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RESUMO

O aumento do preco do petroleo e a tendéncia dtualso de matérias-primas renovaveis
para a producdo de produtos quimicos renovam cegge na producao de biobutanol que,
produzido via fermentacdo de matérias-primas a@dcopode ser utilizado como um
componente da gasolina e do 6leo diesel. Com arcatieacdo desse novo biocombutivel,
poderdo ocorrer danos ambientais devido ao derremantdessas substancias. Entre outras
técnicas, a limpeza dessas areas contaminadasspodé&cancada com biorremediacdo, uma
técnica baseada na acdo de microrganismos, que aterantagem de transformar
contaminantes perigosos em substancias nao toxicas) o CQ, agua e biomassa. Assim,
tendo em mente a utilizacdo de biobutanol no fupmaximo como um aditivo gasolina e
devido a falta de conhecimento dos efeitos de bltobre a biodegradacédo de gasolina, este
trabalho visou avaliar a biodegradacdo aerébiasodaentracdo da mistura butanol/gasolina e
butanol/diesel (20% v/v), em comparacdo com a cun@agio da mistura etanol/gasolina e
biodiesel/diesel (20% v/v), respectivamente. Rando, foram empregadas duas técnicas, o
método respirométrico e o teste do indicador regléxdiclorofenol indofenol (DCPIP). No
primeiro, experimentos simulando a contaminacdordeambiente natural foram realizados
em respirometros de Bartha, usados para medirdug@iio microbiana de GOCom o teste

do indicador, a capacidade de quatro in6culos eabelgiradar as misturas de 20 % foi testada.
Nos experimentos butanol/gasolina, a adicdo deo#&cona gasolina resultou em efeitos
sinérgicos positivos na biodegradacdo dos comhaistivo solo e na agua. Além disso,
resultados sugerem que o butanol promoveu uma migibdegradacéo da gasolina do que o
etanol. No entanto, nos experimentos butanol/di@sebncentracédo e a solubilidade foram
fatores importantes para avaliar a biodegradacd abonpostos. A biodegradacdo dos
combustiveis puros determinou a ordem de biodegiattde: diesel>butanol>gasolina.
Com isso, o efeito de biodegradabilidade quandaitanol estava presente foi positivo na

gasolina e negativo no 6leo diesel (solo).

Palavras-chave butanol, etanol, gasolina, diesel, biodieseldbgradacéo, misturas, solo,
agua
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ABSTRACT

The increase in the oil price and the current trehdsing renewable raw materials for the
production of chemicals renew the interest in thedpction of biobutanol that, produced by
fermentation of agricultural raw materials, canused as a component of gasoline and diesel.
With the commercialization of new fuels, environrre@rdamages due to spills can occur.
Among other techniques, the clean-up of these ouingted areas can be achieved with
bioremediation, a technique based on the actianiofoorganisms, which has the advantage
of turning hazardous contaminants into non toxitessances such as gQvater and biomass.
Thus, bearing in mind the use of biobutanol inrikar future as a gasoline extender and due
to the lack of knowledge of the effects of butaoolthe biodegradation of gasoline, this work
aimed to assess the aerobic biodegradation of tigasoline blends and butanol/diesel
(20% viv), being the latter compared to the ethgagbline blend and biodiesel/diesel (20%
vIv), respectively. Two experimental techniques evemployed, namely the respirometric
method and the redox indicator 2,6-dichlorophendbphenol (DCPIP) test. In the former,
experiments simulating the contamination of natugaVironments were carried out in
biometer flasks, used to measure the microbiaj @@duction. The DCPIP test assessed the
capability of four inocula to biodegrade the fudrus. In butanol/gasoline experiments the
addition of the alcohols to the gasoline resulted piositive synergic effects on the
biodegradation of the fuels in soil and water necai Furthermore, results suggest that
butanol better enhanced the biodegradation of mmsothan ethanol. However, in
butanol/diesel experiments, concentration and ddlutvere important factors to evaluate the
biodegradation of compounds. The biodegradatiothefpure fuels determined the order of
biodegradability: diesel>butanol>gasoline. Thug #ffect of the biodegradability when the

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

Key-words: butanol, ethanol, gasoline, diesel, biodies@dbgradation, blends, soil, water



1. INTRODUCAO

As preocupacdes ambientais e a escassez do Olgadiedo petréleo em um futuro
proximo levaram varios paises a adotar uma ledgislague permite a adicdo de
biocombustiveis na formulacdo da gasolina e doeti€> etanol e o biodiesel estdo sendo
produzidos em grande escala e em paises como d Bsazarros flex jA podem ser
abastecidos com etanol puro ou em qualquer propaedasolina e etanol.

O processo fermentativo em escala industrial nécénte, sendo que, a producao de
acetona e butanol foi um dos primeiros processdsrdeentacéo industrial desenvolvidos em
larga escala. A interrupcdo da producdo pela fetagéo foi dada na década 60 devido a
desvantagem econdmica desse processo em relacdotaa petroquimica. Contudo,
desenvolvimentos recentes em biotecnologia, o atmea preco do petrdleo e o forte
interesse no uso de matérias-primas renovaveisaparaducao de quimicos, proporcionaram
a renovacao do interesse pela rota fermentativd €Hal., 2005; EZEJI et al., 2007;
MARIANO et al., 2008a). Além do etanol, a demanda kutanol pode aumentar
significantemente devido a proposta atual do usseleomposto, produzido via fermentacéao,
como um biocombustivel.

O biobutanol é um alcool de 4-carbonos provenidattermentacdo de aglcares e tem
muitas caracteristicas que o tornam um melhorvadde combustivel do que o etanol. O
butanol possui um alto conteddo energético, mikdéae total com gasolina e diesel, uma
baixa pressdo de vapor e é menos explosivo e omrapie o etanol (QURESHI &
BLASCHEK, 1999). Devido a sua caracteristica nélapoo butanol também pode ser
misturado com o diesel. Apesar destas vantagerdgdwantagens inerentes relacionados com
0 processo produtivo de fermentacéo, o que tom#aaa producdo de biobutanol, em escala
industrial, economicamente inviavel. No entantomathorias da tecnologia para a produgéo

de biobutanol estdo em ritmo acelerado (QURESHI9@ por esta raz&o a comercializacéo
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de biobutanol esta prevista para a proxima decsdase contexto, em 2007, a DuPont
(Estados Unidos) e a BP (Reino Unido) anunciarans gg@anos para a producdo de
biobutanol para ser usado como um novo aditivoadalgna (EZEJI et al., 2007).

Com a comercializagdo do butanol ou das misturas bd&anol/gasolina e
butanol/diesel, podem ocorrer danos ambientaisddea® derramamento dessas substancias.
No entanto, entre outras técnicas, a limpeza déstss contaminadas pode ser alcancada
com a biorremediacdo, uma técnica baseada na aeamnidrorganismos, 0s quais
transformam contaminantes perigosos em substam@as toxicas como CO agua e
biomassa.

Como o etanol estd no mercado de combustiveis desdétimas décadas, diversos
trabalhos avaliando seu efeito na biodegradacamasialina foram publicados (CORSEUIL e
HUNT, 1998; POWERS et al., 2001; SILVA e ALVAREZO®4; MACKAY et al., 2006;
NARDI et al., 2007). De acordo com estes estudostanol aumenta a solubilizacdo e a
migracdo dos mono-aromaticos benzeno, toluenehetiteno e xilenos (BTEX) no aquifero,
e seu uso como substrato preferencial pelas bagtdd solo, torna dificil a biodegradacéo
aerdbia dos BTEX no meio ambiente (POWERS et @D12CORSEUIL et al., 2004). Por
outro lado, nao foi encontrado nenhum relato sobrefeitos do butanol na biodegradacao da
gasolina.

Assim como o etanol é adicionado a gasolina, oiésat] por sua vez, é adicionado ao
Oleo diesel em varios paises. Assim, uma vez duediesel esta no mercado ha alguns anos,
varios trabalhos avaliando o seu efeito na biodlg@ do diesel foram publicados
(MAKAREVICIENE e JANULIS, 2003; PASQUALINO et al., 2006; LAPINSKIENé& al.,
2006; MARIANO et al., 2008a). Estes estudos denmaresi que biodiesel é mais facilmente
biodegradado e menos toxico que Oleo diesel e duiediesel pode promover e acelerar a
biodegradacdo do diesel pelo cometabolismo. Pao datlo, também néo foi encontrado
nenhum relato sobre os efeitos do butanol na bradegdo do diesel. At¢é o momento, 0s
estudos de biodegradagdo concentraram-se prin@pt#mna remocédo do butanol de
efluentes industriais (HEINZE e FRIEDRICH, 1997; MEANAGOUDA et al., 2006). Além
disso, USEPA (1989) relatou que o butanol foi bgzedado prontamente em solos agricolas
e em 4gua, sendo a biodegradacdo o processo dead@mais importante.

Deste modo, tendo em mente o uso do biobutanol renfuturo préximo como um
aditivo da gasolina e até mesmo do 0leo diesetveldd a falta de conhecimentos dos efeitos
do butanol na biodegradacdo da gasolina e do dkseld este trabalho visou avaliar a
biodegradacdo aerObia desses compostos utilizangms décnicas experimentais, a
respirometria de Bartha e a técnica do indicaddoxe,6-diclorofenol indofenol.



2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram avaliar a bicpilidade das misturas

butanol/gasolina e butanol/diesel em comparacdspemtivamente, com as misturas

etanol/gasolina e biodiesel/diesel utilizando dugésnicas experimentais: o método

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

2.1 Objetivos Especificos

(1)

(2)

3)

(4)

Através dessas duas técnicas experimentais agaliarbutanol, como um aditivo da
gasolina e do 6leo diesel, representa alguma vamtaam termos ambientais quando

comparado com os atuais aditivos utilizados noiB@gtanol e o biodiesel.

Para se comercializar um novo biocombustivel famesgessario avaliar os impactos

gue esse novo produto pode causar no meio ambiente.

Os resultados obtidos nesse trabalho servirdo corftomacdo importante para
elaborar projetos de descontaminacdo de areasdagef@or vazamentos, além de
fornecerem dados a respeito da concentracdo dagasisle combustiveis no solo e na

agua.

A comprovacdo de que as concentracdes das mistarasmbustiveis, butanol com
gasolina e butanol com diesel, sdo biodegradaseis, um subsidio importante para a

aprovacao governamental da comercializacdo dessebnmcombustivel.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
A revisao bibliografica enfocou-se na biodegraddhile de hidrocarbonetos presentes
em combustiveis derivados do petrdleo, devido ma tdo estudo abordado nesta pesquisa.

3.1 Combustiveis Derivados do Petrdleo

O petréleo é uma mistura complexa de composto\m@s na maior parte alcanos e
hidrocarbonetos aromaticos, com pequenas quanfiddde compostos como oxigénio,
nitrogénio e enxofre (FETTER, 1993).

O processamento inicial de beneficiamento do pedr@nvolve sua separacdo por
destilacdo em uma série de fraces caracterizagdas iptervalos de temperatura e pressao.
Além da destilagdo, numerosos processos de refisdd utilizados para otimizar a obtengéo
de certos produtos desejados. As fracOes destitimlgmetroleo podem ser classificadas em
trés grupos de acordo com o numero de atomos Bereanas moléculas (USEPA, 2003a):
as gasolinas (4 a 12 atomos de carbono), os dkstilmédios (9 a 20 atomos de carbono) e
6leos combustiveis pesados (mais de 14 atomogioencs.

No Brasil, cerca de 20% do petroleo processadmeertdo em gasolina automotiva
e 36% em Oleo diesel (MME-DNC, 1995). A gasolinaugda mistura complexa de
hidrocarbonetos hidrofébicos relativamente volatéds hidrocarbonetos tipicos sdo os
compostos alifaticos (alcanos, cicloalcanos, alsgnaromaticos e aditivos (FERREIRA e
ZUQUETTE, 1998). Dentre os aditivos, os oxigenadosio o etanol e o butanol tém a
funcdo de aumentar o indice de octanagem da gasalitomotiva e reduzir a poluicao
atmosférica. O 6leo diesel é composto principalmeot hidrocarbonetos de cadeias simples,
ndo ramificadas. Em relacdo a gasolina, o Olecetiagresenta moléculas com tamanho
maiores de cadeias, 0 que confere a este comHdusti®r massa especifica, menor

volatilidade e menor solubilidade em agua.

