liberando equivalentes redutores sob a
forma de hidrogénio ou de elétrons que, apds a oxidacdo, conduzem a liberagédo e
captacdo, sob a forma de ATP, da maior parte da energia disponivel dos combustiveis
tissulares; nela as moléculas organicas sdo degradadas por reacdes consecutivas em
produtos finais menores e mais simples (LEHNINGER,1997; MURRAY et al., 2002).

Existem trés estagios principais no catabolismo aerobio dos lipideos:

Estégio 1: as macromoléculas celulares (triglicerideos) sdo degradadas em suas
unidades fundamentais pela acdo de enzimas (lipases), presentes ha membrana
mitocondrial externa dos micro-organismos; assim, os lipideos sdo degradados

em acidos graxos, glicerol e outros componentes.

Estagio 2: os produtos formados no estadgio 1 sdo reunidos e convertidos em
nimero menor de moléculas mais simples como o glicerol do estagio 1 que é
degradado a um intermediario Gnico com 3 aomos de carbono, o piruvato, o
qual é entdo convertido em uma unidade de 2 4&tomos de carbono, o grupo acetil
da acetil-coenzima A. De forma similar os acidos graxos sdo quebrados em
grupos acetil para formar o acetil-CoA como produto final do estagio 2,
iniciando a descarboxilagdo oxidativa do piruvato pelo complexo enzimatico
piruvato desidrogenase, o grupo carboxila é removido como uma molécula de
CO; e o grupo acetil aparece como acetil-CoA. Os dois hidrogénios removidos
do piruvato aparecem como NADH e H*. O NADH transfere seus elétrons para
a cadeia transportadora de elétrons, que os transporta até o oxigénio molecular.
A desidrogenacdo e a descarboxilagdo combinadas do piruvato a acetil-CoA
envolve a acdo sequencial de enzimas diferentes, a piruvato desidrogenase, a
diidrolipoil transacetilase e a diidrolipoil desidrogenase, bem como as
coenzimas: tiamina pirofosfato (TPP), flavina adenina dinucleotideo (FAD),
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coenzima A (CoA), nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD™) e &cido lipbico,

organizadas em um complexo multienzimatico, representado pela Equagao 2:

Piruvato + CoA + NAD" — acetil-CoA + CO, + NADPH 2)

Estagio 3: apresenta funcdo complementar para degradacdo das moléculas
geradas no estagio 2, o grupo acetil do acetil-coenzima A, é introduzido no ciclo
de Krebs, via final comum da degradacdo oxidativa dos &cidos graxos nas
células aerdbias, através do qual a maioria dos nutrientes fornecedores de

energia sdo oxidados a apenas dois produtos finais, CO, e H0.

A oxidagéo de substancias graxas insaturadas procede a diferentes velocidades,
dependendo do nimero e da posicao alilica das duplas ligacbes (KNOTHE, 2007). Os
Acidos Graxos de Cadeia Longa (AGCL) dentro das células microbianas s&o
incorporados a complexos lipidicos, ou catabolizados para a formacao de compostos de
baixa massa molar (CO,, CH4 e H,0O). As etapas determinantes para a oxidacdo desses
acidos envolve uma série de quatro reagdes catalisadas por enzimas que clivam dois
atomos de carbono por vez, a partir do terminal carboxilico de um &cido graxo. Essa
série de reacOes € repetida para o encurtamento da cadeia do &cido graxo e continua até
que todo o &cido seja degradado a acetil-CoA, que se converte em &cido acético e,
posteriormente, em compostos de baixa massa molar, como produtos finais. A reacéo de
degradacdo dos acidos graxos é denominada de B-oxidagdo cuja equacdo esta ilustrada

na Equacao 3:

CH3(CHz) n COOH + 2H,0 — CH3(CHp) n-2COOH + CH;COOH + 4e- +4H+  (3)

Para cada molécula de AGCL degradada, é formada uma molécula de &acido
graxo com dois atomos de carbono a menos, e uma de acido acético, liberando quatro
elétrons e quatro ions hidrogénio. Esses elétrons sdo transportados por aceptores no
interior das células microbianas como flavina-adenina-dinucleotideo (FADH) e
nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NADH) e utilizados para a formacdo de duas

moléculas de gas hidrogénio, como apresentado pela Reacéo 4:

4e” + 4H" — 2H, (4)
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O hidrogénio formado é, entdo, utilizado por algumas espécies de micro-
organismos que nao sofrem inibigéo pelos AGCL.

Novak & Carlson (1970) observaram que o mecanismo de [3-oxidagdo converteu,
sequencialmente, acidos graxos saturados como estearico (C18:0) para acidos palmitico
(C16:0), miristico (C14:0), laurico (C12:0), caprico (C10:0) e outros como produto
final. Na biodegradacdo de uma amostra contendo &cidos linoleico, oleico, esteérico,
palmitico e miristico, esses pesquisadores observaram que 0s &cidos: laurico, caprico,
caprilico (C8:0) e butirico (C4:0) foram detectados, em menores concentracdes se
comparados com o acido acético, ndo sendo detectada a presenca de acido capréico
(C6:0). Os acidos caprilico, caproéico e butirico foram detectados em estudos realizados
por Rinzema et al. (1994) na degradacdo de acido caprico. Nas etapas de degradacdo
anaerdbia do &cido linoléico, foi detectada a formacao do acido oleico (C18:1), o que
mostra que o acido linoleico antes de sofrer a reagdo de B-oxidacdo foi hidrogenado,
reduzindo o nimero de insatura¢gdes. Em seguida, o acido oleico foi degradado para a
formacéo do cido palmitoleico e, posteriormente, acido palmitico. Os &cidos, palmitico
e miristico foram degradados em concentracdes estequiométricas, equivalentes a 85-
93% molar de &cido linoleico adicionado. Esses pesquisadores concluiram que esses
acidos permaneceram recalcitrantes por um periodo de 60 dias.

O estudo do efeito da inibicdo dos &cidos graxos sobre bactérias mostrou que
depende do tipo de micro-organismo, pois as espécies gram-positivas sao mais
vulnerdveis, quando comparadas com as gram-negativas (NIEMAN,1954). O
comprimento da cadeia carbdnica € o nimero de insaturacdes presentes nos &cidos
graxos também sdo pardmetros de inibicdo para os micro-organismos (KOMATSU et
al.,1991). Acidos graxos saturados com 12-14 atomos de carbono e &cidos insaturados

com 18 carbonos apresentam elevado grau de inibicdo (NIEMAN, 1954).

2.6 Biodegradacéo do diesel mineral

O meio ambiente tem sido poluido por produtos da industria petrolifera e de seus
derivados refinados por falhas no transporte e armazenamento e por operacdo de
lavagem de tanques de navio. Embora sendo mais agressiva, a contaminagdo ambiental
provocada pelo diesel, a formacdo de uma pelicula sobre a agua pode transmitir
qualidades indesejaveis as aguas, afetando o seu uso (PEREIRA & MUDGE, 2004).



37

A biodegradabilidade dos combustiveis baseados no petroleo depende da sua
composicdo, sendo o 6leo diesel constituido de muitos compostos recalcitrantes ao
atague microbiano. A biodegradacdo de hidrocarbonetos do petréleo € um processo
complexo que depende da natureza e quantidade de 6leo ou hidrocarbonetos presentes.
Além disso, o0 crescimento de micro-organismos sobre hidrocarbonetos apresenta
problemas particulares, pois estes sdo imisciveis em &gua (KOCH et al.,1991;
BENINCASA et al.,2002). Geralmente se aceita que 0 mecanismo inicial de ataque para
a degradacao de alcanos é mono terminal, que procede da seguinte forma: alcano—
alcool — aldeido — acido graxo — acetato (SINGER & FINNERTY, 1984). As
velocidades de biodegradacdo desses compostos estdo estreitamente relacionadas com
as estruturas quimicas na seguinte ordem de decréscimo de susceptibilidade: n-alcanos
> alcanos insaturados (presenca de duplas e triplas ligac6es dificulta a biodegradacgéo) >
aromaticos de baixa massa molecular > ciclo alcanos > aromaéticos de alta massa
molecular (hidrocarbonetos com cadeia, possuindo mais que 9 atomos de carbono)
(LEAHY & COLWELL, 1990; VIEIRA et al.,2006).

Segundo Videla (1994) os metabolitos &cidos provenientes do metabolismo
microbiano do 6leo diesel tém sido apontados como um fator que reduz o pH da fase
aquosa.

Na biodegradacdo de hidrocarbonetos é essencialmente uma reacdo de
oxirreducdo onde o hidrocarboneto é oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de
elétrons [oxigénio (O,), nitrato (NO5), 6xidos de ferro [Fe (OH)s], sulfato (SO, ?), 4gua
(H20) e dioxido de carbono (CO,) é reduzido.

A seguinte sequéncia de preferéncia de utilizacdo desses aceptores é: oxigénio >
nitrato > oxidos de ferro > sulfato > &gua, que reflete a diminuicdo do potencial de
oxidacdo dos aceptores. Em geral, a cinética de oxidagdo dos hidrocarbonetos € mais
rapida para aceptores de elétrons com potenciais de oxidacdo mais elevados
(CORSEUIL & ALVAREZ, 1996).

Os hidrocarbonetos consistem, essencialmente, em atomos de carbono e
hidrogénio variando desde moléculas mais simples e mais facilmente biodegradaveis,
como 0 metano, até compostos mais complexos, como 0s que incluem anéis de benzeno
(MOURA & SAMARA, 2006).

Estudos de biodegradacdo tém demonstrado que algumas populagdes
microbianas podem degradar fracOes alifaticas e arométicas de hidrocarbonetos
simultaneamente, embora a adicdo de determinados compostos e a composi¢do de
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algumas misturas podem interferir na degradacdo dos componentes (OLSON et al.,
1999).

De acordo com Bartha (1996), diferentes fracdes de derivados de petréleo
ocupam posic¢des intermediarias de recalcitrancia variando desde os mais degradaveis
até os moderadamente recalcitrantes. No entanto, estudos tém revelado que o petréleo
bruto e seus derivados podem agir como substratos para o crescimento microbiano.
Alteram a concentracéo da densidade microbial do sistema aquatico, de acordo com sua
concentracdo, pH e areacdo do meio. Dependendo do teor de Oleo presente no meio
aquatico podem ocorrer os seguintes fatos:

» Em pequenas quantidades (baixa polui¢do), o éleo favorece o crescimento da
populacdo microbiana porque os hidrocarbonetos podem ser utilizados como
uma fonte de nutrientes;

» Em elevadas quantidades de polui¢do de 6leo, 0 nimero de micro-organismos
decresce.

Quase todos os hidrocarbonetos do petréleo sdo biodegradados sob condicBes
aerobias, geralmente a maior limitacdo na biodegradacdo aerdbia em superficie € a
baixa solubilidade do oxigénio em &gua. Por exemplo, a mineralizacdo aerdbia do

tolueno (CgHs-CHs) é representada pela seguinte Equacéo 5:

CeHs-CH3 +9 0, —»7 CO, + 4 H,O (5)

A extensdo da biodegradacdo aer6bia é controlada pela quantidade de
contaminantes, a taxa de transferéncia de oxigénio para a sub superficie e o contetdo
original de oxigénio no aquifero (BORDEN et al., 1995).

De acordo com Kennish (1997), os alcanos de baixo peso molecular degradam-
se rapidamente (em até uma semana), enquanto que os hidrocarbonetos de elevado peso
molecular (alifaticos e aromaticos) sofrem degradacéo lenta.

A biodegradacdo dos hidrocarbonetos pode ocorrer numa faixa de temperatura
elevada (SORKHOH et al., 1993). De modo geral, a baixa temperatura, a viscosidade
do 6leo aumenta, a volatilizacdo dos alcanos de cadeia curta é reduzida, o que leva a um
processo de biodegradagdo mais lento.

Apesar das bactérias serem, provavelmente, as maiores responsaveis pela
biodegradagdo de hidrocarbonetos no ambiente, leveduras e 27 géneros de fungos
filamentosos também degradam hidrocarbonetos no ambiente marinho (FLOODGATE,
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1984). O género Pseudomonas, relacionado com biodegradacdo de hidrocarbonetos
(SOLANO-SERENA et al., 2000), é considerado um dos géneros metabolicamente
mais versatil, capaz de persistir por mais tempo na agua e tende a resistir aos agentes
causticos do ambiente por mecanismos ainda desconhecidos. A Pseudomonas
aeruginosa tem sido aplicada em processos de degradacdo do etanol e do BTEX na
gasolina comercial Teixeira & Bento (2007), gasolina, dleo, diesel e 6leo cru
Karamalidis et al. (2010), entre outros.

A taxa de degradacdo de hidrocarbonetos por micro-organismos € limitada por
fatores como: temperatura, umidade, concentracdo do contaminante, oxigénio,
nitrogénio e de fosforo, aclimatacdo ou mesmo adaptacdo ao contaminante (LI et al.,
2000).

A biodiversidade dos micro-organismos permite a sua sobrevivéncia em diversos
habitats, dentre esses, as bactérias formam o grupo com maior diversidade fisioldgica,
proporcionando maior adaptabilidade sendo possivel selecionar, dentro de certos
limites, organismos tolerantes a diversos fatores estressantes (SIQUEIRA et al., 1994).

Como exemplo das potencialidades de micro-organismos na degradacdo de
compostos recalcitrantes, Robles et al. (2000) afirmaram que varias espéecies de
Penicillium degradaram ligninas e outros compostos aromaticos e fenélicos. Richard &
Vogel (1999) utilizando um consércio bacteriano para degradacdo de o6leo diesel,
constataram que 90% dos hidrocarbonetos do 6leo diesel foram degradados apds 50 dias
de experimento.

Kataoka (2001) realizou estudo visando o isolamento de micro-organismos
degradadores de hidrocarbonetos para promover o processo de biorremediacdo e a
problematica relacionada aos acidentes com derivados do petréleo. Segundo Rosato
(1997) bactérias, algas, leveduras, fungos filamentosos e protozoarios apresentam
especies capazes de degradar hidrocarbonetos sendo em sua maioria mesofila e aerobia,
uma vez que a degradagdo de hidrocarbonetos envolve uma reacdo de oxidacédo e o

metabolismo desses compostos ocorre numa faixa de temperatura entre 30 e 40°C.
2.7 Biodegradabilidade de biodiesel e das Misturas Bx
Dentre os combustiveis derivados de petroleo, o diesel € um dos mais suscetiveis

a presenca de sedimentos de origem bioldgica e quimica, e a adi¢do do biodiesel agrava

mais essa condi¢do. Estudos demonstram que quanto maior o teor de biodiesel, maior
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sera a biodegradabilidade, que ocasionara alteracdo nas propriedades fisicas e quimicas,
com a producdo de solidos visiveis. Desde a adi¢do obrigatoria do biodiesel ao diesel, o
mercado tem relatado uma série de problemas relacionados & mistura, que se
intensificaram com a adicdo de 5% de biodiesel ao diesel. Dentre os principais
problemas estdo o entupimento de filtros, o surgimento de borras, a proliferacdo de
bactérias e a necessidade de manutencGes mais frequentes, além da rapida degradacao
do combustivel.

Micro-organismos sdo agentes transformadores eficazes, em face de sua
habilidade em degradar uma ampla diversidade de substancias organicas, comumente
encontradas nos efluentes gerados pelas refinarias e inddstrias. Por assimilarem tais
substancias como fonte de carbono e/ou de energia, mais de 70 géneros microbianos
vém sendo empregados na resolucdo de problemas ambientais, capazes de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de carbono segundo, Atlas (1984) e Ururahy et al. (1998)
dentre esses 0s que tém sido apontados na literatura como potencialmente
biodegradadores dos B100 e diesel séo:

» Bactérias: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas oleovarans, Pseudomonas
gladioli, Burkolderia cepacia, Burkholderia gladioli, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Marinomonas vaga (FOLLIS, 1994; VIEIRA et al., 2016);

» Leveduras: Candida, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Sporobolomyces e
Rhodotorula sdo degradadores de uma mistura de hidrocarbonetos (ZHANG et
al., 1998; LEUNG et al., 2005);

» Fungos filamentosos: Aspergillus japonicus, Aspergillus terreus, Aspergillus

niger e Aspergillus flavius Ziino et al.(1999) e Aspergillus versicolor (PEREIRA
& MUDGE, 2004).

Varios autores enfatizam que a adaptacdo da cultura microbiana ao poluente é
um fator preponderante no processo de biodegradagdo. Micro-organismos isolados de
ambientes com historico de poluicdo por hidrocarbonetos de petroleo tem maior
habilidade para degradar tais poluentes (ENGLERT & KENZIE, 1993; KILBANE 11 et
al., 2000).

A maior parte dos componentes do petroleo (de 60% a 90%) e biodegradavel no
entanto, o restante € recalcitrante. O destino destes compostos apds um derrame ira
depender da interacdo entre vérios fatores, podendo se destacar a degradagédo
microbiana (CRAPEZ et al. 2002).
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Poucos estudos tém sido realizados sobre a biodegradacdo do B100 em ambiente
aquatico e como esse combustivel afetaria a degradacdo do diesel nesse ambiente. De
acordo com Zhang et al. (1998), o B100 pode promover e acelerar a biodegradagéo
aerobia do diesel em misturas aquosas, contendo nutrientes (fontes dos minerais N, K,
P, Zn, Mg, Mn, Fe) por meio do processo bioldgico conhecido como cometabolismo
isto é, aquele em que 0s micro-organismos usam um segundo substrato que apresente
elevada biodegradabilidade (no caso: B100), como fonte de carbono, para degradar o
primeiro substrato de baixa biodegradabilidade (no caso: diesel), sendo a taxa de
biodegradacdo do diesel diretamente proporcional a fracdo volumétrica do B100 na
mistura.

A provavel rota para a degradacdo do biodiesel consiste na seguinte sequéncia
de eventos:

» Clivagem do metil éster por uma esterase, produzindo acido graxo e o
alcool associado;

> Quebra do acido graxo pelo metabolismo respiratorio ou incorporagédo
direta nos lipideos celulares (LEHNINGER,1997).

Certos micro-organismos tais como Pseudomonas oleovorans, Pseudonomas
mendocina, Pseudonomas aeruginosa, Marinomonas vaga, Escherichia coli,
Burkholderia gladioli, Burkolderia cepacia, Bacillus subtilis, apresentam potencial para
a degradacdo do B100.

Os ésteres alquilicos presentes no B100 possuem relativamente elevado nimero
de octanas e sdo considerados uma alternativa biodegradavel aos compostos oxigenados
recalcitrantes da gasolina (LIU & SULFITA, 1994). Entretanto, desde que o B100 seja
comparado aos acidos graxos, do que aos alcanos e compostos aromaticos de elevado
peso molecular, que constituem o diesel de petroleo, observou-se que as bactérias
demonstraram potencial para a sua degradacdo muito mais facilmente do que ao diesel
de petréleo (FOLLIS, 1994).

Em comparacdo com o diesel, o B100 é um combustivel com maior
biodegradabilidade, apresentando um  percentual de degradabilidade de
aproximadamente, 98% em 21 dias de processo (ZHANG et al., 1998; DEMELLO et
al., 2007).

O género Pseudomonas ¢ bastante citado na literatura, como um dos géneros que
tem potencialidade para degradar hidrocarbonetos de petréleo assim como, resultou da
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selecdo de isolados mais promissores pelo uso da técnica do indicador redox 2,6
diclorofenol-indofenol-DCPIP (ROCHA, 2011).

Uma provéavel rota para a biodegradacdo do biodiesel consiste primeiramente da
hidrolise do metil ou etil éster por uma esterase (ou lipase), produzindo um acido graxo
e um alcool. Na segunda etapa, os acidos graxos sdo oxidados via B- oxidagdo e
degradados a acido acético e a um &cido graxo com dois carbonos a menos (ZHANG et
al., 1998; VIERA et al.,2006). Nesta reacdo, primeiro, ocorre a conversdo do &cido
graxo a éster coenzima A (CoA), éster-CoA, que é oxidado na posicdo beta, e dois
atomos de carbono do final da molécula séo clivados para produzir a acetil- CoA. Este
processo de encurtamento da molécula continua até o &cido inicial ser degradado
completamente a acetil-CoA (CHAPELLE, 2001).

Demello et al. (2007) compararam a velocidade de degradacdo entre diesel féssil
e B25 (25% de biodiesel misturado ao diesel), em um ambiente marinho, e verificaram
que a degradacgdo dos ésteres de acidos graxos e dos n-alcanos ocorre simultaneamente,
e mais rapidamente do que outros componentes do diesel.

Prince et al. (2008), em estudo sobre a biodegradacéo aerdbia da mistura binaria
B20, verificaram que metil-ésteres de acidos graxos foram degradados a uma velocidade
semelhante dos n-alcanos presentes no éleo diesel, verificando-se uma relagdo entre a
degradacéo dos acidos graxos e hidrocarbonetos.

Pasqualino et al. (2006) relataram um aumento na biodegradabilidade das
misturas de diesel e biodiesel, a medida que mais biodiesel era adicionado assim como,
um efeito positivo na biodegradacdo das misturas, o biodiesel ao ser adicionado no
diesel, aumentou a biodegradabilidade do diesel, através do cometabolismo. As
transformacfes cometabdlicas sdo processos em que 0S micro-organismos utilizam
primeiramente um segundo substrato (mais acessivel) como fonte de carbono, e em
seguida utiliza o substrato principal (mais recalcitrante), que sera atacado somente
quando for a unica fonte de carbono disponivel. Zhang et al. (1998) observaram o
cometabolismo na biodegradacdo de misturas de diesel e biodiesel, na presenca de
ésteres de acidos graxos, a taxa de degradacdo do diesel aumentou trés vezes, quando
comparada a tratamentos, em que o diesel era a unica fonte de carbono. Um aumento de
26% foi verificado na biodegradacdo do biodiesel puro por Owsianiak et al. (2009).

Schleicher et al. (2009) verificaram um maior crescimento de micro-organismos
em misturas com 20% de biodiesel de soja (B20), seguido pela mistura B5, e por ultimo
0 B100.
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2.7.1 Cinética de Biodegradacao

Estudar a cinética de biodegradacdo de compostos organicos possibilita estimar
a persisténcia dos contaminantes no ambiente e predizer a variacdo de suas
concentragdes no tempo. As reacdes de biodegradacdo dos compostos organicos
dissolvidos ocorrem em velocidade especifica para cada composto. Os modelos mais
comuns usados para descrever a biodegradacdo de compostos orgénicos incluem o
decaimento de primeira ordem, a cinética de Monod e a cinética de reacGes instantaneas
(BEDIENT, 1997).

O modelo cinético de primeira ordem é o modo mais apropriado para representar
a biodegradacdo de compostos orgéanicos. A expressdo comumente usada para a
representacdo da biodegradacdo de primeira ordem envolve o uso de uma relacdo de

decaimento exponencial representada pela Equacéo 6:

(6)

Onde C € a concentracdo de biodegradacdo do contaminante, Co é a
concentragdo inicial e A é o coeficiente de decaimento do soluto devido a
biodegradacdo. Através do grafico In(C) versus tempo t, obtém-se uma reta, cujo
coeficiente angular corresponde ao coeficiente de biodegradagdo de primeira ordem ()
(CHAPRA, 1997).

