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RESUMO 

 

O aumento do preço do petróleo e a tendência atual do uso de matérias-primas renováveis 

para a produção de produtos químicos renovam o interesse na produção de biobutanol que, 

produzido via fermentação de matérias-primas agrícolas, pode ser utilizado como um 

componente da gasolina e do óleo diesel. Com a comercialização desse novo biocombutível, 

poderão ocorrer danos ambientais devido ao derramamento dessas substâncias. Entre outras 

técnicas, a limpeza dessas áreas contaminadas pode ser alcançada com biorremediação, uma 

técnica baseada na ação de microrganismos, que tem a vantagem de transformar 

contaminantes perigosos em substâncias não tóxicas, como o CO2, água e biomassa. Assim, 

tendo em mente a utilização de biobutanol no futuro próximo como um aditivo gasolina e 

devido à falta de conhecimento dos efeitos de butanol sobre a biodegradação de gasolina, este 

trabalho visou avaliar a biodegradação aeróbia da concentração da mistura butanol/gasolina e 

butanol/diesel (20% v/v), em comparação com a concentração da mistura etanol/gasolina e 

biodiesel/diesel (20% v/v), respectivamente.  Para tanto, foram empregadas duas técnicas, o 

método respirométrico e o teste do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). No 

primeiro, experimentos simulando a contaminação de um ambiente natural foram realizados 

em respirômetros de Bartha, usados para medir a produção microbiana de CO2. Com o teste 

do indicador, a capacidade de quatro inóculos em biodegradar as misturas de 20 % foi testada. 

Nos experimentos butanol/gasolina, a adição de álcoois na gasolina resultou em efeitos 

sinérgicos positivos na biodegradação dos combustíveis no solo e na água. Além disso, 

resultados sugerem que o butanol promoveu uma melhor biodegradação da gasolina do que o 

etanol. No entanto, nos experimentos butanol/diesel, a concentração e a solubilidade foram 

fatores importantes para avaliar a biodegradação dos compostos. A biodegradação dos 

combustíveis puros determinou a ordem de biodegradabilidade: diesel>butanol>gasolina. 

Com isso, o efeito de biodegradabilidade quando o butanol estava presente foi positivo na 

gasolina e negativo no óleo diesel (solo). 

 
Palavras-chave: butanol, etanol, gasolina, diesel, biodiesel, biodegradação, misturas, solo, 
água 
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ABSTRACT 
 
 

The increase in the oil price and the current trend of using renewable raw materials for the 

production of chemicals renew the interest in the production of biobutanol that, produced by 

fermentation of agricultural raw materials, can be used as a component of gasoline and diesel. 

With the commercialization of new fuels, environmental damages due to spills can occur. 

Among other techniques, the clean-up of these contaminated areas can be achieved with 

bioremediation, a technique based on the action of microorganisms, which has the advantage 

of turning hazardous contaminants into non toxic substances such as CO2, water and biomass. 

Thus, bearing in mind the use of biobutanol in the near future as a gasoline extender and due 

to the lack of knowledge of the effects of butanol on the biodegradation of gasoline, this work 

aimed to assess the aerobic biodegradation of butanol/gasoline blends and butanol/diesel 

(20% v/v), being the latter compared to the ethanol/gasoline blend and biodiesel/diesel (20% 

v/v), respectively. Two experimental techniques were employed, namely the respirometric 

method and the redox indicator 2,6-dichlorophenol indophenol (DCPIP) test. In the former, 

experiments simulating the contamination of natural environments were carried out in 

biometer flasks, used to measure the microbial CO2 production. The DCPIP test assessed the 

capability of four inocula to biodegrade the fuel blends. In butanol/gasoline experiments the 

addition of the alcohols to the gasoline resulted in positive synergic effects on the 

biodegradation of the fuels in soil and water matrices. Furthermore, results suggest that 

butanol better enhanced the biodegradation of gasoline than ethanol. However, in 

butanol/diesel experiments, concentration and solubility were important factors to evaluate the 

biodegradation of compounds. The biodegradation of the pure fuels determined the order of 

biodegradability: diesel>butanol>gasoline. Thus, the effect of the biodegradability when the 

butanol was present was positive in gasoline and negative in diesel oil (soil). 

 

Key-words: butanol, ethanol, gasoline, diesel, biodiesel, biodegradation, blends, soil, water 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As preocupações ambientais e a escassez do óleo derivado do petróleo em um futuro 

próximo levaram vários países a adotar uma legislação que permite à adição de 

biocombustíveis na formulação da gasolina e do diesel. O etanol e o biodiesel estão sendo 

produzidos em grande escala e em países como o Brasil os carros flex já podem ser 

abastecidos com etanol puro ou em qualquer proporção de gasolina e etanol.  

O processo fermentativo em escala industrial não é recente, sendo que, a produção de 

acetona e butanol foi um dos primeiros processos de fermentação industrial desenvolvidos em 

larga escala. A interrupção da produção pela fermentação foi dada na década 60 devido à 

desvantagem econômica desse processo em relação à rota petroquímica. Contudo, 

desenvolvimentos recentes em biotecnologia, o aumento no preço do petróleo e o forte 

interesse no uso de matérias-primas renováveis para a produção de químicos, proporcionaram 

a renovação do interesse pela rota fermentativa (SHI et al., 2005; EZEJI et al., 2007; 

MARIANO et al., 2008a). Além do etanol, a demanda de butanol pode aumentar 

significantemente devido à proposta atual do uso desse composto, produzido via fermentação, 

como um biocombustível.  

O biobutanol é um álcool de 4-carbonos proveniente da fermentação de açúcares e tem 

muitas características que o tornam um melhor aditivo de combustível do que o etanol. O 

butanol possui um alto conteúdo energético, miscibilidade total com gasolina e diesel, uma 

baixa pressão de vapor e é menos explosivo e corrosivo que o etanol (QURESHI & 

BLASCHEK, 1999). Devido à sua característica não-polar, o butanol também pode ser 

misturado com o diesel. Apesar destas vantagens, há desvantagens inerentes relacionados com 

o processo produtivo de fermentação, o que torna ainda a produção de biobutanol, em escala 

industrial, economicamente inviável. No entanto, as melhorias da tecnologia para a produção 

de biobutanol estão em ritmo acelerado (QURESHI, 2009) e por esta razão a comercialização 
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de biobutanol está prevista para a próxima década. Nesse contexto, em 2007, a DuPont 

(Estados Unidos) e a BP (Reino Unido) anunciaram seus planos para a produção de 

biobutanol para ser usado como um novo aditivo da gasolina (EZEJI et al., 2007). 

Com a comercialização do butanol ou das misturas de butanol/gasolina e 

butanol/diesel, podem ocorrer danos ambientais devido ao derramamento dessas substâncias. 

No entanto, entre outras técnicas, a limpeza destas áreas contaminadas pode ser alcançada 

com a biorremediação, uma técnica baseada na ação de microrganismos, os quais 

transformam contaminantes perigosos em substâncias não tóxicas como CO2, água e 

biomassa.  

Como o etanol está no mercado de combustíveis desde as últimas décadas, diversos 

trabalhos avaliando seu efeito na biodegradação da gasolina foram publicados (CORSEUIL e 

HUNT, 1998; POWERS et al., 2001; SILVA e ALVAREZ, 2004; MACKAY et al., 2006; 

NARDI et al., 2007).  De acordo com estes estudos, o etanol aumenta a solubilização e a 

migração dos mono-aromáticos benzeno, tolueno, etil-benzeno e xilenos (BTEX) no aqüífero, 

e seu uso como substrato preferencial pelas bactérias do solo, torna difícil a biodegradação 

aeróbia dos BTEX no meio ambiente (POWERS et al., 2001; CORSEUIL et al., 2004). Por 

outro lado, não foi encontrado nenhum relato sobre os efeitos do butanol na biodegradação da 

gasolina.  

Assim como o etanol é adicionado à gasolina, o biodiesel, por sua vez, é adicionado ao 

óleo diesel em vários países. Assim, uma vez que o biodiesel está no mercado há alguns anos, 

vários trabalhos avaliando o seu efeito na biodegradação do diesel foram publicados 

(MAKAREVICIENE e JANULIS, 2003; PASQUALINO et al., 2006; LAPINSKIENÉ et al., 

2006; MARIANO et al., 2008a). Estes estudos demonstraram que biodiesel é mais facilmente 

biodegradado e menos tóxico que óleo diesel e que o biodiesel pode promover e acelerar a 

biodegradação do diesel pelo cometabolismo. Por outro lado, também não foi encontrado 

nenhum relato sobre os efeitos do butanol na biodegradação do diesel. Até o momento, os 

estudos de biodegradação concentraram-se principalmente na remoção do butanol de 

efluentes industriais (HEINZE e FRIEDRICH, 1997; VEERANAGOUDA et al., 2006). Além 

disso, USEPA (1989) relatou que o butanol foi biodegradado prontamente em solos agrícolas 

e em água, sendo a biodegradação o processo de remoção mais importante. 

Deste modo, tendo em mente o uso do biobutanol em um futuro próximo como um 

aditivo da gasolina e até mesmo do óleo diesel, e devido à falta de conhecimentos dos efeitos 

do butanol na biodegradação da gasolina e do óleo diesel, este trabalho visou avaliar a 

biodegradação aeróbia desses compostos utilizando duas técnicas experimentais, a 

respirometria de Bartha e a técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol. 
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2. OBJETIVOS 

 

Os objetivos desse trabalho foram avaliar a biodegradabilidade das misturas 

butanol/gasolina e butanol/diesel em comparação, respectivamente, com as misturas 

etanol/gasolina e biodiesel/diesel utilizando duas técnicas experimentais: o método 

respirométrico e o teste de biodegradabilidade com o indicador 2,6-diclorofenol indofenol.  

 

2.1 Objetivos Específicos 

 

(1) Através dessas duas técnicas experimentais avaliar se o butanol, como um aditivo da 

gasolina e do óleo diesel, representa alguma vantagem em termos ambientais quando 

comparado com os atuais aditivos utilizados no Brasil, o etanol e o biodiesel. 

 

(2) Para se comercializar um novo biocombustível faz-se necessário avaliar os impactos 

que esse novo produto pode causar no meio ambiente. 