3.1.1 Butanol
O Butanol é um alcool de quatro carbonos e reptaderpor GH¢0. E utilizado com

solvente e combustivel . O alcool € uma famili@al®postos quimicos que também incluem
metanol (1-carbono), etanol (2-carbono) e propaf®tarbono). O propanol € usado
geralmente para alcool, solventes quimicos - dikgea combustiveis. Atualmente, o butanol
é utilizado, principalmente, como solvente, mas @mtencéo futura de ser produzido em
larga escala como combustivel. Atualmente fabricadpartir de petroleo, o butanol em
meados dos anos de 1900 a 1950 era fabricado ia gmmnilhno e melago através de um

processo de fermentacdo que também produzia acetetemol. Esse processo fermentativo
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era conhecido como ABE (acetona, butanol, etamdl)interrupcdo da producdo pela
fermentacdo foi dada na década 60 devido a degeantacondmica desse processo em
relacdo a rota petroquimica. Contudo, desenvolviosemecentes em biotecnologia, o
aumento no preco do petrdleo e o forte interesagsoale matérias-primas renovaveis para a
producao de quimicos, proporcionaram a renovacanoteiesse pela rota fermentativa (Shi et
al., 2005; Ezeji et al., 2007; Mariano et al., 28008lém do etanol, a demanda de butanol
pode aumentar significantemente devido a propdst do uso desse composto, produzido
via fermentacdo, como um biocombustivel.

O butanol como combustivel pode substituir ou sada como aditivo da gasolina,
devido suas propriedades como combustivel altematr superiores em relacdo ao etanol.
Algumas das caracteristicas favoraveis sao: o @eergético superior (110.000 BTU / galdo
para butanol contra 84.000 BTU / galdo de etareids que a gasolina contém cerca de
115.000 BTU / galéao); a evaporacao do butanol £ \ssies menor em relacdo a evaporacao
do etanol e 13,5 vezes menor do que a gasolinaarndo-o mais seguro para uso como um
aditivo. Outro aspecto relevante é que o butanaepser enviado através de dutos de
combustiveis existente, sendo que o etanol dev&rawsportado via ferroviaria, fluvial ou
caminhao devido seu poder corrosivo e finalizan@égtamol pode ser usado apenas como um
aditivo da gasolina para até cerca de 85% e, emids®egsdé depois de modificacbes
significativas no motor, enquanto a gasolina patesabstituida pelo butanol em 100% sem

modificagcdes no motor automotivo (ButylFuel, LLC).

Q
5 (©)
® ofc)e
@ e ONRO e 0
© Q
Metanol  Etanol Butanol Gasolina

CH30OH C2H50H C4H90OH Muitos (C)
Contelido Energético (BTU’s / galdo)

63 K 84 K 110K 115K
Octanagem Motor
91 92 94 96
Relagdo Ar / Combustivel
6,6 9 11-12 12-15
Presséo de Vapor (psi/100F) - Seguranga
4,6 2 0,33 4,5

Fonte: www.butanol.com (modificado)

Figura 1: Caracteristicas de alguns component@etiéleo



3.2 Degradacéo e Biodegradacao

A degradacdo é um processo por meio do qual umstédia quimica de estrutura
complexa é convertida em moléculas mais simplese [psocesso engloba principalmente a
degradacéo bidtica ou biodegradacéo, no qual par d@eacdo de microrganismos presentes
no meio ambiente, substancias séo utilizadas thesite como substrato, fornecendo energia
necessdria ao crescimento e ao metabolismo dé€3sgwocessos de degradacdo bidtica ou
biodegradacéo aerdbia geralmente sdo mais ramideisio ao predominio de microrganismos
aerdbios ao meio, com crescimento acelerado (ZAGATZD06).

Em relacdo aos processos de degradacdo de substaimnpostas por cadeias
carbbnicas, a biodegradacdo pode envolver mudaetats/amente pequenas da molécula
original, como a substituicdo ou a modificacdo de grupo funcional, ou a completa
destruicdo do composto complexo, tendo como refufiaal a sua conversao em g@gua
e sais inorganicos, num processo conhecido comeraitizacdo (MANAHAN, 1992).

A biodegradagcdo de um composto orgéanico € resaltinparticipacdo de uma cadeia
de microrganismos, a qual atua sinergisticameritézamdo diferentes vias metabdlicas e
processos enzimaticos. Assim, um tipo de intergoggmulacional importante, sobretudo na
biodegradacdo de hidrocarbonetos aliciclicos, éometabolismo. Este processo ocorre
quando um microrganismo, por meio da utilizacAodé&rminado substrato, oxida um
segundo substrato que sera utilizado por suas agjes microbianas (MANAHAN, 1992).

Tendo em vista 0 processo de biodegradacdo, aneadéa suscetibilidade de um
composto a acdo dos microrganismos denomina-sedpadabilidade, a qual é influenciada
por 3 (trés) principais fatores: as caracteristftsisas do composto (solubilidade em agua e
pressdo de vapor); as caracteristicas quimicass@mamlecular, estrutura molecular e
presenca e tipos de grupos funcionais) e a disphdiaidle de microrganismos (adequada

presenca e biomassa de microrganismos).

3.3 Avaliagéo da Biodegradacgéo

Com o intuito de obter maior eficacia na biodegcddade determinadas substancias, a
utilizacdo de melhores métodos de avaliacdo deegradabilidade sédo aplicados em buscas
de melhores resultados de biodegradacéo dos comspost

Basicamente, existem dois testes de biodegradaddido teste imediato e o teste
intrinseco. Normalmente, o periodo-limite de duoagés ensaios é de 28 dias para testes de
biodegradabilidade imediata (rapida degradacaculdat&ncia) enquanto que para o teste de

biodegradabilidade intrinseca, o periodo de exgogipde se estender até 120 dias ou mais.
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O periodo de 28 dias estabelecido constitui temyiizisnte para aclimatacdo ou
adaptacao da populagdo microbiana ao substratonAss1 muitos casos, a biodegradacao se
inicia apo6s um determinado tempo, denominado deldgqperiodo de adaptacao do inéculo,
em que o processo € lento). Nesse processo segue-geriodo de degradacdo exponencial
e, finalmente, quando o substrato € consumido oupode ser mais degradado, o processo
cessa, atingindo um platé, que por sua vez, devdesao minimo 60% ou 70%, dentro de um
periodo de tempo especifico (10 dias para a biadedilidade imediata e superior a 28 dias
para a biodegradabilidade intrinseca) (STAATSUITERVJ, 1980).

Segundo Hales etl. (apud KAISER, 1998), os testes de biodegraidi@oié imediata
sdo bastante restritivos, pois provéem oportungldidatadas para aclimatacdo, tendo por
principio a utilizagdo do composto como Unica fotecarbono organico, e exposto a um
namero pequeno de bactérias, sob condi¢cdes aerdemdtando na formacdo de £0O
biomassa bacteriana e produtos inorganicos. J@&stsst de biodegradabilidade intrinseca
provéem condi¢cbes experimentais mais favoravermmpamaior densidade microbiana e maior
periodo de adaptacdo ou aclimatacdo do indculozindo assim, junto a presenca de outros
nutrientes e substratos contendo carbono, o auméatdiomassa bacteriana e o co-
metabolismo, e, desta maneira, conduzindo a umiadigho mais rapida ou mais completa

da substancia-teste.

3.3.1 Métodos de avaliacdo da biodegradacédo em labtdrio

Para demonstrar que uma tecnologia de biorremexiac®otencialmente util, €
importante verificar a biodegradacdo dos poluerded condigbes controladas. Isto
geralmente ndo € possivel de se obter in situmassita verificacdo deve ser obtida através de
experimentos laboratoriais, 0os quais demonstramtenpial que um determinado tratamento
pode ter em estimular a remocao de xenobidticagniéocal contaminado (BAILEY et al.,
1973). Experimentos laboratoriais que mais se amax das condi¢cdes reais do ambiente
sao provavelmente os mais capazes de produzirertackss relevantes (BERTRAND et al.,
1983). Em muitos casos, isto envolve o uso de aassbletadas no campo que contenham
populacdes microbianas autdctones. Em tais expetame® importante incluir controles que
possam diferenciar fatores abidticos como a evgpor& a fotodegradagcdo das taxas de
biodegradacao. Os experimentos ndo excluem a mé@dgssde demonstragbes em campo,
contudo séo criticos para se estabelecer a criddidbd cientifica de uma determinada
estratégia de biorremediacao (ATLAS, 1997).

Os parametros tipicamente medidos em testes labaiat da eficiéncia da
biodegradacéo incluem a contagem de microrganigmeterotroficos totais, contagem de
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microrganismos degradadores de um ou de variogratdss especificos, medidas da taxa de
respiracdo microbiana (consumo de oxigénio e/owym@o de dioxido de carbono) e a
determinacao das taxas de degradacéo (desaparexisegooluentes individualmente e/ou na
totalidade) (SONG et al., 1990; BALBA et al., 1998 et al., 2000; KATAOKA, 2001).

A presenca de grande populacdo de microrganismesohéficos totais ndo apresenta
necessariamente correlacao direta com a biodedgradpgrém, a quantificacdo da fragdo da
comunidade que degrada o residuo de interessademtiizada como um dos métodos mais
comuns para o monitoramento de poluicdo ambiertal bidrocarbonetos (KATAOKA,
2001). Song e Bartha (1990), estudando o efeitadilgo de combustivel de avido sobre a
comunidade microbiana do solo, verificaram que,sapésemanas, cerca de 90% dos
microrganismos heterotroficos do solo eram degradesdde hidrocarbonetos, ainda que a
porcentagem inicial destes microrganismos reprassatsomente 0,01% da populacédo de
heterotréficos aerobios.

Os métodos respirométricos (consumo de oxigénio @mducdo de didxido de
carbono) podem ser utilizados como um primeircet@stra se avaliar a pronta ou inerente
biodegradabilidade de poluente em solo ou aguasHsstes sdo geralmente conduzidos sob
condicbes Otimas com respeito a umidade, tempearaturtrientes minerais, inoculacao
microbiana e aeracdo (se o teste é aerdbio). Testesobtém uma conversdo de 30 %
(CETESB, 1990) ou 50 a 60% (ATLAS, 1997) a {d&ntro de um especifico periodo de
tempo, indicam que, sob condi¢cdes apropriadas, obsemptes serdo biodegradados pelos
microrganismos.

Uma possivel maneira de se conduzir experimentsgiroeétricos é através do
respirbmetro de Bartha & Pramer, cujo método ézatlib na determinacdo da taxa de
biodegradacédo da matéria organica contida em mesjghesentes em solos (CETESB, 1990).

Kataoka (2001), utilizando o respirdbmetro de Bart&a Pramer, avaliou a
biodegradacédo de borra oleosa, um residuo provenienrefinaria de petréleo, em solo de
landfarming. Esta mesma metodologia foi utilizada®viero (1999), Souza (2000), Siviero
et al. (2000), Inazaki et al. (2004), Crivelaro @20 Hencklein (2005), Guerra e Angelis
(2005) e Mariano et al. (2005, 20064, b e c).