O modelo cinético de primeira ordem, mostrado na Equacdo (6) assume que 0
coeficiente de biodegradacdo do soluto é proporcional a sua concentracdo. Um aumento
na concentragdo, origina aumento na cinetica de degradagdo (BEDIENT, 1997).

As cinéticas de primeira ordem sdo frequentemente expressas em termos de
tempo de meia vida do composto. O tempo de meia vida (t 12) do contaminante é
definido como o tempo necessario para reduzir a concentracdo inicial a 50%
(BEDIENT, 1997). A expressao (7) do tempo de meia-vida para a reacdo de primeira
ordem é dada por:

., In@ @)
ths = —
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2.8 Degradabilidade oxidativa do biodiesel

A degradabilidade por Processos Oxidativos Avangados (POA) se caracterizam
por transformar a grande maioria dos contaminantes organicos em dioxido de carbono,
agua e anions inorganicos, através de reacOes de degradacdo que envolvem radicais
oxidantes transitorios, principalmente os hidroxila. S&o processos limpos e néo
seletivos, podendo degradar inimeros compostos, independentemente da presenca de
outros. Alem disso, podem destruir compostos organicos em fase aquosa, gasosa ou
adsorvidos numa matriz sélida.

Os POA tém recebido grande interesse no tratamento e pré-tratamento de
compostos ndo biodegradaveis em &guas, emissdes atmosféricas e solos contaminados,
pois podem converter a matéria organica em diéxido de carbono (CO,) e agua (H,O) ou,
no caso de pré-tratamentos, tornar esta matéria biodegradavel (ALOUI; KCHAOU,;
SAYADI, 2009; MORAIS; ZAMARA, 2005).

Os processos que contam com a presenca de catalisadores sélidos sdo chamados
heterogéneos, enquanto que os demais sdo denominados homogéneos.

Nos sistemas homogéneos, onde nao existe a presenca de catalisadores na forma
solida, a degradacdo do poluente organico pode ser pelo mecanismo da fotélise direta
com ultravioleta (UV) onde a luz é a Unica fonte capaz de produzir a destruicdo do
poluente.

O biodiesel é mais suscetivel ao processo de oxidacdo que o diesel fossil
convencional, principalmente devido as diferencas na estrutura quimica de ambos, como
a presenca de duplas ligacdes nos ésteres componentes do biodiesel.

O processo oxidativo do biodiesel é favorecido por fatores tais como
temperaturas elevadas, presenca de luz ou materiais estranhos como metais ou
iniciadores. A natureza dos radicais também tem influéncia nos produtos observados e a
geometria da dupla ligacdo pode também influenciar.

O oxigénio molecular com o qual o radical do éster do acido graxo reage existe
sob duas formas podendo ocorrer dois mecanismos de oxidacgdo, auto oxidagdo (ou
oxidacdo térmica) e foto-oxidacao.

A foto-oxidacdo é mais rapida comparada a auto oxidacgéo, isto porque a reacao
do oxigénio tripleto com o éster do acido graxo € limitada devido a restricdo de spins. O
processo de auto oxidagdo normalmente exibe um tempo de indugdo durante o qual a

reacdo global € lenta, seguido por uma etapa mais rapida.
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O processo de degradacdo oxidativa do biodiesel pode ser ativado pela luz, ou
seja, estd sujeito a degradacdo por foto-oxidacdo. Este tipo de oxidacdo & um
mecanismo que envolve a adicdo direta de oxigénio singlete (*O,) aos &cidos graxos
insaturados. O oxigénio singlete reage diretamente com as duplas ligacGes presentes no
6leo, produzindo hidroperéxidos (FERRARI & SOUZA, 2009).

Segundo Dantas (2010), a radiacdo UV tem sido aplicada com éxito no
tratamento da agua em processos de desinfeccdo e degradacdo de contaminantes

organicos por fotdlise direta.

2.9 Toxicidade

Testes de toxicidade sdo ferramentas desejaveis para avaliar a qualidade das
aguas e a carga poluidora de efluentes, uma vez que somente as analises fisico-quimicas
tradicionalmente realizadas, tais como demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda
bioguimica de oxigénio (DBO), sélidos suspensos, concentracdes de metais e de outras
substancias de carater organico ou inorganico, cujos limites encontram-se estabelecidos
nas legislacdes ambientais, ndo sdo capazes de distinguir entre as substancias que
afetam os sistemas biolGgicos e as que sdo inertes no ambiente e, por isso, ndo sao
suficientes para avaliar o potencial de risco ambiental dos contaminantes. Apesar disso,
os testes de toxicidade ndo substituem as analises quimicas tradicionais. Enquanto, as
analises quimicas identificam e quantificam as concentracdes das substancias toxicas, 0s
testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substancias sobre sistemas bioldgicos.
Assim, as analises quimicas e os testes de toxicidade se complementam.

A vulnerabilidade do ambiente aquatico as substancias quimicas depende: das
propriedades fisicas e quimicas dos contaminantes e dos produtos resultantes de sua
transformacéo; da concentracdo dos contaminantes no ecossistema; da duracao e do tipo
de descarga dos contaminantes (descarga intermitente ou continua); das propriedades do
ecossistema que lhe permitem resistir as alteragbes resultantes da presenca dos
contaminantes, como a capacidade tamponante das aguas e a concentracdo de matéria
orgénica dissolvida nelas e, da localizacdo do ecossistema em relagdo ao sitio de
langamento dos contaminantes.

A toxicidade ¢ uma propriedade que reflete o potencial de uma substancia em
causar um efeito danoso a um organismo vivo, que depende da concentragcdo e das

propriedades da substancia quimica a qual o organismo é exposto e do tempo de
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exposicdo (RAND, 2000). Os testes com substancias especificas sdo realizados com o
proposito de obter informagfes para registros quimicos. Enquanto, que os testes com
aguas contaminadas e efluentes séo utilizados para verificar se ha concordancia dos
valores obtidos com os padrbes permitidos (KLAASSEN, 2001).

A germinacdo se caracteriza como uma sequéncia de eventos fisiologicos,
influenciada, principalmente, pela 4gua. Por meio da absorcéo de &gua, a respiracdo e
demais atividades metabdlicas sdo intensificadas. Assim, se a agua estiver contaminada,
todo o processo germinativo serd ameacado Isso faz com que o grau de germinacéo de
certas espécies sensiveis, na presenca de contaminantes potencialmente toxicos, possa
ser utilizado como um indicador da toxicidade de tal contaminante (GARCIA, 2006).

O efeito toxico causado em ambientes poluidos pode ser avaliado por testes de
toxicidade, utilizando sementes de vegetais, que atuam como bioindicadores, que se
destaca por ser uma metodologia simples, de baixo custo, rapida, segura e reproduzivel.

Para Magalhées & Ferréo-Filho (2008), os testes séo realizados com organismos
indicadores, que apresentam baixa tolerancia quando expostos a determinados
poluentes, apresentando modificacdes fisioldgicas, morfoldgicas ou comportamentais.

Nos bioensaios, 0s organismos testes utilizados podem ser agrupados em:
micro-organismos, plantas e peixes (RIZZO, 2011). Muitas espécies de plantas,
incluindo repolho, cebola, tomate, pepino, cevada e alface tém sido utilizadas nos testes
de germinacdo e crescimento das raizes (NASSIF et al., 1998). Ao utilizar os
organismos relevantes, tais como peixes, Daphnia, ratos, passaros e sementes (Stine &
Brown 1996; Landis & Yu,1995; Mariano 2007), pode-se calcular e avaliar um limite
toleravel dos compostos quimicos. O metabolismo, transporte de nutrientes e divisao
celular das sementes durante os estagios inicias do desenvolvimento sdo diretamente
influenciados pelas condigdes do meio.

A semente de alface (Lactuca sativa), denominada de organismos teste, &€ uma
das espécies de plantas recomendada para teste padrdo de toxicidade (USEPA, 1996),
por ser facilmente obtida e por oferecer resultados rapidos e faceis de serem avaliados
(GARCIA, 2006) como parte da avaliacdo do potencial de contaminacgdo de residuos e
efluentes dispostos no ambiente (OECD, 1984; USEPA, 1996).

Segundo Wang & Keturi (1990), os testes de toxicidade usando Lactuca sativa
sdo eficazes por esse organismo ser sensivel e possuir alta taxa de germinagdo. Os
organismos teste podem sofrer efeitos adversos quando em contato com substancias

toxicas que pode incluir desde alteracGes genéticas, imobilidade, deformidades até
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letalidade (PIMENTEL et al., 2011). Tanveer et al. (2013) e Cruz et al. (2013)
concluiram que sementes menores apresentam-se mais sensiveis ao estresse ambiental,
constatando-se que sementes maiores oferecem maior protecdo quando expostas a um
contaminante.

Flohr et al.(2005) realizaram testes para determinar a toxicidade de compostos
quimicos, efluentes liquidos e percolados de residuos solidos e estabeleceram limites
maximos para langamentos de descarte de contaminantes e para 0 monitoramento
ambiental (NASCIMENTO et al., 2008). Esses testes baseiam-se na exposi¢do de
organismos representativos do ambiente submetidos a concentracfes de substancias a
serem avaliadas ou a fatores ambientais em um determinado espago de tempo, a fim de
observar os efeitos que essa substancia causa sobre suas funcdes bioldgicas
fundamentais como o seu crescimento, desenvolvimento, as muta¢fes ou até mesmo a
morte (COSTA, 2010). Esses efeitos podem se diferenciar entre agudos e cronicos.
Estes testes sdo realizados para avaliar comparativamente a toxicidade de substancias,
cuja diferenca consistiu no tempo de exposicdo do organismo em relagdo ao
contaminante.

Tamada et al. (2013) estudaram os niveis toxicologicos da biodegradacdo dos
contaminantes (6leo mineral lubrificante, éleo lubrificante sintético e 6leo lubrificante
usado) no solo através dos organismos: Eruca sativa (rdcula), sementes de Lactuca
sativa (alface) e Eisenia andrei (minhoca) cuja toxicidade apresentou-se reduzida,
exceto para o Oleo lubrificante usado. Os Gleos minerais e sintéticos foram
eficientemente biodegradados no solo, embora sua toxicidade ndo tenha desaparecido
completamente apds 180 dias do experimento. A avaliacdo da toxicidade do material
biodegradado é de grande relevancia ambiental (JUVONEN et al 1999, URURAHY et
al, 1998).

Segundo Tamada et al. (2013) os testes de toxicidade medem indiretamente a
biodegradacdo dos contaminates, provando ser eficaz para os 6leos mineral e sintéticos
de acordo com teste toxicologico usando E. andrei (minhoca), concluindo-se que a
biodegradacdo ao 6leo sintético por micro-organismos adaptados foi acelerada (60 dias)
assim como, devido ao fato de ser formado por moleculas, predominantemente,
formadas de apenas um tipo de estrutura quimica.

Toda substéancia apresenta um potencial toxico, dependendo da concentracédo e
quantidade cujos bioensaios de toxicidade fornecem importantes informac6es sobre as

consequéncias da poluicdo ambiental em organismos. Salienta-se que um composto
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quimico é considerado toxico, levemente toxico e atdxico quando o percentual de
inibicdo da germinagdo (% ) assume os seguintes valores: > 40%; 10-40% e < 10%
(TAMADA, 2009; LOPES et al.,2010). O seu estudo vem sendo empregado para
determinar o potencial toxico de diferentes tipos de contaminagdo no meio ambiente e,
juntamente com os parametros fisico-quimicos, permitem o biomonitoramento de
diversos tipos efluentes (YOUNG et al., 2012).

Os tipos de testes toxicoldgicos em meio aquético séo classificados basicamente
em agudo e cronico, de acordo com o tempo de exposi¢do dos organismos a substancia
testada. Assim, testes de toxicidade aguda sdo ferramentas importantes e confiaveis para
estimar as concentragdes nas quais um determinado produto téxico provoca efeitos
deletérios em uma dada populacéo de organismos (EPA, 1996). Estes testes detectam os
efeitos imediatos, normalmente a mortalidade, de uma amostra testada, sendo o0s
organismos expostos a altas concentracdes do contaminante num intervalo curto de O a
96 horas.

Segundo Flohr 2005 a toxicidade aguda é a manifestacdo de um efeito em um
organismo aquatico, em curto espaco de tempo ap6s a administracdo de uma Unica dose
de uma substancia. Em geral, é o primeiro estudo realizado sobre uma substancia
quando ndo se tem nenhuma no¢do ou somente nogdes tedricas, muito restritas, sobre a
substancia a ser estudada.

O ensaio de toxicidade aguda permite calcular uma dose ou uma concentracao
letal (DLsg ou CLsp) que € a expressdo matematica da dose ou a concentracdo da
substancia (agente toxico) que provoca a morte a 50% dos organismos-teste expostos.

Os testes de toxicidade crbnica consistem na exposicdo dos organismos a
diferentes concentragdes subletais do contaminante por um longo periodo; a exposicao
pode ser feita durante um ciclo de vida completo do organismo ou incluir fases dos
periodos mais sensiveis da vida do organismo teste, como a reproducéo, por exemplo,
(ARAGAO & ARAUJO, 2006).

Segundo Restani (2011), os ensaios de toxicidade cronica apresentam um tempo
de exposicdo que deve ser maior que 10% da duracgdo do ciclo de vida do organismo,
uma vez que os langcamentos continuos de efluentes aquéaticos ou o contato prolongado
com substéncias toxicas podem provocar efeitos cronicos em fungdes bioldgicas.

Nestes estudos avaliam-se os efeitos causados ao organismo-teste por meio da
sua exposicdo as varias concentracbes do efluente ou da substéncia potencialmente

toxica a ser testada, por periodo determinado (BRETANO, 2006). Portanto, tais estudos
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apresentam extrema importancia para se comprovar que determinada substancia
descartada de maneira incorreta no meio ambiente pode causar efeitos nocivos as
populagdes naturais. Testes de toxicidade aguda e cronica sdo utilizados para verificar a
toxicidade de uma substancia especifica ou do efeito sinérgico de diversos poluentes
identificados ou ndo na amostra, relacionando-se ao impacto sobre a biota do corpo
receptor (GIORDANO, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serd apresentada a descricdo do desenvolvimento experimental
utilizado no estudo da Degradacéo do biodiesel de dleo de algoddo (B100) e a Mistura
B20 pelos micro-organismos P. aeruginosa e S. cerevisiae em sistema descontinuo, em
biorreator do tipo tanque agitado e aerado. Tambeém foi realizado um estudo da
Degradacdo do combustivel B100 em fotoreator.

3.1 Materiais

3.1.1 Combustiveis, substancia tensoativa e reagentes

Nesta pesquisa trabalhou-se com dois tipos biodiesel metilico de algodéo: a)
B100 cedido pelo Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste - CETENE (Usina
piloto de biodiesel de Caetés, PE.); b) B100 produzido no Laborat6rio de Processos
Cataliticos da UFPE (LPC) a partir do 6leo refinado de algoddo (Tipo 1) que foi
adquirido em estabelecimento comercial da cidade de Recife (PE.), cujo indice de
acidez foi quantificado previamente pelo método da titulacdo em meio basico (SILVA
etal., 2015).

O dleo diesel, estéril empregado para preparar as Misturas Bx, foi do tipo S 500,
isento de aditivo, tendo sido fornecido pela Petrobras Transportes S.A. (Recife PE.).
Suas propriedades fisico-quimicas conforme Resolucdo ANP 50 (23/12/2013) foram
fornecidas pelo distribuidor e estdo apresentadas na Tabela A1 do Apéndice 1.

As misturas diesel-biodiesel estéreis (Misturas Bx), B5, B7, B10, B20, B30, B40

e B50 foram preparadas a partir do 6leo diesel fornecido e do B100.
3.2 Metodologia Experimental
3.2.1 Producéo do Biodiesel
O biodiesel de algod&o foi produzido pelo método da transesterificacdo alcalina

homogénea (rota metilica) partir do 6leo de algoddo refinado (300 cm?®). Usou-se para

tal um reator de mistura com volume Gtil de 1000 cm?®, agitado mecanicamente (agitador
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de Marca Fisaton, modelo 752A). O catalisador utilizado foi 0 KOH. As condicdes
operacionais foram: razdo molar alcool:6leo (A:O): 6:1 em mol; carga de catalisador:
1% (volume de 6leo); velocidade angular: 300 rpm; temperatura de processo: 55° C;
tempo de processo: 1 hora. Ap6s uma hora de processo, a mistura reagente foi
transferida para um funil de decantacdo (400 cm®) por 24 horas, sendo em seguida
separadas as fases: a) pesada (glicerina, residuo de catalisador, excesso de alcool que
ndo reagiu, &gua, sabdo formado durante a reacdo e alguns tracos de ésteres e
glicerideos); b) a leve (mistura de ésteres metilicos impregnado de excessos reacionais
de alcool e de impurezas). Transferiu-se a fase leve para o reator, o pH foi ajustado com
acido acético 20% (v/v) para pH entre 6 e 7. Agitou-se esta mistura a 300 rpm por uma
hora a 80° C. Em seguida, adicionou-se sulfato de sddio anidro na concentracdo de 20
g.L™" para a desumidificacio do B100. Filtrou-se esta mistura. Ao filtrado (B100)
adicionou-se o antioxidante BHT (2000 mgL™) para aumentar a estabilidade do
biodiesel (DUNN, 2005; LIANG et al., 2006; DOMINGOS et al., 2007; FERRARI &
SOUZA, 2009).

3.2.2 Preparacéo das Misturas Bx

As Misturas Bx (B5, B7, B10, B20, B30, B40 e B50), sendo x a fracdo
volumétrica do B100 na mistura preparadas in situ em base gravimétrica
(CAVALCANTI, 2008). Primeiramente, foi feito o célculo da massa do combustivel a
ser pesada que corresponderia ao volume necessério deste liquido na formulacdo de
1000 cm?® para uma dada Mistura Bx. Este procedimento foi realizado usando-se a
relacdo existente entre a massa e o volume de um dado liquido através de sua massa
especifica, no caso o B100, na temperatura ambiente. Em seguida essa massa foi pesada
(semi-analitica Marca METLER Toledo; erro na medida de £ 0,01g), sendo todo
volume correspondente transferido para um baldo volumétrico (1000 cm®) cujo volume
foi completado com o diesel. Salienta-se que a massa especifica do B100, na
temperatura ambiente, variou na faixa de 25 a 26° C, foi obtida a partir da curva de
calibracdo (massa especifica em funcdo da temperatura) cuja faixa de validade é¢ 20° C a
40° C (Tabela Al do Apéndice A). As massas especificas dos combustiveis nessa faixa
de temperatura foram obtidas de acordo com 0 método ASTM D 4052 NBR 14065,
usando-se densimetro digital de bancada de Marca Anton Paar (modelo DMA 4500). Os
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erros experimentais envolvidos nos valores obtidos para a massa especifica dos

combustiveis foram de 5,0 x10° g.cm™.

3.3 Micro-organismos

Nos estudos da biodegradacdo foram usadas culturas puras da bactéria
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 - UFPEDA 416), e da levedura Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 510 - UFPEDEQ), pertencentes a colecdo de micro-organismos do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco — UFPEDA e do
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Pernambuco.

Nos primeiros ensaios as culturas puras foram cultivadas em meios Agar
Mueller-Hinton (P. aeruginosa) e Agar de Sabouraud (S. cerevisiae), nos ensaios
posteriores, usou-se linhagens adaptadas (Item 3.3.2) aos combustiveis-testes (D, B100
e B20).

3.3.1 Meio de Cultura
Para os testes de biodegradacdo foi utilizado o meio de cultura minimo (MCM),
cuja composicdo esta descrita na Tabela 1. No caso das culturas adaptadas, acresceu-se

individualmente ao meio minimo 5% (v/v) dos combustiveis-testes (D, B100 e B20).

Tabela 1- Composicdo do Meio de Cultura Minimo em &gua destilada (100 cm?®).

Componentes VALOR
NaCl 0,509
K,HPO, 0,109
KH,PO, 0,109
(N H4)ZSO4 O,lOg
MgS0O,.7H,0 0,029
KNOs 0,30g

Fonte: VIEIRA et al., 2006.
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3.3.2 Adaptacéo das Linhagens Microbianas Puras

Diversos autores tém apontado que a adaptacdo de culturas microbianas ao
poluente é preponderante no processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos e resulta em
um aumento do potencial de oxidacdo e consequente aumento da taxa de degradacdo
(LEAHY & COLWELL, 1990).

O processo de adaptacdo individual dos micro-organismos a cada combustivel
usado nesta pesquisa (D, B100 e B20), foi realizado em duas etapas: a) Etapa 1:
preparacdo dos inoculos das culturas de micro-organismos de linhagem puras (duracao:
48 horas); b) Etapa 2: adaptacdo microbiana ao combustivel (duracédo: 144 horas).

Etapa 1: As culturas microbianas foram reativadas em 200 cm® do meio MCM e
mantidas em uma camara incubadora (Marca MARCONI, modelo MA-420), por 48
horas, sob agitacdo continua de 120 rpm e a 30° C.

Etapa 2: 50 cm® de cada indculo microbiano produzido no final da Etapa 1
foram acondicionados, individualmente, em Erlenmeyer (500 cm®) contendo 300 cm® de
MCM. Em seguida, foram adicionados a cada suspensdo microbiana 1% (v/v) do
tensoativo (1,1 x 107 g.cm™) LESS70, e 1% (v/v) do combustivel (3 cm®). Em seguida,
os Erlenmeyers foram acondicionados em uma camara incubadora, sob agitacdo
continua (120 rpm) por 48 horas a 30° C. No final deste periodo foram adicionados mais
combustivel & suspensdo microbiana, 3% (v/v) que corresponderam a (9,09 cm®). Os
Erlenmeyers voltaram a ser agitados continuamente (120 rpm) por 48 horas a 30° C. No
final do processo, adicionou-se pela Gltima vez, o combustivel a suspensao (5% v/v),
que corresponde a (15,60 cm®). As linhagens adaptadas foram repicadas para tubos
rosqueados, contendo meio Agar MCM acrescido de 5% (v/v) do combustivel (D, B20 e
B100) e 1% (v/v) de LESS70 (1,1 x 10 g.cm™) sendo entéo, incubadas em estufa de
cultura (Marca Fanem Ltda e modelo 002 CB) a 30 °C por 48 horas e mantidas sob

camadas de 3 cm® de 6leo mineral estéril.
3.3.3 Curva de Padronizacgéo dos Inéculos

Apo6s serem reativadas as linhagens microbianas foram removidas com 5 cm® de
meio MCM e transferidas para Erlenmeyer (125 cm®) contendo 45 cm® de meio MCM
glicosado. Os frascos foram incubados sob agitacdo continua de 120 rpm a 30 °C por 13

horas e ao final do processo, cada suspensdo microbiana foi transferida,
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individualmente, para baldes de fundo chato (1.000 cm®), contendo 450 cm® de meio
MCM glicosado. Os balGes foram entdo acondicionados em camara incubadora sob
agitacdo de 120 rpm a 30 °C por periodo total de 13 horas. Para a construgdo da curva
de calibracdo amostras de 5 cm® foram retiradas a cada hora e determinadas as
concentracdes de células vidveis (X) e a densidade 6tica a 600nm (D.O.goonm). A
concentracdo de células vidveis foi obtida a partir da técnica de diluicdo sucessiva,
usando-se 0 método do tipo pour plate, em meio Plate Count Agar (PCA). A densidade
Otica da suspensdo das linhagens microbianas foi obtida via turbidimetria a 600 nm
(BASSO et al., 2011). O branco foi 0 meio MCM glicosado (3 cm®). A curva obtida foi
utilizada para se estimar a concentracao celular na fase log de crescimento e o valor da
densidade 6tica correspondente a uma concentracdo de 10° UFC.cm™ foi utilizado como

padrdo para o inoculo.
3.4 Estudo da Fitotoxicidade dos Combustiveis

Incialmente foram preparados 10 ensaios formuladas com &gua destilada,
tensoativo LESS70 (1,10 x 102 g.cm™) e combustiveis (D, B100, Misturas B5, B7, B10,
B20, B30, B40 e B50) nas concentragbes 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% e
10% (v/v), sem o controle de pH, sob agitacdo de 120 rpm por 100 minutos. Salienta-se
que o tensoativo LESS70 foi adicionado ao meio para favorecer a dissolucdo dos
combustiveis. Estes ensaios serviram para verificar o efeito toxico a semente de alface

quanto a presenca dos combustiveis.