 

(3) Os resultados obtidos nesse trabalho servirão como informação importante para 

elaborar projetos de descontaminação de áreas afetadas por vazamentos, além de 

fornecerem dados a respeito da concentração das misturas de combustíveis no solo e na 

água. 

 

(4) A comprovação de que as concentrações das misturas de combustíveis, butanol com 

gasolina e butanol com diesel, são biodegradáveis, será um subsídio importante para a 

aprovação governamental da comercialização desse novo biocombustível. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

A revisão bibliográfica enfocou-se na biodegradabilidade de hidrocarbonetos presentes 

em combustíveis derivados do petróleo, devido ao tema do estudo abordado nesta pesquisa. 

 

3.1 Combustíveis Derivados do Petróleo 

O petróleo é uma mistura complexa de compostos orgânicos, na maior parte alcanos e 

hidrocarbonetos aromáticos, com pequenas quantidades de compostos como oxigênio, 

nitrogênio e enxofre (FETTER, 1993). 

O processamento inicial de beneficiamento do petróleo envolve sua separação por 

destilação em uma série de frações caracterizadas pelos intervalos de temperatura e pressão. 

Além da destilação, numerosos processos de refinaria são utilizados para otimizar a obtenção 

de certos produtos desejados. As frações destiladas do petróleo podem ser classificadas em 

três grupos de acordo com o número de átomos de carbono nas moléculas (USEPA, 2003a): 

as gasolinas (4 a 12 átomos de carbono), os destilados médios (9 a 20 átomos de carbono) e 

óleos combustíveis pesados (mais de 14 átomos de carbono). 

No Brasil, cerca de 20% do petróleo processado é convertido em gasolina automotiva 

e 36% em óleo diesel (MME-DNC, 1995). A gasolina é uma mistura complexa de 

hidrocarbonetos hidrofóbicos relativamente voláteis. Os hidrocarbonetos típicos são os 

compostos alifáticos (alcanos, cicloalcanos, alcenos), aromáticos e aditivos (FERREIRA e 

ZUQUETTE, 1998). Dentre os aditivos, os oxigenados como o etanol e o butanol têm a 

função de aumentar o índice de octanagem da gasolina automotiva e reduzir a poluição 

atmosférica. O óleo diesel é composto principalmente por hidrocarbonetos de cadeias simples, 

não ramificadas. Em relação à gasolina, o óleo diesel apresenta moléculas com tamanho 

maiores de cadeias, o que confere a este combustível maior massa específica, menor 

volatilidade e menor solubilidade em água. 

 

3.1.1 Butanol 

O Butanol é um álcool de quatro carbonos e representado por C4H10O. É utilizado com 

solvente e combustível . O álcool é uma família de compostos químicos que também incluem 

metanol (1-carbono), etanol (2-carbono) e propanol (3-carbono). O propanol é usado 

geralmente para álcool, solventes químicos - diluentes e combustíveis. Atualmente, o butanol 

é utilizado, principalmente, como solvente, mas com a intenção futura de ser produzido em 

larga escala como combustível. Atualmente fabricado a partir de petróleo, o butanol em 

meados dos anos de 1900 a 1950 era fabricado a partir do milho e melaço através de um 

processo de fermentação que também produzia acetona e etanol. Esse processo fermentativo 
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era conhecido como ABE (acetona, butanol, etanol). A interrupção da produção pela 

fermentação foi dada na década 60 devido à desvantagem econômica desse processo em 

relação à rota petroquímica. Contudo, desenvolvimentos recentes em biotecnologia, o 

aumento no preço do petróleo e o forte interesse no uso de matérias-primas renováveis para a 

produção de químicos, proporcionaram a renovação do interesse pela rota fermentativa (Shi et 

al., 2005; Ezeji et al., 2007; Mariano et al., 2008a). Além do etanol, a demanda de butanol 

pode aumentar significantemente devido à proposta atual do uso desse composto, produzido 

via fermentação, como um biocombustível. 

O butanol como combustível pode substituir ou ser usado como aditivo da gasolina, 

devido suas propriedades como combustível alternativo ser superiores em relação ao etanol. 

Algumas das características favoráveis são: o Teor energético superior (110.000 BTU / galão 

para butanol contra 84.000 BTU / galão de etanol, sendo que a gasolina contém cerca de 

115.000 BTU / galão); a evaporação do butanol é seis vezes menor em relação a evaporação 

do etanol e 13,5 vezes menor do que a gasolina, tornando-o mais seguro para uso como um 

aditivo. Outro aspecto relevante é que o butanol pode ser enviado através de dutos de 

combustíveis existente, sendo que o etanol deve ser transportado via ferroviária, fluvial ou 

caminhão devido seu poder corrosivo e finalizando o etanol pode ser usado apenas como um 

aditivo da gasolina para até cerca de 85% e, em seguida, só depois de modificações 

significativas no motor, enquanto a gasolina pode ser substituída pelo butanol em 100% sem 

modificações no motor automotivo (ButylFuel, LLC). 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fonte: www.butanol.com (modificado) 

Figura 1: Características de alguns componentes do petróleo 

Metanol Etanol Butanol Gasolina 

CH3OH C2H5OH C4H9OH Muitos (C) 

Conteúdo Energético (BTU’s / galão) 

63 K 84 K 110 K 115 K 

Octanagem  Motor 

91 92 94 96 

Relação Ar / Combustível 

6,6 9 11 - 12 12 - 15 

Pressão de Vapor (psi/100F) - Segurança 

4,6 2 0,33 4,5 
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3.2 Degradação e Biodegradação  

A degradação é um processo por meio do qual uma substância química de estrutura 

complexa é convertida em moléculas mais simples. Esse processo engloba principalmente a 

degradação biótica ou biodegradação, no qual por meio da ação de microrganismos presentes 

no meio ambiente, substâncias são utilizadas diretamente como substrato, fornecendo energia 

necessária ao crescimento e ao metabolismo desses. Os processos de degradação biótica ou 

biodegradação aeróbia geralmente são mais rápidos, devido ao predomínio de microrganismos 

aeróbios ao meio, com crescimento acelerado (ZAGATTO, 2006). 

Em relação aos processos de degradação de substâncias compostas por cadeias 

carbônicas, a biodegradação pode envolver mudanças relativamente pequenas da molécula 

original, como a substituição ou a modificação de um grupo funcional, ou a completa 

destruição do composto complexo, tendo como resultado final a sua conversão em CO2, água 

e sais inorgânicos, num processo conhecido como mineralização (MANAHAN, 1992). 

A biodegradação de um composto orgânico é resultante da participação de uma cadeia 

de microrganismos, a qual atua sinergisticamente, utilizando diferentes vias metabólicas e 

processos enzimáticos. Assim, um tipo de interação populacional importante, sobretudo na 

biodegradação de hidrocarbonetos alicíclicos, é o cometabolismo. Este processo ocorre 

quando um microrganismo, por meio da utilização de determinado substrato, oxida um 

segundo substrato que será utilizado por suas populações microbianas (MANAHAN, 1992). 

Tendo em vista o processo de biodegradação, a tendência da suscetibilidade de um 

composto à ação dos microrganismos denomina-se biodegradabilidade, a qual é influenciada 

por 3 (três) principais fatores: as características físicas do composto (solubilidade em água e 

pressão de vapor); as características químicas (massa molecular, estrutura molecular e 

presença e tipos de grupos funcionais) e a disponibilidade de microrganismos (adequada 

presença e biomassa de microrganismos). 

 

3.3 Avaliação da Biodegradação 

Com o intuito de obter maior eficácia na biodegradação de determinadas substâncias, a 

utilização de melhores métodos de avaliação da biodegradabilidade são aplicados em buscas 

de melhores resultados de biodegradação dos compostos. 

Basicamente, existem dois testes de biodegradabilidade, o teste imediato e o teste 

intrínseco. Normalmente, o período-limite de duração dos ensaios é de 28 dias para testes de 

biodegradabilidade imediata (rápida degradação da substância) enquanto que para o teste de 

biodegradabilidade intrínseca, o período de exposição pode se estender até 120 dias ou mais. 
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O período de 28 dias estabelecido constitui tempo suficiente para aclimatação ou 

adaptação da população microbiana ao substrato. Assim, em muitos casos, a biodegradação se 

inicia após um determinado tempo, denominado de fase lag (período de adaptação do inóculo, 

em que o processo é lento). Nesse processo segue-se um período de degradação exponencial 

e, finalmente, quando o substrato é consumido ou não pode ser mais degradado, o processo 

cessa, atingindo um platô, que por sua vez, deve ser de no mínimo 60% ou 70%, dentro de um 

período de tempo específico (10 dias para a biodegradabilidade imediata e superior a 28 dias 

para a biodegradabilidade intrínseca) (STAATSUITGEVERIJ, 1980). 

Segundo Hales et al. (apud KAISER, 1998), os testes de biodegradabilidade imediata 

são bastante restritivos, pois provêem oportunidades limitadas para aclimatação, tendo por 

princípio a utilização do composto como única fonte de carbono orgânico, e exposto a um 

número pequeno de bactérias, sob condições aeróbias, resultando na formação de CO2, 

biomassa bacteriana e produtos inorgânicos. Já os testes de biodegradabilidade intrínseca 

provêem condições experimentais mais favoráveis, como maior densidade microbiana e maior 

período de adaptação ou aclimatação do inóculo, induzindo assim, junto à presença de outros 

nutrientes e substratos contendo carbono, o aumento da biomassa bacteriana e o co-

metabolismo, e, desta maneira, conduzindo a uma degradação mais rápida ou mais completa 

da substância-teste. 

 

3.3.1 Métodos de avaliação da biodegradação em laboratório 

Para demonstrar que uma tecnologia de biorremediação é potencialmente útil, é 

importante verificar a biodegradação dos poluentes sob condições controladas. Isto 

geralmente não é possível de se obter in situ, assim, esta verificação deve ser obtida através de 

experimentos laboratoriais, os quais demonstram o potencial que um determinado tratamento 

pode ter em estimular a remoção de xenobióticos de um local contaminado (BAILEY et al., 

1973). Experimentos laboratoriais que mais se aproximam das condições reais do ambiente 

são provavelmente os mais capazes de produzirem resultados relevantes (BERTRAND et al., 

1983). Em muitos casos, isto envolve o uso de amostras coletadas no campo que contenham 

populações microbianas autóctones. Em tais experimentos é importante incluir controles que 

possam diferenciar fatores abióticos como a evaporação e a fotodegradação das taxas de 

biodegradação. Os experimentos não excluem a necessidade de demonstrações em campo, 

contudo são críticos para se estabelecer a credibilidade científica de uma determinada 

estratégia de biorremediação (ATLAS, 1997). 