Freijer et al. (1996), avaliando a producdo de,G@mo um parametro da
biodegradacdo de hidrocarbonetos, concluiram qua panteddos de hidrocarbonetos
maiores que 1,0 g/kg de solo, a producao de €3ta fortemente relacionada ao consumo de
hidrocarbonetos, entretanto, para conteddos menoee4,0 g/kg de solo, a producédo de,CO
aumentava abruptamente, isto provavelmente devidomeénor disponibilidade de

hidrocarbonetos, o que ocasionou aumento relatavantheralizagdo da biomassa morta,



9

proporcionando diminuicdo na porcdo da mineralizagé hidrocarbonetos em relacédo a
producéao total de CO

Indubitavelmente, a medida mais direta da eficéndia biodegradacdo é o
monitoramento da taxa de consumo dos poluentesarAcierizacdo dos componentes
individuais de uma classe especifica de hidrocatosnexige o uso da cromatografia liquida
de alta precisdo (CLAE) ou cromatografia gasosa)(@€dplada a um detector (p.ex., 0
espectrometro de massa (CG-EM)) (FERRARI, 1996gu@o Blackburn et al. (1993), a
combinacéo das técnicas CG/EM é o método maiszefiaea a quantificacdo de um residuo
oleoso, pois, combina a resolucdo do ponto de @mlcom informacfes sobre o tipo de
molécula dos compostos. Outro detector muito afiliz na determinagdo do Benzeno,
Tolueno, Etil-benzeno e Xileno (BTEX) e Hidrocarktws Arométicos Policiclicos (PAHS) é
o detector de ionizacéo por chama (DIF) (CETESB320

3.4 Biodegradabilidade dos Hidrocarbonetos BTEX

Os BTEX estéo presentes em combustiveis como digagoem menor quantidade
no oOleo diesel. Estes compostos apresentam malobilstade em agua que os outros
constituintes de combustiveis automotivos, portasém os contaminantes que estardo em
maior quantidade na agua subterrdnea quando osnpetuatingirem o lencol freético, e
devido aos efeitos maléficos a salde humana casipad@sses compostos é de fundamental
importancia estudar a capacidade de microrganigmuwsoverem a sua degradacao.

A habilidade de microrganismos degradarem BTEXrheoida desde 1908, quando
Stormer isolou a bactériBacillus hexabovorungue apresentou capacidade de crescer
aerobiamente em meio contendo tolueno e xilenoxigténcia de degradadores de BTEX é
fato largamente aceito, além disso, estes micrsgms estdo amplamente distribuidos. A
capacidade de microrganismos naturais do solo gmadar BTEX foi primeiro demonstrada
por Gray e Thornton em 1928. Estes pesquisadoresngaram, entre 245 espécies de
bactérias presentes em amostras de solos nao doatlms, 146 capazes de degradar
hidrocarbonetos (GIBSON e SUBRAMANIAM, 1984 apud REEUIL e ALVAREZ,
1996).

Na biodegradacdo do BTEX, como de outras substn&iaecesséario que haja uma
inducdo de enzimas degradadoras apropriadas. Extespo envolve a ativacao de regides
especificas do genoma bacteriano. Quando algunstratds alvos estdo presentes, as
bactérias iniciam reacdes bioquimicas em cascatargsultam na transcricdo de genes

(plasmidios) que codificam a sintese das enzimasssérias para degradar o composto alvo.
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Com relacéo a degradacdo do BTEX, muitas enzintagerem inducao, e o indutor
(p.e. tolueno) deve estar presente em concentrapdés altas que o limite minimo de
inducdo (LINKFIELD et al., 1989). Em geral esseitané bastante baixo e a indugcdo de
enzimas dificlmente € um fator limitante na bionediacdo de BTEX. Além disto,
contaminacbes de BTEX sdo geralmente descobertéss vanos apos a ocorréncia do
vazamento, e significante aclimatacdo microbiolégicinducdo de enzimas pode ocorrer
durante este periodo (CHAPELLE, 1993).

Alguns estudos conPseudomonas putidalentificaram vias metabdlicas dedicadas
aos componentes benzeno, tolueno e p-xileno. Led. €t1994) provaram que a via de
metabolizacdo do tolueno, codificada pelo plasmidil, em misturas desses compostos,
nao utiliza o benzeno como substrato. A degraddo&olueno € iniciada com uma oxidagéo
e podem ser formados cinco diferentes produtosxakagéo porP. putidacontendo tolueno
2,3-dioxigenase, uma enzima que oxida o anel aroondb tolueno incorporando 1 atomo de
oxigénio molecular. Nesta reacdo, tolueno cis-dddibl, um intermediario formado, é
convertido no ciclo de Krebs (PARALES et al., 2008)lenos podem também sofrer a
mesma reacao oxidativa para o benzil-alcool e grdaé® um intermediario do ciclo de Krebs.

Somente a via codificada pelo plasmidio TOD podleat benzeno como substrato.
Nos ensaios de biodegradacdo de Otenio (2000)edstada a acdo da bactdfiseudomonas
putida CCMI 852, isolada de uma estacdo de tratamenésgieto doméstico, sobre benzeno,
tolueno e xilenos, individualmente e suas mistur@®s resultados confirmaram a
caracterizacao genotipica da bactéria, avalianqgesenca do plasmidio TOL, que possibilita
0 metabolismo de tolueno e xilenos e suas mistwasido metabolismo do benzeno. O
trabalho ainda concluiu que a presenca do benzemmisturas inibe a acdo da bactéria sobre
0s substratos tolueno e xilenos.

Quando células bacterianas foram expostas a nsstleacompostos aromaticos
presentes em concentracbes iguais, as vias de ddedm foram modificadas
substancialmente, comparando-se com os dados sbtjdando os substratos estavam
individualizados. Os compostos BTEX foram degradaum seguinte seqiéncia: etilbenzeno,
tolueno, benzeno e xilenos (DEEB e ALVAREZ-COHER99).

Substratos facilmente biodegradaveis presentes digica ao BTEX podem ser
utilizados preferencialmente e com isso limitanducdo de enzimas degradadoras de BTEX.

Este pode ser um fato importante no Brasil, ondasmlina automotiva contem 22%
de etanol, um substrato facilmente degradavel.eNesto, uma fase inicial de adaptacéao (fase
lag) pode ser observada, durante a qual o etanol éadbp antes que qualquer

biodegradacéao significante de BTEX ocorra.
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Para Corseuil e Marins (1997) e Barker et al. (J9®dos os alcoois primarios podem
ser biodegradados em preferéncia ao BTEX e consoirokigénio disponivel, além de ser
toxico ou inibitério ao crescimento dos microrgamis degradadores de BTEX.

Santos (1996) verificou a degradacdo preferencial efanol por parte dos
microrganismos, com isso retardando a degradac& adonpostos BTEX. Em seu
experimento, uma amostra do contaminante purodf@irhente consumida em menos de
quatro dias, ao passo que misturado a uma gramtemacao de etanol (300 mg/l), em doze
dias nao foi verificado biodegradacéo significativa

Corseuil e Kulkamp (2003) investigaram a atenuatdtoral em um derramamento
controlado de etanol e diesel. Resultados mostrgram etanol presente na agua subterranea
agia como consumidor de aceptores de elétronsreemies que poderiam estar disponiveis
para a bioatenuacdo dos compostos mono e poliamearindicadores geoquimicos
mostraram que degradacdo aeroObia, reducdo de demetanogénese eram 0s principais
processos bioldgicos responsaveis pela degradacétadol. Enquanto o etanol estava sendo
degradado, a concentragéo aquosa de BTEX e PAHa astava aumentando perto da fonte
do vazamento. Degradacao preferencial do etanahdatada pelo aumento da concentracao
de acetato e diminuicdo do pH em uma ordem de ragni A presenca de grande
quantidade de metano apés 540 dias de contaminagstoa que as plumas de BTEX e PAHs
podem ter uma longa fat®y antes da biodegradagéo e tornar-se 0 mecanisratedegacao
desses compostos. Esta féesg na area contaminada antes da biodegradacéo é eepend
ndo somente da taxa de degradacdo do etanol, magrtade seus subprodutos acetato e

metano.

3.5 Microrganismos Degradadores de Hidrocarbonetos

Os microrganismos sao 0s principais agentes reapeisspela ciclagem do carbono
na natureza. Em muitos ecossistemas existe umanitdade autdctone de microrganismos
capazes de degradar hidrocarbonetos (hidrocarbastimds) (KATAOKA, 2001).

Os primeiros estudos da utilizacdo de hidrocarlmsngior microrganismos foram
realizados por Sohnger e Kaserer em 1906 (BUSHN&EHAAS, 1941). Em 1913, Sohnger
relatou que gasolina, querosene, parafina e 6lepadafina poderiam ser oxidadas a O
dgua e tracos de acidos organicos por microrgasisms microrganismos estudados
pertenciam principalmente aos géndvbgobacterium e Pseudomonas.

Zobell (1946a), em uma extensa revisdo sobre a dg&omicrorganismos nos
hidrocarbonetos, descreveu que muitas espécies téabilidade de utilizar hidrocarbonetos
como Unica fonte de carbono e energia e que este®rganismos estdo amplamente
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distribuidos na natureza. Observou o autor que rdaisl00 espécies de 30 géneros
microbianos foram capazes de utilizar hidrocarbmet

Komagata et al. (1964) examinaram cerca de 500ciespéle leveduras quanto a
capacidade de utilizar hidrocarbonetos. Destagspécies possuiam esta capacidade, sendo
que a maioria delas pertencia ao gér@andida.Ahearn et al. (1971) isolaram espécies de
Candida Rhodosporidium, Rhodotorula, Sacharomyces, Smpboabyces e Trichosporgm
todas capazes de metabolizar hidrocarbonetos.

Gutnick e Rosenberg (1977) postularam 3 caradt&$sessenciais para a utilizacao
de hidrocarbonetos pelos microrganismos:

- um sistema eficiente de absorcao de hidrocarbermm sitios especiais de ligacao
e/ou producgéo de substancias emulsificantes para@neporte do hidrocarboneto ao interior
da célula;

- enzimas oxigenases especificas;

- especificidade induzida — resposta positiva dawismo ao hidrocarboneto.

Deste modo, os varios meios que 0s microrganisr@os desenvolvido a fim de
solucionar estes trés problemas provavelmente ibaetn para o fato de mais de 200
espécies diferentes terem sido descritas com aguride utilizacdo de hidrocarbonetos
(KATAOKA, 2001).

Leahy e Colwell (1990) citam os seguintes géneresbdctérias como o0s mais
importantes: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthdbgc Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia PseudomonasKadri et al. (1986), Shamshoom et al. (1990),
Sorkhoh et al. (1990), Al-Hadhrami et al. (1995tuelando a distribuicdo de bactérias que
degradam hidrocarbonetos, identificaraAtinetobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp.,
Escherichia coli, Flavobacterium sp., Klebsiellapaeia, Micrococcus luteus, Moraxella
phenylpiruvica, Nocardia sp., Ochrobactrum anthtopPseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Vibrio sp., dgoccus sp., Streptomyces sp., Vibrio
fisheri e Xanthomonas maltophilia.

Em uma revisdo sobre estudos ecologicos de bactprmdegradam hidrocarbonetos,
Rosemberg e Gutnick (1981) verificaram que estesamganismos estdo potencialmente
localizados em todas as &reas naturais, emborasesmpeen grandes variagbes em suas
concentracOes celulares. Nestes estudos, os padorgs investigaram a relagdo entre
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e altactérias heterotréficas no solo.

Seus trabalhos demonstraram que a variabilidadendwsrganismos degradadores de
hidrocarbonetos encontradas em um ecossistemayartmudou de acordo com o periodo
em que se realizou a amostragem e a extensédoulggmotom o residuo.



13

Venkateswaram e Harayama (1995), através do ewiigaato de culturas, isolaram
uma populagdo bacteriana capaz de degradar petodldo, verificando que 28-51% da
fracdo saturada e 0-18% da fracdo aromética pessémam biodegradadas por uma cultura
mista. Contudo, quando as culturas foram colocpdess, nenhuma delas apresentou melhor
degradacdo do que quando estavam consorciadaspAsies isoladas forafcinetobacter
sp., Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas dimiNdggxella sp. , Sphingobacterium sp.
e Ochrobactrum sp..

Em uma cultura mista, o produto metabdlico pode deggradado por uma outra
espécie e 0 ataque de outros microrganismos pade & uma completa degradacdo do
produto, mesmo que dentro da comunidade ndo existaicrorganismo capaz de degrada-lo
totalmente (KATAOKA, 2001).

Deste modo, estudos realizados com cultura mistauygon vantagens sobre estudos
realizados com cultura pura. A primeira e mais irtggde € que a capacidade biodegradativa
de uma comunidade é muito maior quantitativa eitgtighmente. Segundo, a resisténcia da
comunidade a substancias toxicas pode ser muitorrmparque ha uma maior probabilidade
de que um organismo que possa detoxifica-las egtefente, e finalmente, o fato de que a
mineralizacdo de compostos xenobidticos algumagsveegquer a unido da atividade de
multiplas enzimas (GRADY, 1985).