3.4.1 Teste de Toxicidade (Ttox)

Tomou-se como base para a realizacdo dos Ttox a metodologia relatada por
Tiquia et al., (1996). O organismo-teste utilizado foi & semente de alface (Lactuca sativa
L.), recomendada pelos 6rgdos americanos United States Enviromental Protection
Agency (USEPA) e Federal Drug Administration (FDA).

3.5 Processo Biodegradativo dos combustiveis

3.5.1 Estudos Preliminares
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Nos estudos preliminares verificou-se a biodegradacdo aerobia dos combustiveis
B100, D e B20 dissolvidos em &gua na concentracdo de 5% (v/v) contendo macro e
micronutrientes, utilizando as linhagens puras P. aeruginosa e S. cerevisiae ndo
adaptadas e adaptadas.

Os processos biodegradativos foram desenvolvidos em seis baldes de fundo
chato com volumes Uteis de 1500 cm® cada, conectados a um compressor de ar
alimentado com ar estéril na vazéo de 28,33 cm®s™. Os sistemas foram acondicionados
em uma camara incubadora (Marca MARCONI, modelo MA-420) com agitacdo orbital
e controle de temperatura (Figura 3). A biodegradacdo foi avaliada pelos micro-
organismos (P. aeruginosa; S. cerevisiae) sem adaptacdo e com adaptacdo a cada
combustivel, o que gerou dois estudos, a ver: a) Estudo 1: Biodegradacdo dos B100, D
e B20 em bal@es por linhagens dos micro-organismos P. aeruginosa e S. cerevisiae nao
adaptadas; b) Estudo 2: Biodegradacdo destes combustiveis por linhagens dos micro-
organismos P. aeruginosa e S. cerevisiae adaptados a 5% (v/v) do combustivel. Os

experimentos foram realizados conforme Tabela 2.

Tabela 2- Esquema experimental dos estudos preliminares.

Combustivel Micro-organismos
P. aeruginosa S. cerevisiae

D-1 N&o adaptada Né&o adaptada
D-2 Adaptada Adaptada
B100-1 N&o adaptada Né&o adaptada
B100-2 Adaptada Adaptada
B20-1 N&o adaptada N&o adaptada
B20-2 Adaptada Adaptada
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Componentes:
(1) Baléo de fundo chato;
(2) Filtro de ar;
(3) Incubadora.
Figura 3- Macrografia: Camara incubadora contendo os balGes.

Estudo 1: O baldo de fundo chato (volume dtil: 2000 cm®) que iria operar como
reator de mistura, foi alimentado com combustivel (5%), meio MCM (69%), substancia
tensoativa LESS 70 (1%) e in6culo (25%). Os baldes foram mantidos sob agitacdo
orbital continua (120 rpm), temperatura 30°C por 12 dias (Figura 3). Amostras foram
coletadas (20 cm®) em: 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias de processo e mensuradas as
concentracdo de células viaveis, o pH, DQO, DBOs e toxicidade. Este procedimento
foi realizado para cada combustivel e micro-organismo.

Estudo 2: Mesmo procedimento realizado no Estudo 1 foi utilizado no estudo
sobre o processo de biodegradacdo dos combustiveis (B100, D e B20) em baldo por
linhagens dos micro-organismos P. aeruginosa e S. cerevisiae adaptadas a 5% (v/v) do

combustivel.

3.5.2 Cinética da Biodegradacdo em Biorreator tipo Tanque

A cinética foi conduzida em biorreator tipo Tanque (7000 cm®) na temperatura
de 30° C por 62 dias com o micro-organismo mais eficiente para o processo de
biodegradacdo determinado pelo estudo preliminar. A relagcdo do teor de ésteres de
acidos graxos versus a concentracdo de células viaveis, pH, DQO, DBOs e toxicidade

foi estabelecida. A biodegradacdo do B100 e da Mistura B20 foram realizados em trés
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ensaios: (a) Ensaio 1: B100 (Biodiesel 2) em meio MCM sem modificacdo da sua
composic¢do cuja constituicdo foi de: B100 estéril (5%), meio MCM (69%), substancia
tensoativa LESS 70 (1%) e inoculo (25%); (b) Ensaio 2: B100 (Biodiesel 3) em meio
MCM com modificacdo na relacdo carbono: nitrogénio C:N de 50:1, onde adicionou-se
ao sistema 100 cm® da solugdo aquosa de KNOs (estéril) de 75 g.L?, visando-se
melhorar a eficiéncia do processo ou seja, potencializar 0 micro-organismo no processo
de degradacdo do combustivel.(c) Ensaio 3: idéntico ao Ensaio 2 modificando apenas o
combustivel para B20. A mistura aquosa foi agitada a 250 rpm e aerada continuamente

por uma corrente de ar estéril (0,5 v.v.m).

3.5.2.1 Sistema Experimental

O sistema utilizado no estudo do processo de biodegradacdo dos combustiveis
B100 e Mistura B20 dissolvidos em agua foi realizada em um biorreator de mistura de
Marca SARTORIUS, modelo Biostat® B (Figura 4), com capacidade nominal de 10.000
cm®, agitado mecanicamente com temperatura controlada (30° C). Ao biorreator foi
acoplado um compressor de ar (Marca Boyu ACQ-001). Na tubulacdo de alimentacéo

do ar foi inserido um filtro de ar para manter o sistema estéril.

Figura 4- Macrografia: Biorreator de bancada Biostat® B.
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3.6 Estudo da Degradacéo por Fotolise direta a 254 nm (Fotoreator anular)

O estudo da degradacéo oxidativa do B100 a 5% (v/v) dissolvido em agua pelo
processo de fotlise ocorreu na temperatura de 26 ° C+ 1° C sob agitagdo de 750 rpm e
2000 rpm por um periodo de 28.200 segundos. Os sistemas continham 7.840 cm® de
4gua destilada, 400 cm® do B100 (Biodiesel 6) a 750 rpm e B100 (Biodiesel 5) a 2000
rpm; 80 cm® de LESS70 (1,1 x 10 g.cm™) que correspondem a 94, 5 e 1% do volume
total de liquido (8.000 cm®). A amostragem da fase liquida (50 cm®) foi procedida nos
tempos: 0, 300, 600, 900, 1.200, 1.800, 3.000, 4.800, 7.200, 10.200, 13.800, 18.000,
22.800 e 28.200 segundos sendo mensurados: pH, DQO, DBOs, toxicidade e teor de
ésteres de acidos graxos.

3.6.1 Sistema Experimental

O sistema era constituido por um fotoreator tipo anular acoplado em série a um
tanque de reciclo e um condensador do tipo bola operado com a fase liquida circulando
em circuito fechado (Figura 5) com capacidade nominal de 8.000 cm?® agitado
mecanicamente. O fotoreator foi projetado com o intuito de eliminar o efeito de bordas
com relacdo a absorcdo de radiacdo ultravioleta, isto é, conservando as proporcdes
adequadas entre o comprimento do reator e a altura atil da fonte de radiacdo ultravioleta
(lampada germicida de Marca Phillips, modelo TUV 36 W), construido em vidro de
quartzo (tubo interno) e vidro Pyrex (tubo externo). O tanque de reciclo é de aco inox
316.

N2

Figura 5- Macrografia: 1. Fotoreator, 2. LAmpada UV, 3. Agitador, 4. Tanque de reciclo, 5.
Ponto de amostragem, 6. Dreno, 7. Bomba, 8. Condensador.
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3.7 Determinacdes Analiticas

a) Caracterizagdo do 0Oleo e dos combustiveis
O indice de acidez revela o estado de conservacdo do 6leo uma vez que, elevada
sua acidez dificulta a reacdo de producdo do B100, expresso em ml de solucdo normal

por cento de v/p ou g de acido oleico por cento p/p, conforme a norma ASTM-D664.

b) Teor de ésteres de &cidos graxos

O teor de éster das amostras foi determinado por cromatografia gasosa, que
identifica e quantifica 0 maior nimero de constituintes em misturas complexas (Pedroso
et al., 2009).

A cromatografia gasosa consiste em um dos métodos mais utilizados para a
analise da degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo (RESCHKE, 2012). O liquido
metabdlico (sobrenadante) é coletado de forma estéril, filtrado em membrana
microporosa de 0,22um em um sistema de filtracdo a vacuo (Millipore) e submetido a
extracdo com hexano, sendo a fase polar destinada as analises cromatograficas para
avaliar a degradacdo de cadeias de ésteres de acidos sob acdo do micro-organismo,
usando-se cromatografo de Marca CG, modelo Master com coluna capilar HP-Innowax
(30mx0,32mmx0,25micrometro), padrdo interno heptadecanoato de metila (C17:00),
detector DIC e gas de arraste, hidrogénio com 99 % de pureza (White Martins) com
vazdo de 8,3 x 10® m®/s ;temperaturas: forno (180 °C), injetor (200 °C) e vaporizador
(230 °C).

c¢) Concentracdo de biomassa microbiana

A amostragem (1 cm®) foi submetida a diluicBes sucessivas e inoculadas em
duplicata em placas de Petri (pour plate), em meio Plate Count Agar (PCA), Marca
Merck, expressa em UFC.cm™. As placas foram mantidas em estufa de cultura (Marca
Fanem Ltda, modelo 002 CB) a 30°C por 48 horas para fins de quantificagdo da

concentragéo celular.

d) pH
Foi realizada a determinacdo de potencial hidrogénionico (pH) do liquido
metabdlico (20 cm®) para detectar a producdo de metabdlitos 4cidos, coletada de forma

estéril e filtrada em membrana microporosa de 0,22pm em um sistema de filtracdo a
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vacuo (Millipore), através do medidor de pH de bancada, Marca MARCONI, modelo
PA 200/PA 200P.

e) DQO

Determinado a partir do liquido metabdlico coletado de forma estéril e filtrada
em membrana microporosa de 0,22um em um sistema de filtragdo a vacuo (Millipore),
usando-se o bloco digestor de DQO (Marca MERCK e modelo Spectroquant TR 420),
método SMEWW 5220D: refluxo fechado/colorimetria (K,Cr,0O7), Marca Merck,
modelo Spectroquant TR 420 e Espectrofotbmetro UV-Visivel (Marca Thermo

Scientific, modelo: Genesys 10s UV-VIS Spectrophotometer), respectivamente.

f) DBOs
Determinado a partir do liquido metabdlico coletado de forma estéril e filtrada
em membrana microporosa de 0,22um em um sistema de filtragdo a vacuo (Millipore),

em Incubadora DBO, Marca Quimis, modelo Q-315 M26 (Standard Methods 5210B).

g) Fitotoxicidade

A toxidade aguda dos combustiveis e das misturas reagentes as sementes de
alface foram avaliadas de acordo metodologia relatada por Tiquia et al., (1996). Dez
sementes de alface foram distribuidas, equidistantemente, no papel de filtro
acondicionado em placas de Petri (diametro: 9,0 cm). O liquido metabélico (2,0 cm?)
coletado de forma estéril e filtrado em membrana microporosa de 0,22um em um
sistema de filtragdo a vacuo (Millipore), sendo distribuido sobre o papel de filtro.

A placa de Petri foi fechada e embalada com filme de PVC transparente para
evitar perda de umidade, sendo em seguida, acondicionadas em estufa (Marca Fanem
Ltda, modelo 002 CB) a 22 + 2°C, em auséncia de luz por periodo de 5 dias. Apo6s o
periodo de incubacdo, as sementes foram removidas para se quantificar os seguintes
pardmetros de toxidade: a) percentual de germinacdo (% G), b) percentual de
crescimento da raiz (% C), c) percentual inibicdo das sementes de alface (% 1) e indice
de germinacgéo das sementes de alface (IG), foram calculados de acordo com Equagdes

8 a 11, respectivamente.

%G = E—A x 100 (8)
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%C = E—A x 100 €)]

oz YTCX%C (10)
100

%I = 100 — %G (11)

Sendo N e C as médias aritméticas do nimero de sementes germinadas e o
comprimento da raiz (radicula e do hipocétilo), respectivamente; os sub indices A e C
representam a amostra e o teste-controle-negativo, respectivamente.

O Trimmed Spearman-Karber Method, Versao 1.5, foi utilizado para se obter os
valores da Concentracdo Letal Mediana (CLsp). ApGs a germinacdo, tem-se como
critério a protrusdo radicular minimo de 2,0 mm de comprimento (JUSTO et al., 2007).
Os ensaios foram realizados em triplicata. Foram realizados testes de integridade e
sensibilidade das sementes de alface (Testes-controle) sem ajuste de pH: a) Teste-
controle-negativo, CN (agua destilada); b) Teste-controle-positivo (CP): teste de
sensibilidade com substancia de referéncia, solu¢do de aquosa de ZnSO,4 a 0,05M (Cruz
et al., 2013) para avaliar a sanidade dos organismos-testes. O controle de sensibilidade
dos organismos, através da realizacdo periddica de ensaios com determinadas
substancias de referéncia, trata-se de um procedimento que da maior precisao e
confiabilidade aos resultados. Investigou-se os seguintes efeitos sobre o processo de
germinacdo das sementes de alface: a) agua destilada: ajustou-se em pH 7, 6, 5, 4 e 3,
usando-se NaOH e H,SO, a 98%; b) tensoativo: 1% de LESS70 dissolvido a
concentracdo de 1,1x10%g.cm™, ajustou-se em pH 7, 6, 5, 4 e 3, usando-se NaOH e
H.SO4a 98%; c) concentracdo do poluente dissolvido nas &guas modelos (sem ajuste do
pH). A concentracdo do poluente variou na faixa de 1% a 10% (v/v); d) pH: ajustou-se 0
pH da &gua modelo com concentragdo de 5% (v/v) em pH 7, 6, 5, 4 e 3, usando-se
NaOH e H,SO,4 a 98%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Anélise da matéria prima
4.1.1 Oleo de algodio

Determinou-se a quantificacdo do indice de acidez (Iac) do 6leo de algoddo, que
apresentou valor igual a 0,28 mg KOH.g™ o qual é recomendado na literatura, Silva et
al.(2015), que as biomassas lipidicas devem apresentar valor para 0 lac de até 3 mg
KOH.g* para que se possa proceder a producdo de B100 por meio do processo de
transesterificacdo homogénea alcalina em dnico estdgio, valores maiores requerem

processo com pré-tratamento.

4.1.2 Biodiesel

A Tabela 3 fornece a composicio de Esteres Metilicos de Acidos Graxos,
EMAG dos B100 de algoddo (B100-1 a B100-6), produzidos a partir de Oleos de
algodao em varias bateladas.

Os resultados analiticos revelaram que os B100 de algoddo produzidos foram
compostos pelos Esteres Metilicos de Acidos Graxos Saturados (EMAG-Sat.): laurico,
C12:0, miristico, C14:0, palmitico, C16:0, estearico, C18:0, e araquidico, C20:0), e
insaturados (EMAG-Ins.): palmitoléico, C16:1, oléico, C18:1, linoléico, C18:2 e
linolénico, C18:3. Os valores obtidos para o percentual massico de EMAG-Sat. e
EMAG-Ins. dos B100-1 a B100-6, estdo apresentados na Tabela 4.

Os EMAG de maiores contribuicbes nas composicdes dos B100 foram o
linoléico, palmitico e oléico. Estes resultados estdo compativeis com os valores obtidos
por Cavalcanti, 2008 e Rocha, 2011.
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Tabela 3- Composicio dos B100 de algoddo produzidos em termos dos Esteres Metilicos de
Acidos Graxos.

Teor méssico dos EMAG (%)

Biodiesel
Cl12:.0 | C14.0 | C16:0 | Cl16:1 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:.0

B100-1* 0,00 0,00 26,40 0,60 4,80 15,90 52,30 | 0,00 | 0,00
B100-2** | 0,00 0,80 24,95 0,00 0,46 11,54 58,94 | 2,29 0,69
B100-3** | 0,00 0,89 25,91 0,00 0,52 11,00 58,20 | 2,56 0,78
B100-4** | 6,32 15,52 20,41 0,00 0,00 12,98 44,76 | 0,00 | 0,00
B100-5** | 0,00 2,60 28,17 0,00 2,71 14,47 52,05 | 0,00 | 0,00
B100-6** | 0,00 0,70 24,95 0,00 0,40 11,40 59,94 | 2,00 | 059

* B100 cedido gentilmente pelo CETENE.
** B100 produzido no Laboratério de Processos Cataliticos do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Pernambuco a partir de 6leo refinado do Tipo 1 adquirido em supermercado
(Item 3.1.1).

Tabela 4- Teor de Esteres Metilicos de Acidos Graxos saturados e insaturados para 0s

B100.
, . Biodiesel
Teor massico
(%) B100-1 B100-2 B100-3 B100-4 B100-5 B100-6
EMAG-Sat. 31,20 26,90 26,72 4225 33,48 26,64
EMAG-Ins. 68,80 72,77 73,27 57,74 66,52 73,34
Total 100,00 99,67 99,99 99,97 100,00 99,98

Segundo Allinger et al.(1985) e Morrison & Boyd (1992) é pertinente postular-

se que a biodegradabilidade do B100 depende de fatores relacionados com os tipos de

EMAG presentes nesse combustivel, uma vez que, moléculas com baixa estabilidade

favorecerdo a oxidacdo Singer e Finnerty (1984) do teor desses ésteres ha composicéo

do B100.

De forma qualitativa, pode-se ter uma primeira ideia da biodegradacédo do B100

de algodao através da avaliacdo dos EMAG que o compbe (Tabela 4) que embora

parecidas, o B100-6, expressa 73,34 % de EMAG-Ins. portanto, pode ser mais

suscetivel a biodegradacdo. Encontra-se na literatura que a estabilidade dos éesteres de

acidos graxos depende do numero de carbonos e ramificacdes da cadeia, valendo entéo
a seguinte relacdo entre a instabilidade estrutural dos EMAG: a) EMAG-Ins. > EMAG-
Sat.; b) EMAG-Ins. (3 Ins.) > EMAG-Ins. (2 Ins.) > EMAG-Ins. (1 Ins.), onde “n Ins.”
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representa 0 numero de insaturacdes presentes na molécula do éster (ALLINGER et
al.,1985; MORRISON & BOYD, 1992).

4.2 Curva de Crescimento para Padronizacgdo de Inoculo

As curvas de crescimento celular das linhagens de P. aeruginosa e S. cerevisiae
utilizadas para a padronizacdo do indculo estdo mostradas nas (Figura 6 a) e (Figura 7
a), respectivamente. Estas foram utilizadas para estimar a densidade Otica na
concentracéo inicial de células viaveis no valor de 10’ UFC.cm™, na fase exponencial.
Para a P. aeruginosa o valor da densidade Otica foi de 0,31lcorrespondente a
concentracdo 2x10" UFC.cm™ ou um valor de Ln(X) = 16,81 (Figura 6b) e para a S.
cerevisiae o valor de densidade 6tica foi de 0,26 correspondente a concentracdo 1x10’
UFC.cm™ou um valor de Ln(X) = 16,12 (Figura 7b).

De acordo com Assis et al. (2007) os micro-organismos na fase exponencial
apresentam uma maior atividade metabdlica da célula e, portanto, o estagio ideal para
utilizacdo das células nos ensaios, uma vez que, estas células apresentam-se

metabolicamente ativas e energizadas (THOMAS et al., 2000).
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Figura 6- Curva de crescimento celular para a P. aeruginosa (a) e curva da
fase exponencial (b), Meio de Cultura Minimo com glicose, 30°C, 120 rpm.
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Figura 7- Curva de crescimento celular para a S. cerevisiae (a) e curva da fase
exponencial (b), Meio de Cultura Minimo com glicose, 30°C, 120 rpm.

4.3 Estudo da Fitotoxicidade

4.3.1 Analise da Fitotoxicidade das Aguas Modelos

Quando o ambiente aquatico recebe em seu corpo, poluentes organicos,

geralmente, passa a apresentar toxicidade a sua biota, podendo essa toxicidade ter
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carater fraco, médio ou forte (TAMADA, 2009; LOPES et al., 2010). Avaliar-se a
fitotoxicidade das aguas modelos contendo esses combustiveis, inclusive a do diesel,
dispersos, contribuird para a tomada de decisdo quanto a necessidade de submeter o
ambiente aquatico a um dado processo de degradacdo, em vez, de esperar que 0S
mesmos degradem sob as agdes naturais da luz solar e de micro-organismos presentes
no ambiente aquético que sejam agentes degradadores de biodiesel e do diesel.

As aguas modelos foram preparadas dispersando-se os combustiveis (B100,
Mistura B20 e Diesel) com concentracdo de 5% (v/v) em agua destilada (faixa de pH: 3
a 7). Para se aumentar a solubilidade desses combustiveis na agua destilada, agregou-se
1% (v/v ou 1,1x107 g.cm™) do tensoativo Lauril 70 (LESS70). Portanto, houve a
necessidade de avaliar se 0 LESS70 e o pH da agua destilada podem conferir algum
efeito toxico sobre a germinacdo do organismo-teste, no caso, semente de alface (L.
sativa). Assim procedendo, pode-se isolar o efeito toxico sobre as sementes de alface
causado pela dgua destilada contendo esses combustiveis. Os testes de controle positivo
e negativo (avaliam a sensibilidade do organismo-teste) também foram realizados.

Testes de fitotoxicidade das aguas modelos formuladas com &gua destilada
foram realizados. Foram investigados os seguintes efeitos: (a) Efeito da acidez da agua
modelo sobre a fitotoxicidade as sementes para a dgua destilada, faixa de pH: 3 a 7; (b)
Efeito da acidez do meio sobre a fitotoxicidade as sementes para as aguas modelos
formuladas com 1,1x10 g.cm™ LESS70, faixa de pH: 3 a 7; (c) Efeito da acidez da
agua modelo sobre a fitotoxicidade as sementes para as aguas modelos formuladas com
1,1x10 g.cm™ LESS70 e 5% (v/v) de combustivel (Diesel, biodiesel e Mistura B20),
faixa de pH: 3 a 7; (d) Efeito da concentracdo dos combustiveis sobre a fitotoxicidade as
sementes (faixa de concentracdo: 1-10% v/v), em pH natural; (e) Obtencdo da
concentracdo de 50% de letalidade as sementes para as d&guas modelos formuladas com
1,1x10 g.cm™ LESS70 e os combustiveis (faixa de concentracdo: 1-10% v/v), em pH

natural.