Os parâmetros tipicamente medidos em testes laboratoriais da eficiência da 

biodegradação incluem a contagem de microrganismos heterotróficos totais, contagem de 
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microrganismos degradadores de um ou de vários substratos específicos, medidas da taxa de 

respiração microbiana (consumo de oxigênio e/ou produção de dióxido de carbono) e a 

determinação das taxas de degradação (desaparecimento de poluentes individualmente e/ou na 

totalidade) (SONG et al., 1990; BALBA et al., 1998; OH et al., 2000; KATAOKA, 2001). 

A presença de grande população de microrganismos heterotróficos totais não apresenta 

necessariamente correlação direta com a biodegradação, porém, a quantificação da fração da 

comunidade que degrada o resíduo de interesse tem sido utilizada como um dos métodos mais 

comuns para o monitoramento de poluição ambiental com hidrocarbonetos (KATAOKA, 

2001). Song e Bartha (1990), estudando o efeito da adição de combustível de avião sobre a 

comunidade microbiana do solo, verificaram que, após 2 semanas, cerca de 90% dos 

microrganismos heterotróficos do solo eram degradadores de hidrocarbonetos, ainda que a 

porcentagem inicial destes microrganismos representasse somente 0,01% da população de 

heterotróficos aeróbios. 

Os métodos respirométricos (consumo de oxigênio e/ou produção de dióxido de 

carbono) podem ser utilizados como um primeiro teste para se avaliar a pronta ou inerente 

biodegradabilidade de poluente em solo ou água. Estes testes são geralmente conduzidos sob 

condições ótimas com respeito à umidade, temperatura, nutrientes minerais, inoculação 

microbiana e aeração (se o teste é aeróbio). Testes que obtém uma conversão de 30 % 

(CETESB, 1990) ou 50 a 60% (ATLAS, 1997) a CO2 dentro de um específico período de 

tempo, indicam que, sob condições apropriadas, os poluentes serão biodegradados pelos 

microrganismos. 

Uma possível maneira de se conduzir experimentos respirométricos é através do 

respirômetro de Bartha & Pramer, cujo método é utilizado na determinação da taxa de 

biodegradação da matéria orgânica contida em resíduos presentes em solos (CETESB, 1990). 

Kataoka (2001), utilizando o respirômetro de Bartha & Pramer, avaliou a 

biodegradação de borra oleosa, um resíduo proveniente de refinaria de petróleo, em solo de 

landfarming. Esta mesma metodologia foi utilizada em Siviero (1999), Souza (2000), Siviero 

et al. (2000), Inazaki et al. (2004), Crivelaro (2005), Hencklein (2005), Guerra e Angelis 

(2005) e Mariano et al. (2005, 2006a, b e c). 

Freijer et al. (1996), avaliando a produção de CO2 como um parâmetro da 

biodegradação de hidrocarbonetos, concluíram que para conteúdos de hidrocarbonetos 

maiores que 1,0 g/kg de solo, a produção de CO2 está fortemente relacionada ao consumo de 

hidrocarbonetos, entretanto, para conteúdos menores que 1,0 g/kg de solo, a produção de CO2 

aumentava abruptamente, isto provavelmente devido à menor disponibilidade de 

hidrocarbonetos, o que ocasionou aumento relativo da mineralização da biomassa morta, 
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proporcionando diminuição na porção da mineralização de hidrocarbonetos em relação à 

produção total de CO2. 

Indubitavelmente, a medida mais direta da eficiência da biodegradação é o 

monitoramento da taxa de consumo dos poluentes. A caracterização dos componentes 

individuais de uma classe específica de hidrocarbonetos exige o uso da cromatografia líquida 

de alta precisão (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG) acoplada a um detector (p.ex., o 

espectrômetro de massa (CG-EM)) (FERRARI, 1996). Segundo Blackburn et al. (1993), a 

combinação das técnicas CG/EM é o método mais eficaz para a quantificação de um resíduo 

oleoso, pois, combina a resolução do ponto de ebulição com informações sobre o tipo de 

molécula dos compostos. Outro detector muito utilizado na determinação do Benzeno, 

Tolueno, Etil-benzeno e Xileno (BTEX) e Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (PAHs) é 

o detector de ionização por chama (DIF) (CETESB, 2003). 

 

3.4 Biodegradabilidade dos Hidrocarbonetos BTEX 

Os BTEX estão presentes em combustíveis como a gasolina e em menor quantidade 

no óleo diesel. Estes compostos apresentam maior solubilidade em água que os outros 

constituintes de combustíveis automotivos, portanto, são os contaminantes que estarão em 

maior quantidade na água subterrânea quando os poluentes atingirem o lençol freático, e 

devido aos efeitos maléficos à saúde humana causados por esses compostos é de fundamental 

importância estudar a capacidade de microrganismos promoverem a sua degradação. 

A habilidade de microrganismos degradarem BTEX é conhecida desde 1908, quando 

Stormer isolou a bactéria Bacillus hexabovorum que apresentou capacidade de crescer 

aerobiamente em meio contendo tolueno e xileno. A existência de degradadores de BTEX é 

fato largamente aceito, além disso, estes microrganismos estão amplamente distribuídos. A 

capacidade de microrganismos naturais do solo em degradar BTEX foi primeiro demonstrada 

por Gray e Thornton em 1928. Estes pesquisadores encontraram, entre 245 espécies de 

bactérias presentes em amostras de solos não contaminados, 146 capazes de degradar 

hidrocarbonetos (GIBSON e SUBRAMANIAM, 1984 apud CORSEUIL e ALVAREZ, 

1996). 

Na biodegradação do BTEX, como de outras substâncias, é necessário que haja uma 

indução de enzimas degradadoras apropriadas. Este processo envolve a ativação de regiões 

específicas do genoma bacteriano. Quando alguns substratos alvos estão presentes, as 

bactérias iniciam reações bioquímicas em cascata que resultam na transcrição de genes 

(plasmídios) que codificam a síntese das enzimas necessárias para degradar o composto alvo. 



 10

Com relação à degradação do BTEX, muitas enzimas requerem indução, e o indutor 

(p.e. tolueno) deve estar presente em concentrações mais altas que o limite mínimo de 

indução (LINKFIELD et al., 1989). Em geral esse limite é bastante baixo e a indução de 

enzimas dificilmente é um fator limitante na biorremediação de BTEX. Além disto, 

contaminações de BTEX são geralmente descobertas vários anos após a ocorrência do 

vazamento, e significante aclimatação microbiológica e indução de enzimas pode ocorrer 

durante este período (CHAPELLE, 1993). 

Alguns estudos com Pseudomonas putida identificaram vias metabólicas dedicadas 

aos componentes benzeno, tolueno e p-xileno. Lee et al. (1994) provaram que a via de 

metabolização do tolueno, codificada pelo plasmídio TOL, em misturas desses compostos, 

não utiliza o benzeno como substrato. A degradação do tolueno é iniciada com uma oxidação 

e podem ser formados cinco diferentes produtos de oxidação por P. putida contendo tolueno 

2,3-dioxigenase, uma enzima que oxida o anel aromático do tolueno incorporando 1 átomo de 

oxigênio molecular. Nesta reação, tolueno cis-dihidrodiol, um intermediário formado, é 

convertido no ciclo de Krebs (PARALES et al., 2000). Xilenos podem também sofrer a 

mesma reação oxidativa para o benzil-álcool e então para um intermediário do ciclo de Krebs. 

Somente a via codificada pelo plasmídio TOD pode utilizar benzeno como substrato. 

Nos ensaios de biodegradação de Otenio (2000), foi testada a ação da bactéria Pseudomonas 

putida CCMI 852, isolada de uma estação de tratamento de esgoto doméstico, sobre benzeno, 

tolueno e xilenos, individualmente e suas misturas. Os resultados confirmaram a 

caracterização genotípica da bactéria, avaliando a presença do plasmídio TOL, que possibilita 

o metabolismo de tolueno e xilenos e suas misturas, e não metabolismo do benzeno. O 

trabalho ainda concluiu que a presença do benzeno nas misturas inibe a ação da bactéria sobre 

os substratos tolueno e xilenos. 

Quando células bacterianas foram expostas a misturas de compostos aromáticos 

presentes em concentrações iguais, as vias de degradação foram modificadas 

substancialmente, comparando-se com os dados obtidos quando os substratos estavam 

individualizados. Os compostos BTEX foram degradados na seguinte seqüência: etilbenzeno, 

tolueno, benzeno e xilenos (DEEB e ALVAREZ-COHEN, 1999). 

Substratos facilmente biodegradáveis presentes em adição ao BTEX podem ser 

utilizados preferencialmente e com isso limitar a indução de enzimas degradadoras de BTEX.  

Este pode ser um fato importante no Brasil, onde a gasolina automotiva contem 22% 

de etanol, um substrato facilmente degradável. Neste caso, uma fase inicial de adaptação (fase 

lag) pode ser observada, durante a qual o etanol é degradado antes que qualquer 

biodegradação significante de BTEX ocorra. 
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Para Corseuil e Marins (1997) e Barker et al. (1987), todos os álcoois primários podem 

ser biodegradados em preferência ao BTEX e consumir o oxigênio disponível, além de ser 

tóxico ou inibitório ao crescimento dos microrganismos degradadores de BTEX. 

Santos (1996) verificou a degradação preferencial do etanol por parte dos 

microrganismos, com isso retardando a degradação dos compostos BTEX. Em seu 

experimento, uma amostra do contaminante puro foi totalmente consumida em menos de 

quatro dias, ao passo que misturado a uma grande concentração de etanol (300 mg/l), em doze 

dias não foi verificado biodegradação significativa. 

