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RESUMO

O biodiesel (ésteres mono alquila) € um combustivel de queima limpa obtido pela transesterificacdo de 6leos
vegetais ou gorduras animais e possui como principal vantagem ambiental o fato de ser renovével,
biodegradével e ndo téxico. Neste estudo, avaliou-se a biodegradacdo do biodiesel puro (B100) de mamona
em &guas superficiais (baixa concentracdo de nutrientes) em microcosmos aerébicos e anaerdbicos, com e sem
a adicdo de inéculo bacteriano (lodo ativado). Foram feitas andlises periddicas dos microcosmos por
cromatografia gasosa, avaliando a variagdo da concentragdo do éster ricinoleato de metila, que representa 76%
da composicdo do biodiesal utilizado. Como resultado, observou-se que em condi¢des limitantes de nutrientes
€ microorganismos o éster ricinoleato de metila do biodiesel de mamona praticamente ndo foi degradado no
periodo analisado, mas com a adi¢cdo de inéculo a degradacdo deste éster ocorreu rapidamente, obtendo-se
uma remocado de 98% e 90% nos reatores aerdbicos e anaerdbicos, respectivamente. Com a adicdo de indculo,
ataxa de biodegradacdo foi maior no experimento aerdbico, entretanto em condicdes limitantes de nutrientes
observou-se que a biodegradac&o anaerdbicafoi mais eficiente.

PALAVRAS-CHAVE: Biodegradaco, Biodiesel, Oleo de Mamona, Oleo de Soja, Cromatografia Gasosa.

INTRODUCAO

Devido aos vérios problemas ambientais que a sociedade vem enfrentando em funcdo da poluicdo atmosférica
por combustiveis fosseis, combinados com a crescente demanda de energia e escassez de recursos energéticos,
0 desenvolvimento de uma politica para implementagdo de fontes energéticas aternativas, como o
combustivel biodiesel, tem sido uma aternativa para a minimizagdo desta problemética. O biodiesel (ésteres
mono alquila) € um combustivel de queima limpa obtido pela transesterificacdo de 6leos vegetais ou gorduras
animais e possui como principais vantagens ambientais o fato de ser renovével, biodegradavel e ndo téxico.

O uso do biodiesel no Brasil para veiculos comerciais a diesel passou a ser autorizado pelo Governo a partir
de 13 de Janeiro de 2005 com a Lei N° 11.097, permitindo uma adicdo de 2% ao diesel (B2). A
obrigatoriedade de cumprir, no minimo, esse percentual acontece a partir de 2008. O minimo de 5% (B5) sera
obrigatério em 2013, em qualquer parte do territério nacional. Portanto, com a comercializacdo do biodiesel, o
destino deste no meio ambiente € de grande interesse, pois a0 mesmo tempo em que essas energias alternativas
possuem alto potencial para a reducdo de emissdes gasosas, pouco se conhece sobre os reais impactos aos
corpos hidricos. Em caso de vazamentos e derramamentos de biocombustiveis, ndo se sabe quais sdo 0s seus
reais efeitos sobre a qualidade das &guas subterraneas e superficiais, e se 0 risco a saide humana e ao meio
ambiente € toleravel. Tendo em vista ainda a tendéncia de que estes novos combustiveis renovaveis sejam
armazenados e transportados juntamente aos combustiveis fésseis, a inter-relagdo dos impactos destas
misturas em caso de acidentes em solos é ainda totalmente desconhecida.
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Poucos estudos tém sido focados na biodegradacéo do biodiesel e em como este combustivel estimularia a
degradacdo de outros combustiveis em ambiente aquético. Os ésteres metilados presentes no biodiesel
possuem relativamente alto nimero de octanas e sdo considerados uma alternativa biodegradavel aos
compostos oxigenados recalcitrantes da gasolina (Liu & Sulfita, 1994). Ao se comparar os &cidos graxos do
biodiesel aos constituintes do dleo diesel (alcanos e compostos arométicos de ato peso molecular), as
bactérias demonstram terem potencia para degradar o biodiesel muito mais facilmente do que ao diesdl de
petréleo. Leung (2005) estudou a degradacéo biolégica do biodiesel puro, e concluiu que em trés semanas é
possivel alcancar uma degradacdo de 98% deste combustivel, enquanto que no mesmo periodo somente 50%
de 6leo diesdl seria degradado.