4.3.1.1 Testes Preliminares
4.3.1.1.1 Sensibilidade das Sementes

As sementes de alface (L. sativa) apresentaram alta sensibilidade durantes os
testes de toxicidade (Ttox) seguem algumas observagdes pertinentes: (a) Durante o teste
de controle positivo (solugéo aquosa de ZnSQO, a 0,05M) n&o se observou germinagéo
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das sementes de alface (Figura 8a); (b) Durante o teste de controle negativo (dgua
destilada em seu pH natural), observou-se que 100% das sementes germinaram (Figura
8b). Tais resultados confirmam a viabilidade de uso das sementes nos testes de
fitotoxicidade assim como a autenticidade do método, uma vez que, um percentual de
germinacdo das sementes minimo de 65% € esperado para o teste de controle negativo
(CRUZ et al., 2013).

(a) (b)
Figura 8- Macrografia de sementes de alface apds serem submetidas aos Ttox: (a) Teste de
controle positivo (CP); (b) Teste de controle negativo (CN).

Segundo Romero & Cantl (2008) deve-se verificar se as sementes a serem
utilizadas no Ttox apresentam taxa de germinagdo acima de 90% e sincronizacdo na
germinacdo, para 0 controle negativo com 100% de percentual de germinagéo

confirmando entdo a sincronizagéo.

4.3.1.2 Estudo da Fitotoxicidade em Agua Destilada a Diferentes Valores de pH

O efeito da acidez a agua destilada (faixa de pH: 3 a 7) sobre a germinagéo das
sementes de alface foi investigado. Os valores médios associados ao desvio padréo (0)
obtidos para os parametros do método de fitotoxicidade, Pox [percentual de germinacéao
(% G), percentual de crescimento da raiz (% C), percentual inibicdo (% I) e indice de
germinacdo (I1G)], estdo apresentados na Tabela 5. O efeito da acidez da &gua destilada
sobre tais parametros pode ser evidenciado na Figura 9.

Os valores para os parametros de fitotoxicidade estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5-Efeito da acidez na dgua destilada sobre os parametros de fitotoxicidade.

Agua destilada
pH
G0 (%) | C+0(%)| 1G0 | 120 (%)
3 30,0+0,0 |13,0+0,0| 3,9+0,0 |70,0+0,0
4 45,0+0,0 |21,8+0,5] 9,8+2,0 |55,0+0,5
5 55,0+0,0 |48,8+1,0(26,8+0,1 |45,0+0,0
6 80,0+1,0 |52,0+0,6 |41,6+0,1|20,0+0,1
7 70,0+1,0 |57,0+1,3]39,9+1,0(30,0+1,0
80
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Figura 9- Efeito da acidez da agua destilada sobre os parametros do método de germinagéo.

Os resultados indicam que a acidez da &gua destilada afeta o processo de
germinacédo das sementes de alface, pois os valores obtidos para o percentual de inibigédo
(%I) descressem a medida que a acidez do meio aumenta, ou seja, para 0s pH 7 e 3 0s
valores obtidos para %l foram (70,0 + 0,0)% e (30,0 £ 1,0)%, respectivamente.

Segundo Tamada (2009) e Lopes et al. (2010) para que um composto ou meio
seja considerado fitotoxico deve haver inibi¢do da germinagdo no minimo de 40% sobre
0 nimero de sementes disponiveis no teste.

Portanto, os resultados obtidos sugerem que a acidez da agua destilada,
conferem-lhe caracteristicas de um meio toxico, sendo a intensidade da fitotoxicidade
diminui & medida que o pH aproxima-se da neutralidade. Esses resultados estdo de
acordo com os reportados na literatura (FERREIRA & AQUILA, 2000; EBERLEIN,

1987).
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Por outro lado, os valores do parametro %C obtidos para as aguas destiladas
frente ao controle negativo, apresentaram resultados de (13,0 = 0,0) e (57,0 = 1,3)%
para 0 pH 3 e 7 respectivamente, indicando sensibilidade desse pardmetro com o
aumento do pH do meio.

O controle do pH é extremamente importante para o desenvolvimento de
ensaios toxicoldgicos pois muitos organismos ndo podem proliferar em pH abaixo de
4,0 ou acima de 9,5 sendo que, geralmente, o pH 6timo para o desenvolvimento de
organismos esté entre 6,5 e 7,5 (WERKER & HALL, 1999).

Ha relatos na literatura (EBERLEIN, 1987; FERREIRA & AQUILA, 2000)
sobre o efeito deletério do pH sobre a germinacéao e o desenvolvimento das plantulas em
meios muito acidos (pH< 4) ou de alcalinidade elevadas (pH> 10).

As sementes de alface apresentam uma extensa faixa de pH favoraveis a sua
germinacéo, com valores variando na faixa de 3-7 (MARASCHIN-SILVA & AQUILA,
2006). Segundo a Environmental Canada (1992), a faixa ideal de pH para a germinagéo
de sementes L. sativa é de 6-8. Isso exige um rigoroso controle de pH, ja que o
equilibrio dos ecossistemas é muitas vezes fragil e qualquer alteracdo no meio quimico
pode ser drastico ao desenvolvimento ambiental.

O alongamento da raiz das sementes de alface é insensivel as diferencas de pH
assim como, a potenciais osmoticos das solugdes no entanto, em pH: 3, 4 e 5 as
sementes de alface apresentaram sensibilidade a acidez do meio com valores de %I >
40% sendo entdo, considerados tdxicos (TAMADA, 2009; LOPES et al., 2010).

Neste trabalho observou-se que os valores do parametro 1G, variaram na faixa de
(39,9£1,0) a (3,9+0,0) a medida que a acidez da agua destilada aumenta. Tais resultados
indicam que a acidez da agua destilada apresenta acdo fitotoxica moderada (efeito

subletal) sobre as sementes germinadas.

4.3.1.3 Estudo da Fitotoxicidade da Agua Destilada contendo LESS70 a Diferentes

valores de pH

Uma vez que foi usado o tensoativo LESS70 na formulagdo das 4guas modelos
como facilitador da dissolucdo dos combustiveis, foi necessaria a investigagdo da
possibilidade desse composto quimico conferir, ou ndo, acdes fitotdxicas sobre o

organismo-teste (semente de alface).
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Os parametros %l e %C indicam que o tensoativo LESS70, na concentracao
utilizada impactou positivamente o0 processo de germinagéo das sementes, em termos de
toxidades aguda, uma vez que o percentual de crescimento da raiz (%C) foi 63,33%
maior e 0 percentual de inibicdo (%l) foi 16,66% menor que o observado para a 4gua
destilada pura a pH7 (Figura 10 e 11).

Também pode ser verificado que estes parametros sdao dependentes do pH,

consequentemente, dependem da acidez do meio (Tabela 6).

Tabela 6- Efeito da acidez na dgua destilada contendo LESS70 disperso sobre os parametros de
fitotoxicidade (Concentracdo de LESS70: 1,1 x10? g.cm™).

Agua destilada + LESS70 (1,1 x10 g.cm™)
pH

G+ (%) | C+0(%) | 1G8 | 120 (%)
3 60,0+0,0 | 69,0+1,0 |41,4+0,0| 40,0%0,0
4 66,6+0,0 | 79,5+0,0 |53,0+0,0| 33,3+0,0
5 70,0+1,0 | 79,5+0,0 |55,6+0,5| 30,0+1,0
6 80,0+0,0 | 82,0+0,0 |65,6+0,0| 20,0%0,0
7 95,0+0,0 | 90,0+2,0 185,5+0,1| 5,0+0,0

Os valores obtidos para o %Il aumentam com o decrescimento do pH, i.e.:
aumentam com 0 aumento da acidez do meio, atingindo para o pH3, o valor de
(40,0%0,0) %, que corresponde ao percentual de germinagéo de (60,0+0,0)%.

Por outro lado, os valores obtidos para o percentual de crescimento das raizes
decrescem a medida que o pH do meio afasta-se da neutralidade, atingindo para o pH3,
o0 valor de (69,0+1,0) %.
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Figura 10- Efeito da acidez na agua destilada contendo LESS70 disperso sobre os parametros de
fitotoxicidade (Concentracdo de LESS70: 1,1 x102 g.cm™).

(@) (b)

) Figura 11- Macrografia das sementes de alface apds serem submetidas aos Ttox. (a)
Agua destilada com LESS70 a pH7; (b) Agua destilada pura a pH neutro (controle negativo).

Com relacdo a classificacdo encontrada na literatura (Tamada, 2009 e Lopes et
al., 2010) quanto a intensidade do carater toxico de um meio ou composto quimico.
Pode-se dizer que a 4gua contendo 1,1 x102 g.cm™ de LESS70 comporta-se como um
meio: (a) Atdxico para o pH7; (b) Levemente toxico para o pH na faixa de 4 a 6, que
confere efeito subletal as sementes de alface; (c) Toxico para o pH3. Esta classificacdo
tem como base o fato de que a avaliacdo do efeito da presenca de um dado composto

dissolvido em &gua sobre o alongamento da raiz e do hipocoétilo das plantulas das
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sementes de alface indica a possivel fitotoxicidade dos compostos quimicos soltveis
presentes no meio em concentracdes tdo baixas que ndo séo suficientes para inibir a
germinacdo da semente, mas que podem retardar ou inibir o processo de
desenvolvimento destas (MONTAGNOLLI et al.,2011).

Salienta-se que, o valor do parametro de toxicidade IG (indice de germinacéo)
decresceu de (85,5%0,1) % para (41,4+0,0)% a medida que a acidez do meio aumento
ou seja, quando o pH decresceu de 7 a 3, respectivamente.

Os valores de IG para as faixas de pH3 a 7 para a adgua destilada indicam a
presenca de substancias fitotoxicas. Para a agua destilada contendo LESS70 os valores
de IG para o pH na faixa de 7 a 4 indicam presenca de substancias com fitotoxicidade
moderada e para o pH3 presenca de substancia fitotoxica.

A literatura indica que quando IG > 80 ha auséncia ou a presenca de substancia
fitotoxicas no meio em baixas concentragdes; IG < 50 ha a presenga de substancias
fitotoxicas e quando 50 < IG < 80 substancias com fitotoxicidade moderada estdo
presentes no meio (Tiquia, 1996).

Portanto, para o caso de agua destilada contendo LESS70 na concentracdo de
1,1x107 g.cm™, tem-se que o meio global apresentou os seguintes comportamentos: (a)
pH7: atoxico as sementes de alface, (b) pH3: meio fitotdxico as sementes de alface. Os
valores intermediarios de pH (faixa: 6 a 4) apresentaram meio levemente toxico e para o

controle negativo o meio foi considerado atdxico as sementes de alface.
4.3.1.4 Efeito da Concentracgdo do Combustivel nas Aguas Modelos

Aguas modelos contendo LESS70 (1,1x102 g.cm™) e os combustiveis, Diesel
(D), e suas misturas B5, B7, B10, B20, B30, B40 e B50 e B100, formuladas com
concentracdo volumetrica dos combustiveis variando na faixa de 1-10% e sem controle
de pH. Para efeito de comparacao, tambem se avaliou o0 %l para os controles (C), &gua
destilada, e 4gua destilada com o tensoativo LESS70 com pH controlado na faixa de pH
de 6-7.

Visou-se obter informacgdes como o processo de germinacdo das sementes é
afetado, isoladamente e de forma aguda, pelo aumento da concentracdo volumétrica dos
combustiveis, ou seja, avaliou-se a fitotoxicidade aguda das aguas modelos, sem a
influéncia da presenca do tensoativo, em funcdo da concentragdo volumétrica dos

combustiveis.
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Os resultados experimentais mostram que o pH das aguas modelos com o0s
combustiveis ficaram na faixa 6-7 (Tabela B2 do Apéndice B). Também foi observado
que o processo de germinacdo das sementes de alface é afetado, isoladamente e de
forma aguda, pelo aumento da concentracdo volumétrica dos combustiveis, ou seja,
mesmo nas aguas modelos, com a presenca do tensoativo, esse efeito foi verificado
(Figura 12).
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Figura 12- Curvas de sub-letalidade para aguas modelos formuladas com
Combustiveis e 1,1x10? g.cm™ de LESS70 (6<pH<7).

Com relacdo a classificacdo encontrada na literatura (Tamada, 2009; Lopes et
al., 2010) quanto a intensidade do carater toxico de um meio ou composto quimico
pode-se afirmar que o B100 (faixa de 1% a 10%) comporta-se como: (a) Levemente
toxico para 0 meio contendo 1% de concentracdo do B100, que confere efeito subletal
as sementes de alface; (b) Toxico para o meio contendo faixa (2% a 10%) de
concentragdo de B100, com aumento da toxicidade em funcdo do aumento da
concentragdo volumétrica de B100 (TAMADA, 2009; LOPES et al., 2010).

Parida & Das (2005) afirmam que os hidrocarbonetos de baixa massa molar
como o0s presentes em gasolina e diesel apresentam intenso efeito téxico agudo,
principalmente, devido a sua elevada solubilidade e presenca de moléculas mais volateis
com capacidade de penetrar nas células e alterar as estruturas celulares.

A baixa toxidade quando nédo inibi a germinacdo da semente, pode afetar o
prolongamento da raiz ou do hipocotilo (SOBRERO & RONCO, 2004). Por isso é
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importante nos estudos de toxicidade verificar como se comporta o poluente, em termos
de toxicidade aguda e cronica, sobre o organismo-teste em fungdo da concentragéo, ou
seja, faixa de concentracéo que leva a letalidade provocando (efeito agudo) e aquela em
que as concentracdes permitem a sobrevida do organismo teste (efeito sub-letal) que
promovem a fitotoxicidade ao organismo teste.

Geralmente, emprega-se a concentracdo que leva a 50% do organismo-teste a
letalidade (CLsp) para se estimar, o alto grau de confiabilidade das faixas de
concentracdes que causam toxicidades agudas ou crbnicas a esse organismo. Curva de
dose-resposta, percentual de inibi¢do versus concentracdo do poluente, é utilizada para
tal avaliacdo. Curva formada pelos percentuais de crescimento das raizes versus
concentracdo do poluente (curva de efeito agudo) avalia a concentragcdo em que 50%
dos organismos-teste sao inibidos, (BURATINI & BRANDELLI, 2006).

Neste trabalho os testes de fitotoxicidade consistiram em expor o organismo-
teste (sementes de alface) as &guas modelos com concentracdo variando na faixa de 1%
a 10% (v/v) de combustivel, sem que a amostra sofresse diluicdo. As curvas dose-
resposta geradas para os combustiveis (Diesel, B100, Misturas B5 a B50) estdo

apresentadas na Figura 13.
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Figura 13-Curvas dose-resposta para as &guas modelos formuladas com os
Combustiveis e 1,1x10? g.cm™ de LESS70 (6<pH<7).

As curvas dose-resposta obtidas para os combustiveis (D e Misturas B5 a B50),

Figura 13, sugerem para a faixa de concentracdo utilizada, as aguas modelos
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apresentaram valores para 0 %I maiores que 50% nao sendo possivel se calcular a sua
concentracdo letal (CLsp). Ao aumentar-se a fragdo volumétrica do biodiesel na faixa de
30-50% observou-se um efeito positivo mais acentuado sobre o parametro %l ou seja,
Misturas B30, B40 e B50 apresentaram fitotoxicidade aguda menos intensas, o que leva,
a um efeito sub-letal ou toxicidade aguda as sementes. No entanto, percebe-se que ha
uma inibicdo total na germinacdo das sementes de alface se as concentracOes
volumétricas dessas misturas combustiveis (B30, B40 e B50) se forem superiores a 3%.
Com relacdo ao biodiesel, a curva dose-resposta obtida (Figura 13) indica que a
concentracdo volumétrica de B100 que inibe a germinacéo de 50% (CLsg) das sementes
de alface corresponde a um valor igual a 3%. Segundo BIRCHALL; NEWMAN;
GREAVES,1995; REDDY,2009 em estudo com Tilapia (Oreochromis niloticus) e
Déafnia (Daphnia magna) como organismos-teste mostraram que a mortalidade e a CLsg
foram menores, quando expostos ao biodiesel e suas misturas comparadas ao diesel de

petroleo.
4.3.1.5 Efeito do pH para Aguas Modelos com LESS 70 e biocombustivel
Investigou-se a influéncia das 4guas modelos, formuladas com 1,1x102 g.cm™

de LESS70 e 5% (v/v) de combustiveis (Diesel, B100 e da Mistura B20) e pH variando

na faixa de 3 a 7, sobre o processo de germinacdo das sementes alface (Figuras 14-15).
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Figura 14- Parametros de toxidade %I e %C em funcéo do pH para aguas-modelos contendo
B100 (5% v/v) e LESS70 (1,1x10 g.cm™).
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De acordo com a Figura 14, a agua formulada com 5% (v/v) de B100 e 1,1x107
g.cm™ de LESS70, afetou o parametro de fitotoxicidade %I, o que indica o processo de
germinacdo daquelas sementes dependeu também da acidez do meio.

Como pode se observar na Figura 14, a &gua modelo contendo 5% (v/v) de B100
é toxica as sementes de alface para o pH variando na faixa de 3-6, com %l = (70,0+3,0)
% sendo verificada reducéo deste percentual para o pH7 (45,0£2,2) no entanto, ainda é

considerada toxica.
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Figura 15- Parametros de toxidade %l e %C em funcdo do pH para aguas-modelos contendo
B20 (5% v/v) e LESS70 (1,1x10% g.cm™).

Na Figura 15 os dados obtidos de %] para a Mistura B20 apresentaram 100% de
inibicdo a germinacdo das sementes de alface para o pH3-4 com reducdo do percentual
de sua toxicidade para um pH préximo a neutralidade pH7 (60£0,0), sendo considerado
mais toxico quando comparado ao B100 para 0 mesmo pH.

As 4guas modelos formuladas com 5% (v/v) de diesel e 1,1x10% g.cm™ de
LESS70 em pH (faixa de 3 a 7) foram altamente tOxicas as sementes de alfaces

apresentando 100% de inibicdo a germinacdo das sementes.
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4.4 Biodegradacao aerdbia dos Combustiveis
4.4.1 Estudo preliminar

Nos estudos preliminares investigou-se o processo de biodegradacédo aerdbia dos
combustiveis (Diesel, B100 e da Mistura B20) dissolvidos em &gua na concentracdo de
5% (v/v) contendo o tensoativo LESS70 (1,1x107% g.cm™), macro e micronutrientes por
linhagens dos micro-organismos P. aeruginosa e S. cerevisiae, ndo adaptados e
adaptados. Foram mensuradas a concentracao de células viaveis, pH, DQO, DBOs e a
toxicidade.

Os resultados obtidos relacionados ao pH dos sistemas no processo de

biodegradacao para o periodo de 0-12 dias estdo apresentados nas Figuras 16 e 17.
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Figura 16- Evolucgdo dindmica do pH da fase liquida da mistura reagente para o Diesel (D),
Mistura B20 e B100 pela P. aeruginosa ndo adaptada (D-1, B20-1 e B100-1) e P. aeruginosa
adaptada (D-2, B20-2 e B100-2).
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Figura 17- Evolugdo dindmica do pH da fase liquida da mistura reagente para o Diesel, Mistura
B20 e B100 pela S. cerevisiae ndo adaptada (D-1, B20-1 e B100-1) e S. cerevisiae adaptada (D-
2, B20-2 e B100-2).

Em todos os ensaios realizados com a P. aeruginosa e S. cerevisiae com 0S
diferentes combustiveis verificou-se uma reducdo do valor de pH. Dentre o0s
combustiveis estudados, observou-se que o meio aquoso contendo o B100 foi o que
apresentou uma maior reducdo de pH com valor maximo de 39,14% (6,90- 4,55), Figura
16. Quanto aos micro-organismos estudados, a P. aeruginosa adaptada apresentou
melhor eficiéncia com relacdo a ndo adaptada. Com relacdo a linhagem de levedura, S.
cerevisiae observou-se gue a ndo adaptada apresentou maior reducao de pH.

A reducdo do pH em sistemas de biodegradacédo de B100 pode ser seguramente
utilizado como sensor de ocorréncia de biodegradacdo dos EMAG C16:0, C18:0, C18:1
e C18:2 que constituem a composicdo desses combustiveis. Estudos realizados por
diferentes autores também afirmam que, além dos aceptores de elétrons, outras variaveis
podem ser relacionadas a processos bioldgicos, como o pH e o potencial redox
(VROBLESKY & CHAPELLE, 1994; BORDEN et al., 1995; CORSEUIL &
ALVAREZ,1996; AZADPOUR-KEELEY et al., 1999; WALT & McNAB, 1999; KAO
& WANG, 2000; BHUPATHIRAJU et al., 2002; ROLING & VERSEVEL, 2002;
SILVA et al., 2002; CHEON & LEE, 2004). Segundo Videla (1994), os metabolitos
acidos provenientes do metabolismo microbiano do 6leo diesel tém sido apontados

como um fator que reduz o pH da fase aquosa.
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As Figuras 18 e 19 mostram a evolucdo dinamica da concentracdo de células

viaveis para a P. aeruginosa e S. cerevisiae, respectivamente.
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Figura 18- Evolucédo dindmica da concentragdo de biomassa da P.
aeruginosa ndo adaptada (D-1, B20-1 e B100-1) e P. aeruginosa adaptada

O perfil cinético da P. aeruginosa (Figura 18) em todos os combustiveis testados
mostra que a P. aeruginosa manteve uma concentracdo maxima e constante das células

vidveis (ordem da concentragdo foi igual a 7 UFC.cm™) por um periodo de 4 dias de

processo.

Apresentando reducdo da concentracdo de células viaveis a partir do 4° dia com
decrescimento da populacdo (ordem da concentracéo foi igual a 6 UFC.cm™) de células
viaveis e ao final do processo (ordem da concentracéo foi igual a 5 UFC.cm™).

(D-2, B20-2 e B100-2).

Salienta-se, entretanto, que a cultura adaptada apresentou uma menor reducao da

populacdo microbiana até o 6°dia de processo e a partir deste periodo, houve uma

reducdo mais acentuada da concentracdo microbiana em ambas as culturas (ndo

adaptada e adaptada).
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Figura 19- Evolucédo dindmica da concentragdo de biomassa da S. cerevisiae ndo adaptada (D-1,
B20-1 e B100-1) e S. cerevisiae adaptada (D-2, B20-2 e B100-2).

Comparando-se o perfil cinético da S. cerevisiae (Figura 19) com a P.
aeruginosa observa-se que até o 4° dia de processo houve permanéncia da concentracdo
no valor maximo (ordem da concentracdo foi igual a 7 UFC.cm™) sendo o mesmo
observado para a bactéria. Mas, a partir do 6° dia de processo observa-se reducdo
drastica da concentracdo de células viaveis (ordem da concentracdo foi igual a 6
UFC.cm™) para todos os combustiveis exceto para o combustivel B100 com a S.
cerevisiae adaptada. Neste caso o perfil cinético foi semelhante ao obtida com a P.
aeruginosa apenas para o B100.