Corseuil e Kulkamp (2003) investigaram a atenuação natural em um derramamento 

controlado de etanol e diesel. Resultados mostraram que o etanol presente na água subterrânea 

agia como consumidor de aceptores de elétrons e nutrientes que poderiam estar disponíveis 

para a bioatenuação dos compostos mono e poliaromáricos. Indicadores geoquímicos 

mostraram que degradação aeróbia, redução de ferro e metanogênese eram os principais 

processos biológicos responsáveis pela degradação do etanol. Enquanto o etanol estava sendo 

degradado, a concentração aquosa de BTEX e PAHs ainda estava aumentando perto da fonte 

do vazamento. Degradação preferencial do etanol foi indicada pelo aumento da concentração 

de acetato e diminuição do pH em uma ordem de magnitude. A presença de grande 

quantidade de metano após 540 dias de contaminação mostra que as plumas de BTEX e PAHs 

podem ter uma longa fase lag antes da biodegradação e tornar-se o mecanismo de atenuação 

desses compostos. Esta fase lag na área contaminada antes da biodegradação é dependente 

não somente da taxa de degradação do etanol, mas também de seus subprodutos acetato e 

metano. 

 

3.5 Microrganismos Degradadores de Hidrocarbonetos 

Os microrganismos são os principais agentes responsáveis pela ciclagem do carbono 

na natureza. Em muitos ecossistemas existe uma comunidade autóctone de microrganismos 

capazes de degradar hidrocarbonetos (hidrocarbonoclásticos) (KATAOKA, 2001). 

Os primeiros estudos da utilização de hidrocarbonetos por microrganismos foram 

realizados por Sohnger e Kaserer em 1906 (BUSHNELL e HAAS, 1941). Em 1913, Sohnger 

relatou que gasolina, querosene, parafina e óleo de parafina poderiam ser oxidadas a CO2, 

água e traços de ácidos orgânicos por microrganismos. Os microrganismos estudados 

pertenciam principalmente aos gêneros Mycobacterium e Pseudomonas.  

Zobell (1946a), em uma extensa revisão sobre a ação dos microrganismos nos 

hidrocarbonetos, descreveu que muitas espécies têm a habilidade de utilizar hidrocarbonetos 

como única fonte de carbono e energia e que estes microrganismos estão amplamente 
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distribuídos na natureza. Observou o autor que mais de 100 espécies de 30 gêneros 

microbianos foram capazes de utilizar hidrocarbonetos. 

Komagata et al. (1964) examinaram cerca de 500 espécies de leveduras quanto à 

capacidade de utilizar hidrocarbonetos. Destas, 56 espécies possuíam esta capacidade, sendo 

que a maioria delas pertencia ao gênero Candida. Ahearn et al. (1971) isolaram espécies de 

Candida, Rhodosporidium, Rhodotorula, Sacharomyces, Sporobolomyces e Trichosporom, 

todas capazes de metabolizar hidrocarbonetos. 

Gutnick e Rosenberg (1977) postularam 3 características essenciais para a utilização 

de hidrocarbonetos pelos microrganismos: 

- um sistema eficiente de absorção de hidrocarbonetos com sítios especiais de ligação 

e/ou produção de substâncias emulsificantes para o transporte do hidrocarboneto ao interior 

da célula; 

- enzimas oxigenases específicas; 

- especificidade induzida – resposta positiva do organismo ao hidrocarboneto. 

Deste modo, os vários meios que os microrganismos têm desenvolvido a fim de 

solucionar estes três problemas provavelmente contribuem para o fato de mais de 200 

espécies diferentes terem sido descritas com capacidade de utilização de hidrocarbonetos 

(KATAOKA, 2001). 

Leahy e Colwell (1990) citam os seguintes gêneros de bactérias como os mais 

importantes: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Bacillus, 

Flavobacterium, Nocardia e Pseudomonas. Kadri et al. (1986), Shamshoom et al. (1990), 

Sorkhoh et al. (1990), Al-Hadhrami et al. (1995), estudando a distribuição de bactérias que 

degradam hidrocarbonetos, identificaram: Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp., 

Escherichia coli, Flavobacterium sp., Klebsiella cepacia, Micrococcus luteus, Moraxella 

phenylpiruvica, Nocardia sp., Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas aeruginosa, 

Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Vibrio sp., Rhodococcus sp., Streptomyces sp., Vibrio 

fisheri e Xanthomonas maltophilia. 

Em uma revisão sobre estudos ecológicos de bactérias que degradam hidrocarbonetos, 

Rosemberg e Gutnick (1981) verificaram que estes microrganismos estão potencialmente 

localizados em todas as áreas naturais, embora apresentem grandes variações em suas 

concentrações celulares. Nestes estudos, os pesquisadores investigaram a relação entre 

bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e o total de bactérias heterotróficas no solo.  

Seus trabalhos demonstraram que a variabilidade dos microrganismos degradadores de 

hidrocarbonetos encontradas em um ecossistema particular mudou de acordo com o período 

em que se realizou a amostragem e a extensão da poluição com o resíduo.  
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Venkateswaram e Harayama (1995), através do enriquecimento de culturas, isolaram 

uma população bacteriana capaz de degradar petróleo bruto, verificando que 28-51% da 

fração saturada e 0-18% da fração aromática presentes foram biodegradadas por uma cultura 

mista. Contudo, quando as culturas foram colocadas puras, nenhuma delas apresentou melhor 

degradação do que quando estavam consorciadas. As espécies isoladas foram Acinetobacter 

sp., Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas diminuta, Moraxella sp. , Sphingobacterium sp. 

e Ochrobactrum sp.. 

Em uma cultura mista, o produto metabólico pode ser degradado por uma outra 

espécie e o ataque de outros microrganismos pode levar a uma completa degradação do 

produto, mesmo que dentro da comunidade não exista um microrganismo capaz de degradá-lo 

totalmente (KATAOKA, 2001). 

Deste modo, estudos realizados com cultura mista possuem vantagens sobre estudos 

realizados com cultura pura. A primeira e mais importante é que a capacidade biodegradativa 

de uma comunidade é muito maior quantitativa e qualitativamente. Segundo, a resistência da 

comunidade a substâncias tóxicas pode ser muito maior porque há uma maior probabilidade 

de que um organismo que possa detoxificá-las esteja presente, e finalmente, o fato de que a 

mineralização de compostos xenobióticos algumas vezes requer a união da atividade de 

múltiplas enzimas (GRADY, 1985). 

Entretanto, devido a grande dificuldade de análise de misturas complexas, a maioria 

dos trabalhos realizados sobre microrganismos que degradam hidrocarbonetos têm sido 

realizados envolvendo o crescimento de um único microrganismo sobre um único 

hidrocarboneto ou uma classe de hidrocarbonetos relacionados (KATAOKA, 2001).  

Pelos trabalhos anteriormente mencionados, pode-se afirmar que microrganismos que 

degradam hidrocarbonetos têm sido isolados de todos os tipos de ambientes nos quais foram 

pesquisados, parecendo provável que qualquer ambiente possa ter ao menos uma pequena 

população destes organismos (BAZYLINSKI et al., 1989) e que esta população aumenta após 

a adição destes compostos no solo (PINHOLT et al., 1979). Assim, a proporção de 

microrganismo hidrocarbonoclásticos dentro da comunidade microbiana depende do grau de 

exposição do ambiente ao poluente. De acordo com Riser-Roberts (1992), em ecossistemas 

não poluídos, estes microrganismos constituem menos de 1 % da comunidade microbiana e 

em ecossistemas poluídos podem chegar a constituir 100 % da comunidade. Le Petit et al. 

(1977) verificaram que 10 % do total de bactérias isoladas de um efluente de refinaria de 

petróleo eram bactérias hidrocarbonoclásticas e que somente 4 % dessas bactérias foram 

isoladas em uma área não poluída. 
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3.6 Conceitos Envolvidos na Biorremediação 

 

3.6.1 Ação dos microrganismos 

A tecnologia da biorremediação é baseada em processos nos quais ocorrem reações 

bioquímicas mediadas por microrganismos. Em geral, um composto orgânico quando é 

oxidado perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é reduzido (ganha elétrons). O 

oxigênio comumente atua como aceptor final de elétrons quando presente e a oxidação de 

compostos orgânicos com a redução do oxigênio molecular é chamado de respiração aeróbia 

heterotrófica. No entanto, quando o oxigênio não está presente, microrganismos podem usar 

compostos orgânicos ou íons inorgânicos como aceptores finais de elétrons alternativos, 

condições estas chamadas de anaeróbias. A biodegradação anaeróbia pode ocorrer pela 

desnitrificação, redução do ferro, redução do sulfato ou condições metanogênicas 

(CORDAZZO, 2000). 

Nas condições subsuperficiais encontram-se populações de microrganismos, as quais 

geralmente são formadas por bactérias, fungos, algas e protozoários (GHIORSE e WILSON, 

1988). As bactérias na zona saturada variam com as características específicas geoquímicas e 

hidrogeológicas do aqüífero, sendo que, de maneira geral, embora existam bactérias 

anaeróbias, as que predominam são as bactérias aeróbias (CHAPELLE, 1993). Os principais 

mecanismos de biotransformação de contaminantes orgânicos em água subterrânea são 

efetuados nos biofilmes, que são bactérias e polímeros extracelulares aderidos à subsuperfície 

e que obtém energia e nutrientes durante o fluxo da água subterrânea (BITTON e GERBA, 

1984). 

A estrutura química dos poluentes orgânicos tem uma profunda influência na 

habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas, especialmente com respeito 

às taxas e extensão da biodegradação. Alguns compostos orgânicos são rapidamente 

biodegradados enquanto outros são recalcitrantes (não biodegradáveis). Hidrocarbonetos com 

baixo a médio peso molecular e álcoois são exemplos de compostos facilmente 

biodegradáveis. Compostos xenobióticos (compostos químicos fabricados pelo homem), 

especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser resistentes à biodegradação. 

Geralmente, compostos ramificados e polinucleados são mais difíceis para degradar 

que moléculas monoaromáticas ou com cadeias simples, e aumentando o grau de halogenação 

da molécula, diminui-se a biodegradabilidade (ALEXANDER, 1965 apud ATLAS, 1997). 