Entretanto, devido a grande dificuldade de and&esenisturas complexas, a maioria
dos trabalhos realizados sobre microrganismos aggadam hidrocarbonetos tém sido
realizados envolvendo o0 crescimento de um Udnicoramganismo sobre um Unico
hidrocarboneto ou uma classe de hidrocarbonetasioelados (KATAOKA, 2001).

Pelos trabalhos anteriormente mencionados, podérsear que microrganismos que
degradam hidrocarbonetos tém sido isolados de tosldégpos de ambientes nos quais foram
pesquisados, parecendo provavel que qualquer ambpessa ter a0 menos uma pequena
populacdo destes organismos (BAZYLINSKI et al., 998 que esta populagdo aumenta apos
a adicdo destes compostos no solo (PINHOLT et 18179). Assim, a proporcao de
microrganismo hidrocarbonoclasticos dentro da cadagde microbiana depende do grau de
exposicdo do ambiente ao poluente. De acordo caarfRioberts (1992), em ecossistemas
nao poluidos, estes microrganismos constituem meéads % da comunidade microbiana e
em ecossistemas poluidos podem chegar a condtiQi® da comunidade. Le Petit et al.
(1977) verificaram que 10 % do total de bactérsdadas de um efluente de refinaria de
petréleo eram bactérias hidrocarbonoclasticas esgueente 4 % dessas bactérias foram

isoladas em uma &rea nao poluida.
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3.6 Conceitos Envolvidos na Biorremediacao

3.6.1 Acao dos microrganismos

A tecnologia da biorremediacdo é baseada em p@xess quais ocorrem reacdes
bioquimicas mediadas por microrganismos. Em genal, composto organico quando €
oxidado perde elétrons para um aceptor final deosl§, que é reduzido (ganha elétrons). O
oxigénio comumente atua como aceptor final de aétquando presente e a oxidagédo de
compostos organicos com a reducdo do oxigénio mialeé chamado de respiracao aerdbia
heterotréfica. No entanto, quando o oxigénio nda peesente, microrganismos podem usar
compostos organicos ou ions inorganicos como aeptinais de elétrons alternativos,
condi¢cbes estas chamadas de anaerObias. A biode§machnaerobia pode ocorrer pela
desnitrificacdo, reducdo do ferro, reducdo do sulfau condicbes metanogénicas
(CORDAZZ0, 2000).

Nas condi¢Oes subsuperficiais encontram-se popesagé microrganismos, as quais
geralmente sdo formadas por bactérias, fungoss agaotozoarios (GHIORSE e WILSON,
1988). As bactérias na zona saturada variam corarasteristicas especificas geoquimicas e
hidrogeoldgicas do aquifero, sendo que, de mang@&al, embora existam bactérias
anaerobias, as que predominam sdo as bactéridsame(GHAPELLE, 1993). Os principais
mecanismos de biotransformacdo de contaminante@nioogy em agua subterrdnea séo
efetuados nos biofilmes, que séo bactérias e palgrextracelulares aderidos a subsuperficie
e que obtém energia e nutrientes durante o fluxagile subterranea (BITTON e GERBA,
1984).

A estrutura quimica dos poluentes organicos tem umdunda influéncia na
habilidade dos microrganismos metabolizarem est@gaulas, especialmente com respeito
as taxas e extensdo da biodegradacdo. Alguns ctwspasganicos sao rapidamente
biodegradados enquanto outros sao recalcitranfeshimdegradaveis). Hidrocarbonetos com
baixo a médio peso molecular e alcoois sdao exemples compostos facilmente
biodegradaveis. Compostos xenobibticos (compostdsigos fabricados pelo homem),
especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendemrasistentes a biodegradacéao.

Geralmente, compostos ramificados e polinucleadosnsais dificeis para degradar
que moléculas monoaromaticas ou com cadeias sipgoiasnentando o grau de halogenacao
da molécula, diminui-se a biodegradabilidade (ALEM2ER, 1965 apud ATLAS, 1997).

A comunidade microbiana envolvida na degradacaoodgpostos xenobioticos pode
ser dividida em dois grupos: 0s microrganismos @rios e os secundarios. Os primarios séo

aqueles capazes de metabolizar o substrato prinfopzecido ao sistema, enquanto os
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secundarios ndo utilizam o substrato principal, épgr os produtos liberados pelos
microrganismos primarios. Este processo é denomicathetabolismo (BULL e SLATER,
1982 apud GRADY, 1985).

Maiores detalhes a respeito do metabolismo dosongianismos que degradam
hidrocarbonetos podem ser encontrados em Alexdh884), Kataoka (2001) e Melo (1997).

3.6.2 Processos de biorremediacgéo “in situ”

Biorremediacdo “in situ” € realizada no proprio dgcsem que haja remocao de
material contaminado. Isto evita custos e dist@rlaimbientais associados com o0 movimento
de solos e aguas que estdo contaminados para ¢ateds destinados ao tratamento. Os
produtos finais de uma biorremediacao efetiva gfi@a & gas carbdnico, que ndo apresentam

toxicidade e podem ser incorporados ao ambientepsejuizo aos organismos Vivos.

3.6.3 Biorremediacdo intrinseca (natural)

Uma nova abordagem para a descontaminacdo deesatpsas subterrdneas, chamada
de remediacdo natural vem, recentemente, ganhateltagio, principalmente em locais
contaminados por derramamentos de derivados délgmetcomo o que acontece em postos
de combustiveis. A remediacdo natural € uma egisatie gerenciamento que se baseia nos
processos naturais de atenuagdo para remover tar ogrcontaminantes dissolvidos na agua.
A atenuacdo natural refere-se aos processos figicdsicos e biologicos que facilitam o
processo de remediacdo de maneira global (WIEDEMEIB6).

Dados obtidos em pesquisas de campo de variosipadqtes (BARKER et al., 1987,
CHIANG et al., 1989; CHAPELLE, 1993; DAVIS e KLIER994) tém comprovado que a
atenuacdo natural limita o deslocamento dos contamtes e, portanto, diminui
acontaminacdo ao meio ambiente. A remediacdo hait@ioaé uma alternativa de “nenhuma
acao de tratamento”, mas uma forma de minimizaise®s para a saude humana e para o
meio ambiente, monitorando-se o deslocamento dagkiassegurando-se de que os pontos
receptores (pocos de abastecimento de agua,agus)Iindo serdo contaminados (CORSEUIL
e MARINS, 1998).

Apds a contaminacado do lencol freéatico, os contames se dispersardo em forma de
pluma e irdo deslocar-se, entretanto, 0 movimeatpldma pode ser atenuado por processos
de diluicdo, dispersdo, adsorcao, volatilizacdaoddgradacdo. O processo que envolve as
reacdes quimicas promovidas por microrganismosgatio de biorremediacao intrinseca ou

7

natural, cujo conceito basico € o uso da capacididanicrorganismos autdctones em
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degradar contaminantes que tenham sido derramachossubsuperficie sem qualquer
interferéncia de tecnologias ativas de remediaB&RDEN et al., 1995).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos € essencialmenge reacdo de oxi-reducao
onde o hidrocarboneto é oxidado (doador de elétmnsn aceptor de elétrons é reduzido. Ha
varios compostos que podem agir como aceptoredétteres, tais como o oxigénio £9
nitrato (NQ), 6xidos de ferro (p.e. Fe(O¥)) sulfato (S@), 4gua (HO) e di6xido de
carbono (CQ. A seguinte sequéncia de preferéncia de utilzagésses aceptores foi
observada: oxigénio > nitrato > Oxidos de ferroulfado > agua. Esta seqiéncia reflete a
diminuicdo do potencial de oxidacdo dos aceptdfes.geral, a cinética de oxidacdo dos
hidrocarbonetos € mais rapida para aceptores ti®redécom potenciais de oxidacdo mais
altos (CORSEUIL e ALVAREZ, 1996).

O monitoramento da biorremediac&o intrinseca édolmsem um acompanhamento da
evolucao temporal e espacial da concentracdo deathmtes geoquimicos (p.e., pH, Eh, OD,
temperatura, aceptores de elétrons) na agua sihmerr Resultados desse monitoramento
podem ser usados para identificar fatores que pauermnolar a taxa de biodegradacdo bem
como identificar o processo microbiolégico de rempio (aerObia ou anaerdbia) em
diferentes porcdes da pluma de hidrocarbonetosldidss. A diminuicdo da concentragcéo de
oxigénio dissolvido (OD) na agua e um aumento deeotracado de didxido de carbono séo
indicativos de um processo aerébio de biodegradagépanto que a producéo de jon$ Fe
ou diminuicdo de ions nitrato indicam a presenc@rdeessos anaerébios. Um declinio do
potencial redox (Eh) de valores positivos para tiegs reflete a mudanca de condi¢des
oxidantes (favoraveis aos microrganismos aerobp@sp condigbes redutoras (melhores
condi¢cdes aos processos anaerobios, que sdo mims tpie 0s aerdbios). Um aumento nos
valores de pH pode ser creditado ao consumo deHodarante a reducdo de ions férricos ou
do nitrato (BORDEN et al., 1995). O processo a@®bile biodegradacdo é melhor
apresentados a seguir:

3.6.4 Biodegradacéao aerdbia

Quase todos os hidrocarbonetos do petréleo séaoedriadados sob condicbes
aerdbias. Oxigénio € um cosubstrato para a enzimapqde inicializar o metabolismo do
hidrocarboneto e por fim é utilizado como acepioalfde elétrons para a geragdo de energia
(YOUNG, 1984). Em muitos casos, a maior limitacd® Imodegradacdo aerdbia em
subsuperficie € a baixa solubilidade do oxigénicagoma.

A agua saturada com ar contém de 6 a 12 ppm démmiglissolvido. Por exemplo, a
completa conversdo do tolueno (e muitos outrosohatbonetos) para G& HO requer
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aproximadamente 3 g de @or grama de hidrocarboneto. Usando-se essada@@apresente
na agua pode resultar na biodegradacéo de 2 a 4eprndrocarboneto através de processo
estritamente aerdbio. Se a concentracdo de hitmoato for maior que essa, a
biodegradacdo deve ser incompleta ou deve acontea&r vagarosamente por processo
anaerobio (BROWN et al.,, 1994). A extensdo da lgoaitacdo aerdbia € controlada pela
guantidade de contaminantes, a taxa de transfar@ecioxigénio para a subsuperficie e o
conteudo original de oxigénio no aquifero (BORDHEN94). Os tempos de meia vida, por
exemplo, do tolueno, podem variar entre 1 e 20, ddependendo da concentracao
microbioldgica ativa (ALVAREZ et al., 1991; CHEN at., 1992; CHIANG et al., 1989;
WEBER e CORSEUIL, 1994), chegando a valores forssaldaixa se também ocorrerem
limitagGes de transferéncia de massa (CORSEUIL¥AREZ, 1996).

3.7 Consideracdes sobre o Método Respirométrico 8artha e Pramer e o Teste do
Indicador 2,6-Diclorofenol Indofenol (DCPIP)

Através destas técnicas experimentais, se tornaiyabsavaliar e comparar a
biodegradabilidade das diferentes concentracemadsras de butanol com gasolina e com
diesel, assim, analisando se a utilizacdo do blutemmo aditivo da gasolina e do diesel
representara algum ganho em termos ambientais guaomdparado 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)giiias 2 e 3) é utilizado
para medir a produgéo microbiana de,C&qual indica a mineralizacéo dos poluentes.

A quantidade de CPO produzido € proporcional a porcentagem do sulostrat
biodegradado. Estudos de mineralizacdo que envoimenidas da producao total do £0
podem fornecer uma informagdo precisa sobre o pialemle biodegradabilidade dos
hidrocarbonetos (BALBA et al., 1998). A evolucdo @®, mede a degradacdo final
(mineralizac&o), estagio no qual uma substanaiansformada nos produtos finais, enquanto
que, por exemplo, a andalise de cromatografia ga§6& mede somente a degradacéo

preliminar, na qual a substancia ndo estéa transidamecessariamente em produtos finais.
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Legenda:
A -Tampa da cinula (vedagio
com papel "PARA-FILM")
B - Cinula {© int. 1 a 2 mm)
75 mm com dispositivo para a introdugiio
da seringa
C - Vedagdo com rolha de
borracha
D - Brago lmeral (@ = 40 mm;
H = 100 mm)
E -Solugio de KOH-02N
F - Solo/lodo/nutrientes (50
gramas ¢m base seca)
G - Frasco “Edenmeyer” (250 mL)

H - Wilvula
I - Camada suporte (ld de vidro
ou algodiio)
I - Filtro de ascarita ou cal

sodada (6 =15 mm ¢ H =40 mm)

Figura 2 — Esquema de um respirdmetro de Barthharad? (ABNT, 1999).