As concentracBes de ambos 0s micro-organismos ao 12° dia de processo
permaneceu com (ordem da concentracdo foi igual a 5 UFC.cm™®). Apesar da
biodegradacdo dos combustiveis pelos micro-organismos resultarem em produtos de
carater acido, a morte celular ndo pode ser atribuida a este fato pois ambos os micro-
organismos segundo Pelczar et al. (1997) sobrevivem na faixade pHde5a9e4 a5
para a bactéria e levedura, respectivamente. Possivelmente, a morte celular ocorreu
devido aos componentes toxicos que fazem parte da composi¢éo dos combustiveis.

As Figuras 20, 21 e 22 mostram a evolucéo dindmica da biodegradabilidade dos

combustiveis em termos da relacdo DQO/DBOs para a P. aeruginosa S. cerevisiae.
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Figura 20- Evolucéao dindmica da biodegradabilidade do diesel em termos da relagdo
DQO/DBOs do meio liquido pela P. aeruginosa [ndo adaptada (D-1) e adaptada (D-2)] (a) e S.
cerevisiae [ndo adaptada (D-1) e adaptada (D-2)] (b).

Observa-se na Figura 20 que, inicialmente a concentracdo da matéria organica
era muito alta, com elevados indices de DQO para o diesel (Figura 20). Também pode
ser visto que ao 12° dia da biodegradacdo do diesel houve uma maior variacdo de
percentual para o processo contendo a bactéeria adaptada (49,10%). Segundo Jardim &
Canela (2004) um composto quimico pode ser considerado biodegradavel quando 2,5 <
DQO/DBOs < 5,0. Neste trabalho verificou-se que a relagio DQO/DBOs passou de 2,79
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para 1,37 ap6s 12 dias de processo, indicando que inicialmente o composto era
biodegradavel (2,79) e apds a acdo do micro-organismo no combustivel a relacdo
tornou-se 1,37; evidenciando a remocdo da matéria organica. Para o processo de
biodegradacdo do diesel na presenca da levedura adaptada este fato tambeém foi
evidenciado com a reducdo de 53,57% e relacio DQO/DBOs: 1,50 ao 12° dia de
processo. Nos combustiveis (B100 e B20) para os micro-organismos estudados (Figura

21 e 22) verificou-se 0 mesmo comportamento quanto a remogdo da matéria organica.
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Figura 21- Evolucdo dindmica da biodegradabilidade do B100 em termos da relacdo
DQO/DBOs do meio liquido pela P. aeruginosa [ndo adaptada (B100-1) e adaptada (B100-2)]
(a) e S. cerevisiae [ndo adaptada (B100-1) e adaptada (B100-2)] (b).
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Figura 22- Evolucédo dindmica da biodegradabilidade do B20 em termos da relagio DQO/DBOs

do meio liquido pela P. aeruginosa [ndo adaptada (B20-1) e adaptada (B20-2)] (a) e S.
cerevisiae [ndo adaptada (B20-1) e adaptada (B20-2)] (b).

A Tabela 7 mostra os percentuais de remocdo da matéria orgénica durante o

processo de biodegradacdo dos combustiveis estudados.
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Tabela 7- Percentual de remocdo da matéria organica.

Micro-organismos

Combustiveis P. aeruginosa S. cerevisiae

N&o adaptada | Adaptada Né&o adaptada Adaptada

Diesel 48,44% 49,10% 53,21% 53,57%
B100 59,09% 60,71% 55,17% 58,62%
B20 53,55% 60,08% 55,83% 54,16%

De acordo com a Tabela 7, observa-se que todos os combustiveis foram
degradados pelos micro-organismos nas diferentes condices de cultivo, sendo que a
eficiéncia do processo de biodegradacdo dos combustiveis se comporta da seguinte
forma: biodiesel (B100) > Mistura B20 > diesel, o que ja era previsto devido a
composicao dessas misturas de compostos organicos.

A bactéria P. aeruginosa adaptada foi o micro-organismo que apresentou um
maior percentual de remocao da matéria organica com cerca de (~ 61%) de eficiéncia.

As Figuras 23, 24 e 25 mostram a evolucdo dinamica dos parametros de
toxicidade, percentual de crescimento da raiz (%C), percentual de inibicdo da
germinacdo da semente de alface (% 1) da fase liquida da mistura reagente dos
combustiveis (Diesel, B100 e da Mistura B20) na concentracdo de 5% (v/v) dissolvidos
em agua.

Os produtos metabolitos resultantes da degradacdo deste combustivel pela
levedura S. cerevisiae tem um grau de toxicidade mais elevado do que os metabolitos
resultantes da biodegradacéo pela bactéria P. aeruginosa (Figura 23 a e Figura 23 b).

Em estudo realizado por Tamada (2013) o diesel se mostrou mais toxico nos
tempos iniciais dos bioensaios 0 que pode estar relacionado ao fato confirmado por
Adam & Ducan (2002), que o diesel envolve as sementes criando assim, uma barreira
fisica impedindo trocas gasosas e entrada de agua, dificultando sua germinacéo.

Segundo Ogbo (2009), o diesel interfere também no crescimento da raiz, fato
esse confirmado pela diferenca significativa de crescimento em relagcdo ao controle

negativo em alguns casos.
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Figura 23- Pardmetros de toxidade de C% e %l da fase liquida da mistura reagente para o Diesel
e 1,1x10 g.cm™ de LESS70, [D1- P. aeruginosa, D2- P. aeruginosa] (a) e [D1- S. cerevisiae,
D2- S. cerevisiae (b)].

Observa-se ainda que os produtos da biodegradacgéo do diesel pela S. cerevisiae
ndo adaptada apos o 4° dia de processo apresentaram 100% de inibicdo do crescimento
das sementes de alface. Com a S. cerevisiae adaptada apenas a partir do 8° dia de
processo é que houve 100% de inibigcdo a germinacdo e enfraquecimento de suas raizes
ao final do processo de biodegradacédo do diesel. Para a P. aeruginosa a cultura
adaptada apresentou perfil de comportamento semelhante a ndo adaptada, com uma

diferenca percentual de 30% com relacdo a levedura S. cerevisiae.



87

70 + -0
o--" o” %
60 | 7 - C.0
SRS SUIPEL_ s
50t S - 7
— P : ;5 = H -
< 40 _[ro- 7
- - : - ” _ -~
g:,—@_,,ﬂ—-—-ﬂ‘
30%=--8 - O- B100- 1 (P. aeruginosa)
- M- B100- 2 (P. aeruginosd)
20+ - (- B100- 1 (S cerevisiae)
- ®- B100- 2 (S. cerevisiae)

0 2 4 6 8 10 12

Tempo de processo (dias)

(a)
35
- - B100- 1 (P. aeruginosa)
308 - M- B100- 2 (P. aeruginosa)
S - (- B100- 1 (S. cerevisiae)
5 i ~ g - @ - B100- 2 (5. cerevisiae)
20LY ~ s :g T \O
-2 Voo . ~
: AR * N
15+ \\ ~ N \ ~
\ \I:‘ . \\ O\
10} A ~ A S
OOl T &---®
SH O‘-A—‘--'Q"""“' -.*.-._-_-D
0 2 4 6 8 10 12

Tempo de processo (dias)

(b)

Figura 24- Parametros de toxidade de C% e %l da fase liquida da mistura reagente para o B100
e 1,1x107 g.cm™ de LESS70, [B100-1 P. aeruginosa, B100-2 P. aeruginosa] (a) e [B100-1- S.
cerevisiae, B100-2 S. cerevisiae (b)].

As Figuras 24 e 25 mostram que inicialmente o meio foi considerado levemente
toxico a semente de alface (%I < 40%) passando a tornar-se toxico a partir do 4° dia de
processo. Ao 12° dia de processo da biodegradacdo do B100, os produtos mostraram-se
mais tdxicos com maior enfraquecimento das raizes das sementes de alface, para as

culturas ndo adaptadas.
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Figura 25- Par@metros de toxidade de C% e %l da fase liquida da mistura reagente para o
Mistura B20 e 1,1x10 g.cm™ de LESS70, [B20-1 P. aeruginosa, B20-2 P. aeruginosa] (a) e
[B20-1- S. cerevisiae, B20-2 S. cerevisiae (b)].

Para os resultados apresentados nas Figuras 26 (a) e 26 (b) o percentual de
inibicdo da germinacdo, as sementes de alface aumentaram para ambas as linhagens, no
entanto, ao 12° dia de processo, 0s produtos obtidos pela biodegradacdo do B20 pela
levedura mostraram-se mais toxicos as sementes com maior reducdo do percentual de

crescimento das raizes.
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4.5 Estudo do Processo de Biodegradacdo em Biorreator Tipo Tanque
4.5.1 Cinética de Biodegradacao

Nesta etapa os experimentos foram realizados em biorreator de bancada Biostat®
B, empregando o processo em batelada, utilizando a bactéria P. aeruginosa adaptada, a
qual foi escolhida nos estudos preliminares como um micro-organismo mais eficiente
em biodegradar os combustiveis e com menor potencial de toxicidade a semente de
alface. O estudo no biorreator se fez necessario devido as condigdes hidrodinamicas, e
implicitamente as de transferéncia de matéria por apresentarem-se comportamento
diferente quando comparadas ao dos estudos em baldes de fundo chato.

A biodegradacdo do 6leo diesel esta bem explorada na literatura (Souza et al.,
2009), havendo a necessidade de investigar a biodegradacdo do biodiesel puro (B100) e
de suas misturas com o diesel.

Os resultados encontrados para os valores iniciais das concentragdes dos EMAG
C16:0 e C18:2, do pH, de células viaveis, da relacdo indicadora de biodegradabilidade
(RB =DQO/DBOs) dos combustiveis B100 e Mistura B20 dissolvidos em dgua com 5%

v/v destes e 1,1x107 g.cm™ de LESS70, estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Valores iniciais para os pard@metros do processo de biodegradacéo dos
combustiveis B100 e Mistura B20.

Combustivel Biomassa RB
- Cl6:0 C18:2
(X.107) pH (DQO/DBOs
(UFC.cm?) (%g/g) (%glg) )
B100 (Ensaio 1) 3,0 6,5 24,95 58,94 3,0
B100 (Ensaio 2)
1,0 6,5 2591 58,20 3,0
(C:N de 50:1)
Mistura B20 (Ensaio 3)
2,0 6,3 - - 3,67
(C:N de 50:1)

As Figuras 26 (a) e 26 (b) apresentam as curvas de decaimento dos principais
ésteres metilicos palmitico (C16:0) e linoléico (C18:2) presentes na composi¢do do
biodiesel no processo de biodegradacdo do biodiesel pela P. aeruginosa sem (Ensaiol)

e com a adicdo suplementar de KNO3; ao meio MCM (Ensaio 2).
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Figura 26- Curva de decaimento de primeira ordem dos principais ésteres (C16:0) e (C18:2)
presentes no biodiesel de algoddo ao longo do processo de biodegradacéo. (5% v/v de B100;
1,1x10? g.cm™ de LESS70); 30° C; 250 rpm; 0,5 v.v.m de ar. Ensaiol: B100 sem adigio
suplementar de KNO;e Ensaio 2: B100 com adicdo suplementar de KNO;.

As cineticas de biodegradacédo do biodiesel de algodao apresentaram diminuigéo
da concentracdo dos principais ésteres metilicos de acidos palmitico (C16:0) e linoléico
(C18:2) com perfil cinético de decaimento de reagdo de primeira ordem. Nos Ensaios 1e

2, a cinética de biodegradacao foi mais rapida para o éster linoléico (C18:2), comparada
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ao éster palmitico (C16:0). Esta diferenca pode estar relacionada a maior instabilidade
estrutural do éster linoleico presente no biodiesel de algodéo.

A estabilidade dos ésteres de acidos graxos diminui a medida que o nimero de
carbonos e ramificacdes aumenta na cadeia, valendo entdo a seguinte relacdo entre a
instabilidade estrutural dos EMAG: a) EMAG-Ins > EMAG-Sat; b) EMAG-Ins (3 Ins)
> EMAG-Ins (2 Ins) > EMAG-Ins (1 Ins), onde “n Ins” representa nimero de
insaturacdes presentes na molécula do éster. Este fato ficou comprovado no presente
trabalho e em estudo realizado por Gomes (2008) relacionado a biodegradagdo do
biodiesel puro. Gomes (2008), em seu trabalho observou caracteristicas diferentes de
degradacdo em diferentes biodiesel sendo observada uma degradacdo mais rapida no
biodiesel de soja do que no de mamona. Este fato se deve as diferencas nas composi¢oes
dos respectivos biocombustiveis.

A Figura 27 apresenta o percentual de degradacdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos presentes na composicdo do biodiesel pela P. aeruginosa ao final do
periodo de 62 dias no processo de biodegradacao do biodiesel.
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Figura 27- Percentual de biodegradacdo dos EMAG constituintes do biodiesel de algodéo.

Neste estudo com relacdo aos ésteres metilicos, obteve-se degradacéo de 37,51%
e 34,82% para 0 C16:0 nos Ensaios 1 e 2, respectivamente. Com relacdo aos demais
ésteres houve degradacgédo de 100% para ambos 0s ensaios.

No estudo realizado por Gomes (2008), foi observado que mais de 86% do
biodiesel de soja ja havia sido degradado em 41 dias, no entanto o biodiesel de mamona

foi necessario 92 dias para que ocorresse 42% de degradacéo.
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A Tabela 9 apresenta os coeficientes de biodegradacdo dos principais esteres

metilicos palmitico (C16:0) e linoléico (C18:2) do biodiesel de algodao.

Tabela 9- Coeficientes de decaimento de biodegradacao dos ésteres metilicos (C16:0) e (C18:2).

A (dia™)
Combustivel C16:0 C18:2
B100 (Ensaio 1) 0,0164 0,012
B100 (Ensaio 2) 0,0169 0,0379

Os valores dos coeficientes de biodegradacéo (dia™) desses ésteres metilicos
foram menores do que os encontrados por Gomes (2008) os quais apresentam como
resultado de 0,04 para o palmitico e 0,06 para o linoleico para o biodiesel de soja.

Os tempos de meia vida para o processo de biodegradacao dos principais ésteres
metilicos palmitico (C16:0) e linoléico (C18:2) do biodiesel de algoddo sdo mostrados
na Tabela 10. Observou-se que o composto com maior nimero de ligacdes insaturadas
(linoléico) foi o que apresentou um maior coeficiente de biodegradagdo, levando menos

tempo de meia-vida (em dias) para serem degradados.

Tabela 10- Tempo de meia vida no processo de biodegradagao dos ésteres metilicos
(C16:0) e (C18:2).

T Y% (dias)
Combustivel C16:0 C18:2
B100 (Ensaio 1) 42,26 57,76
B100 (Ensaio 2) 41,01 18,28

Gomes (2008) estudou a biodegradacdo anaerdbia do biodiesel de soja e
mamona em ambiente aquatico e encontraram um tempo de meia-vida para os ésteres
metilicos contidos no biodiesel de soja de 11 dias (linoleico e linolénico), 16 dias
(oleico), 18 dias (palmitico) e 116 dias (estearico). J& para esses ésteres metilicos
contidos no biodiesel de mamona o tempo de meia-vida foi de 116 dias para o
palmitico, 139 dias para o linoleico e linolénico, e 173 dias para o oleico e esteéarico.
Portanto, pode-se concluir que a degradabilidade esta relacionada a biomassa utilizada

como matéria-prima para a producao do biodiesel.
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Miller & Mudge (1997) também observaram que alguns ésteres metilicos de
acidos graxos (C18) insaturados eram degradados mais rapidamente do que os ésteres
metilicos de &cidos graxos saturados, em experimentos que focavam determinar a
efetividade do biodiesel na remediacdo de derramamentos de 6leo cru no meio
ambiente. Lalman & Bagley (2001) concluiram que a degradacdo de acidos insaturados
(linoléico e oléico) é mais favordvel energeticamente do que para &cidos saturados.

O estudo da cinética de biodegradacdo de compostos organicos possibilita
estimar a persisténcia dos contaminantes no ambiente e predizer a variacdo de suas
concentracdes no tempo. Os comportamentos dinamicos do pH para o processo de

biodegradacdo dos B100 e Mistura B20 dissolvidos em &gua estdo mostrados na Figura
28.
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Figura 28- Evolugdo dindmica do pH na biodegradacéo dos combustiveis dissolvidos em agua
(5% viv de B100/B20; 1,1x10 g.cm™ de LESS70; 30° C; 250 rpm;
0,5 v.v.m de ar).

O decréscimo do valor de pH ao longo do processo de biodegradacdo dos
combustiveis B100 e Misturas B20 dissolvidos em &gua, indica que houve producao de
compostos de cardter acido, sendo, portanto, um indicador de que o
combustivel/poluente esta sendo biodegradado ao longo do processo.

Segundo Leahy & Colwell (1990), valores de pH entre 6,0 e 8,0 sdo 0s mais
favoraveis para a acdo de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos do
petrdleo.

Para o intervalo de tempo 0 a 27 dias, nota-se uma reducdo do pH mais
acentuada (14,15%) para B100 (Ensaio 2) e moderada para o B100 (Ensaio 1) e Mistura
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B20 (Ensaio 3) com valores de 12,3% e 10,56%, respectivamente. O processo de
biodegradacgéo apresentou-se na ordem: B100 (Ensaio 2) > B100 (Ensaio 1) > Mistura
B20 (Ensaio 3). Tais resultados sugerem que a adicdo do KNOs, na proporgéo C:N 50:1
no 7° dia, beneficiou a biodegradacéo do biodiesel (Ensaio 2).

Este resultado era esperado, visto que, aumentos na concentracdo de nitrogénio
no meio aquoso, favorecem a nutricdo do micro-organismo e por consequéncia a
biodegradagédo, com maior producgdo de acidos intermediarios (ATLAS,1984).

A diminuicdo do pH do meio é, provavelmente, devido a producdo de
metabolitos acidos, decorrentes do processo de biodegradacdo (GOMES, 2004).

Os valores de pH ao final do processo de biodegradacao do biodiesel de algodao
no Ensaio 1 (4,70) e Ensaio 2 (3,50) e Ensaio 3 (4,70), apresenta ndo conformidade aos
valores recomendados pela Resolu¢do CONAMA 357/05, que fixa o pH entre 5 a 9 para
condicdes de lancamento de efluentes.

Este fato ficou comprovado em estudo realizado por Grangeiro (2009), em
estudo sobre a caracterizagdo da &gua de lavagem proveniente da purificacdo do
biodiesel.

A eficiéncia do processo de biodegradacdo de um poluente também esta
associada ao comportamento das células viaveis no meio onde ocorre a degradacédo, que
por sua vez depende, de forma complexa, da composicdo do meio, das caracteristicas
hidrodindmica e transferéncia de massa no biorreator.

As evolucBes dindmicas da concentracdo de células viaveis da bactéria P.
aeruginosa adaptada aos combustiveis B100 e Mistura B20, na concentracdo de 5% v/v,
para as condic¢des sem (Ensaio 1) e com adicdo suplementar de KNO3 a partir do dia 7°

do processo (Ensaio 2 e 3), estdo apresentadas na Figura 29.
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Figura 29- Evolucéao dindmica da concentracdo da biomassa microbiana
para 0 processo de biodegradagéo dos B100 e Mistura B20 (5% v/v de B100/B20; 1,1x107
g.cm®de LESS70; 30° C; 250 rpm; 0,5 v.v.m de ar).

Nas condi¢cBes operacionais estudadas, as curvas referentes as evolugdes
dindmicas da concentracdo de células vidveis apresentaram comportamento similares,
mesmo ocorrendo a adigdo suplementar de KNO3 no dia 7° do processo (3,0 x 10’
UFC.cm™®). O biodiesel apresenta uma configuracéo vantajosa, no que se diz respeito a
sua biodegradabilidade, pois sua estrutura molecular é susceptivel ao ataque enzimatico
que utilizara o biodiesel como substrato para crescimento (SILVA et al., 2005).

Ainda com relacdo ao crescimento da bactéria adaptada, pode-se observar que
ndo houve uma fase lag aparente (Figura 29), demonstrando que a execucdo prévia de
um processo de adaptacdo € de suma importancia para aumentar a eficiéncia da taxa de
degradacdo dos combustiveis. Este fato ficou comprovado em estudo realizado por
Almeida et al. (2013) relacionado a biodegradacdo do 6leo combustivel (bunker) pelo
consorcio de linhagens aclimatadas.

Em diversos trabalhos, a relagdo C:N foi encontrada como um dos fatores que
mais favorece o processo de degradacdo de hidrocarbonetos (MOLINABARAHONA et
al., 2004; SASAKI et al., 2003). Segundo Silva (2012) a relacdo C:N de 50:1 é a
composigdo que proporciona uma maior degradacdo de hidrocarbonetos do oOleo diesel,
sendo este fato confirmado pelo aumento gradual de biomassa com uma reducdo (acima
de 69%) dos n-alcanos da faixa de C9 a C21 e diminuicdo da toxicidade (germinagéo

acima de 65%).
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No entanto, no presente estudo a adicao suplementar do KNOj3 através da relacéo
C:N de 50:1 nédo proporcionou um aumento da concentragdo da biomassa verificando-se
inclusive uma diminuicdo da populacdo ao longo do processo degradativo.

A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e a demanda quimica de oxigénio
(DQO) pode também ser utilizada para analise da tratabilidade biolégica de um
efluente, comumente chamada de biodegradabilidade. Quanto maior o valor da DBO,
maior a labilidade bioldgica dos compostos organicos presentes num dado efluente. Por
outro lado, a recalcitrancia desta mesma carga organica pode ser avaliada pela demanda
quimica de oxigénio, a qual é obtida ap6s uma oxidacdo drastica da matéria organica
(JARDIM & CANELA, 2004). Desta maneira, a diminuigédo da DQO e o aumento da
DBO, ou, ainda, a relacio DQO/DBO pode informar a respeito da eficiéncia da
degradacéo da carga organica presente.

A Figura 30 mostra a evolucdo dindmica da relacdo DQO/DBOs da fase liquida

da mistura reagente para o processo de biodegradacdo dos B100 e Mistura B20.
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Figura 30- Evolucédo dindmica da relagdo DQO/DBOs da fase liquida da mistura reagente para o
processo de biodegradacéo dos B100 (5% v/v de B100/B20; 1,1x102 g.cm™ de LESS70; 30° C;
250 rpm; 0,5 v.v.m de ar).

Para um dado efluente, se a relagdo DQO/ DBO < 2,5 o mesmo ¢é facilmente
biodegradavel. Se a relacdo 5,0 < DQO/DBO > 2.5 este efluente ira exigir cuidados na
escolha do processo biologico para que se tenha uma remocgdo desejavel de carga

organica, e se DQO/DBO > 5, entdo o processo bioldgico tem muito pouca chance de
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sucesso, e a oxidacdo quimica aparece como um processo alternativo (JARDIM &
CANELA, 2004).0s resultados da relagdo DQO/DBOs mostram que houve remocao da
matéria organica de 49,00% no Ensaio 2. Os resultados para o Ensaio 3 apresentaram
aumento dos valores dessa relacdo ao final do processo. Este fato ndo esta de acordo
com o estudo de Mello et al. (2007) quanto a degradacdo microbiana de misturas de
biodiesel com diesel e somente diesel em microcosmos preparados com &gua do mar,
concluiram que a presenca dos ésteres de &cidos graxos diminuia a biodegradacao
inicial dos n-alcanos do diesel de petroleo. Ainda ha poucos estudos encontrados na
literatura, tentando elucidar possiveis efeitos biologicos gerados pela contaminacdo de
biodiesel (FINCH et al, 2002; VARSHO, 1996a, b e POON et al., 2007).