A comunidade microbiana envolvida na degradação de compostos xenobióticos pode 

ser dividida em dois grupos: os microrganismos primários e os secundários. Os primários são 

aqueles capazes de metabolizar o substrato principal fornecido ao sistema, enquanto os 
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secundários não utilizam o substrato principal, porém, os produtos liberados pelos 

microrganismos primários. Este processo é denominado cometabolismo (BULL e SLATER, 

1982 apud GRADY, 1985). 

Maiores detalhes a respeito do metabolismo dos microrganismos que degradam 

hidrocarbonetos podem ser encontrados em Alexander (1994), Kataoka (2001) e Melo (1997). 

 

3.6.2 Processos de biorremediação “in situ” 

Biorremediação “in situ” é realizada no próprio local, sem que haja remoção de 

material contaminado. Isto evita custos e distúrbios ambientais associados com o movimento 

de solos e águas que estão contaminados para outros locais destinados ao tratamento. Os 

produtos finais de uma biorremediação efetiva são água e gás carbônico, que não apresentam 

toxicidade e podem ser incorporados ao ambiente sem prejuízo aos organismos vivos. 

 

3.6.3 Biorremediação intrínseca (natural) 

Uma nova abordagem para a descontaminação de solos e águas subterrâneas, chamada 

de remediação natural vem, recentemente, ganhando aceitação, principalmente em locais 

contaminados por derramamentos de derivados de petróleo, como o que acontece em postos 

de combustíveis. A remediação natural é uma estratégia de gerenciamento que se baseia nos 

processos naturais de atenuação para remover ou conter os contaminantes dissolvidos na água. 

A atenuação natural refere-se aos processos físicos, químicos e biológicos que facilitam o 

processo de remediação de maneira global (WIEDEMEIR, 1996). 

Dados obtidos em pesquisas de campo de vários pesquisadores (BARKER et al., 1987; 

CHIANG et al., 1989; CHAPELLE, 1993; DAVIS e KLIER, 1994) têm comprovado que a 

atenuação natural limita o deslocamento dos contaminantes e, portanto, diminui 

acontaminação ao meio ambiente. A remediação natural não é uma alternativa de “nenhuma 

ação de tratamento”, mas uma forma de minimizar os riscos para a saúde humana e para o 

meio ambiente, monitorando-se o deslocamento da pluma e assegurando-se de que os pontos 

receptores (poços de abastecimento de água, rios, lagos) não serão contaminados (CORSEUIL 

e MARINS, 1998). 

Após a contaminação do lençol freático, os contaminantes se dispersarão em forma de 

pluma e irão deslocar-se, entretanto, o movimento da pluma pode ser atenuado por processos 

de diluição, dispersão, adsorção, volatilização e biodegradação. O processo que envolve as 

reações químicas promovidas por microrganismos é chamado de biorremediação intrínseca ou 

natural, cujo conceito básico é o uso da capacidade de microrganismos autóctones em 



 16

degradar contaminantes que tenham sido derramados em subsuperfície sem qualquer 

interferência de tecnologias ativas de remediação (BORDEN et al., 1995). 

A biodegradação de hidrocarbonetos é essencialmente uma reação de oxi-redução 

onde o hidrocarboneto é oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de elétrons é reduzido. Há 

vários compostos que podem agir como aceptores de elétrons, tais como o oxigênio (O2), 

nitrato (NO3
-), óxidos de ferro (p.e. Fe(OH)3), sulfato (SO4

2-), água (H2O) e dióxido de 

carbono (CO2). A seguinte seqüência de preferência de utilização desses aceptores foi 

observada: oxigênio > nitrato > óxidos de ferro > sulfato > água. Esta seqüência reflete a 

diminuição do potencial de oxidação dos aceptores. Em geral, a cinética de oxidação dos 

hidrocarbonetos é mais rápida para aceptores de elétrons com potenciais de oxidação mais 

altos (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996). 

O monitoramento da biorremediação intrínseca é baseado em um acompanhamento da 

evolução temporal e espacial da concentração de indicadores geoquímicos (p.e., pH, Eh, OD, 

temperatura, aceptores de elétrons) na água subterrânea. Resultados desse monitoramento 

podem ser usados para identificar fatores que podem controlar a taxa de biodegradação bem 

como identificar o processo microbiológico de respiração (aeróbia ou anaeróbia) em 

diferentes porções da pluma de hidrocarbonetos dissolvidos. A diminuição da concentração de 

oxigênio dissolvido (OD) na água e um aumento da concentração de dióxido de carbono são 

indicativos de um processo aeróbio de biodegradação, enquanto que a produção de íons Fe2+ 

ou diminuição de íons nitrato indicam a presença de processos anaeróbios. Um declínio do 

potencial redox (Eh) de valores positivos para negativos reflete a mudança de condições 

oxidantes (favoráveis aos microrganismos aeróbios) para condições redutoras (melhores 

condições aos processos anaeróbios, que são mais lentos que os aeróbios). Um aumento nos 

valores de pH pode ser creditado ao consumo de íons H+ durante a redução de íons férricos ou 

do nitrato (BORDEN et al., 1995). O processo aeróbios de biodegradação é melhor 

apresentados a seguir: 

 

3.6.4 Biodegradação aeróbia 

Quase todos os hidrocarbonetos do petróleo são biodegradados sob condições 

aeróbias. Oxigênio é um cosubstrato para a enzima que pode inicializar o metabolismo do 

hidrocarboneto e por fim é utilizado como aceptor final de elétrons para a geração de energia 

(YOUNG, 1984). Em muitos casos, a maior limitação na biodegradação aeróbia em 

subsuperfície é a baixa solubilidade do oxigênio em água. 

A água saturada com ar contém de 6 a 12 ppm de oxigênio dissolvido. Por exemplo, a 

completa conversão do tolueno (e muitos outros hidrocarbonetos) para CO2 e H2O requer 
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aproximadamente 3 g de O2 por grama de hidrocarboneto. Usando-se essa taxa, o O2 presente 

na água pode resultar na biodegradação de 2 a 4 ppm de hidrocarboneto através de processo 

estritamente aeróbio. Se a concentração de hidrocarboneto for maior que essa, a 

biodegradação deve ser incompleta ou deve acontecer mais vagarosamente por processo 

anaeróbio (BROWN et al., 1994). A extensão da biodegradação aeróbia é controlada pela 

quantidade de contaminantes, a taxa de transferência de oxigênio para a subsuperfície e o 

conteúdo original de oxigênio no aqüífero (BORDEN, 1994). Os tempos de meia vida, por 

exemplo, do tolueno, podem variar entre 1 e 20 dias, dependendo da concentração 

microbiológica ativa (ALVAREZ et al., 1991; CHEN et al., 1992; CHIANG et al., 1989; 

WEBER e CORSEUIL, 1994), chegando a valores fora dessa faixa se também ocorrerem 

limitações de transferência de massa (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996). 

 

3.7 Considerações sobre o Método Respirométrico de Bartha e Pramer e o Teste do 

Indicador 2,6-Diclorofenol Indofenol (DCPIP) 

Através destas técnicas experimentais, se torna possível avaliar e comparar a 

biodegradabilidade das diferentes concentrações das misturas de butanol com gasolina e com 

diesel, assim, analisando se a utilização do butanol como aditivo da gasolina e do diesel 

representará algum ganho em termos ambientais quando comparado com os atuais aditivos 

utilizados no Brasil, o etanol e o biodiesel.  

 

3.7.1 Método respirométrico de Bartha e Pramer 

O método respirométrico (BARTHA e PRAMER, 1965) (Figuras 2 e 3) é utilizado 

para medir a produção microbiana de CO2, a qual indica a mineralização dos poluentes. 

A quantidade de CO2 produzido é proporcional à porcentagem do substrato 

biodegradado. Estudos de mineralização que envolvem medidas da produção total do CO2 

podem fornecer uma informação precisa sobre o potencial de biodegradabilidade dos 

hidrocarbonetos (BALBA et al., 1998). A evolução do CO2 mede a degradação final 

(mineralização), estágio no qual uma substância é transformada nos produtos finais, enquanto 

que, por exemplo, a análise de cromatografia gasosa (CG) mede somente a degradação 

preliminar, na qual a substância não está transformada necessariamente em produtos finais. 
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Figura 2 – Esquema de um respirômetro de Bartha e Pramer (ABNT, 1999). 
 

 

 
 

Figura 3: Respirômetros de Bartha e Pramer 

 

 

3.7.2 Teste do indicador 2,6-Diclorofenol Indofenol (DCPIP) 

A capacidade de diferentes microrganismos em biodegradar as misturas de 

combustíveis foi verificada utilizando-se a técnica baseada no indicador redox 2,6-

diclorofenol indofenol (DCPIP) (Figura 4). O princípio deste teste é que durante a oxidação 
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microbiana dos hidrocarbonetos, elétrons são transferidos até aceptores como oxigênio, 

nitrato e sulfato. 

Ao incorporar um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio de cultura, é possível 

averiguar a capacidade dos microrganismos em utilizar hidrocarbonetos como substrato pela 

observação da mudança de cor do DCPIP de azul (oxidado) para incolor (reduzido). Esta 

técnica desenvolvida por Hanson et al. (1993) tem sido utilizada em vários trabalhos, por 

exemplo, Cormack e Fraile (1997), Roy et al. (2002), Peixoto e Vieira (2005), Lovaglio et al. 

(2005), Silva et al. (2005) e Souza et al. (2005). 

 

 

 

Figura 4 - Teste com o indicador 2,6-diclorofenol indofenol 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Caracterização e Amostragem do Solo e da Água 

A amostra de solo utilizada nos ensaios respirométricos foi coletada por HENCKLEIN 

(2008) de acordo com a norma técnica L.6.245 (Solos – Coleta e preparação de amostras, 

Procedimentos) da CETESB (1984) na Estação Ecológica de Itirapina, localizada entre os 

municípios de Itirapina e Brotas, no Estado de São Paulo, Brasil (22º13’S e 47°49’W). Essa 

amostra de solo de cerrado foi retirada da camada superficial de um local não contaminado. 

Até a execução dos experimentos de biodegradação, a amostra foi armazenada a 5° C. A 

Tabela 1 traz algumas das características físico-químicas do solo que foi utilizado para a 

realização dos experimentos respirométricos 1 e 3. As análises do solo foram executadas de 

acordo com a metodologia proposta por Embrapa (1997). Os valores de concentrações dos 

metais pesados não estão acima dos níveis mais restritos determinados pela CETESB 

(Agência Ambiental de São Paulo) e pela lista Holandesa (Cetesb, 2005). 