Figura 3: Respirdbmetros de Bartha e Pramer

3.7.2 Teste do indicador 2,6-Diclorofenol IndofenDCPIP)
A capacidade de diferentes microrganismos em bradeg as misturas de
combustiveis foi verificada utilizando-se a técnibaseada no indicador redox 2,6-

diclorofenol indofenol (DCPIP) (Figura 4). O prip@ deste teste € que durante a oxidacao
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microbiana dos hidrocarbonetos, elétrons sdo eddsk até aceptores como oxigénio,
nitrato e sulfato.

Ao incorporar um aceptor de elétron como o DCPIAm&io de cultura, é possivel
averiguar a capacidade dos microrganismos emartilidrocarbonetos como substrato pela
observacdo da mudanca de cor do DCPIP de azula@xidpara incolor (reduzido). Esta
técnica desenvolvida por Hanson et al. (1993) tato stilizada em varios trabalhos, por
exemplo, Cormack e Fraile (1997), Roy et al. (20@2)xoto e Vieira (2005), Lovaglio et al.
(2005), Silva et al. (2005) e Souza et al. (2005).

4- oxidagédo da
Ay fonte de
carbono o
—>
Je 7
indicador
indicador indicador
oxidado reduzido

Figura 4 - Teste com o indicador 2,6-diclorofemalafenol
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacido e Amostragem do Solo e da Agua

A amostra de solo utilizada nos ensaios respirooostfoi coletada por HENCKLEIN
(2008) de acordo com a norma técnica L.6.245 (Sel@vleta e preparacdo de amostras,
Procedimentos) da CETESB (1984) na Estacdo Ecalddgc Itirapina, localizada entre os
municipios de Itirapina e Brotas, no Estado de Baalo, Brasil (22°13'S e 47°49'W). Essa
amostra de solo de cerrado foi retirada da camaplrficial de um local ndo contaminado.
Até a execucdo dos experimentos de biodegradacdmoatra foi armazenada a 5° C. A
Tabela 1 traz algumas das caracteristicas fisiamigas do solo que foi utilizado para a
realizagdo dos experimentos respirométricos 1As3analises do solo foram executadas de
acordo com a metodologia proposta por Embrapa 1995 valores de concentracdes dos
metais pesados ndo estdo acima dos niveis maistosesieterminados pela CETESB
(Agéncia Ambiental de Sao Paulo) e pela lista Hidga (Cetesb, 2005).

As amostras de agua foram coletadas no Rio Atibeéalizado em Paulinia
(SP/Brasil) (2244°25.3”S/4707°35.2"W). A amostragem composta foi obtida naestipie
do rio ao longo de uma secéo perpendicular aodeendt fluxo. Proximo a localizagdo da
amostragem, uma refinaria de petréleo (Replan/Pets) e estradas representam fontes
potenciais de contaminacdo. A Tabela 2 mostra aguparacteristicas da agua que foi
utilizada na realizacdo do experimento respirom@tr?2 (agua coletada e inicio do
experimento em 17/07/2008) enquanto a Tabela Zapt& algumas caracteristicas da agua
para a realizacdo do experimento respirométricagdg coletada e inicio do experimento em
27/11/2008).A obtencdo das caracteristicas das amostras de fagueterminada por

procedimentos descritos em APHA (1998).



21

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra do solo (Exeetos 1 e 3)

(mmolc/dm3)

pH (CaC}) 4,0 K 0,6
Matéria organica (g/d 8,0 Ca 1,0
Pres (mg/dr) 8,0 Mg 1,0
Umidade do solo (%) 7,4 SB 2,7
Al 1,0
CcTC 27,7
Granulometria (%) areia silte argila
86,0 4,1 9,9
micronutrientegppm) Metais pesados (ppm)

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

10 3,0 25 0,6 09 09 02 144 <0,01 11,9 <0,01,0k0
2 soma de bases:” capacidade de troca catidnica

Tabela 2 — Caracteristicas da amostra da agua ripeyeo 2)

pH 7,45 nitrato (mg/L) 4,35 Dbactéria (CFU/mL) 103
DBO (mg/L) 9,4 amonia (mg/L) 3,50 fungos filamesas 10
DQO (mg/L) 33,1 cloretos (mg/L) 20,65 CFU/mL)
OD (mg/L) 2,7 sedimentacéo 0,7 leveduras (CFU/mL)0 3
condutividade S/cm) 380  solidos volateis (mg/L) 0,06
acidez (mg/L) 9,70 solidos fixos (mg/L) 0,27
alcalinidade HC@Q(mg/L) 53,6 sglidos sollveis e em
toxicidade (ECSCB -b suspenséao (mg/L)
nitrito (mg/L) 0,26

2 Daphnia similis ° ndo detectado

Tabela 3 — Caracteristicas da amostra da aguarigqrgo 4)

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

DBO (mg/L) 9,40 aménia (mg/L) 0,71  fungos filan@sos 118
DQO (mg/L) 11,9  cloretos (mg/L) 10,81(CFU/mL)

OD (mg/L) 1,41  sedimentacdo <0,1 leveduras (CFU/mp,0
condutividade i(S/cm) 140,9 soélidos volateis (mg/L) 0,056

acidez (mg/L) CaC® 3,88  sdlidos fixos (mg/L) 0,313

alcalinidade HC@Q(mg/L) 21,42 sglidos solGveis e em 0369

toxicidade (EC50) b
0,0

suspensdao (mg/L)

nitrito (mg/L)

2 Daphnia similis ° ndo detectado

54,50
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A Tabela 4 resume os experimentos respirométri@siddegradacdo simulando

contaminac¢des do solo e da agua.

Tabela 4 — Protocolo dos experimentos respironoétric

Mistura butanol/gasolina (Experimento 1)

Mistura butanol/gasolina (Experimento 2)

Controle (sem adicdo de contaminantes)
Solo + etanol (E100)

Solo + butanol (But100)

Solo + gasolina com etanol (20% v/v) (E20)
Solo + gasolina com butanol (20% v/v) (But2d
Solo + gasolina (100%) (But0)

Controle (sem adicao de contaminantes)
Agua + etanol (E100)

Agua + butanol (But100)

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

JAgua + gasolina com butanol (20% v/v) (But2
Agua + gasolina (100%) (But0)

Mistura butanol/diesel (Experimento 3)

Mistura butanol/diesel (Experimento 4)

Controle (sem adicéo de contaminantes)
Solo + biodiesel (BD100)

Solo + butanol (But100)

Solo + diesel com biodiesel (20%) (BD20)
Solo + diesel com butanol (20%) (But20)
Solo + diesel (100%) (ButO)

Controle (sem adicao de contaminantes)
Agua + biodiesel (BD100)

Agua + butanol (But100)

Agua + diesel com biodiesel (20%) (BD20)
Agua + diesel com butanol (20%) (But20)
Agua + diesel (100%) (But0)

Os experimentos de biodegradacdo foram realizaghofascos de Bartha (250 mL)
usados para medir a produg¢ao microbiana dg(BBRTHA & PRAMER, 1965; MARIANO
et al., 2007). Para cada condicdo experimentafrassos de Bartha foram preparados em

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

combustivel adicionado no solo e na agua foranpessramente, 50 mL/Kg de solo e 20

mL/L de agua (2 % (v/v)). O CQproduzido foi capturado em uma solucdo de 10,0dmL

KOH (0,2 N), localizada no braco lateral do frasEsta solucéo foi retirada periodicamente

por uma seringa, e a quantidade de diéxido de narbbsorvida foi entdo medida titulando-

se 0 KOH residual (apés a adicdo da solucédo detolato bario (1 mL; 1,0 N) usado para

precipitar os ions carbonatos) com uma solucaocdpade HCI (0,1 N). Durante a realizacao

do procedimento para medir a producédo de @@vinda da biodegradacdo das substancias

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

filtros de ascarita.

Para quantificar a producdo de £Q@erado no experimento respirométrico, foi

utilizado a equacgéao (1).
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CO, gerado(tmol) = (Vg — Va) . 50 frc (@D)
onde:
Vg = volume de HCI 0,1 N utilizado para titular ohca, em mL;
Va = volume de HCI 0,1 N utilizado para titular otén@mento, em mL;

fuc) = fator de correcéo da normalidade do HCI.

4.3 Teste de Biodegradabilidade — Indicador DCPIP

A biodegradabilidade das misturas de butanol/gasai etanol/gasolina foi também
verificada com a técnica baseada no indicador regléxdiclorofenol indofenol (DCPIP)
(HANSON et al., 1993).

4.3.1 Microrganismos

Para a realizacdo do teste de biodegradabilidade condicador redox DCPIP, a
potencialidade de quatro inOculos para biodegradar misturas consideradas nos
experimentos respirométricos 1 e 2 foram testadas:

- Pseudomonas aerugino&8l (BENINCASA et al, 2002);

-Candida viswanathi{isolada do efluente de petréleo da Replan / Bedg);

- Consorcio 1 (obtido do solo);

- Consorcio 2 (obtido da dgua do rio Atibaia).

4.3.2 Preparo dos in6culos e do teste com o indicaddCPIP

Os indculos comPseudomonas aeruginoskBl e Candida viswanathiiforam
preparados a partir de células transferidas destul® armazenamento e espalhadas na
superficie de placas de Petri contendo, respectimtanmeios PCA e Sabouraud. As placas
de Petri foram incubadas, respectivamente,’® 2528C durante 24 horas. Para preparar o
consorcio 1, 10 g de solo foi adicionado ao fraBdenmeyer (125 mL) com 50 mL de
solucado salina estéril e mantido sob a agitacdanteirl minuto. Apos este periodo, a salina
foi espalhada na superficie da placa de Petri ndotaneio PCA. A placa de Petri foi
incubada a 35 °C durante 24 horas e entdo as sétukam recuperadas usando solugéo salina
estéril. No caso do consorcio 2, 1 mL da agua aldoii espalhada diretamente na superficie
do meio PCA.

Os indculos (0,2 mL, concentracdo ndo determinfatajn adicionadas aos tubos de
ensaio (duplicatas) que continham o meio BushnaisHBH) estéril (10 mL) e 1 % (v/v) das
misturas. A concentracdo de DCPIP foi 0,14 mg/m t@os de ensaio foram mantidos sob
agitacdo (60 rpm) a 27,0+x13. O meio BH consiste de, g/L: Mg$Q,2; CaC}: 0,02;
KH,POy: 1,0; KHPO,: 1,0; NHNOs: 1,0; FeCd: 0,05 (DIFCO, 1984).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Mistura Butanol/Gasolina em Comparacéo com a Miura Etanol/Gasolina

5.1.1 Experimentos respirométricos de Bartha e Praar

Os experimentos respirométricos 1 e 2 foram reddizaom o propdsito de analisar a
biodegradabilidade das misturas de butanol/gaseliatanol/gasolina (misturas de 20%) no
solo e na agua, respectivamente. Esta porcentagieesdolhida porque no Brasil, desde os
anos setenta, a gasolina contém na sua formul&®;a®2% de etanol.

A respeito da contaminacédo do solo (Figura 5)salég para o butanol foi de 54 dias
enquanto a biodegradacdo do etanol comecou depal2ddia. Similarmente, o inicio da
biodegradacdo da mistura de butanol/gasolina tevatmaso de uma semana em relacdo a
mistura de etanol/gasolina. Na agua (Figura 6)iodégradacdo das misturas prontamente
comecou no inicio do experimento, e novamente hgoam o butanol uma fasag
consideravelmente mais longa (92 dias) quando cadpacom a faséag para o etanol

(inicio).