Os testes de toxicidade medem o potencial toxico da substancia que depende da
concentracdo e quantidade que pode ser considerada tdxica, levemente tdxica e atoxica
quando o percentual de inibicdo da germinacdo (% I) assume os seguintes valores: >
40%; 10-40% e < 10% (TAMADA, 2009; LOPES et al.,2010). A Figuras 31 mostra a
evolugdo dindmica dos parédmetros de fitotoxicidade %Il e %C no processo de
biodegradacdo dos combustiveis dissolvidos em agua ao longo do processo de

biodegradacdo do B100 pela P. aeruginosa.
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Figura 31- Evolucédo dindmica dos parametros de fitotoxicidade % | e % C na biodegradag&o
dos combustiveis dissolvidos em &gua (5% v/v de B100/B20; 1,1x107 g.cm™de LESS70; 30° C;
250 rpm; 0,5 v.v.m de ar).

Os resultados apresentados na Figura 31 mostram que inicialmente 0 meio

contendo o B20 foi considerado levemente toxico a semente de alface (%I < 40%)
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passando a torna-se toxico a partir do 3° dia de processo, com reducdo do percentual de
crescimento de suas raizes (10,8%) e a partir do 27° dia com de 100% de inibicdo a
germinacdo das sementes.

As misturas com o diesel de petroleo apresentam hidrocarbonetos aromaticos,
dentre 0s muitos componentes de hidrocarbonetos de petrdleo e compostos
monoaromaticos tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os xilenos (BTEX) que sdo
muito toxicos quando liberados ao meio ambiente (CHAPELLE, 2001).

Por outro lado, o meio em presenca do B100 sem nutriente (Ensaio 1)
apresentou comportamento similar quanto aquele contendo o B100 com adicédo
suplementar de KNOj3 (Ensaio 2) sendo considerado atdxico (%I < 10%) no inicio do
processo. A partir do 7° dia ficou levemente toxico (10% < I < 40%) e tdxico (% | >
40%) a partir do 48° dia de processo. Observou-se que o processo de biodegradacgédo do
B100 originou produtos menos toxicos se comparado ao B20 provavelmente devido o
B100 apresentar baixa complexidade estrutural. Vieira et al. (2006) em seus estudos
também observou que o B100 se apresentava menos toxico devido ndo conter nenhum
composto organico volatil e nenhum hidrocarboneto aromaético ou hidrocarbonetos
clorados.

Na literatura, comumente se encontra relatos de que o processo de
biodegradacdo é a chave na atenuacdo natural de contaminantes, porque reduz a massa
dos contaminantes e, geralmente, transforma os contaminantes toxicos em subprodutos
ndo-toxicos, minimizando os riscos a salde publica e ao meio ambiente. No entanto,
nesse trabalho foi observado elevacdo da toxicidade a semente de alface apds processo
de biodegradacdo dos combustiveis. Este fato também foi confirmado por Tamada et al.
(2012 b) em estudo sobre a biodegradacdo de 6leos vegetais e biodiesel em solo. Em
estudo recente sobre a biodegradacdo do diesel e biodiesel Tamada (2013) confirma a
toxicidade em tempos maiores de biodegradacao do biodiesel no solo pelos organismos-
teste E. sativa e Cucumis sativus. Para Lactuca sativa o diesel se mostrou menos toxico
principalmente nos tempos finais de biodegradacdo (120 e 150 dias) porém nos
bioensaios com biodiesel de origem animal e biodiesel de origem vegetal a
biodegradacdo aumentou a inibicdo de hipocétilo e raiz, evidenciados dela diferenga
significativa no crescimento em relacdo ao controle negativo. Isto mostra que o
biodiesel ao ser biodegradado aumenta consideravelmente a toxicidade no solo devido a
sua degradacao, pois forma peroxidos e &cidos orgénicos de forma a reduzir o pH do
solo, fato esse observado por Bouaid et al. (2007) no estudo com biodiesel de origem
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vegetal. A diminuic¢do do pH do solo inibe organismos superiores, COmo 0s organismos
testes utilizados.

Segundo Tamada (2013) é observado alta toxicidade para os bioensaios com
biodiesel de origem animal e de origem vegetal, sem diferenca significativa para todos
0s bioensaios nos tempos finais de biodegradacdo (120 e 150 dias). O fato de néo
apresentar diferenga significativa mostra que o conservante TBHQ néo influencia de
forma efetiva na toxicidade dos contaminantes.

Segundo Rosato (1997) os produtos parcialmente oxidados podem ser mais
toxicos e mutagénicos que o hidrocarboneto original, e portanto existe a preocupacdo de
que ocorra um aumento temporéario na toxicidade e mutagenicidade durante o processo
de biodegradacéo.

Ao final do processo de biodegradacdo do biodiesel observou-se uma
modificacdo nas caracteristicas do meio, como uma mudanca de coloracdo gradativa
para marrom escuro e elevacdo da viscosidade. Este fato também foi evidenciado por
Gomes (2008) ap6s o 6° dia de biodegradacdo anaerdbia do biodiesel de soja e mamona
em ambiente aquéatico. Melo (2004) também evidenciou a mudanca de cor em
biotratamento de borra oleosa em biorreator, com uma modificacdo do meio, para
marrom escuro apés o 5° dia de ensaio.

Uma das consequéncias da oxidacdo é o aumento da viscosidade do biodiesel,
resultado de reacdes de condensacdo envolvendo as duplas ligacdes, e que leva a
formacdo de gomas e sedimentos (KNOTHE, 2005).

4.6 Degradacédo do Biodiesel por Fotolise

A degradacdo abiotica pode ocorrer pela fotolise, oxido/reducdo, hidrolise e
reacOes de troca ibnica das substancias quimicas (ZAGATTO & BERTOLETT]I, 2006).

A fotolise homogénea € um processo oxidativo com utilizacdo direta da luz
ultravioleta e vém sendo muito empregada no tratamento de efluentes de indUstrias para
a degradacdo de contaminantes organicos (DANTAS, 2010; NOGUEIRA et al., 2007).

Segundo Labuza (1971), o biodiesel é sensivel a luz e esta sujeito a degradacao
por foto-oxidagé&o.

Nesse estudo a degradacdo por fotdlise foi avaliada pela concentracdo dos
principais EMAG C16:0 e C18:2 e pelo pH e parametros de toxicidade (%l e %C) do
processo de degradacdo do biodiesel de algoddo dissolvidos em &gua com 5% v/v e
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1,1x10 g.cm™ de LESS70. As Figuras 32 e 33 mostram os perfis de degradacdo por

fotolise dos principais ésteres (C16:0) e (C18:2) presentes no biodiesel de algodao nas

rotacOes de 750 rpm e 2000 rpm.
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Figura 32- Perfil dinAmico do teor em massa normalizado dos principais EMAG presentes na

mistura ao longo do processo de fotélise do B100 a 5% (v/v) a 750 rpm.
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Figura 33- Perfil dindmico do teor em massa normalizado dos principais EMAG presentes na

mistura ao longo do processo de fotdlise do B100 a 5% (v/v) a 2000 rpm.

A oxidacdo fotoquimica do biodiesel de algoddo irradiado (254 nm) durante

28.200 segundos dos principais ésteres metilicos palmitico (C16:0), oleico (C18:1) e
linoléico (C18:2), resultou numa reducéo de 87,08% (C18:2), 86,04% (C18:1) e 86,08%



101

(C16:0), para rotacdo de 2000 rpm e de 100% de reducdo, para o ensaio a 750 rpm.
Concluindo-se, portanto, que o aumento da agitacdo influenciou de forma negativa o
processo oxidativo.

Segundo Vecchi et al.(2005), a oxidacdo fotoguimica do biodiesel de soja
irradiado (226,5 W/m?) durante 100 horas sob acéo da luz solar, apresentou reducéo da
concentragdo inicial (50,68%) do éster etilico do acido linoleico foi reduzida a 9,94%.

Os ésteres etilicos de acido palmitico, oleico e estedrico apresentaram aumento
da porcentagem relativa e formacédo de produtos (aldeido e cetona) apds processo de
degradacédo fotoquimica tendo sido favorecida pela sua composicdo quando submetida
ao intemperismo e também auséncia de aromaticos na sua constituicéo.

A Figura 34 mostra a evolugdo dindmica do pH da fase liquida das misturas
reagentes: B100 5% (v/v) durante o processo de degradacao por fot6lise nas rotacdes a
750 rpm e 2000 rpm.
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Figura 34- Evolucgdo dindmica do pH da fase liquida das misturas reagentes: B100 5%
(v/v) a 750 rpm e 2000 rpm.

Observa-se que ap6s o processo de degradacdo por foto-oxidacdo do biodiesel
de algoddo houve um aumento do percentual de acidez de (41,66%) e de (23,43%) para
0s processos nas velocidades de agitacdo a 750 e 2000 rpm, respectivamente.

Segundo a Resolucdo CONAMA 357/05, estes valores obtidos ap0s tratamento
por fotdlise direta ndo se enquadram as condicdes de langcamento de efluentes que fixa o
pHentre 5a9.
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A Figura 35 mostra a evolucéo dindmica da relagdo DQO/DBOs da fase liquida
da mistura reagente para o processo de degradacao por fotélise do B100 nas rotagdes de
750 rpm e 2000 rpm.
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Figura 35- Evolucédo dindmica do pH da fase liquida das misturas reagentes: B100 5% (v/v) a
750 rpm e 2000 rpm.

O resultado obtido para a relacdo DQO/DBOs mostra que houve 82,30% de
remocdo da matéria organica apds o tratamento por fotdlise direta a velocidade de
agitacdo a 2000 rpm no entanto, este fato ndo foi observado a velocidade de agitacdo a
750 rpm.

A Figura 36 mostra a evolucdo dindmica dos parametros de fitotoxicidade %]l e
%C para o processo de degradacdo por fotdlise do B100 nas velocidades de agitacdo a
750 rpm e 2000 rpm.
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Figura 36- Evolugdo dindmica do parametro de fitotoxicidade %l e % C na degradacdo do
combustivel dissolvido em agua (5% v/v de B100; 1,1x10?% g.cm™de LESS70; 30° C).

Os resultados da fotdlise mostram que ap6s o tratamento sob a velocidade de
agitacdo a 750 rpm houve aumento do %Il em 37,5% para essa condicdo 0 meio
apresentou aumento de acidez. Ao final do processo também se verificou uma
modificacdo nas caracteristicas do meio, como uma mudanc¢a de coloracdo gradativa
para branco e elevacao da viscosidade. No entanto, com aumento da agitacdo para 2000
rpm apresentou meio levemente toxico cuja toxicidade a semente de alface foi reduzida
em 8,25%.

Segundo Grangeiro (2014) em estudo de toxicidade utilizando sementes de
alface, o resultado da avaliacdo da agua da primeira lavagem, antes e apds tratamento
pelos métodos oxidativos avancados, mostrou o potencial toxico destas amostras, Vvisto
que, apds 5 dias de incubacdo ndo houve germinacdo de nenhuma semente. Este fato
pode ser atribuido aos elevados valores de turbidez e 6leos e graxas presentes nas
amostras.

Para o efluente bruto (dgua da segunda lavagem do biodiesel de algod&do) as
sementes apresentaram uma inibicdo moderada crescendo aproximadamente 54,9%.
Apbs o tratamento por exposicdo a UV foi observada uma toxicidade significativa
reduzida no tratamento por fot6lise com 1G% de 95,3% o que confirma a importancia da
aplicacdo do tratamento, o que pode contribuir para evitar danos ao meio ambiente.

Autores em estudo sobre a avaliacdo da toxicidade de compostos orgéanicos

confirmam que o tratamento de efluentes por POA reduz a toxicidade das amostras.



104

No estudo de Pelegrini et al.(2009) houve reducdo de 80% da toxicidade de
efluente contendo chorume tratado por processo de UVC/H,0,.

No entanto, se faz necessario estudar a aplicacdo de outros processos oxidativos
avancados, objetivando a possibilidade de lancamento em corpos receptores dentro dos
padrdes estabelecidos pela Resolugdo CONAMA 430/11.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados dos estudos realizados nessa pesquisa sobre a fitotoxicidade e
degradacdo do biodiesel de algoddo, diesel e mistura B20 levam as seguintes

conclusdes:

a. Estudo da Fitotoxicidade em Agua Destilada em Diferentes Valores de pH

» A acidez da agua destilada afeta o processo de germinacdo das sementes de
alface, pois os valores obtidos para o percentual de inibi¢do (%I) descressem a

medida que a acidez do meio aumenta.

b. Estudo da Fitotoxicidade da Agua Destilada contendo LESS70 a diferentes

valores de pH

» A presenca do tensoativo LESS70 no meio provoca uma reducdo da inibicdo a
germinacdo da semente de alface a medida que o meio aproxima-se da

neutralidade.
c. Estudo do Efeito da Concentracdo do Combustivel nas Aguas Modelos
» O aumento da concentracdo volumétrica dos combustiveis faixa de 1-10%

conferem-lhe caracteristicas de um meio téxico.

» A concentracdo letal (CLsp) para o biodiesel de algodao ¢ igual a 3%.

d. Estudo do Efeito do pH nas Aguas Modelos

> O aumento da acidez confere as sementes de alface caracteristicas de um meio
toxico que se comporta da seguinte forma: diesel > Mistura B20 > biodiesel
(B100).

e. Avaliagdo Preliminar da Biodegradacdo dos Combustiveis em Baldes de fundo

chato



106

» O biodiesel de algodao, o diesel e sua Mistura B20 sofreram biodegradacao
parcial quando usados como biomassa a Saccharomyces cerevisiae e

Pseudomonas aeruginosa ndo adaptados e adaptados.

> A eficiéncia do processo de biodegradacdo dos combustiveis se comporta da
seguinte forma: biodiesel (B100) > Mistura B20 > diesel, 0 que ja era previsto

devido a composicao dessas misturas de compostos organicos.

> As populacdes de células viaveis observadas no processo decaem (10’ UFC.cm

% para 10° UFC.cm™®) indicando uma cinética de morte de primeira ordem.

> A Pseudomonas aeruginosa tem maior potencial de degradacdo dos

combustiveis do que a S. cerevisiae.

> A cultura de Pseudomonas aeruginosa adaptada é mais eficiente que a cultura
ndo adaptada, com um potencial de remocdo da matéria organica de cerca de
61%.

> Durante a biodegradacdo dos combustiveis hd reducdo do pH devido a
formacéo de produtos metabolitos acidos. Estes componentes apresentaram um
grau de toxicidade a semente de alface mais elevado para levedura comparada

a bactéria.

d. Estudo da Biodegradacao do biodiesel e Mistura B20 em Reator Tipo Tanque

» As cinéticas de biodegradacdo dos combustiveis apresentaram a seguinte
ordem: B100 (Ensaio 2) > B100 (Ensaio 1) > Mistura B20 (Ensaio 3).

» O processo de biodegradagéo do biodiesel de algoddo apresentou diminuicao

da concentragdo dos principais esteres metilicos de acidos palmitico (C16:0) e

linoléico (C18:2) com perfil cinético de decaimento de reacéo de primeira ordem.

» A cinética no Ensaio 2 foi mais rapida para o éster linoléico (C18:2),

comparada ao éster palmitico (C16:0).
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» Houve reducédo do pH nos sistemas de biodegradacéo, estes resultados estdo em
ndo conformidade aos valores recomendados pela Resolugdo CONAMA 357/05,
que fixa o pH entre 5 a 9 para condic6es de lancamento de efluentes.

» Durante a biodegradacdo ocorreu reducdo nas populacdes de células viaveis
com decaimento de 10" UFC.cm™ para 10* UFC.cm™ indicando uma cinética de

morte de primeira ordem.

e. Estudo da Degradacéo do biodiesel por Fotolise direta

» Ocorreu reducdo parcial dos principais metilicos palmitico (C16:0), oleico
(C18:1) e linoléico (C18:2) para rotacdo de 2000 rpm e 100% para 0 ensaio a
750 rpm. Concluindo-se portanto, que o aumento da agitacdo influenciou de
forma negativa o processo oxidativo.

» Aumento do percentual de acidez de (41,66%) e de (23,43%) apds o tratamento
do biodiesel por fotolise direta as rotacbes de 750 e 2000 rpm, respectivamente.

» Remocdo de 82,30% da matéria organica apds tratamento por fot6lise direta a
velocidade de agitacdo a 2000 rpm.

» Apos tratamento do biodiesel por fotdlise redugdo da toxicidade a semente de
alface a velocidade de agitacdo 2000 rpm. Aumento do % | as sementes a

agitacdo de 750 rpm.
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APENDICE A: Caracterizagéo fisico-quimica do 6leo diesel e biodiesel.
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A Tabela A1 mostra a medida das massas especificas e curvas Figura Al para 0s

combustiveis: D e B100 nas temperaturas 20, 30 e 40 °C para formulacdo de Misturas

Bx.
Tabela A1l- Massa especifica para os D e B100. Fonte: UFPE-LAC.
Massa especifica (g.cm™)
Temperatura
0 b B100
Biodiesel 1 | Biodiesel 2 Biodiesel 3 | Biodiesel 4 | Biodiesel 5 | Biodiesel 6
20 0,83856 0,88037 0,89045 0,88900 0,88534 0,88530 0,88900
30 0,83176 0,87307 0,88678 0,87956 0,87679 0,87689 0,87890
40 0,82458 0,86578 0,87007 0,86234 0,86567 0,87590 0,87600
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Figura Al- Curvas de massa especifica para os D e B100 a 20,30 e 40°C.




APENDICE B: Toxicidade
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Resultados referentes aos parametros quantitativos de toxicidade de aguas

modelos usando-se como organismo-teste a L. sativa expressos em média + desvio
padrao (0).

Tabela B1-Dados brutos: Efeito da acidez para as &guas modelos formuladas com
5% (v/v) combustiveis e 1,1x102 g.cm™ de LESS70 sobre os parametros de fitotoxicidade.

D B20 B100
pH
G0 (%) | C+0 (%) | 1G+d 120 (%) | G (%) | Cxa (%) | 1Gxd | 120 (%) | Gz (%) | Cxd(%) | 1Gtd | 18 (%)
3 0,0+0,0 | 0,020,0 | 0,0+0,0 [100,020,0| 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,0£0,0 |100,0£0,0| 30,0£1,4 | 62,4£3,0 |18,7£0,9 70,0£3,0
4 0,0£0,0 [ 0,020,0 | 0,0+0,0 |100,0£0,0| 0,0+0,0 | 0,020,0 | 0,0£0,0 |100,0£0,0| 30,0#1,2 | 53,9+2,5 |16,1+0,8| 70,0£3,0
5 0,0+0,0 | 0,020,0 | 0,0+0,0 [100,0£0,0 20,020,0 | 9,7#0,0 | 1,94+0,0 | 80,0£0,0 | 30,0£0,0 | 47,4+23 |14,2%0,7 | 70,0£3,0
6 0,0+0,0 | 0,020,0 | 0,0+0,0 [100,0£0,0 30,020,0 | 14,1£0,0 | 4,23+0,0 | 70,0£0,0 | 30,0£0,0 | 52,624 |15,8%0,7 | 70,0£3,0
7 0,0£0,0 | 0,020,0 | 0,0+0,0 |100,00,0 [ 40,0£0,0 | 16,0+0,0 | 6,4+0,0 | 60,0£0,0 | 55,0£2,7 | 52,9+2,5 |29,0+1,3| 45,0422
Tabela B2— Dados brutos: pH das dguas modelos formuladas com Combustiveis (1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%) (v/v) e 1,1x102 g.cm™ de LESS70.
pH
% C (VIv)
D BS B7 B10 B20 B30 B40 B50 B100
1 6,36 6,68 6,33 6,45 6,44 6,56 6,51 6,31 6,10
2 6,41 6,64 6,22 6,45 6,24 6,55 6,39 6,81 6,02
3 6,41 6,64 6,21 6,45 6,20 6,54 6,38 6,72 6,04
4 6,38 6,65 6,21 6,45 6,18 6,54 6,37 6,63 6,20
5 6,41 6,66 6,20 6,45 6,16 6,54 6,36 6,53 6,14
6 6,39 6,66 6,20 6,44 6,14 6,55 6,34 6,44 6,03
7 6,38 6,66 6,19 6,44 6,11 6,55 6,33 6,34 6,05
8 6,38 6,67 6,18 6,43 6,10 6,54 6,32 6,30 6,04
9 6,36 6,67 6,17 6,42 6,08 6,54 6,30 6,29 6,17
10 6,36 6,69 6,16 6,42 6,06 6,54 6,29 6,15 6,21
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Tabela B3— Dados brutos: Efeito da concentracdo para as &guas modelos formuladas com

combustiveis, D, B5, B7 em (1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%) (v/v) e 1,1x107

g.cm™ de LESS70 sobre os parametros de fitotoxicidade.

D B5 B7
%C | Gio (%) C+0 (%) 1G+0 0 (%) G0 (%) | C+0(%) IG+0 0 (%) G0 (%) C+d (%) | 1G+d 10 (%)
1 16,7+0,4 5,1+0,1 0,9+0,0 83,3+4,1 26,7+1,0 6,1+0,0 1,7+0,0 73,3+£3,0 30,0+0,0 7,2+0,3 2,1+0,1 70,0+0,0
2 13,3+0,5 4,2+0,1 0,55+0,0 86,7+4,0 26,7+1,2 6,0+0,2 1,6+0,0 73,334 26,7+1,0 6,9+0,2 1,8+0,0 73,3+3,4
3 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100000 [ 00+00 | 00£00 | 00%00 | 100,0+0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
4 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100,000 [ 00+00 | 00£00 | 00%00 | 100,0+0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
5 0,0£0,0 0,0£0,0 00400 | 100,000 | 00+00 | 00£00 | 00%00 | 100,000 0,0£0,0 00£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
6 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 100,0+0,0
7 0,0£0,0 0,0£0,0 00400 | 100000 | 00+00 | 00£00 | 00+00 | 100,000 0,0£0,0 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
8 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00£0,0 | 00+00 | 100,0+0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
9 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100,0£00 | 00+00 | 00£0,0 | 00+00 | 100,000 0,0£0,0 00£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
10 0,040,0 0,0£0,0 00400 | 100000 [ 00+00 | 00£0,0 | 00+00 | 100,0+0,0 0,0£0,0 00400 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
Tabela B4— Dados brutos: Efeito da concentracéo para as aguas modelos formuladas com
combustiveis B10, B20, B30 em (1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%) (v/v) e 1,1x10
2 g.cm” de LESS70 sobre os parAmetros de fitotoxicidade.
B10 B20 B30
¢
%) G+ 0 (%) C+0 (%) 1G+0 10 (%) G+ (%) | C=6(%) 1G+0 10 (%) G+d (%) | Cxd (%) 1G+0 10 (%)
1 | 367+1,63 74403 2,740,1 | 633%31 | 40,0¢17 | 7,700 | 31201 | 60,0427 | 40,0:00 | 7,600 3,0£0,1 60,0+0,0
2 29,5+0,0 6,310,3 19400 | 70,0£00 | 30,0+13 | 64+03 | 09+00 | 867+42 | 30,0600 | 6302 1,9+0,0 70,0+0,0
3 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100000 | 00+00 | 00+00 | 00+00 | 90,043 | 133+06 | 42#02 | 0,55%0,0 86,7+4,2
4 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00:00 | 00£00 | 100000 | 00£00 | 0,000 0,0£0,0 100,00,0
5 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00+00 | 00+00 | 100000 | 00£00 | 0,000 0,0£0,0 100,040,0
6 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00+00 | 00+00 | 100000 | 00400 | 0,0£0,0 0,0£0,0 100,040,0
7 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00+00 | 00+00 | 100000 | 00400 | 00400 0,0£0,0 100,040,0
8 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00:00 | 00£00 | 100000 | 00£00 | 0000 0,0£0,0 100,00,0
9 0,0£0,0 0,0£0,0 00£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00:00 | 00£00 | 100000 | 00£00 | 0,000 0,0£0,0 100,00,0
10 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 | 100,000 | 00+00 | 00+00 | 00+00 | 100000 | 00400 | 0,000 0,0£0,0 100,00,0
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Tabela B5— Dados brutos: Efeito da concentracdo para as &guas modelos formuladas com
combustiveis B40, B50 e B100 em (1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%) (v/v) e
1,1x10® g.cm™ de LESS70 sobre os parametros de fitotoxicidade.