Segundo estudos de Zhang (1998), o biodiesel pode promover e acelerar a biodegradacdo aerdbica do diesel
em misturas aquosas contendo nutriente e biomassa. Por meio de analises cromatogréficas e pelo método de
evolugdo do gés carbbnico (CO,), Zhang (1998) verificou que uma mistura de 20% de biodiesel com diesel
(B20) é degradada duas vezes mais rapidamente que uma solucéo de diesel puro, porgue na biodegradacéo de
uma mistura de biodiesel/diesel os microorganismos metabolizam o biodiesel e o diesel a0 mesmo tempo e
aproximadamente nas mesmas razdes (ZHANG, 1998).

A importancia destes estudos fundamenta-se no fato de que a biodegradacdo € o processo mais importante da
atenuacdo natural, porque reduz a massa dos contaminantes e, geralmente, transforma os contaminantes
toxicos em subprodutos nado-téxicos, minimizando os riscos a salde publica e a0 meio ambiente. A
biodegradacdo pode ocorrer aerdbica ou anaerobicamente, sendo que os subprodutos de cada uma destas
degradacdes variam conforme o aceptor de el étrons utilizado. Da mesma forma, as taxas de biodegradacdo sdo
fortemente influenciadas pela presenca ou ndo de oxigénio, e também pela disponibilidade de nutrientes e
biomassa potencialmente degradadora. Neste trabalho, foi avaliado a biodegradacéo do biodiesel puro (B100)
de mamona utilizando microcosmos aerdbi cos e anaerdbi cos preparados com agua superficial. Foi investigado
também o efeito das concentragdes de nutrientes (através da inoculagdo utilizando-se lodo ativado) na taxa de
biodegradacéo.

MATERIAIS E METODOS

Para estudar a biodegradacdo aerdbica e anaerdbica do biodiesel de mamona puro (B100) foram montados
experimentos em microcosmos. Os microcosmos foram preparados com amostras de dgua de um cOrrego
coletadas na Fazenda Experimental da Ressacada, localizada na regido sul dailha de Santa Catarina, no bairro
Tapera, proximo ao Aeroporto Hercilio Luz, em Floriandpoalis.

Caracterizacdo da Amostra de Agua Superficial

A amostra de agua superficial utilizada no experimento foi previamente caracterizada por andlises fisico-
guimicas e determinacdo de anions. Os parémetros fisico-quimicos (pH, potencial de oxidacdo-reducéo,
oxigénio dissolvido e temperatura) foram analisados no campo com um analisador de agua Flow Cell, modelo
FC4000. No laboratério foram realizadas andlises dos anions (nitrato, fosfato e sulfato) por cromatografia
idGnica, em um cromatégrafo Dionex (modelo 1C-1000), equipado com detector de condutividade ibnica, e
coluna utilizada AS4A-SC. Os resultados da caracterizacdo da &gua superficia utilizada nos experimentos
constam na Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacdo da dgua superficial utilizada nos experimentos.

Parémetros Valores medidos
Temperatura 225°C
pH 5,8
Potencial de oxidag&o-reducdo 384 mV
Oxigénio dissolvido 5,22 mgL™
Nitrato 0,12 mgL™*
Fosfato
Sulfato 1,42 mgL*?
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Caracterizacéo do Biodiesel de Mamona

Para a caracterizacdo do biodiesel de mamona foram realizadas andlises do composto dissolvido em agua, na
proporcdo de 1/100. Analisou-se a fase aquosa em um cromatégrafo a gas Trace GC Ultra acoplado a um
espectrometro de massa ion trap PolarisQ (GC/MS), equipado com um detector por ionizacdo em chama
(DIC) e uma coluna capilar de silicafundida CBP20 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). A temperatura do forno foi
programada iniciamente a 100° C com taxa de aguecimento de 10° C/min até 240° C por 20 min; as
temperaturas do injetor e detector foram de 250° C. Um microlitro de extrato foi injetado a uma razdo de split
50:1. A Tabela 2 apresenta a composi¢do quimica obtida para o biodiesel de mamona na fase aquosa.