As amostras de água foram coletadas no Rio Atibaia localizado em Paulínia 

(SP/Brasil) (22o44’25.3”S/47o07’35.2”W). A amostragem composta foi obtida na superfície 

do rio ao longo de uma seção perpendicular ao sentido do fluxo. Próximo à localização da 

amostragem, uma refinaria de petróleo (Replan/Petrobras) e estradas representam fontes 

potenciais de contaminação. A Tabela 2 mostra algumas características da água que foi 

utilizada na realização do experimento respirométrico 2 (água coletada e início do 

experimento em 17/07/2008) enquanto a Tabela 3 apresenta algumas características da água 

para a realização do experimento respirométrico 4 (água coletada e início do experimento em 

27/11/2008). A obtenção das características das amostras de água foi determinada por 

procedimentos descritos em APHA (1998). 
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Tabela 1 – Características da amostra do solo (Experimentos 1 e 3) 

       (mmolc/dm3) 

pH (CaCl2) 4,0 K 0,6 

Matéria orgânica (g/dm3) 8,0 Ca 1,0 

Pres (mg/dm3)  8,0 Mg 1,0 

Umidade do solo (%) 7,4 SBa 2,7 

  Al 1,0 

  CTCb 27,7 

Granulometria (%) areia silte argila 

                86,0 4,1 9,9 

micronutrientes (ppm) Metais pesados (ppm) 

S Na Fe Mn Cu Zn B  Ba Cd Cr Ni Pb 

10 3,0 25 0,6 0,9 0,9 0,2  14,4 <0,01 11,9 <0,01 <0,01 
   

a soma de bases;      b capacidade de troca catiônica 
 

Tabela 2 – Características da amostra da água (Experimento 2) 

pH 7,45 nitrato (mg/L) 4,35 bactéria (CFU/mL) 103 

DBO  (mg/L) 9,4 amônia  (mg/L) 3,50 fungos filamentosos  

(CFU/mL) 
10 

DQO  (mg/L) 33,1 cloretos (mg/L) 20,65 

OD (mg/L) 2,7 sedimentação 0,7 leveduras (CFU/mL) 30 

condutividade (µS/cm) 380 sólidos voláteis (mg/L) 0,06   

acidez (mg/L) 9,70 sólidos fixos (mg/L) 0,27   

alcalinidade HCO3 (mg/L) 53,6 sólidos solúveis e em 

suspensão (mg/L) 
0,33 

  

toxicidade (EC50)
a
  - b   

nitrito (mg/L) 0,26     

a Daphnia similis;   b não detectado 
 

Tabela 3 – Características da amostra da água (Experimento 4) 

pH 7,78 nitrato (mg/L) 0,0 bactéria (CFU/mL) 54,50 

DBO  (mg/L) 9,40 amônia  (mg/L) 0,71 fungos filamentosos 

(CFU/mL) 
11,8 

DQO  (mg/L) 11,9 cloretos (mg/L) 10,81 

OD (mg/L) 1,41 sedimentação <0,1 leveduras (CFU/mL) 55,0 

condutividade (µS/cm) 140,9 sólidos voláteis (mg/L) 0,056   

acidez (mg/L) CaCO3 3,88 sólidos fixos (mg/L) 0,313   

alcalinidade HCO3 (mg/L) 21,42 sólidos solúveis e em 

suspensão (mg/L) 
0,369 

  

toxicidade (EC50)
a
 -b   

nitrito (mg/L) 0,0     

a Daphnia similis;   b não detectado 
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4.2 Experimentos Respirométricos 

A Tabela 4 resume os experimentos respirométricos de biodegradação simulando 

contaminações do solo e da água.  
 

Tabela 4 – Protocolo dos experimentos respirométricos 

Mistura butanol/gasolina (Experimento 1) Mistura butanol/gasolina (Experimento 2) 

Controle (sem adição de contaminantes) 

Solo + etanol (E100) 

Solo + butanol (But100) 

Solo + gasolina com etanol (20% v/v) (E20) 

Solo + gasolina com butanol (20% v/v) (But20) 

Solo + gasolina (100%) (But0) 

Controle (sem adição de contaminantes) 

Água + etanol (E100) 

Água + butanol (But100) 

Água + gasolina com etanol (20% v/v) (E20) 

Água + gasolina com butanol (20% v/v) (But20) 

Água + gasolina (100%) (But0) 

Mistura butanol/diesel (Experimento 3) Mistura butanol/diesel (Experimento 4) 

Controle (sem adição de contaminantes) 

Solo + biodiesel (BD100) 

Solo + butanol (But100) 

Solo + diesel com biodiesel (20%) (BD20) 

Solo + diesel com butanol (20%) (But20) 

Solo + diesel (100%) (But0) 

Controle (sem adição de contaminantes) 

Água + biodiesel (BD100) 

Água + butanol (But100) 

Água + diesel com biodiesel (20%) (BD20) 

Água + diesel com butanol (20%) (But20) 

Água + diesel (100%) (But0) 

 

Os experimentos de biodegradação foram realizados em frascos de Bartha (250 mL) 

usados para medir a produção microbiana de CO2 (BARTHA & PRAMER, 1965; MARIANO 

et al., 2007). Para cada condição experimental, os frascos de Bartha foram preparados em 

triplicatas (50 g do solo ou 50 mL da água) e incubados a 27 °C no escuro. A quantidade de 

combustível adicionado no solo e na água foram, respectivamente, 50 mL/Kg de solo e 20 

mL/L de água (2 % (v/v)). O CO2 produzido foi capturado em uma solução de 10,0 mL de 

KOH (0,2 N), localizada no braço lateral do frasco. Esta solução foi retirada periodicamente 

por uma seringa, e a quantidade de dióxido de carbono absorvida foi então medida titulando-

se o KOH residual (após a adição da solução do cloreto do bário (1 mL; 1,0 N) usado para 

precipitar os íons carbonatos) com uma solução padrão de HCl (0,1 N). Durante a realização 

do procedimento para medir a produção de CO2 provinda da biodegradação das substâncias 

dentro dos frascos respirométricos, foi necessário aerar o meio durante 1 minuto através de 

filtros de ascarita. 

Para quantificar a produção de CO2 gerado no experimento respirométrico, foi 

utilizado a equação (1). 
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CO2 gerado (µmol) = (VB – VA) . 50 . fHCl             (1) 

onde: 

VB = volume de HCl 0,1 N utilizado para titular o branco, em mL; 

VA = volume de HCl 0,1 N utilizado para titular o tratamento, em mL; 

fHCl = fator de correção da normalidade do HCl. 

 

4.3 Teste de Biodegradabilidade – Indicador DCPIP 

A biodegradabilidade das misturas de butanol/gasolina e etanol/gasolina foi também 

verificada com a técnica baseada no indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) 

(HANSON et al., 1993).  

 

4.3.1 Microrganismos 

Para a realização do teste de biodegradabilidade com o indicador redox DCPIP, a 

potencialidade de quatro inóculos para biodegradar as misturas consideradas nos 

experimentos respirométricos 1 e 2 foram testadas:  

- Pseudomonas aeruginosa LBI (BENINCASA et al., 2002);  

-Candida viswanathii (isolada do efluente de petróleo da Replan / Petrobras);  

- Consórcio 1 (obtido do solo);  

- Consórcio 2 (obtido da água do rio Atibaia). 

 

4.3.2 Preparo dos inóculos e do teste com o indicador DCPIP 

Os inóculos com Pseudomonas aeruginosa LBI e Candida viswanathii foram 

preparados a partir de células transferidas de tubos de armazenamento e espalhadas na 

superfície de placas de Petri contendo, respectivamente, meios PCA e Sabouraud. As placas 

de Petri foram incubadas, respectivamente, à 35oC e 28oC durante 24 horas. Para preparar o 

consórcio 1, 10 g de solo foi adicionado ao frasco Erlenmeyer (125 mL) com 50 mL de 

solução salina estéril e mantido sob a agitação durante 1 minuto. Após este período, a salina 

foi espalhada na superfície da placa de Petri contendo meio PCA. A placa de Petri foi 

incubada a 35 °C durante 24 horas e então as células foram recuperadas usando solução salina 

estéril. No caso do consórcio 2, 1 mL da água do rio foi espalhada diretamente na superfície 

do meio PCA. 

Os inóculos (0,2 mL, concentração não determinada) foram adicionadas aos tubos de 

ensaio (duplicatas) que continham o meio Bushnell-Hass (BH) estéril (10 mL) e 1 % (v/v) das 

misturas. A concentração de DCPIP foi 0,14 mg/mL. Os tubos de ensaio foram mantidos sob 

agitação (60 rpm) a 27,0±1,0 oC. O meio BH consiste de, g/L: MgSO4: 0,2; CaCl2: 0,02; 

KH2PO4: 1,0; K2HPO4: 1,0; NH4NO3: 1,0; FeCl3: 0,05 (DIFCO, 1984). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1 Mistura Butanol/Gasolina em Comparação com a Mistura Etanol/Gasolina 

 

5.1.1 Experimentos respirométricos de Bartha e Pramer 

Os experimentos respirométricos 1 e 2 foram realizados com o propósito de analisar a 

biodegradabilidade das misturas de butanol/gasolina e etanol/gasolina (misturas de 20%) no 

solo e na água, respectivamente. Esta porcentagem foi escolhida porque no Brasil, desde os 

anos setenta, a gasolina contém na sua formulação 20 a 25% de etanol. 

A respeito da contaminação do solo (Figura 5), a fase lag para o butanol foi de 54 dias 

enquanto a biodegradação do etanol começou depois do 12° dia. Similarmente, o início da 

biodegradação da mistura de butanol/gasolina teve um atraso de uma semana em relação à 

mistura de etanol/gasolina. Na água (Figura 6), a biodegradação das misturas prontamente 

começou no inicio do experimento, e novamente houve para o butanol uma fase lag 

consideravelmente mais longa (92 dias) quando comparada com a fase lag para o etanol 

(início). 
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Figura 5 – Produção diária de CO2 durante incubação (150 dias) do experimento 

respirométrico 1 (contaminação do solo). 
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Figura 6 – Produção diária de CO2 durante incubação (132 dias) do experimento 

respirométrico 2 (contaminação da água). 