B40 B50 B100
c
(%)
G (%) | C=o(%) 1G+0 B0 (%) | G0 (%) | Cx0(%) | 1G0 | Bd(%) | Gxd(%) | C+d(%) | 1G=0 10 (%)
| | 400:00 | 86200 | 34201 60,0:00 | 43320 | 88:02 | 38+01 | 567+24 | 60,0423 | 20,510 | 12,2406 | 40,017
, | 387£15 | 6001 | 22:01 633:30 | 367+13 | 67:02 | 24:01 | 63331 | 56,7424 | 154%0,7 | 88+00 | 43320
3 | 233t11 | 50402 | 11+0,1 767:34 | 267+11 | 50:02 | 1300 | 73334 | 50,023 | 141+0 | 6503 | 50+23
4 | 200£00 | 42:00 | 084:00 | 80000 | 233£l1 | 4701 | 10900 | 76737 | 467:22 | 115:00 | 54:02 | 533:21
g | 00:00 | 0000 | 00:00 | 1000:00 | 22000 | 4302 | 0,400 | 78000 | 433:20 | 102405 | 43:02 | 567:24
¢ | 00:00 | 00:00 | 00:00 | 1000:00 | 12305 | 42:t01 | 05100 | 87,741 | 40,0:00 | 102:04 | 41102 | 60,0£0,0
2 | 00:00 | 0000 | 00:00 | 1000:00 | 00:00 | 0000 | 00:00 | 100000 | 367¢14 | 97:04 | 35:00 | 633:30
g | 0000 | 00100 | 00:00 | 1000:00 | 0000 | 00:00 | 00:00 | 100000 | 333:L2 | 95:07 | 3201 | 667+33
o | 00:00 | 0000 | 00:00 | 1000:00 | 00:00 | 0000 | 00:00 | 100,000 | 30,013 | 93202 | 28:0.1 | 700%27
0000 | 00£00 | 00:00 | 1000:00 | 00£00 | 00:00 | 00:00 | 100000 | 300:00 | 82+08 | 25:01 | 70,0+0,0

10
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Tabela B6-Dados Brutos: Evolucdo dindmica dos parametros de fitotoxicidade da fase liquida
da mistura reagente para os combustiveis D, B20 e B100 (micro-organismo ndo adaptado: P.
aeruginosa).

D B20 B100
Tempo
©i2s) ' Gioon | croer | 1620 BO(%) | G(%) | Cxo(%) | 160 | Bo(%) | Gra(%) | Cxo(%) 1G+o 10 (%)
0 550£0,6 | 34608 | 19,0+02 | 45006 | 60,0800 | 23,9+11 | 22,410 | 40,0100 | 70,0600 | 22,9¢t09 | 16,0+05 | 30,040,0
5 50,0£0,6 | 233+11 | 11,6405 | 50,0606 | 56,6+2,4 | 22,7400 | 16,6+10 | 433+20 | 60,0600 | 17,5800 | 10501 | 40,040,0
4 450%0,6 | 21,6:10 | 9,704 | 550+0,6 | 50,0+0,0 | 18,9+0,0 | 14,2+0,7 | 50,0400 | 530+23 | 12,1%0,1 6,4:00 | 46,6104
6 403%0,4 | 17,0¢0,7 | 68+03 | 59,604 | 450+0,0 | 151+00 | 6,/04 | 550+0,0 | 50,0+0,0 | 83+0,0 4101 | 50,040,0
g 37,006 | 12304 | 4501 | 63,006 | 400£00 | 151+00 | 7,6200 | 60,000 | 46,6x14 | 57%02 26401 | 53314
10 35604 | 120+0,6 | 4,2+02 | 643+04 | 36614 | 13,8406 | 56%12 | 633+31 | 43310 | 46202 19+00 | 56,6+0,4
, 303%1,1 | 93%00 | 2,8+01 | 69,6+1,1 | 300£00 | 11,3¥00 | 25200 | 70,0+0,0 | 40,0200 | 4,4%0,0 1,700 | 60,0:0,0
1
Tabela B7— Dados Brutos: Evolugéo dindmica dos parametros de fitotoxicidade da fase liquida
da mistura reagente para os combustiveis D, B20 e B100 (micro-organismo ndo adaptado: S.
cerevisiae).
D B20 B100
Tempo
©ias) | o) | croee) | 16t E0(%) | GEa(%) | Cxa%) | 160 | BA(%) | G0 (%) | C0(%) | 1G+o 1+0 (%)
0 450413 | 350+0,0 | 157+0,1 | 550420 | 50,0400 | 20,0¢00 | 10,000 | 50,0£0,0 | 66,6+2,3 | 24,0+1,1 | 159+1,0 | 333+14
2 11,7400 | 23,0402 | 26400 | 88322 | 40,0424 | 12,0420 | 4,80+10 | 60,0+16 | 66,630 | 93+10 | 61+17 | 33304
4 0000 | 00:00 | 00:00 | 1000:00 | 366+20 | 12,0£13 | 43900 | 634+00 | 47,0:00 | 91%13 | 42408 | 53,300
6 0000 | 00:00 | 00:00 | 1000:00 | 30.0£00 | 11,9600 | 35400 | 70,000 | 433+14 | 64%17 | 27406 | 56,6414
8 0000 | 00:00 | 00:00 | 1000:00 | 266:04 | 105:07 | 279:01 | 734%14 | 366+14 | 62409 | 22400 | 63304
10 0000 | 00:00 | 00:00 | 1000:00 | 200£20 | 100:00 | 2,0%02 | 80,0:01 | 333:04 | 47+1,1 | 15:03 | 66,6:02
12 0000 | 00£00 | 0000 | 100000 | 20000 | 102400 | 2,04+0,1 | 80,0:00 | 30,0400 | 44+05 | 13%02 | 70,000
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Estudos preliminares - Micro-organismos adaptados.

Tabela B8— Dados Brutos: Evolugédo dindmica dos parametros de fitotoxicidade da fase liquida
da mistura reagente para os Combustiveis D, B20 e B100 (micro-organismo adaptado: P.
aeruginosa).

D B20 B100
Tempo

@) | o | croon) | 1600 | Booh) | Go@e) | Cro@n) | 160 | BO@R) | Gro@h) | CH) | IG | B
0 60,0:0,0 | 41,6800 | 24,9+00 | 40,000 | 63,324 | 27,0¢17 | 17,0604 | 36,614 | 833+40 | 300:1,4 | 249+00 | 16,6204
) 50,0400 | 358+12 | 17,9402 | 50,0:0,0 | 60,0¢0,0 | 26,0+0,0 | 156+0,0 | 40,0¢0,0 | 70,0800 | 23,8+1,0 | 16,7406 | 30,0+0,0
50,0100 | 21,4%0,6 | 10,7%0,0 | 50,0#0,0 20,0+1,3 | 10,0¢0,0 67.0%30 | 20,810 | 139:03 | 333%l4

4 50,00,0 50,00,0
40,0800 | 17,6x06 | 7,002 | 60,040,0 . 66,6:24 | 65%0,1 432401 | 333%04

6 46,7200 | 192200 | g4, | 53,3200
8 366:10 [ 151200 | 55:02 | 633224 [ 400:00 [ 100:00 [ 60:00 [ =~ ~[ 833229 [ 53:01 3300 | 36614

+0,

10 30,0200 | 11,3+0,0 | 3,400 | 70,0:00 | 380#0,4 | 153%0,7 | 58%0,0 56,6:28 | 5,0%0,0 28401 | 433%2,0

62,0+2,4
26,600 | 10,3%0,0 | 2,73x0,0 | 73,314 | 30,0200 | 8402 | 3,400 46,7+22 | 50%0,0 2300 | 533%20

12 70,020,0

Tabela B9— Dados Brutos: Evolugédo dindmica dos parametros de fitotoxicidade da fase liquida
da mistura reagente para os combustiveis D, B20 e B100 (micro-organismo aclimatado: S.
cerevisiae).
D B20 B100
Tempo

@8s) | Gaow | cro@ | 160 B0 (%) | GEd(%) | Cxo(%) | 1G=0 | Bd(%) | G0 (%) | Cx0(%) | 1G+d 10 (%)
0 56,6+2,0 | 37,8¢0,0 | 21,4400 | 433%14 | 50,0+00 | 165+00 | 825+0,0 | 50,000 | 70,0+0,0 | 23,404 | 16,3*3,0 | 30,0¢0,0
2 50,0¢0,0 | 252+0,6 | 12,6402 | 50,000 | 46,6+00 | 12,7400 | 591+0,0 | 534+0,0 | 60,0+0,0 | 22,4+0,1 | 13,4+2,0 | 40,0+0,0
4 43,3+0,4 13,8+0,6 5,940,1 56,6+2,4 43,0+0,4 11,4+1,0 4,900,3 57,0+0,4 53,0+1,4 22,1+0,3 11,716 46,6+4,4
6 30,0£0,0 | 10002 | 3001 | 70000 | 30,0400 | 109+00 | 327400 | 70000 | 50,0:00 | 212400 | 10,6204 | 50,000
8 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 100,0+0,0 30,0¢0,0 | 10,1#0,0 | 3,03+0,0 | 70,0£0,0 | 46,6+0,4 12,7+0,2 5,9+1,0 53,3+1,4
10 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 100,0+0,0 26,6+0,0 9,8+0.4 2,60£0,0 73,414 43,3+0,0 8,4+0,1 3,6+0,8 56,6+0,4
12 00400 | 00+00 | 0000 | 1000£0.0 | 220+0,0 | 93+00 | 2,04+0,0 | 80,000 | 333+04 | 83:00 | 27+00 | 66,6+1,9
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Tabela B10-Dados brutos: Evolugdo dindmica dos parametros de fitotoxicidade da fase

liquida da mistura reagente para o B100 (Ensaio 1).

B100
Tempo (dias) | G+ 0 (%) C+0 (%) IG+0 10 (%)
0 96,0+1,0 11,4+0,4 | 10,9+0,3 4,0+0,4
3 92,0+0,0 11,2+0,4 | 10,3+0,0 | 8,0+0,0
7 90,0+0,0 11,0+0,0 9,9+0,0 10,0+0,5
12 80,0+0,00 | 10,3+0,1 | 8,2#0,3 | 20,0+0,0
17 76,6+1,2 9,0+0,2 6,9+0,1 | 23,3+0,3
22 70,0+0,0 7,5+0,0 5,2+0,2 30,0+0,0
27 66,6+0,6 6,9+0,1 4,6+0,0 | 33,310
34 63,3+1,1 6,3+0,2 4,0+0,0 | 36,6+0,2
41 60,0+0,0 6,1+0,1 3,7+0,0 40,0+0,0
48 56,6+0,5 6,0+0,2 3,4+0,1 | 43,310,2
55 50,0+0,0 5,5+0,1 2,7+0,0 | 50,0+0,0
62 46,6+0,8 5,3%0,2 2,4+0,2 53,3+0,0
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Tabela B11 —Dados brutos: Evolucao dindmica dos parametros de fitotoxicidade da fase
liquida da mistura reagente para o B100 (Ensaio 2).

B100

Tempo (dias) G500 [ Czo0 (%) | 1G£0 | I+ (%)
0 96,604 | 134+04 | 12,0302 | 33%0,0
3 933+14 | 11,3:04 | 105+04 | 6,640,
7 86,6:0,0 | 11,0000 | 9,5#0,0 | 13,3%05
12 833:04 | 105203 | 8,704 | 16,6+05
17 76,6201 | 94+0,1 | 7,2403 | 23,3%0,0
22 733%0,6 | 7,703 | 56%0,1 | 26,600
27 66,601 | 7,201 | 47+02 | 333%0,0
34 63,309 | 6501 | 41%0,1 | 36,6+L6
41 60,0:0,0 | 6300 | 3,700 | 40,0£0,0
48 56,6:1,0 | 6201 | 35:0,1 | 433%L4
55 53304 | 5802 | 3,1%0,1 | 46,619
62 533:0,8 | 5501 | 2,700 | 46,6£0,0

Tabela B12—Dados brutos: Evolugéo dinamica dos parametros de fitotoxicidade

da fase liquida da mistura reagente para o B20 (Ensaio 3).

B20
Tempo (dias) | G+ 0 (%) C+0 (%) IG+0 [0 (%)

0 60,0+0,0 | 11,9+0,0 | 7,100 | 40,0+0,0
3 56,6+2,4 | 10,8+0,0 | 6,1+0,4 | 433+14
7 433+14 | 91#0,0 | 3,9+04 | 56,6+1,0
12 33,3+0,3 | 82+0,0 | 2,703 | 66,614
17 30,0400 | 7,84#0,0 | 2,3+0,0 | 70,000,0
22 20,0400 | 4,2+0,1 | 0,8+0,0 | 76,66+1,2
21 0,040,0 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
34 0,040,0 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
41 0,00,0 0,0+0,0 | 0,0£0,0 | 100,0+0,0
48 0,040,0 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0
55 0,00,0 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 100,0+0,0
62 0,040,0 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 100,0+0,0




Tabela B13- Dados brutos: Evolucéo dindamica dos parametros de fitotoxicidade
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da fase liquida da mistura reagente para o B100 (Ensaios sob a velocidade de agitacéo a

750 rpm e 2000 rpm).
B100
Tempo 750 rpm 2000 rpm

(segundos) G+ 0 (%) 1+0 (%) | C+0 (%) [0 (%)
0 4,5+0,0 40,0+0,0 3,9+0,0 40,0+0,0
300 4,0+0,1 45,0400 | 4.0£0,0 40,0+0,0
600 4,1%0,0 50,0£0,0 | 3,8%0,0 53,3+0,3
900 3,840.,5 52,0+0,1 3,4+0,0 53,3+%0,5
1.200 3,50,0 53,5+0,3 2,9+0,0 55,0+0,0
1.800 3,3+0,8 552400 | 42+0,0 56,7+0,8
3.000 3,4+0,0 55,0+0,3 3,5+0,0 60,0+0,0
4.800 3,1%0,2 57,2+0,0 1,1+0,0 50,0+0,5
7.200 3,240,1 60,0406 | 2,800 56,7+0,3
10.200 3,1+0,0 62,0+0,9 3,1+0,0 60,0+0,2
13.800 3,240,0 64,0+0,0 3,2+0,0 65,0+0,0
18.000 3,020,0 66,7404 | 3,8+0,0 55,0+0,1
22.800 3,5+0,0 72,8+0.5 4,5+0,0 46,7+0,2
28.200 3,1+0,0 74,0+0,0 3,5+0,0 36,710,1
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Tabela C1-Dados brutos: Densidade 6tica da suspensdo microbiana a 600 nm (D.O.ggomm) €

nimero de células viaveis/cm® para a P. aeruginosa e S. cerevisiae.

Tempo P. aeruginosa S. cerevisiae

(horas) D.O.* | UFC.cm™ |In(UFC.cm®) | D.O.* | UFC.cm™ |In (UFC.cm™)
0 0,04 1,00E+04 9,21 0,08 | 1,00E+04 9,21
2 0,043 | 1,00E+04 9,21 0,09 | 1,20E+04 9,39
4 0,05 2,00E+04 9,90 0,11 | 1,70E+04 9,74
5 0,07 5,00E+04 10,82 0,14 | 2,00E+05 12,21
6 0,107 | 8,00E+05 13,59 0,2 8,00E+05 13,59
7 0,14 | 3,00E+06 14,91 0,23 | 4,00E+06 15,20
8 0,2 9,00E+06 16,01 0,26 | 1,00E+07 16,12
9 0,31 2,00E+07 16,81 0,284 | 1,30E+07 16,38
10 0,33 5,70E+07 17,86 0,34 1,00E+07 16,12
11 0,385 | 6,40E+07 17,97 0,35 | 2,60E+06 14,77
12 0,396 | 2,15E+07 16,88 0,36 | 3,00E+05 12,61
13 0,4 2,00E+06 14,51 0,36 | 1,00E+05 11,51

*comprimento de onda 600nm
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Estudos preliminares - Micro-organismos ndo adaptados.

Tabela C2— Dados Brutos: Evolugédo dindmica da concentracdo de biomassa em fase
liquida usando P. aeruginosa e S. cerevisiae ndo adaptados. (Sistemas: H,0-D; H,0-B20; H,O-
B100).

Concentracdo (UFC.cm™)
Tempo . —
] P. aeruginosa S. cerevisiae
(dlias) D B20 B100 D B20 B100

0 5,00E+07 6,00E+07 6,20E+07 3,00E+07 | 4,20E+07 5,00E+07
2 5,20E+07 6,10E+07 6,30E+07 4,00E+07 5,00E+07 6,00E+07
4 5,50E+07 6,30E+07 5,30E+07 5,20E+07 5,30E+07 5,50E+07
6 5,10E+06 5,60E+06 6,00E+06 5,10E+06 5,00E+06 5,40E+06
8 4,00E+06 5,30E+06 5,00E+06 4,00E+06 5,00E+06 5,00E+06
10 1,00E+06 5,00E+06 4,00E+06 3,00E+06 4,60E+06 2,00E+06
12 6,70E+05 | 4,00E+05 | 2,00E+05 | 7,00E+05 | 4,00E+05 | 3,00E+05

Estudos preliminares - Micro-organismos adaptados.

Tabela C3— Dados Brutos: Evolugdo dindmica da concentracdo de biomassa em fase
liquida usando P. aeruginosa e S. cerevisiae adaptados (Sistemas: H,O-D; H,0-B20; H,O-
B100).

Concentracdo (UFC.cm™)
Tempo : —
(dias) P. aeruginosa S. cerevisiae
D B20 B100 D B20 B100

0 3,30E+07 | 5,20E+07 | 2,00E+07 | 3,00E+07 | 6,20E+07 | 1,00E+07
2 5,70E+07 | 6,00E+07 | 3,20E+07 | 5,00E+07 | 8,00E+07 | 2,20E+07
4 450E+07 | 3,60E+07 | 4,00E+07 | 4,00E+07 | 4,30E+07 | 4,00E+07
6 5,70E+06 | 3,00E+06 | 5,60E+06 | 3,20E+06 | 4,60E+06 | 6,60E+06
8 4,00E+06 | 2,00E+06 | 3,40E+06 | 3,00E+06 | 4,00E+06 | 5,00E+06
10 3,00E+06 | 2,00E+06 | 1,00E+06 | 3,00E+06 | 2,00E+06 | 4,00E+06
12 6,00E+05 | 3,00E+05 | 1,00E+05 | 500E+05 | 3,00E+05 | 2,00E+05




P. aeruginosa adaptada ao B100 / B100 / T= 30 °C / biorreator, a 250 rpm.
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Tabela C4-Dados Brutos: Evolucdo dindmica da concentracdo de biomassa em fase

liquida usando P. aeruginosa adaptada. (Sistema: H,0-B100).

Tempo Concentracéo

(dias) (UFC.cm™®)
0 3,00E+07
3 3,70E+07
7 5,00E+07
12 7,80E+06
17 6,00E+06
22 5,70E+06
27 8,00E+05
34 5,70E+05
41 5,00E+05
48 3,00E+05
55 4,00E+04
62 2,50E+04
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Tabela C5- Dados Brutos: Evolugédo dindmica da concentracdo de biomassa em fase

liquida usando P. aeruginosa adaptada (C:N 50:1). (Sistema: H,0-B100).

Tempo Concentracéo

(dias) (UFC.cm™®)
0 1,00E+07
3 5,00E+07
7 5,30E+07
12 3,00E+07
17 7,30E+06
22 6,00E+06
27 1,80E+06
34 1,00E+06
41 6,70E+05
48 5,70E+05
55 5,00E+05
62 2,00E+04
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Tabela C6— Dados Brutos: Evolucédo dindmica da concentracdo de biomassa em fase

liquida usando P. aeruginosa adaptada (C:N 50:1). (Sistema: H,0-B20).

Tempo Concentracéo

(dias) (UFC.cm™®)
0 2,00E+07
3 3,00E+07
7 6,30E+07
12 6,00E+06
17 3,00E+06
22 1,90E+06
27 1,00E+06
34 5,00E+05
41 4,10E+05
48 2,70E+05
55 4,20E+04
62 1,00E+04
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APENDICE D: pH

Estudos preliminares - Micro-organismos ndo adaptados.

Tabela D1- Dados Brutos: Evolucao dindmica do pH em fase liquida usando P.
aeruginosa e S. cerevisiae ndo adaptados (Sistemas: H,0-D; H,0-B20; H,0-B100).

Tempo . pH —
(dias) P. aeruginosa S. cerevisiae
D B20 B100 D B20 B100
0 6,30 6,00 6,10 6,34 6,20 6,33
2 6,06 5,88 5,98 5,98 5,70 6,10
4 6,00 5,57 5,77 5,04 5,20 5,78
6 5,95 5,50 5,35 5,00 5,05 5,05
8 541 5,36 5,29 5,00 4,77 4,93
10 5,30 5,22 5,20 4,85 4,50 4,70
12 5,10 5,00 4,20 4,44 4,40 4,29

Estudos preliminares - Micro-organismos adaptados.

Tabela D2— Dados Brutos: Evolucao dindmica do pH em fase liquida usando P.
aeruginosa e S. cerevisiae adaptados (Sistemas: H,O-D; H,0-B20; H,0-B100).

Tempo . pH —
(dias) P. aeruginosa S. cerevisiae
D B20 B100 D B20 B100
0 6,68 6,42 6,90 6,86 6,58 6,13
2 6,34 5,63 6,67 6,80 5,82 574
4 6,16 5,61 5,73 6,76 5,77 5,70
6 5,94 5,33 5,60 6,51 5,50 5,67
8 5,81 5,20 5,29 6,00 5,10 5,55
10 5,49 5,08 521 5,45 5,00 5,09
12 5,00 4,70 4,55 5,01 4,86 4,47




Tabela D3- Dados Brutos: Evolucao dinamica do pH da fase liquida usando P.
aeruginosa adaptada. (Sistema: H,O-B100).