Tabela 2. Composi¢ao quimica do biodiesel de mamona na fase aquosa.

Esteres Férmula Molecular | Oleo de Mamona (%)
Palmitato C1gH3605 2,6
Estearato CooH4002 1,6
Oleato CyoH3505 6,7
Linoleato CuoH350> 12,0
Linolenato Ci1gH2905 1,2
Ricinoleato CisH3z403 76,0

Montagem dos Microcosmos

Para a montagem dos microcosmos, preparou-se uma solucdo de agua superficial com o biodiesel de mamona,
na proporcéo de 1/100 em um frasco ambar de 4 L. A solugéo foi agitada e deixada decantar por um periodo
de 24 horas, afim de se atingir o equilibrio quimico. Apds este periodo foi retirada somente a fase aquosa com
0 biodiesel para a montagem dos microcosmos, conforme mostra a Figura 1. Apenas a biodegradacéo da fase
dissolvida (aquosa) foi estudada, pois em caso de vazamentos de combustiveis em corpos hidricos os
elementos do biodiesel que ndo apresentam afinidade com a &gua formam na sua superficie uma fase liquida
ndo aguosa, que tem potencia para migracdo muito inferior ao das plumas de contaminacdo geradas pela fase
dissolvida do contaminante.

Figura 1. Transferéncia da fase aquosa utilizada para a montagem dos microcosmos.
Antes da montagem dos microcosmos, realizou-se, por cromatografia gasosa, analises para se estimar a
concentracdo do éster ricinoleato de metila presente na fase agquosa da mistura de &gua superficial com
biodiesel do 6leo de mamona. Este composto foi avaliado por ser o constituinte do biodiesel de mamona em
maior porcentagem (76%), segundo andlise quimica realizada do biodiesel utilizado no experimento (Tabela
2).

Experimento Aerdbico

Para os experimentos de biodegradacdo aerdbica foram adicionados aos microcosmos 50 mL de biodiesel da
fase aguosa. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata, e com repeticdes suficientes para 8 medidas,
totalizando 16 microcosmos. O material utilizado no experimento foi previamente autoclavado a 120°C e 1
atm, por 15 minutos. Como microcosmos, foram utilizados frascos de penicilina de 100 mL. O tempo de
andlise foi de 20 dias, sendo que no 18° e 19° dias foram adicionados 20 mL de indculo (esgoto doméstico)
com uma concentracdo de nutrientes de 32,8 mgL™ e 16,32 mgL ™ de nitrogénio e fosforo, respectivamente.

ABES — Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



24° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

Os microcosmos foram posteriormente selados com septos de borracha, revestidos com teflon, e com lacres de
aluminio. Foram também adicionadas agulhas aos microcosmos para garantir a respiracéo aerébica (Figura 2).
Todos os microcosmos foram incubados no escuro a uma temperatura de aproximadamente 25 °C.

Figura 2. Montagem dos microcosmos aerébicos.

Experimento Anaerébico

Para os experimentos de biodegradacdo anaerdbica foram adicionados aos microcosmos 50 mL de biodiesel
da fase aguosa. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata, € com repeticdes suficientes para 8
medidas, totalizando 16 microcosmos. Como no experimento aerdbico, todo material utilizado foi previamente
autoclavado a 120°C e 1 atm, por 15 minutos. Como microcosmos, foram utilizados também frascos de
penicilina de 100 mL. O tempo de andlise foi de 20 dias, sendo que no 18° e 19° dias foram adicionados 20
mL de indculo (esgoto doméstico) com uma concentragdo de nutrientes de 32,8 mgL™ e 16,32 mgL™ de
nitrogénio e fésforo, respectivamente.

Os microcosmos foram posteriormente selados com septos de borracha, revestidos com teflon, e com lacres de
aluminio. Todos os microcosmos foram purgados com gés nitrogénio durante 15 minutos para a retirada de
todo oxigénio (Figura 3) e depois incubados no escuro a uma temperatura de aproximadamente 25 °C.