100
90 - —a— controle
80 - —o—gasolina
20 4 —< etanol
—a— butanol

—— gasolina+etanol (20%)
—o— gasolina+butanol (20%)

Produgé&o diaria de CO2 (umol.d™?)
ol
o

tempo (dias)

Figura 5 -Producéo diaria de CQlurante incubacao (150 dias) do experimento

respiromeétrico 1 (contaminacéo do solo).
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70
—a— controle
60 - —0— gasolina
—< etanol
50 1 —=— butanol
40 —— gasolinat+etanol (20%)

—o— gasolinat+buta

w
o

N
o

=
o

Producso diaria de CO2 (fjmol.d™)

o

tempo (dias)

Figura 6 -Producéo diaria de CQlurante incubacao (132 dias) do experimento

respiromeétrico 2 (contaminacao da agua).

O etanol mostrou ter uma taxa de biodegradacao mrapida em relagcdo ao butanol,
particularmente em agua, situacdo na qual o coefatte 0s microrganismos e o0s alcoois é
melhorado devido & solubilizagdo destes componestesagua. Uma explicacdo para as
diferentes taxas de biodegradacéo entre o etabotamol pode ser dada pelo coeficiente de
particdo octanol/agua dos alcoois (log Kow), uma gqeee eles foram adicionados na mesma
concentracdo e tem estruturas moleculares simil@estudo, muitos solventes organicos,
como o butanol, sdo téxicos para 0s microrganisdedo aos seus efeitos devastadores
sobre as membranas celulares. A correlacdo entogi@édade e o carater hidrofébico do
solvente é expressa pelo log Kow, que é coeficidetgarticdo entre a agua e o octanol
(GARCIA-RIVERO et al., 2007). Solventes com um kgw entre 1 e 5 sdo considerados
altamente toxicos para as membranas celulares &K et al., 1995). O butanol tem um
valor de log Kow de 0,88, inferior ao da escaladat No entanto, os efeitos de solventes
também sao conhecidos por depender da concentnacaembrana bacteriana (Isken et al.,
1999). O log Kow do etanol é mais baixo do que akafol, respectivamente, -0,32 (Jacobi et
al., 1996) e 0,88 (GARCIA-RIVERO et al., 2007), @atjresulta em um carater hidrofobico
mais elevado deste Ultimo e consequentemente uxi@dide mais elevada para as células
(SIKKEMA et al., 1995).

Outros estudos experimentais indicam que o butmwbntamente biodegradado em
solo (FAIRBANKS et al., 1985; USEPA 1989). Entrétaas concentra¢cdes de butanol nestes

experimentos (3 ppm e 500 ppm) foram consideravein@enores do que a concentracao no



26
estudo atual (20.000 ppm). A concentracéo tem ute &feito na biodegradacédo do butanol.
Por exemplo, a taxa de crescimento maximo espeaifecEnterobacter spVKGH12 em
butanol variou significativamente de 0,27¢uando a 0.4% (v/v) para 0,05quando & 1.2%
(v/v) (VEERANAGOUDA et al., 2006).

Com o propdsito de avaliar a biodegradabilidade miésturas, a metodologia de
Pasqualino et al. (2006), baseada na combinacéarlota producdo de G@cumulado dos
combustiveis puros, foi empregada. De acordo cdéannestodologia, as quantidades totais de
CO, (valor acumulado) produzidas pelas misturas (EBui0) sdo comparadas com as
respectivas combinacdes lineare€) (Equacado 2) das quantidades totais de @Oduzidas

pelos compostos puros (EO e But100).
LC = G.(CQ)suo + But. (CQ)sutroo (2)
Onde:

G é a % de gasolina na mistura;

Buta % de butanol na mistura;

(COy)suto @ quantidade total de GQvalor acumulado) produzido peButO;
(CO)suti0oa quantidade total de GQvalor acumulado) produzido peBut10Q

A combinacéo linear representa a situacdo espe@easos em que o biodegradacao
de cada composto acontece independentemente. As&ig e 8 mostram a producao de,CO
acumulada dos experimentos respirométricos 1 ee&pectivamente, bem como a
combinacdo linear dos combustiveis puros. A adigiélcoois resultou em efeitos sinérgicos
positivos, sendo que para todos os casos 0s dagesmentais estdo acima das respectivas

combinacdes lineares.
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Figura 7 -Quantidade total acumulada de gfoduzida no experimento respirométrico 1
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Figure 8 -Quantidade total acumulada de g®oduzida no experimento respirométrico 2

(contaminacdo da agua) durante a incubacao (132 dia

Em solo, enquanto a producdo de ,C@os tratamentos com as misturas
butanol/gasolina e butanol sdo os mesmos, a prodig& Q para o etanol é 73% mais alta
em relacdo a mistura de etanol/gasolina. Destaaoansubstituicdo de 80% de butanol pela
gasolina, a qual € menos biodegradavel, ndo altetaxa de biodegradacao. Isto pode sugerir
que o efeito positivo do butanol na biodegradagigakolina foi superior ao observado com
a adicdo do etanol. Contudo, somente a determirdg@&oncentracdo de hidrocarbonetos ou

0 emprego de carbonos marcados poderiam quanefssar efeito.
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Dois mecanismos simultaneos podem ser responspekisefeito sinérgico entre o
butanol e a gasolina. Primeiramente, as baixamtglades de butanol nas misturas
(presumidamente prontamente degradavel e menaotpara estas concentragcfes) poderiam
ter melhorado a biodegradacédo da gasolina por niEosometabolismo. Este € um termo
usado para descrever 0 processo em que microrgamissam um segundo substrato
prontamente degradavel como fonte de carbono (e)egl@pui o butanol) para degradar o
primeiro substrato (gasolina) o qual de outra nrane® raramente atacado pelos
microrganismos quando esta é a Unica fonte de warbém segundo lugar, como um
solvente, o butanol pode melhorar a biodisponiddil e solubilidade dos hidrocarbonetos
(GARCIA-RIVERO et al., 2007). A biodisponibilidad& um passo limitante na
biodegradacdo destes compostos hidrofobicos, angie ao solo os protege do ataque
microbiano (CARMICHAEL et al., 1997). Além dissatedos tém mostrado que 0 consumo
de hidrocarbonetos ocorre somente na fase liq@HOSHAL et al., 1996). Com isso o
butanol poderia ter aumentado a taxa de desorcgdidoocarbonetos da gasolina da fase
sélida e/ou diminuido a solubilidade na fase ligum que por sua vez permitiu o0 aumento da
biodegradacdo dos hidrocarbonetos. Devido a estagrigdades, o butanol tem sido
considerado para ser aplicado como solvente ngdavax-situde solos contaminados com
hidrocarbonetoGARCIA-RIVERO et al., 2007) e em estudos sobrecedimentos de
extragdo com solventes para estimar a biodispatabié dos hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAP) (BREEDVELD e KARLSEN, 2000; LI&Te ALEXANDER, 2002).

Em agua, a quantidade de alcool solubilizado é mpara as misturas. Neste caso,
isto teve um efeito positivo significativo para atdnol, o qual mostrou ser toxico na
concentracdo de 20.000 ppm para But100. Com mersattigade de butanol em agua (4.000
ppm para But20), a toxicidade diminuiu e conseqeraehte a producdo de g@ara a
mistura aumentou.

A solubilizagdo do é&lcool presente na mistura afetsignificativamente a
biodegradacao dos hidrocarbonetos. A solubilizggite ter aumentado a miscibilidade dos
hidrocarbonetos mono-aromaticos (BTEX) em aguanperdo um efeito conhecido como
co-solvéncia, o qual foi relatado para o etanol RSBUIL et al., 2004) e o metanol
(POULSEN et al., 1992). A solubilizacdo dos hidrbometos aumenta a biodisponibilidade,
contudo, a0 mesmo tempo, a extensdo da contamitepi@m aumenta.

Nos casos das contaminacdes de aguas subterr@séados demonstraram que o
etanol pode atrasar a biodegradacdo dos contaraaduot petroleo, especialmente BTEX,
pela degradacao preferencial do etanol, causandonsumo de nutrientes e aceptores de
elétrons, e mudando a populagdo microbiana em fdvalegradacao do etanol (POWERS et
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al., 2001; CORSEUIL et al., 2004; NIVEN, 2005). Ape de ndo ser analisado no trabalho

presente, € provavel que o butanol exerca efditutages.

5.1.2 Teste de biodegradabilidade com o indicadoedox DCPIP

Os resultados do experimento com o indicador rgd@bela 5) para a mistura de
butanol/gasolina em comparagcdo a mistura etanoligas mostram que a concentragéo
inicial de 1% v/v da gasolina pura (metade da coinagdo no experimento respirométrico
com agua) ndo pbde ser biodegradada pelos in6dekiados. Mesmd’seudomonas
aeruginosa LBI, um microrganismo conhecido pela sua habilddaém degradar
hidrocarbonetos do petroleo (PIROLLO et al., 200@) obteve sucesso. A biodegradacéo do
etanol para a maioria dos casos comeg¢ou mais rapita do que o butanol. A excec¢éao foi
Candida viswanathjia qual também néao foi capaz de biodegradar airaistanol/gasolina.
Portanto, como verificado no experimento respiroit@t foi encontrada a seguinte ordem de

biodegradabilidade: etanol > butanol > gasolina.

Tabela 5 — Tempo (em horas) para a descoloracé@waador DCPIP (1° Experimento)

microrganismo gasolina butanol etanol 9asolina+butanol gasolina +etanol

(20%) (20%)
consorcio 1 € 97 40 63 87
consoércio 2 - 125 40 63 47
Pseudomonas } - 125 54 94
aeruginosalLBI
C_andida ) ; 88 - 54 -
viswanathii

2 consorcio do solo utilizado no experimento respiétrico,” consorcio da agua do Rio
Atibaia, “ndo descoloriu durante o experimento (208 h).

Obs: durante o teste, ndo foi observado a tsg@o dos controles do substrato (sem
indculo) e do inéculo (sem combustivel).

Em relagdo as misturas, o consorcio 1 do sBkeudomonas aeruginodzBl, e
Candida viswanathiiapresentaram melhores resultados na mistura bigasalina. A
excecao foi o inodculo 2 da agua do rio. Deste mpdwavelmente devido ao efeito sinérgico
resultante da mistura dos combustiveis, algunsomgianismos que mostraram ser mais

capazes de biodegradarem o etanol, preferiramsianas butanol/gasolina.
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5.2 Mistura Butanol/Diesel em Comparag¢do com a Mista Biodiesel/Diesel

5.2.1 Experimentos respirométricos de Bartha e Praer

Os experimentos respirométricos 3 e 4 (Tabelar@niaealizados com o propésito de
analisar a biodegradabilidade das misturas de blithesel e biodiesel/diesel (misturas de
20%) no solo e na 4gua, respectivamente. Atualnsgrgras 2% de biodiesel est4 inserido no
diesel comercializado no Brasil, sendo previstonprego de 5% até o ano de 2013.

A respeito da contaminacao do solo (Figura 9), cantmutanol (Butl00) teve uma
degradacédo baixa, o aumento na concentracdo deob(29% v/v) na mistura com diesel
resultou na reducéo da producdo de €@ aproximadamente 28.5 % em relagcdo ao ButO. A
adicdo de butanol também afetou a flase Enquanto para o ButO a biodegradacédo comecou
desde o inicio do experimento, a fdag para o Butl00 foi de 61 dias. Similar ao butanol
(But100), a mistura de butanol/diesel teve um atmasanto a biodegradag¢do, comecando no
26° dia, enquanto a mistura biodiesel/diesel fodbgradada desde o inicio do experimento.
Considerando-se o tempo para o inicio da biodegé&agdoi encontrada a seguinte ordem de
biodegradabilidade em solo: biodiesel = diesel tamol, assim como as suas misturas:

biodiesel/diesel > butanol/diesel.

200
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S 180 —— biodiesel
o

160 A —=—butanol
é —— diesel+biodiesel
~ 140 —o— diesel+butanol
S 120 - —o— diesel
S 100 -
o
g 807
©
o 60
]
S 401
o 20
a

0« T T T T T T T T T

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
tempo (dias)
Figura 9 — Producéo diaria de €@urante incubacao (92 dias) do experimento
respiromeétrico 3 (contaminacéo do solo).