Tempo

(dias) PH
0 6,50
3 6,30
! 6,10
12 6,00
17 5,89
22 5,72
21 5,70
34 5,50
41 5,40
48 5,25
% 4,90
62 4,70

Tabela D4— Dados Brutos: Evolucéo dindmica do pH da fase liquida usando P.
aeruginosa adaptada (C:N 50:1). (Sistema: H,O-B100).

Tempo
(dias) PH
0 6,50
3 6,01
7 6,00
12 5,93
17 5,72
22 5,70
27 5,58
34 5,10
41 5,00
48 4,37
55 4,10
62 3,50
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Tabela D5- Dados Brutos: Evolucdo dindmica do pH da fase liquida usando P.
aeruginosa adaptada (C:N 50:1). (Sistema: H,O-B20).

Tempo

(dias) PH
0 6,34
3 6,01
7 6,00
12 5,77
17 5,71
22 5,70
27 5,67
34 5,59
41 5,50
48 5,23
55 5,00
62 4,70
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APENDICE E
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B100 (5%) / Fotorreator anular fotolisado a 254 nm, sob agitacéo orbital 750 rpm.

Tabela E7— Dados Brutos: Dados Brutos: Evolucdo dindmica do pH, relacdo

DQO/DBOs da fase liquida. (Sistema: H,0-B100).

Tempo
(segundos) pH DQO. (DBO:) **

0 6,00 16,69
300 5,80 28 4
600 5,00 29 42
900 478 2331
1.200 4,70 22,76
1.800 4,66 24.04
3.000 4,56 25,44
4.800 454 2119
7.200 4,44 42,71
10.200 4,37 37.12
13.800 4,30 22,65
18.000 428 3761
22.800 4,00 40,84
28.200 35 4715
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B100 (5%) / Fotorreator anular fotolisado a 254 nm, sob agitacéo orbital 2000

rpm.

Tabela E9— Dados Brutos: Evolucéo dindmica do pH, relagdo DQO/DBOs da fase
liquida. (Sistema: H,O-B100).

Tempo
(segundos) oH | PRO: (DBOs) ™*

0 6,40 41,65
>0 6,28 11,46
o0 6.15 12,27
70 6.05 761
1.200 6,00 552
1.800 5,75 6 13
3.000 5,68 502
899 260 11,84
2% 2,50 13,94
10200 | 547 059
13800 | 540 021
18000 | 536 057
22800 | 5,00 795
28200 | 4,90 e
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APENDICE F: Teor de Esteres Totais e Concentracéo de ésteres de acidos graxos.

Tabela F1- Dados brutos: Perfis dindmicos do teor em area dos principais EMAG
presentes na mistura ao longo do processo de biodegradacdo do B100 (Ensaio 2).

Tempo Teor em massa dos EMAG [%] Teor total em massa
(dias) dos EMAG [%]
C14:0 | C16:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | C20:0
0 0,80 | 24,95 | 0,46 | 11,54 | 58,94 | 2,29 | 0,69 99,67
3 0,00 | 21,32 | 0,56 | 15,61 | 58,60 | 2,72 | 0,82 99,63
7 0,00 | 21,61 | 0,66 | 1558 | 58,32 | 2,71 | 0,80 99,68
12 0,66 | 15,76 | 0,63 | 19,87 | 58,39 | 3,28 | 0,65 99,61
17 0,92 | 16,16 | 0,64 | 20,43 | 57,68 | 3,21 | 0,36 99,4
22 0,01 | 1551 | 0,64 | 22,01 | 57,1 | 328 | 0,61 99,85
27 0,10 | 16,78 | 0,83 | 0,02 | 22,75 | 3,49 | 0,58 45,29
34 0,07 | 13,47 | 0,77 | 2553 | 549 | 3,79 | 0,65 99,83
41 3,97 | 21,81 | 2577 | 2,47 | 2486 | 59 | 0,11 84,95
48 0,00 | 17,39 | 1,32 | 0,00 | 29,97 | 573 | 1,10 56,87
55 0,00 | 800 | 0,85 | 351 | 40,63 | 4,26 0,0 88,84
62 0,00 | 869 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,0 8,69

Tabela F2— Dados brutos: Perfis dindmicos do teor em area dos principais EMAG
presentes na mistura ao longo do processo de biodegradagdo do B100 (Ensaio 1).

Tempo Teor em massa dos EMAG [%] Teor total em massa
(dias) dos EMAG [%]
C14:0 | C16:0 | C18:0 | C18:1 [ C18:2 | C18:3 | C20:0

0 0,89 | 2591 | 0,52 | 11,00 | 58,20 | 2,56 | 0,78 99.86

3 0,00 | 23,00 | 0,63 | 14,47 | 58,10 | 2,50 | 0,60 99.30

7 0,00 | 21,19 | 0,74 | 15,44 | 58,00 | 3,00 | 0,69 99,06
12 054 | 17,63 | 4,00 | 18,00 | 54,80 | 2,40 | 0,60 98,19
17 1,03 | 18,08 | 0,72 | 21,00 | 54,00 | 2,20 | 0,41 97,44
22 0,01 | 17,36 | 0,72 | 20,62 | 56,00 | 3,67 | 0,69 99,85
21 0,11 | 18,78 | 0,92 | 0,02 | 2546 | 3,91 | 0,65 50,68
34 0,08 | 14,07 | 0,86 | 20,57 | 58,00 | 4,24 | 0,73 99,28
41 0,00 | 20,40 | 28,84 | 2,76 | 27,81 | 6,67 | 0,12 86,60
48 0,00 | 1945 | 1,48 | 0,00 | 3353 | 6,41 | 1,23 62.10
55 0,00 | 855 | 0,95 | 39,27 | 4547 | 4,77 | 0,00 99,01
62 0,00 | 9,72 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 9,72
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B100 (5%) / Fotorreator anular fotolisado a 254 nm, sob agitacdo orbital 2000

rpm.

Tabela F3— Dados Brutos: Perfis dindmicos do teor em massa dos principais EMAG presentes
na mistura ao longo do processo de degradacdo do B100.

Teor em massa dos EMAG

Tempo [%] Teor total em massa
(segundos) dos EMAG [%]
C14.0 | C16:0 | C18:.0 | C18:1 | C18:2
0 2,60 28,17 2,71 14,47 52,05 100,00
300 0,00 6,42 0,00 3,56 12,68 29 66
600 0,00 8,33 0,78 4,40 15,49 2900
900 0,00 14,27 1,42 7,70 27,63 5102
1.200 0,00 19,29 2,16 11,86 42,40 7571
1.800 0,00 2,49 0,71 1,44 5,04 968
3.000 0,00 9,52 0,84 4,69 16,69 31,74
4.800 0,00 18,66 1,82 9,98 35,80 66.26
7.200 0,00 7,75 0,98 5,27 18,68 32,68
10.200 0,00 6,58 0,00 3,58 12,34 225
13.800 0,00 9,97 0,91 5,26 18,71 34,85
18.000 0,00 7,10 0,66 3,67 12,87 243
22.800 0,00 5,04 0,00 2,66 9,27 16.97
28.200 0,00 3,92 0,00 2,02 6,72

12,66
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B100 (5%) / Fotorreator anular fotolisado a 254 nm, sob agitacéo orbital 750 rpm.

Tabela F4— Dados Brutos: Perfis dindmicos do teor em massa dos principais EMAG presentes
na mistura ao longo do processo de degradacdo do B100.

Teor em massa dos EMAG

Tempo [9%] Teor total em massa
0
(segundos) dos EMAG [%]
C14:0 | C16:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 [ C20:0

0 0,70 | 24,95 | 0,40 | 11,40 | 59,94 | 2,00 | 0,59 100,00
300 0,00 | 21,15 | 050 | 1511 | 59,62 | 2,62 | 0,82 99,81
600 0,00 | 2095 | 050 | 1551 | 59,34 | 2,71 | 0,70 99,71
900 066 | 1511 | 063 | 19,88 | 59,41 | 3,28 | 0,60 99,95
1.200 092 | 1561 | 064 | 19,13 | 58,70 | 321 | 0,36 98,58
1.800 001 | 1552 | 064 | 22,01 | 57,12 | 3,28 | 0,61 99,90
3.000 010 | 16,79 | 0,83 | 0,02 | 22,76 | 3,49 | 0,58 45,32
4.800 0,07 | 13,47 | 0,77 | 2554 | 54,38 | 3,79 | 0,65 99,33
7.200 3,97 | 21,81 | 2578 | 2,47 | 24,86 | 596 | 0,11 84,96
10.200 0,00 | 17,39 | 1,32 | 0,00 | 29,98 | 573 | 1,10 56,88
13.800 000 | 801 | 085 | 3511 | 40,64 | 426 | 0,00 89,16
18.000 0,00 | 869 | 000 | 000 | 000 | 0,00 | 0,00 8,69
22.800 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,05 | 0,01 0,06
28.200 0,00 | 002 | 000 | 005 | 000 | 001 | 0,00 0,08
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Tabela Al- Especificacdo do biodiesel segundo Regulamento Técnico ANP N° 3/2014.

. - Método
Propriedade Unidade | Limite ABNT/NBR | ASTMD | EN/ISO
Aspecto - LIl (1) (2 - - -
Massa especifica a 20° C kg/m® 850-900 7148 1298 EN ISO 3675
14065 4052 EN ISO 12185
Viscosidade Cinemética a 40°C mm?/s 3,0-6,0 10441 445 EN ISO 3104
Teor de dgua, max. mg/kg 200,0 (3) - 6304 EN ISO 12937
Contaminacdo Total, max.(13) mg/kg 24 15995 - EN 1SO 12662 (5)
Ponto de fulgor, min. (4) °C 100,0 14598 93 EN ISO 3679
Teor de éster, min. % massa 96,5 15764 - EN 14103 (5)
Cinzas sulfatadas, max.(6) % massa 0,020 6294 874 EN ISO 3987
Enxofre total, max. ma/kg 10 15867 5453 EN 1SO 20846
EN ISO 20884
Sédio + Potéssio, max. mg/Kkg 5 15554 - EN 14108 (5)
15555 EN 14109 (5)
15553 EN 14538 (5)
15556
Calcio + Magnésio, max. mg/Kg 5 15553 - EN 14538 (5)
15556
Fasforo, méx. (7) mg/kg 10 15553 4951 EN 14107 (5)
EN 16294 (5)
Corrosividade ao cobre, 3h a 50°C, | - 1 14359 130 EN 1SO 2160
max. (6)
Numero Cetano (6) - Anotar - 613 EN ISO 5165
6890 (8)
Ponto de entupimento de filtro a frio, | °C 9 14747 6371 EN 116
max.
Indice de acidez, max. mg 0,50 14448 664 -
KOH/g - - EN 14104 (5)
Glicerol livre, max. % massa 0,02 15771 6584 (5) EN 14105 (5)
15908 (5) - EN 14106 (5)
Glicerol total, max.(10) % massa 0,25 15344 6584 (5) EN 14105 (5)
15908 (5) -
Monoacilglicerol, méx. % massa 0,7 15342 (5) 6584 (5) EN 14105 (5)
15344
15908 (5)
Diacilglicerol, max. % massa 0,20 15342 (5) 6584 (5) EN 14105 (5)
15344
15908 (5)
Triacilglicerol, max. % massa 0,20 15342 (5) 6584 (5) EN 14105 (5)
15344
15908 (5)
Metanol e/ou etanol, méax. % massa 0,20 15343 - EN 14110 (5)
indice de iodo g/100g Anotar - - EN 14111 (5)
Estabilidade a oxidagdo a 110°C, | h 6 (12) - - EN 14112 (5)

min. (11)

EN 15751 (5)

Fonte: ANP (2014).
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Notas:(1) Limpido e isento de impurezas, com anotacdo da temperatura de ensaio. Em caso de disputa, o
produto sé podera ser considerado como ndo especificado no Aspecto, caso 0s parametros teor de agua
e/ou contaminacdo total estejam ndo conformes. (2) Para efeito de fiscalizacdo, nas autuacbes por ndo
conformidade no Aspecto, deverdo ser realizadas as analises de teor de dgua e contaminacdo total. O
produto serd reprovado caso pelo menos um desses dois Ultimos parametros esteja fora de
especificacdo.(3) Para efeito de fiscalizacdo, nas autuacdes por ndo conformidade, serd admitida variacdo
de +50 mg/kg no limite do teor de agua no biodiesel para o produtor e de +150 mg/kg para o
distribuidor.(4) Quando a analise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130°C, fica dispensada a
analise de teor de metanol ou etanol.(5) Os métodos referenciados demandam validagéo para os materiais
graxos ndo previstos no método e rota de producao etilica.(6) Estas caracteristicas devem ser analisadas
em conjunto com as demais constantes da Tabela de Especificagdo a cada trimestre civil. Os resultados
devem ser enviados a ANP pelo Produtor de biodiesel, tomando uma amostra do biodiesel comercializado
no trimestre e, em caso de neste periodo haver mudanca de tipo de material graxo, o Produtor devera
analisar nmero de amostras correspondente ao nimero de tipos de materiais graxos utilizados. (7) Em
caso de disputa, deve ser utilizado o método EN 14107 como referéncia.(8) O método ASTM D6890
podera ser utilizado como método alternativo para determinacdo do numero de cetano.(9) Limites
conforme Tabela Il. Para os estados ndo contemplados na tabela o ponto de entupimento a frio
permanecerd 19°C. (10) Podera ser determinado pelos métodos ABNT NBR 15908, ABNT NBR 15344,
ASTM D6584 ou EN14105, sendo aplicavel o limite de 0,25% em massa. Para biodiesel oriundo de
material graxo predominantemente laurico, deve ser utilizado método ABNT NBR 15908 ou ABNT NBR
15344, sendo aplicavel o limite de 0,30% em massa (11) O limite estabelecido devera ser atendido em
toda a cadeia de abastecimento do combustivel. (12) A estabilidade & oxidagdo a 110 °C tera seu limite
minimo de 8 horas, a partir de 1° de novembro de 2014. (13) Devera ser utilizada somente a versdo da
norma de 1998 ou 2008 (EN 12662:1998 ou EN 12662:2008)



Tabela A2— Propriedades fisico-quimicas do 6leo diesel. Fonte: ANP, 2013.
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CARACTERISTICA (1) UNIDADE LIMITE METODO
TIPOAeB ABNT | ASTM/EN
NBR
S10 S500
Aspecto (2) (22) (23) - Limpido e isento de 14954 D4176
impurezas
(Nota)
Cor - 3 Vermelho
(4)
Cor ASTM, max. (5) - 3,0 14483 D1500
D6045
Teor de biodiesel (6) % volume ) 15568 EN 14078
Enxofre total, max. (21) mg/kg 10,0 (8) - - D2622
D5453
D7039
D7212 (9)
D7220
- 500 14533 D2622
9) D4294 (9)
D5453
D7039
D7220
(Nota)
Destilacdo
10% vol., recuperados, min. °C 180,0 Anotar 9619 D86
50% vol., recuperados 2450a 2450a
295,0 310,0
85% vol., recuperados, max. - 360,0
90% vol., recuperados - Anotar
95% vol., recuperados, max. 370,0 -
Massa especifica a 20°C kg/m3 815,0 a 815,0 a 7148 D1298
850,0 8650 14065 D4052
(10)
Ponto de fulgor, min. °C 38,0 7974 D56
14598 D93
D3828
D7094
(Nota)
Viscosidade Cinemética a 40°C mm?/s 2,0a45 2,0a5,0 10441 D445
Ponto de entupimento de filtro a frio, max. °C (11) 14747 D6371

Ndmero de cetano, min. ou Nimero de

48 42 (12)

- D613
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cetano derivado (NCD), min. D6890
D7170
Residuo de carbono Ramsbot-tom no % massa 0,25 14318 D524
residuo dos 10% finais da destilacdo, max.
Cinzas, max. % massa 0,010 9842 D482
Corrosividade ao cobre, 3h a 50°C, max - 1 14359 D130
Teor de Agua (13), max. mg/kg 200 500 - D6304
EN ISO
12937
Contaminacdo total (14), max. mg/kg 24 - - EN 12662
Agua e sedimentos, max. (14) % volume - 0,05 - D2709
(Nota)
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos % massa 11 - - D5186
(9) (15), max. D6591
EN 12916
(Nota)
Estabilidade a oxidacdo (15), max. mg/100mL 2,5 - - D2274
17)
D5304
17
indice de Acidez (24) mg KOH/g Anotar - 14248 D664
D974
(Nota)
Lubricidade, max. pum (18) 1SO 12156
D6079
Condutividade elétrica, min. (19) pS/m 25 25 (20) - D2624
- D4308

*Resolucdo ANP 50 (23/12/2013).
Nota:

A Resolugdo ANP n° 69, de 23.12.2014 — DOU 24.12.2014 - Efeitos a partir de 24.12.2014

acrescentou na caracteristica Ponto de Fulgor desta Tabela o método D7094.
A Resolugdo ANP n° 69, de 2’3.12.2014 —DOU 24.12.2014 - Efeitos a partir de 24.12.2014
acrescentou na caracteristica Indice de Neutralizacdo desta Tabela 0 método D664

(1) Poderdo ser incluidas nesta especificacdo outras caracteristicas, com seus respectivos limites, para
oleo diesel obtido de processo diverso de refino e processamento de gas natural ou a partir de matéria
prima distinta do petréleo.

(2) Devera ser aplicado o procedimento 1 para cada método.

(3) Usualmente de incolor a amarelada, podendo apresentar-se ligeiramente alterada para as tonalidades
marrom e alaranjada devido a coloragéo do biodiesel.

(4) O corante vermelho, especificado conforme a Tabela Il1, devera ser adicionado no teor de 20 mg/L de
acordo com o artigo 12.

(5) Limite requerido antes da adi¢cdo do corante.

(6) Aplicavel apenas para o dleo diesel B.

(7) No percentual estabelecido pela legislacdo vigente. Serd admitida variacdo de + 0,5 % volume. A
norma EN 14078 é de referéncia em caso de disputa para a determinacgdo do teor de biodiesel no 6leo
diesel B.
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(8) Para efeito de fiscalizacdo nas autuacfes por ndo conformidade, serd admitida variacdo de +5 mg/kg
no limite da caracteristica teor de enxofre do 6leo diesel B S10, nos segmentos de distribuicdo e revenda
de combustiveis.

(9) Aplicéavel apenas para 6leo diesel A.

(10) Seré4 admitida a faixa de 815 a 853 kg/m® para o 6leo diesel B.

(11) Limites conforme Tabela II.

(12) Para o 6leo diesel A, alternativamente, fica permitida a determinacéo do indice de cetano calculado
pelo método ASTM D4737, quando o produto ndo contiver aditivo melhorador de cetano, com limite
minimo de 45. No caso de o resultado ser inferior a 45, o ensaio de nimero de cetano devera ser
realizado. Quando for utilizado aditivo melhorador de cetano, esta informacdo devera constar no
Certificado da Qualidade.

(Nota)

(13) Aplicavel na producéo e na importacdo do 6leo diesel A S10 e A S500 e a ambos os 6leos diesel B
na distribuicao.

(Nota)

(14) Aplicavel na importacdo, antes da liberagdo do produto para comercializagéo.

(15) Os resultados da estabilidade a oxidacdo e dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos poderdo ser
encaminhados ao distribuidor até 48 h ap6s a comercializagdo do produto de modo a garantir o fluxo
adequado do abastecimento. A partir de 1° de janeiro de 2015, o resultado do teor hidrocarbonetos
policiclicos arométicos deveré constar no Certificado da Qualidade no ato da comercializacéo do produto.
(16) Excluida.

(Nota)

(17) Os métodos ASTM D2274 e D5304 aplicam-se apenas ao 6leo diesel A.

(18) Podera ser determinada pelos métodos 1SO 12156 ou ASTM D6079, sendo aplicaveis os limites de
460 pm e 520 pm, respectivamente. A medicdo da lubricidade deverd ser realizada em amostra com
biodiesel, no teor estabelecido pela legislagdo vigente, em conformidade com o § 9° do Art. 9°.

(19) Limite requerido no momento e na temperatura do carregamento/bombeio do combustivel pelo
produtor, importador e distribuidor. Para o dleo diesel A S500 devera ser informado no Certificado da
Qualidade a concentracdo de aditivo antiestatico adicionada.

(20) A condutividade elétrica serd determinada em amostra composta constituida da mistura de aditivo
antiestatico mais corante com o produto a ser comercializado. O teor de corante nesta amostra devera
estar conforme o indicado na Tabela Ill.

(21) Em caso de disputa, a norma ASTM D5453 devera ser utilizada.

(Nota)

(22) Em caso de disputa, o produto sera considerado como nédo especificado na caracteristica Aspecto,
caso a0 menos um entre 0s parametros teor de dgua e agua e sedimentos, para o éleo diesel S500, e um
entre os parametros teor de &gua e contaminacao total, para o 6leo diesel S10, esteja ndo conforme.

(Nota)

(23) Para efeito de fiscalizagéo, nas autuac6es por ndo conformidade no Aspecto, deverdo ser realizadas
as analises de teor de a4gua e agua e sedimentos, para o 0leo diesel S500, ou teor de &gua e contaminagdo
total, para o 6leo diesel S10. O produto sera reprovado caso ao menos um desses parametros esteja fora
de especificacao.

(Nota)

(24) Em caso de disputa, a norma ASTM D974 devera ser utilizada.

(Nota)
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Tabela A2— Certificado de ensaio 6leo diesel S500. Fonte: Petrobras Transportes S.A.

- Método | Especificacao Resultado Unidade

Caracteristica
Aspecto D 4176 PASS (1) PASS N/A
Cor VIS 000 INAM (2) INAM N/A
Cor ASTM D 1500 3,0 max. L15 N/A
10% Recuperados D 86 Anotar 167,7 °C

°C
50% Recuperados D 86 245,02 310,0 257,0

°C
85% recuperados D 86 360,0 méx. 343,2

°C
90% recuperados D 86 Anotar 362,0
Enxofre total D 4294 500 max. 404 mg/kg
Massa especifica 20 GC D 4052 815,0 a 865,0 841,3 Kg/m?
\élécosmade cinemética a 40 D 445 20250 2,444 mm?/s
g%rroswldade ao cobre, 3h 50 D 130 1 méx. 1A N/A
Ponto de entupimento D 6371 7 max. 3 °C
Cinzas D 482 0,010 méx. <0,0010 % massa

5 —

RCR nos 10% finais da | p )y 0,25 mAx. 0,10 % massa
destilacdo
Numero cetano - NCD D 6890 42 min. 44,0 N/A
Ponto de fulgor D 93 38,0 min. 44,0 °C
Condutividade elétrica D 2624 25 min. (3) 180 pS/m
Temperatura observada D 2624 Anotar 19,7 °C

Notas:

Todos os limites especificados sdo valores absolutos de acordo com a norma ASTM E 29.
Cor vermelha- Corante adicionado na entrega do produto.
-Resolucdo ANP n° 50 de 23 Dezembro de 2013 -DOU 24.12.13.
(1) PASS (PASSA) = Limpido e isento de impurezas.
(2) INAM = Incolor a amarelada, isenta de corantes.

(3) Aditivo melhorador de condutividade elétrica adicionado na concentragdo de 2,0 mg/L.