Figura 3. Procedimento de desaeracdo dos microcosmos anaerobicos.

Determinacéo da Biodegradacdo

Nas andlises de cromatografia gasosa, foi analisada a diminuicdo da concentracdo do éster ricinoleato de
metila, cuja concentragdo inicial nas amostras foi medida anteriormente a montagem dos microcosmos. Para
isto, foram redlizadas extragbes liquido-liquido (EPA, Método 3510B, 1996) dos microcosmos
periodicamente, usando como solvente o diclorometano (CH,Cl,). Cada microcosmo foi extraido trés vezes,
com 3 mL de CH,Cl, em um funil de separacdo, passando por uma mini-coluna de vidro com cercade 1 cm de
N&SO, anidro sobre uma camada de 18 de vidro. O extrato final foi concentrado para 1 mL com um leve fluxo
de gas nitrogénio e transferido para um vial. Depois a amostra foi analisada em um cromatégrafo a gas da HP,
modelo 6890-série |1, equipado com detector de ionizacdo de chama (FID).

A coluna utilizada foi DB-23 (30 m x 0,25 mm de |.D e espessura do filme de 0,25 um). O hélio ultrapuro
foi usado como gas carreador. A temperatura do forno foi programada inicialmente a 130° C com taxa de
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aguecimento de 6,5° C/min até 170° C e 2,75° C/min até 215° C com uma isoterma de 12 min; as temperaturas
do injetor e detector foram de 270° C e 280° C, respectivamente. Dois microlitros de extrato foram injetados a
uma razéo de split 5:1. A quantificagdo dos compostos foi realizada pelo método da padronizagéo externa,
sendo que a curva de calibragdo foi feita com solugdes do proprio biodiesel em hexano. A determinacéo da
porcentagem de remocgdo foi feita subtraindo a concentracdo do substrato de cada amostragem da
concentracdo inicial do substrato, com o resultado fina dividido pela concentracéo inicial (Co-C/Cy).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A amostra de agua superficia utilizada no experimento foi caracterizada pela baixa concentragéo de nutrientes
disponiveis ao desenvolvimento bacteriano. O nutriente fosforo (P) nédo foi detectado e o nitrogénio (N)
detectado a 0,12 mgL ™. Desta forma, ndo se esperaria o crescimento da biomassa a niveis necessarios para se
detectar remocao significativa dos compostos de biodiesel.

A concentragdo inicial do éster ricinoleato de metila presente na fase aguosa da mistura de agua superficial
com biodiesel de éleo de mamona foi estimada em 6,05 mgL™. Esta concentracdo foi utilizada como
concentragdo inicial nos microcosmos aerdbicos e anaerdbicos.

As andlises dos microcosmos aerdbicos e anaerdbicos mostraram que, a biodegradagdo do éster ricinoleato de
metila do biodiessl de mamona é muito lenta em condicbes onde a concentracdo de nutrientes e
microorganismos € limitante. Esta € uma informagdo importante porque mesmo sendo de facil biodegradaco
(de acordo com outros autores), estes compostos podem se tornar de dificil degradacdo em meio onde os
nutrientes e/ou elétrons aceptores sdo limitantes para o crescimento bacteriano (como aquiferos e aguas
superficiais ndo contaminadas). Portanto, a caracterizacdo dos parémetros quimicos e a microbiologia de solos
e &guas se tornam relevantes para a determinacdo do potencial de biodegradacdo dos compostos poluentes.
Considerando que as amostras de agua utilizadas foram provenientes de um cérrego, é possivel observar que
nem sempre as &guas superficiais possuem uma quantidade adequada de nutrientes e biomassa para
possibilitarem a biodegradagdo de poluentes como o biodiesel.