Aplicando-se a analise de variancia (Anova) ao®slaé producdo acumulada de,CO
do experimento respirométrico 3 (Figura 10), foisgiwel obter a seguinte ordem de
biodegradabilidade: diesel = biodiesel > butan@isifn como analisado para os combustiveis

puros, a seguinte ordem de biodegradabilidade dstsinas em relacédo a quantidade total de
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CO, acumulada foi: biodiesel/diesel (9778,9 umol de)>Obutanol/diesel (4847,0 umol de
COy).

—— controle
9000 1 . piodiesel
8000 4 —= butanol
——diesel+biodiesel
7000 1 o diesel+butanol
—o—diesel

Produgéo CO2 acumulada (imol)

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
tempo (dias)
Figura 10 -Quantidade total acumulada de gfoduzido no experimento respirométrico 3

(contaminacéo do solo) durante a incubacao (93.dias

Na &gua (Figura 11), a biodegradacdo da mistuenbltiesel comec¢ou no inicio do
experimento, sendo que para a mistura biodiess&ldee biodegradacéo foi iniciada a partir
do 7° dia. Considerando-se o tempo para o inicibioddegradacao, foi possivel encontrar a
seguinte ordem de biodegradabilidade: butanol =libsel = diesel, assim como as suas
misturas: butanol/diesel > biodiesel/diesel.
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Figura 11 — Producéo diaria de £durante incubacéo (53 dias) do experimento

respiromeétrico 4 (contaminacdo da agua).
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Aplicando-se a analise de variancia (Anova) ao®slaé producdo acumulada de,CO
do experimento respirométrico 4 (Figura 12), foisgiwel obter a seguinte ordem de
biodegradabilidade: butanol > biodiesel = diesalsif como analisado para os combustiveis
puros, a seguinte ordem de biodegradabilidade dstsinas em relacdo a quantidade total de
CO, acumulado foi: butanol/diesel (903,3 umol de,® biodiesel/diesel (560,1 pmol de
COy).

1000
900 | * controle
—< biodiesel
800 1 _= putanol
700 1 ——diesel+biodiesel

—o— diesel+butanol

Produgéio CO 2 acumulada (ffmol)
ul
o
o

0 10 20 30 40 50
tempo (dias)
Figura 12 -Quantidade total acumulada de g8Poduzido no experimento respiromeétrico 4

(contaminacao da 4gua) durante a incubacéo (58 dias

Para discutir e analisar os resultados obtidosrpsrimentos respirométricos 3 e 4 €
importante considerar dois fatores: a concentragi@&al de butanol adicionada aos meios
que foram estudados (solo e agua) e a solubilidagdeombustiveis em dgua. Em relacdo aos
experimentos com a mistura butanol/diesel, houverahca nos resultados obtidos no
experimento 3 (solo) quando comparados ao expetrindefagua).

Primeiramente, analisando os dados obtidos nosrimgr@os 1 e 2, enquanto a
gasolina teve biodegradacéo inferior em relacadwanol (a producéo de G@oi 39.2%
menor), no experimento 3 o 6leo diesel foi bioddgdm mais do que o butanol (a producéo
de CQ foi 7,3 vezes maior). Assim, a ordem de biodedrdidade observada para os
componentes puros foi a seguinte: diesel>butanebiyem. Com isso, o efeito de
biodegradabilidade quando o butanol estava presenpositivo na gasolina e negativo no
Oleo diesel.

A solubilidade e as concentragbes dos compostosisaisras de butanol/diesel foram
fatores determinantes para uma melhor biodegradagdexperimento 4 em relacdo ao

experimento 3. Em relacédo a solubilidade, na aguajtanol puro (B100) mostrou ter uma
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taxa de biodegradacdo mais rapida em relacao aiebed e ao diesel (Figura 10) no qual o
contato entre os microrganismos e o alcool foi wrtio devido a solubilizacdo deste
componente em &gua. A solubilidade pode ter sidtor faelevante quanto a
biodegradabilidade da mistura devido a maior sba#gido do butanol no meio liquido,
guando comparado com o biodiesel. Devido ao bietlies diesel serem insolliveis em agua,
a superficie de contato destes com os microrgasighmenor, dificultando a biodegradacéo
desses compostos.

Em relacdo as misturas, uma das hipdteses na gtedb/diesel em agua obteve
melhor biodegradacdo em relacdo ao biodiesel/dipsele ser explicada devido a menor
concentracdo de butanol em agua (0,08 % v/v) pb&sidlo dessa maneira a bioassimilagao
e posteriormente a biodegradacgao pelos microrgasiscomo observado no experimento 4 e
no teste de biodegradabilidade com o indicador PCRAlém disso, a adicdo de butanol pode
ter permitido a co-solvéncia do diesel, aumentaadsim a disponibilidade deste aos
microrganismos. Consequentemente, este efeito padéavorecido a biodegradagao do
diesel.

Sendo assim, a principal diferenca a ser considanadiodegradabilidade da mistura

butanol/diesel em relacdo ao biodiesel/diesel na &gy o fator solubilidade.

5.2.2 Teste de biodegradabilidade com o indicadoedox DCPIP

Os resultados do experimento com o indicador red@bela 6) mostram que a
concentracao inicial de 1% v/v do butanol puro éwpie o dobro da concentracéo inicial de
0,4% v/v no experimento respirométrico 4 com aguad) pode ser biodegradada pelos
in6culos testados. MesnRseudomonas aeruginosdl, um microrganismo conhecido pela
sua habilidade em degradar hidrocarbonetos dolpet(BIROLLO et al., 2008), n&o obteve
sucesso.

A biodegradacao do biodiesel para todos os casusgmu mais rapidamente do que o
butanol, o qual ndo foi biodegradado por nenhumimt@sulos testados. Porém, com a adicédo
de butanol em concentragcbes menores na misturadidi@sel (0,2% v/v de butanol) foi
observado uma biodegradacdo mais rapida em redagéstura de biodiesel/diesel (0,2% viv
de biodiesel) assim como analisado no experimesjginrométrico 4 (Figura 10).

Em relagdo as misturas, o consorcio 1 do sBkeudomonas aeruginodzBl, e
Candida viswanathii apresentaram melhores resultados na biodegraddadonistura
butanol/diesel em relacdo a mistura biodiesel/liesemo também no experimento
respiromeétrico 4 (Figura 10). A excecéo foi o inéck da dgua do rio que ndo biodegradou

as misturas.
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Tabela 6 — Tempo (em horas) para a descoloraca@wabador DCPIP (2° Experimento)

microrganismo diesel  butanol biodiesel diesel+butanol diesel+biodiesel

(20%) (20%)
consorcio 1 220 - 37 91 211
consorcio 2 -¢ - 30 - -
Pseudomonas 192 - 87 73 142
aeruginosa_Bl
Candida 26 - 22 20 26
viswanathii

2 consércio do solo utilizado no experimento respitrico,° consércio da agua do Rio
Atibaia, “n&o descoloriu durante o experimento (220 h).

Obs: durante o teste, ndo foi observado a twsgéo dos controles do substrato (sem
in6culo) e do inéculo (sem combustivel).
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6. CONCLUSOES

Em relagdo aos experimentos 1 e 2 (butanol/gagotioacluiu-se que, a partir de
experimentos laboratoriais, o etanol mostrou tea taxa de biodegradacdo mais rapida em
relacdo ao butanol, particularmente em agua, eyairde ordem de biodegradabilidade foi
encontrada: etanol > butanol > gasolina. A adigd@ldoois na gasolina resultou em efeitos
sinérgicos positivos na biodegradacdo dos comhaistém ambos os meios, solo e 4gua e,
além disso, os resultados sugerem que, em soloutandd promoveu uma melhor
biodegradacéo da gasolina que o etanol.

Nos experimentos 3 e 4 (butanol/diesel), concleilgse em relacdo a adicdo de
butanol ao diesel, a concentragdo e a solubilidadan fatores importantes para avaliar a
biodegradagédo da mistura quando comparada com trmaambustivel qualqueAssim, na
agua, resultados indicam que a adicdo de butamoto@centracdo que ndo se mostrou toxica
aos microrganismos, ao diesel pode ter permitida umaior solubilidade da mistura,
possibilitando melhor biodegradacdo quando comparadm o aditivo empregado
atualmente, o biodiesel.

Finalizando, enquanto a gasolina teve menor biediegéo em relacdo ao butanol
(experimentos 1 e 2), no experimento 3 o 0leo Hfesbiodegradado mais do que o butanol.
Assim, a ordem de biodegradabilidade observadagma@mponentes puros foi a seguinte:
diesel>butanol>gasolina. Com isso, o efeito de dgoadabilidade quando o butanol estava

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

7. RECOMENDACOES

Futuras pesquisas sdo necessarias para determin@xa de biodegradacdo de
constituintes especificos da gasolina e do digsielcipalmente os mono-aromaticos BTEX e
poli-aromaticos, sob condi¢cbes aerdbias e de oateptores de elétrons; o efeito do butanol
nas estruturas das comunidades microbianas; oo efkdt co-solvéncia do butanol na

solubilidade aquosa dos hidrocarbonetos mono-arcosat



36
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AL-HADHRAMI, M. N.; LAPPIN-SCOTT, H. M.; FISHER, PJ. Bacterial survival and
nalkane degradation within Omani crude oil and ausee Marine Pollution Bulletin, v. 30,
n.6, p. 403-408, 1995.

ALEXANDER, M. Biodegradation and BioremediatipB02 p, Academic Press, 1994.

ALVAREZ, P. J. J.; ANID, P. J.; VOGEL, T. MKinetics of aerobic biodegradation of
benzene and toluene in sandy aquifer mateBeldegradation,v. 2, p. 43-51, 1991.

APHA (American Public Health Associatior§tandard methods for the examination of water
and wastewater20. ed.Washington: American Public Health Association, AWWA,
WPCF, p. 1569, 1998.

ATLAS, R. M. Microbial degradation of petroleum hydrocarbons: amvironmental
perspectiveMicrobiological Reviews v. 45, n.1, p.180-208, 1981.

BAILEY, N. J. L.; JOBSON, A. M.; ROGERS, M. Macterial degradation of crude oil:
comparison of field and experimental dathemical Geologyv. 11, p. 203-221, 1973.

BALBA, M. T.; AL-AWADHI, N. & AL-DAHER, R. Bioremediation of oil-contaminated
soil: microbiological methods for feasibility assesent and field evaluatiordournal of
Microbiological Methods, v. 32, p. 155-164, 1998.

BARKER, J. F.; PATRICK, G. C.; MAJOR, DNatural attenuation of aromatic
hydrocarbons in a shallow sand aquif&@round Water Monitoring Review, Columbus, v.
7,n.1,p. 64-71, 1987.

BARTHA, R. & PRAMER, D. Features of flask and method for measurement of the
persistence and biological effects of pesticidesoih Soil Sciencev. 100(1), p. 68-70, 1965.

BAZYLINSKI, D. A.; WIRSEN, C. O.; JANNASCH, H. W.Microbial utilization of
naturally occurring hydrocarbons at the GuaymasiBds/drothermal vent sitépplied and
Environmental Microbiology, v. 55, p. 2832-2836, 1989.

BENINCASA, M.; CONTIERO, J.; MANRESA, M. A. & MORAE, I. O. Rhamnolipid
production by Pseudomonas aeruginosa LBl growingsoapstock as the carbon source.
Journal of Food Engineering v. 54, p. 283-288, 2002.



37
BERTRAND, J. C.; RAMBELOARISOA, E.; RONTANI, J. FGIUSTI, G.; MATTEI, G.
Microbial degradation of crude oil in sea water ontinuous culture Biotechnology
Letters, v. 5, p. 567-572, 1983.

BITTON, G.; GERBA, C. PGround water. Pollution Microbiology. John Wiley & Sons.
N.Y. 377 p., 1984.

BLACKBURN, J. W.; HARNER, E. J.; ROBBINS, W. K.; PRCE, R. C.; CLARK, J. R,
ATLAS, R. M.; WILKINSON, J. B. Experimental linkage issues of petroleum site
bioremediationBiodegradation, v. 4, p. 207-230, 1993.

BORDEN, R. C.; GOMEZ, C. A.; BECKER, M. TGeochemical indicators of intrinsic
bioremediationGround Water, v. 33(2), p. 180-189, 1995.