 

 

O etanol mostrou ter uma taxa de biodegradação mais rápida em relação ao butanol, 

particularmente em água, situação na qual o contato entre os microrganismos e os álcoois é 

melhorado devido à solubilização destes componentes em água. Uma explicação para as 

diferentes taxas de biodegradação entre o etanol e butanol pode ser dada pelo coeficiente de 

partição octanol/água dos álcoois (log Kow), uma vez que eles foram adicionados na mesma 

concentração e tem estruturas moleculares similares. Contudo, muitos solventes orgânicos, 

como o butanol, são tóxicos para os microrganismos devido aos seus efeitos devastadores 

sobre as membranas celulares. A correlação entre a toxicidade e o caráter hidrofóbico do 

solvente é expressa pelo log Kow, que é coeficiente de partição entre a água e o octanol 

(GARCÍA-RIVERO et al., 2007). Solventes com um log Kow entre 1 e 5 são considerados 

altamente tóxicos para as membranas celulares (SIKKEMA et al., 1995). O butanol tem um 

valor de log Kow de 0,88, inferior ao da escala citada. No entanto, os efeitos de solventes 

também são conhecidos por depender da concentração na membrana bacteriana (Isken et al., 

1999). O log Kow do etanol é mais baixo do que do butanol, respectivamente, -0,32 (Jacobi et 

al., 1996) e 0,88 (GARCÍA-RIVERO et al., 2007), o qual resulta em um caráter hidrofóbico 

mais elevado deste último e consequentemente uma toxicidade mais elevada para as células 

(SIKKEMA et al., 1995). 

Outros estudos experimentais indicam que o butanol é prontamente biodegradado em 

solo (FAIRBANKS et al., 1985; USEPA 1989). Entretanto as concentrações de butanol nestes 

experimentos (3 ppm e 500 ppm) foram consideravelmente menores do que a concentração no 
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estudo atual (20.000 ppm). A concentração tem um forte efeito na biodegradação do butanol. 

Por exemplo, a taxa de crescimento máximo específico da Enterobacter sp. VKGH12 em 

butanol variou significativamente de 0,27h-1 quando à 0.4% (v/v) para 0,05h-1 quando à 1.2% 

(v/v) (VEERANAGOUDA et al., 2006).  

Com o propósito de avaliar a biodegradabilidade das misturas, a metodologia de 

Pasqualino et al. (2006), baseada na combinação linear da produção de CO2 acumulado dos 

combustíveis puros, foi empregada. De acordo com esta metodologia, as quantidades totais de 

CO2 (valor acumulado) produzidas pelas misturas (E20 e But20) são comparadas com as 

respectivas combinações lineares (LC) (Equação 2) das quantidades totais de CO2 produzidas 

pelos compostos puros (E0 e But100). 

 

LC  =  G . (CO2)But0  +  But . (CO2)But100   (2) 

 

Onde: 

 

 G é a % de gasolina na mistura; 

But a % de butanol na mistura; 

(CO2)But0 a quantidade total de CO2 (valor acumulado) produzido pelo But0; 

(CO2)But100 a quantidade total de CO2 (valor acumulado) produzido pelo But100. 

 

A combinação linear representa a situação esperada nos casos em que o biodegradação 

de cada composto acontece independentemente. As Figuras 7 e 8 mostram a produção de CO2 

acumulada dos experimentos respirométricos 1 e 2, respectivamente,  bem como a 

combinação linear dos combustíveis puros. A adição de álcoois resultou em efeitos sinérgicos 

positivos, sendo que para todos os casos os dados experimentais estão acima das respectivas 

combinações lineares. 
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Figura 7 – Quantidade total acumulada de CO2 produzida no experimento respirométrico 1 

(contaminação do solo) durante a incubação (150 dias). 
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Figure 8 – Quantidade total acumulada de CO2 produzida no experimento respirométrico 2 

(contaminação da água) durante a incubação (132 dias). 

 

Em solo, enquanto a produção de CO2 nos tratamentos com as misturas 

butanol/gasolina e butanol são os mesmos, a produção de CO2 para o etanol é 73% mais alta 

em relação à mistura de etanol/gasolina. Desta forma, a substituição de 80% de butanol pela 

gasolina, a qual é menos biodegradável, não alterou a taxa de biodegradação. Isto pode sugerir 

que o efeito positivo do butanol na biodegradação da gasolina foi superior ao observado com 

a adição do etanol. Contudo, somente a determinação da concentração de hidrocarbonetos ou 

o emprego de carbonos marcados poderiam quantificar esse efeito.  
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Dois mecanismos simultâneos podem ser responsáveis pelo efeito sinérgico entre o 

butanol e a gasolina.   Primeiramente, as baixas quantidades de butanol nas misturas 

(presumidamente prontamente degradável e menos tóxico para estas concentrações) poderiam 

ter melhorado a biodegradação da gasolina por meios de cometabolismo. Este é um termo 

usado para descrever o processo em que microrganismos usam um segundo substrato 

prontamente degradável como fonte de carbono (energia) (aqui o butanol) para degradar o 

primeiro substrato (gasolina) o qual de outra maneira é raramente atacado pelos 

microrganismos quando esta é a única fonte de carbono. Em segundo lugar, como um 

solvente, o butanol pode melhorar a biodisponibilidade e solubilidade dos hidrocarbonetos 

(GARCÍA-RIVERO et al., 2007). A biodisponibilidade é um passo limitante na 

biodegradação destes compostos hidrofóbicos, cuja sorção ao solo os protege do ataque 

microbiano (CARMICHAEL et al., 1997). Além disso, estudos têm mostrado que o consumo 

de hidrocarbonetos ocorre somente na fase líquida (GHOSHAL et al., 1996). Com isso o 

butanol poderia ter aumentado a taxa de desorção dos hidrocarbonetos da gasolina da fase 

sólida e/ou diminuído à solubilidade na fase líquida, o que por sua vez permitiu o aumento da 

biodegradação dos hidrocarbonetos. Devido a estas propriedades, o butanol tem sido 

considerado para ser aplicado como solvente na lavagem ex-situ de solos contaminados com 

hidrocarbonetos (GARCÍA-RIVERO et al., 2007) e em estudos sobre procedimentos de 

extração com solventes para estimar a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HAP) (BREEDVELD e KARLSEN, 2000; LISTE e ALEXANDER, 2002). 

Em água, a quantidade de álcool solubilizado é menor para as misturas. Neste caso, 

isto teve um efeito positivo significativo para o butanol, o qual mostrou ser tóxico na 

concentração de 20.000 ppm para But100. Com menor quantidade de butanol em água (4.000 

ppm para But20), a toxicidade diminuiu e consequentemente a produção de CO2 para a 

mistura aumentou. 

A solubilização do álcool presente na mistura afetou significativamente a 

biodegradação dos hidrocarbonetos. A solubilização pode ter aumentado a miscibilidade dos 

hidrocarbonetos mono-aromáticos (BTEX) em água, permitindo um efeito conhecido como 

co-solvência, o qual foi relatado para o etanol (CORSEUIL et al., 2004) e o metanol 

(POULSEN et al., 1992). A solubilização dos hidrocarbonetos aumenta a biodisponibilidade, 

contudo, ao mesmo tempo, a extensão da contaminação também aumenta. 

Nos casos das contaminações de águas subterrâneas, estudos demonstraram que o 

etanol pode atrasar a biodegradação dos contaminantes do petróleo, especialmente BTEX, 

pela degradação preferencial do etanol, causando o consumo de nutrientes e aceptores de 

elétrons, e mudando a população microbiana em favor da degradação do etanol (POWERS et 
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al., 2001; CORSEUIL et al., 2004; NIVEN, 2005). Apesar de não ser analisado no trabalho 

presente, é provável que o butanol exerça efeitos similares. 

 

5.1.2 Teste de biodegradabilidade com o indicador redox DCPIP 

Os resultados do experimento com o indicador redox (Tabela 5) para a mistura de 

butanol/gasolina em comparação a mistura etanol/gasolina, mostram que a concentração 

inicial de 1% v/v da gasolina pura (metade da concentração no experimento respirométrico 

com água) não pôde ser biodegradada pelos inóculos testados. Mesmo Pseudomonas 

aeruginosa LBI, um microrganismo conhecido pela sua habilidade em degradar 

hidrocarbonetos do petróleo (PIRÔLLO et al., 2008), não obteve sucesso. A biodegradação do 

etanol para a maioria dos casos começou mais rapidamente do que o butanol. A exceção foi 

Candida viswanathii, a qual também não foi capaz de biodegradar a mistura etanol/gasolina. 

Portanto, como verificado no experimento respirométrico, foi encontrada a seguinte ordem de 

biodegradabilidade: etanol > butanol > gasolina.  

 

Tabela 5 – Tempo (em horas) para a descoloração do indicador DCPIP (1º Experimento) 

microrganismo gasolina butanol etanol gasolina+butanol 
(20%) 

gasolina +etanol 
(20%)  

consórcio 1a -c 97 40 63 87 

consórcio 2b - 125 40 63 47 

Pseudomonas 
aeruginosa LBI 

- - 125 54 94 

Candida  
viswanathii 

- 88 - 54 - 

     a consórcio do solo utilizado no experimento respirométrico, b consórcio da água do Rio 
Atibaia, c não descoloriu durante o experimento (208 h). 
    Obs: durante o teste, não foi observado a descoloração dos controles do substrato (sem 
inóculo) e do inóculo (sem combustível). 

 

 

Em relação às misturas, o consórcio 1 do solo, Pseudomonas aeruginosa LBI, e 

Candida viswanathii apresentaram melhores resultados na mistura butanol/gasolina. A 

exceção foi o inóculo 2 da água do rio. Deste modo, provavelmente devido ao efeito sinérgico 

resultante da mistura dos combustíveis, alguns microrganismos que mostraram ser mais 

capazes de biodegradarem o etanol, preferiram as misturas butanol/gasolina. 
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5.2 Mistura Butanol/Diesel em Comparação com a Mistura Biodiesel/Diesel 

 

5.2.1 Experimentos respirométricos de Bartha e Pramer 

Os experimentos respirométricos 3 e 4 (Tabela 4) foram realizados com o propósito de 

analisar a biodegradabilidade das misturas de butanol/diesel e biodiesel/diesel (misturas de 

20%) no solo e na água, respectivamente. Atualmente apenas 2% de biodiesel está inserido no 

diesel comercializado no Brasil, sendo previsto o emprego de 5% até o ano de 2013. 