Apbs adicionar o indculo, o éster ricinoleato de metila foi rapidamente biodegradado (Figuras 4 e 5). Pode-se
observar na Figura 6 que em trés dias ap0s a adicdo de nutrientes e microorganismos, 97,2% e 77,8% do éster
ricinoleato de metilafoi removido aerdbica e anaerobicamente, de forma respectiva.
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Figura 4. Biodegradacao do éster ricinoleato de metila em condicdes aerdbicas na presenca e auséncia
de in6culo bacteriano (lodo ativado).
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Figura 5. Biodegradacao do éster ricinoleato de metila em condi¢es anaerdbicas na presenca e auséncia
de inéculo bacteriano (lodo ativado).
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Figura 6. Porcentagem de remocao do éster ricinoleato de metila versus tempo apo6s a adi¢ao do inéculo.
Conforme observado nos resultados, o mecanismo predominante da biodegradacéo do biodiesel foi a atividade
microbiana. Segundo Silva (2005), o biodiesel apresenta uma configurac&o vantajosa no que diz respeito a sua
biodegradabilidade, pois sua estrutura molecular é susceptivel ao ataque enzimético que utiliza o biodiesel
como substrato para crescimento. O biodiesel consiste de cadeias de hidrocarboneto na forma de éster com os
dois &omos de oxigénio ligados fazendo-os ser biologicamente ativos (KEMP, 2003).

Comparando-se as biodegradacfes aerdbica e anaerdbica (Figuras 4 e 5) foi possivel avaliar a eficiéncia de
cada uma delas no processo de oxidagado-reducdo dos compostos do biodiesel. Nas andlises de biodegradacdo
anaerdbica, pode-se observar que mesmo sem a adicdo de nutrientes o acido ricinoleato de metila foi
degradado lentamente comparado aos microcosmos aerdbicos. Isso se deve ao fato de que as bactérias
anaerdbicas sdo mais efetivas na remogéo do substrato em baixas concentragdes de nutrientes. Estas bactérias
possuem menor coeficiente de producdo celular comparado as bactérias aerébicas o que significa que
necessitam de um menor nimero de células para degradar a mesma quantidade de substrato. O coeficiente de
producdo celular pode ser obtido pelo modelo bioenergético de cinética de crescimento bacteriano,
desenvolvido por McCarty (1969), por meio de relagdo estequiométrica e pelo nimero de equivaentes de
elétrons em unidade de massa de cdlula. O efeito dos nutrientes na taxa de biodegradacéo aerdbica do
biodiesel foi observado ap6s adicionar o indculo contendo 32,8 e 16,32 mgL™ de N e P, respectivamente. Na
presenca destes nutrientes, a biodegradacao aerdbica foi mais répida do que a biodegradacdo anaerdbica.
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CONCLUSOES

As andlises dos microcosmos em condi¢des aerdbicas e anaerdbicas mostraram que em aguas superficiais com
concentracdo limitante de nutrientes e microorganismos, o éster ricinoleato de metila do biodiesel de mamona
ndo é facilmente biodegradado. Com a adicdo de indculo, o éster ricinoleato de metila é rapidamente
biodegradado, obtendo-se uma remoc&o do éster ricinoleato de metila de 98% e 90% nos reatores aerdbicos e
anagerodbicos, respectivamente. Isto demonstra que estudos sobre os parémetros quimicos e a microbiologia de
solos e aguas impactados sdo de extrema importancia para a determinagé@o do potencial de biodegradacdo dos
compostos poluentes.

Na presenca de nutrientes, a taxa de biodegradacéo aerdbica dos compostos de biodiesel sdo maiores que as
taxas de biodegradacdo anaerébica. Entretanto, em condic6es limitantes de nutrientes observou-se que as
bactérias anaerdbicas, por possuirem um menor coeficiente de producdo celular, sdo mais eficientes.

Para as aguas subterréneas espera-se obter o mesmo comportamento para degradacdo dos poluentes do
biodiesel, em virtude de que estas aguas apresentam também baixas concentracbes de nutrientes. A
continuagdo desta pesquisa visa comprovar esta hipdtese, por meio de estudos com microcosmos de aguas
subterréneas contaminados com biodiesel de mamona. Além disso, espera-se que 0s compostos de biodiesel
possam ser preferencialmente biodegradados quando comparados aos compostos de hidrocarbonetos presentes
no diesel, afetando sua degradac&o. Esta proposi ¢do também devera serd investigada no decorrer da pesguisa.
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