A respeito da contaminação do solo (Figura 9), como o butanol (But100) teve uma 

degradação baixa, o aumento na concentração de butanol (20% v/v) na mistura com diesel 

resultou na redução da produção de CO2 em aproximadamente 28.5 % em relação ao But0. A 

adição de butanol também afetou a fase lag. Enquanto para o But0 a biodegradação começou 

desde o início do experimento, a fase lag para o But100 foi de 61 dias. Similar ao butanol 

(But100), a mistura de butanol/diesel teve um atraso quanto a biodegradação, começando no 

26° dia, enquanto a mistura biodiesel/diesel foi biodegradada desde o início do experimento. 

Considerando-se o tempo para o início da biodegradação, foi encontrada a seguinte ordem de 

biodegradabilidade em solo: biodiesel = diesel > butanol, assim como as suas misturas: 

biodiesel/diesel > butanol/diesel. 
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Figura 9 – Produção diária de CO2 durante incubação (92 dias) do experimento 

respirométrico 3 (contaminação do solo). 

 

Aplicando-se a análise de variância (Anova) aos dados de produção acumulada de CO2 

do experimento respirométrico 3 (Figura 10), foi possível obter a seguinte ordem de 

biodegradabilidade: diesel = biodiesel > butanol. Assim como analisado para os combustíveis 

puros, a seguinte ordem de biodegradabilidade das misturas em relação à quantidade total de 
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CO2 acumulada foi: biodiesel/diesel (9778,9 µmol de CO2) > butanol/diesel (4847,0 µmol de 

CO2). 
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Figura 10 – Quantidade total acumulada de CO2 produzido no experimento respirométrico 3 

(contaminação do solo) durante a incubação (92 dias).  

 

Na água (Figura 11), a biodegradação da mistura butanol/diesel começou no início do 

experimento, sendo que para a mistura biodiesel/diesel a biodegradação foi iniciada a partir 

do 7° dia. Considerando-se o tempo para o início da biodegradação, foi possível encontrar a 

seguinte ordem de biodegradabilidade: butanol > biodiesel = diesel, assim como as suas 

misturas: butanol/diesel > biodiesel/diesel. 
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Figura 11 – Produção diária de CO2 durante incubação (53 dias) do experimento 

respirométrico 4 (contaminação da água). 
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Aplicando-se a análise de variância (Anova) aos dados de produção acumulada de CO2 

do experimento respirométrico 4 (Figura 12), foi possível obter a seguinte ordem de 

biodegradabilidade: butanol > biodiesel = diesel. Assim como analisado para os combustíveis 

puros, a seguinte ordem de biodegradabilidade das misturas em relação à quantidade total de 

CO2 acumulado foi: butanol/diesel (903,3 µmol de CO2) > biodiesel/diesel (560,1 µmol de 

CO2). 
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Figura 12 – Quantidade total acumulada de CO2 produzido no experimento respirométrico 4 

(contaminação da água) durante a incubação (53 dias). 

 

Para discutir e analisar os resultados obtidos nos experimentos respirométricos 3 e 4 é 

importante considerar dois fatores: a concentração inicial de butanol adicionada aos meios 

que foram estudados (solo e água) e a solubilidade dos combustíveis em água. Em relação aos 

experimentos com a mistura butanol/diesel, houve diferença nos resultados obtidos no 

experimento 3 (solo) quando comparados ao experimento 4 (água).  

Primeiramente, analisando os dados obtidos nos experimentos 1 e 2, enquanto a 

gasolina teve biodegradação inferior em relação ao butanol (a produção de CO2 foi 39.2% 

menor), no experimento 3 o óleo diesel foi biodegradado mais do que o butanol (a produção 

de CO2 foi 7,3 vezes maior). Assim, a ordem de biodegradabilidade observada para os 

componentes puros foi a seguinte: diesel>butanol>gasolina. Com isso, o efeito de 

biodegradabilidade quando o butanol estava presente foi positivo na gasolina e negativo no 

óleo diesel. 

A solubilidade e as concentrações dos compostos nas misturas de butanol/diesel foram 

fatores determinantes para uma melhor biodegradação no experimento 4 em relação ao 

experimento 3. Em relação a solubilidade, na água, o butanol puro (B100) mostrou ter uma 
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taxa de biodegradação mais rápida em relação ao biodiesel e ao diesel (Figura 10) no qual o 

contato entre os microrganismos e o álcool foi melhorado devido à solubilização deste 

componente em água. A solubilidade pode ter sido fator relevante quanto à 

biodegradabilidade da mistura devido à maior solubilização do butanol no meio líquido, 

quando comparado com o biodiesel. Devido ao biodiesel e o diesel serem insolúveis em água, 

a superfície de contato destes com os microrganismos é menor, dificultando a biodegradação 

desses compostos. 

Em relação às misturas, uma das hipóteses na qual butanol/diesel em água obteve 

melhor biodegradação em relação ao biodiesel/diesel, pode ser explicada devido a menor 

concentração de butanol em água (0,08 % v/v) possibilitando dessa maneira a bioassimilação 

e posteriormente a biodegradação pelos microrganismos, como observado no experimento 4 e 

no teste de biodegradabilidade com o indicador DCPIP.  Além disso, a adição de butanol pode 

ter permitido a co-solvência do diesel, aumentando assim a disponibilidade deste aos 

microrganismos. Consequentemente, este efeito pode ter favorecido a biodegradação do 

diesel. 

Sendo assim, a principal diferença a ser considerada na biodegradabilidade da mistura 

butanol/diesel em relação ao biodiesel/diesel na água foi o fator solubilidade. 

 

5.2.2 Teste de biodegradabilidade com o indicador redox DCPIP 

Os resultados do experimento com o indicador redox (Tabela 6) mostram que a 

concentração inicial de 1% v/v do butanol puro (mais que o dobro da concentração inicial de 

0,4% v/v no experimento respirométrico 4 com água) não pode ser biodegradada pelos 

inóculos testados. Mesmo Pseudomonas aeruginosa LBI, um microrganismo conhecido pela 

sua habilidade em degradar hidrocarbonetos do petróleo (PIRÔLLO et al., 2008), não obteve 

sucesso.  

A biodegradação do biodiesel para todos os casos começou mais rapidamente do que o 

butanol, o qual não foi biodegradado por nenhum dos inóculos testados. Porém, com a adição 

de butanol em concentrações menores na mistura butanol/diesel (0,2% v/v de butanol) foi 

observado uma biodegradação mais rápida em relação à mistura de biodiesel/diesel (0,2% v/v 

de biodiesel) assim como analisado no experimento respirométrico 4 (Figura 10).  

Em relação às misturas, o consórcio 1 do solo, Pseudomonas aeruginosa LBI, e 

Candida viswanathii apresentaram melhores resultados na biodegradação da mistura 

butanol/diesel em relação a mistura biodiesel/diesel, como também no experimento 

respirométrico 4 (Figura 10). A exceção foi o inóculo 2 da água do rio que não biodegradou 

as misturas.  
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Tabela 6 – Tempo (em horas) para a descoloração do indicador DCPIP (2º Experimento) 

microrganismo diesel butanol biodiesel diesel+butanol 
(20%) 

diesel+biodiesel 
(20%)  

consórcio 1a 220 - 37 91 211 

consórcio 2b - c - 30 - - 

Pseudomonas 
aeruginosa LBI 

192 - 87 73 142 

Candida  
viswanathii 

26 - 22 20 26 

   a consórcio do solo utilizado no experimento respirométrico, b consórcio da água do Rio 
Atibaia, c não descoloriu durante o experimento (220 h). 
    Obs: durante o teste, não foi observado a descoloração dos controles do substrato (sem 
inóculo) e do inóculo (sem combustível). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Em relação aos experimentos 1 e 2 (butanol/gasolina) concluiu-se que, a partir de 

experimentos laboratoriais, o etanol mostrou ter uma taxa de biodegradação mais rápida em 

relação ao butanol, particularmente em água, e a seguinte ordem de biodegradabilidade foi 

encontrada: etanol > butanol > gasolina. A adição de álcoois na gasolina resultou em efeitos 

sinérgicos positivos na biodegradação dos combustíveis em ambos os meios, solo e água e, 

além disso, os resultados sugerem que, em solo, o butanol promoveu uma melhor 

biodegradação da gasolina que o etanol.  

Nos experimentos 3 e 4 (butanol/diesel), concluiu-se que em relação à adição de 

butanol ao diesel, a concentração e a solubilidade foram fatores importantes para avaliar a 

biodegradação da mistura quando comparada com um outro combustível qualquer. Assim, na 

água, resultados indicam que a adição de butanol, em concentração que não se mostrou tóxica 

aos microrganismos, ao diesel pode ter permitido uma maior solubilidade da mistura, 

possibilitando melhor biodegradação quando comparado com o aditivo empregado 

atualmente, o biodiesel. 

Finalizando, enquanto a gasolina teve menor biodegradação em relação ao butanol 

(experimentos 1 e 2), no experimento 3 o óleo diesel foi biodegradado mais do que o butanol. 

Assim, a ordem de biodegradabilidade observada para os componentes puros foi a seguinte: 

diesel>butanol>gasolina. Com isso, o efeito de biodegradabilidade quando o butanol estava 

presente foi positivo na gasolina e negativo no óleo diesel (em solo).  

 

 

7. RECOMENDAÇÕES 
 

Futuras pesquisas são necessárias para determinar: a taxa de biodegradação de 

constituintes específicos da gasolina e do diesel, principalmente os mono-aromáticos BTEX e 

poli-aromáticos, sob condições aeróbias e de outros aceptores de elétrons; o efeito do butanol 

nas estruturas das comunidades microbianas; o efeito de co-solvência do butanol na 

solubilidade aquosa dos hidrocarbonetos mono-aromáticos. 
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