BORDEN, R. C.Natural bioremediation of hydrocarbon-contaminaigeund water.Em:
Handbook of Bioremediation CRC Press, Boca Raton, FL. Pp. 177-199, 1994.

BREEDVELD, G. D.; KARLSEN, D. AEstimating the availability of polycyclic aromatic
hydrocarbons for bioremediation of creosote contated soilsApplied Microbiology and
Biotechnology, v. 54, 2000. 255-261 p.

BROWN, R. A.; HICKS, R. J.; HICKS, P. MUse of Air Sparging for In-Situ
Bioremediation.Em: Air Sparging for Site Remediation Lewis Publishers, Inc., p. 38-55,
1994.

BUSHNELL, L. D.; HAAS, H. F.The utilization of certain hydrocarbons by microanisms.
Journal of Bacteriology, v. 41, p. 653-673, 1941.

BUTYLFUEL, LLC. Coordenado por David E. Ramey. Béack, OH, 2000. Disponivel em:

< http://www.butanol.com>. Acesso em: 17 dez. 20009.

CARMICHAEL, L. M.; CHRISTMAN, R. F.; PFAENER, F. K.Desorption and
mineralization kinetics of phenanthrene and chrgsencontaminated soil&€nvironmental
Science & Technologyv. 31, p. 126-132, 1997.

CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento éxtadiNorma Técnica L. 6.245 —

Coleta e preparacao de amostré&ocedimentos, SP. 1984.



38
CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento exitabi Relatorio de
estabelecimento de valores orientadores para selaguas subterraneas no Estado de Séo
Paulo. Relatorio técnico, 2005.

Manual de gerenciamento de &reas contdasnaRelatorio técnico, 2003.
Disponivel em: <http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo&s) final.zip> Acesso em: 26 jul. 2004.

CHAPELLE, F. H.Ground Water Microbiology & Geochemistry. N.Y. John Wiley &
Sons Inc. 424 p., 1993.

CHEN, Y. M.; ABRIOLA, L. M.; ALVAREZ, P. J. J.; VOGL, T. M. Biodegradation and
transport of benzene and toluene in sandy aquitaenal: model experiment comparisons.
Water ResourcesResearch v. 28, p. 1833-1847, 1992.

CHIANG, C. Y.; SALANITRO, J. P.; CHAI, E. Y.; COLTART, J. D.; KLEIN, C. L.
Aerobic biodegradation of benzene, toluene andnleyla a sand aquifer: data analysis and
computer modelingGround Water Monitoring Remote and Remediations Dublin, v. 27,

n. 6, p. 823-834, 1989

CORDAZZO, J.Modelagem e simulagdo numérica do derramamentoadelipa acrescida
de alcool em &guas subterranedsissertacdo (mestrado) — DepartamentoEdgenharia
Mecanica, UFSC — Floriandpolis, SC, 2000.

CORMACK, W. P. M. & FRAILE, E. R.Characterization of a hydrocarbon degrading
psychrotrophic Antarctic bacteriumntarctic Science v. 9(2), p. 150-155, 1997.

CORSEUIL, H. X.; ALVAREZ, P. J. JNatural bioremediation perspective for BTX
contaminated groundwater in Brazil: effect of etbWater Science & Technologyv. 34,
p.311-318, 1996

CORSEUIL, H. X.; HUNT, C. SThe influence of the gasoline oxygenate ethan@ernbic
and anaerobic BTX biodegradatioWater Research v. 32 (7), p. 2065-2072, 1998.

CORSEUIL, H. X.; KAIPPER, B. I., FERNANDES, MCosolvency effect in subsurface
systems contaminated with petroleum hydrocarboisetinanol Water Research v. 38(6),
p. 1449-56, 2004.



39
CORSEUIL, H. X.; KULKAMP, M. S.Simultaneous Spills of diesel and ethanol — a
controlled release experimentN: 7TH INTERNATIONAL IN SITU AND ON-SITE
BIOREMEDIATION SYMPOSIUM, Orlando, FL. Columbus-Riland: Battele Press, p.1-5,
2003.

CORSEUIL, H. X.; MARINS, M. D. M. Contaminagdo de &gua subterranea por

derramamento de gasolina: O problema é grakze@enharia Sanitéaria, v. 2, p.50-54, 1997.

CRIVELARO, S. H. R.Associacdo de borra oleosa de refinaria de petr&éew@inhaca
visando a biodegradacadlonografia (Ciéncias Biologicas) — Instituto dev&Encias, Unesp
— Rio Claro, 2005.

DAVIS, J. W.; KLIER, N. J.Natural biological attenuation of benzene in growader
beneath a manufacture facilitgsround Water Monitoring Remote and Remediations
Dublin, v. 32, n. 2, p. 215-226, 1994.

DEEB, R. A.; ALVAREZ-COHEN, LTemperature effects and substrate interactionsngyri
the aerobic biotransformation of BTEX mixtures byluéne-enriched consortia and
Rhodococcus rhodochrouBiotechnology & Bioengineering,v. 62(5), p. 526-536, 1999.

DIFCO.Difco Manual 10 ed. Detroit: Difco Laboratories, 1984.

EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa AgropeallarServico Nacional de
Levantamento e Conservacdo de SoManual de Métodos de Andlises de Solos. Rio de
Janeiro, 1997.

EZEJI, T. C.; QURESHI, N.; BLASCHEK, H. Bioproduction of butanol from biomass:
from genes to bioreactor€urrent Opinion in Biotechnology, v. 18, p. 220-227, 2007.

FAIRBANKS, B. C.; SCHMIDT, N. E.; O'CONNOR, G. AButanol degradation and
volatilization in soils amended with spent acidsoifuric acid.Journal of Environmental
Quality, v. 14, p. 83-86, 1985.

FERRARI, M. D.Biodegradacion de hidrocarburos aromaticos policias y su aplicacion
en la biorremediacion de suelos y lodos contamisaevista Argentina Microbiologia, v.
28, p.83- 98, 1996.



40
FERREIRA, J.; ZUQUETTE, L. VConsideracdes sobre as interacfes entre contanmesant
constituidos de hidrocarbonetos e os compostoseio fisico Geociénciasv. 17(2), p. 527-
557, 1998.

FETTER, C. WContaminant HydrogeologWew York: Macmillan, 1993.

FREIJER, J. I.; JONGE, H.; BOUTEN, W.; VERSTRATEN, M. Assessing mineralization
rates of petroleum hydrocarbons in soils in relatido environmental factors and

experimental scal@iodegradation. v. 7, p. 487-500, 1996.

GARCIA-RIVERO, M.; SAUCEDO-CASTANEDA, G.; GUTIERREROJAS, M.Organic

solvents improve hydrocarbon desorption and bioddgtion in highly contaminated
weathered soilJournal of Environmental Engineering and Sciencev. 6, p. 389-395,
2007.

GHOSHAL, S.; RAMASWAMI, A.; LUTHY, R.Biodegradation of naphthalene from coal
tar and heptamethylnonane in mixed batch syst&mgronmental Science & Technology
v. 30, p. 1282-1291, 1996.

GRADY, C. P. L. Biodegradation: its measurement and microbiologichhsis
Biotechnology& Bioengineering v. 27, p. 660-674, 1985.

GRAY, P. H. H.; THORNTON, H. GSoil bacteria that decompose certain aromatic
compoundsZentr. Bakt. Parasintenk Abt Il . v. 73, p.74-96, 1928.

GHIORSE, W. C.; WILSON, J. WMicrobial ecology of the terrestrial subsurfad&dvances
in Applied Microbiology, v. 33, p. 107-172, 1988.

GUTNICK, D. C.; ROSENBERG, EOIl tankers and pollution: a microbiological approa
Annual Reviews Microbiological v. 31, p.379-396, 1977.

HANSON, K. G.; DESAI, J. D. & DESAI, A. JA rapid and simple screening technique for
potential crude oil degrading microorganisniéiotechnology Techniquesv. 7, p. 745-748,
1993.

HEINZE, U.; FRIEDRICH, C. G.Respiratory activity of biofiims: measurement ansl i
significance for the elimination of n-butanol fromaste @s. Applied Microbiology and
Biotechnology; v. 48, P. 411-416, 1997.



41
HENCKLEIN, F. A. Estabilizacdo de "Landfarming" de refianria de p@éo, mediante
metabolismo microbiano, e aplicabilidade em sol@sgesertificadosDissertacdo (Mestrado
em Microbiologia Aplicada) - Unesp/Campus de RiarGlinstituto de Biociéncias, 2008.

INAZAKI, T. H.; PIAO, A. C. S.; BIDOIA, E. D.Treatment of simulated wastewater
containing n-phenyl-nisopropyl-p-phenylenediamismg electrolysis system with Ti/TIRuO2

electrodesBrazilian Archives of Biology and Technologyv. 47, p.983-994, 2004.

ISKEN, S.; DERKS, A.; WOLFFS, P.; BONT, Hffect of organic solvents on the yield of
solv3-ent-tolerant Pseudomonas putida SA@plied Microbiology and Biotechnology; v.
65, p. 2631-2635, 1999.

JACOBI, H.; LEIER, G.; WITTEA, ICorrelation of the lipophilicity of xenobiotics Wwitheir
synergistic effects on DNA synthesis in human filasis Chemosphere v. 32, p. 1251-
1259, 1996.

KADRI, M. H., SALEM, A. A., SALMA, M. Oil degrading bacteria in Kuwait Bayournal
Marine Science, v. 15, p.50-51, 1986.

KAISER, K. L. E.Review of biodegradability tests for the purposdafeloping regulations.
Water Quality Research Journal of Canadav. 33 (2), p. 185-211, 1998.

KATAOKA, A. P. A. G. Biodegradacdo de residuo oleoso de refinaria dedped por
microorganismos isolados de “landfarmingTese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias,
Unesp — Rio Claro, 2001.

KOMAGATA, K.; NAKASE, T.; KATSUYA, N. Assimilation of hydrocarbons by yeasts — |
Preliminary screeningThe Journal of General and Applied Microbiology, v. 10, p.313-
321, 1964.

LAPINSKIENE, A.; MARTINKUS, P. & REBZDAITE, V. Eco-toxicological studies of
diesel and biodiesel fuels in aerated sBihvironmental Pollution, v. 142, p. 432-437, 2006.

LE PETIT, J., NGUYEN, M. H., TAGGER, Suelques donnes sur |"ecologie d"une zone
marine litorales recevant les rejets d'une raffirede petrole Environmental Pollution,
v.13, p.41-56, 1977.



42
LEAHY, J. L.; COLWELL, R. R. Microbiablegradation of hydrocarbons in the environment.
Microbiological Reviews v. 54(3), p.305-315, 1990.

LINKFIELD, T. G.; SUFLITA, J. M.; TIEDJE, J. M. Chacterization of the acclimation
period before anaerobic dehalogenation of chlorbbates.Applied and Environmental
Microbiology, v. 55, p.2773-2778, 1989.

LISTE, H.; ALEXANDER, M. Butanol extraction to predict bioavailability of P& in soil.
Chemospherev. 46, 2002. 1011-1017 p.

LOVAGLIO, R. B.; GOMES, E. B.; MIRANDA, R. C. M.; SUZA, M. F. V. Q.
Biodegradacdo de queresone por leveduras da reg@uaria de Suape-PEn: FIRST
BRAZILIAN SYMPOSIUM ON PETROLEUM BIOTECHNOLOGY, Nal — RN, Brazil,
2005.

MACKAY, D. M. et al. Impact of Ethanol on the Natural Attenuation of Beme, Toluene,
and o-Xylene in a Normally Sulfate-Reducing Aquif&nvironmental Science &
Technology, v. 40 (19), p. 6123 -6130, 2006.

MAKAREVICIENE, V. & JANULIS, P. Environmental effect of rapeseed oil ethyl ester.
Renewable Energyv. 28, p. 2395-2403, 2003.

MANAHAN, S. E. Toxicologycal Chemistry.ewis Publishersw Inc. USA, 1992. 449 p.

MARIANO, A. P.; KATAOKA, A. P. A. G.; BONOTTO, D. M & ANGELIS, D. F.
Laboratory study on the bioremediation of diesélcontaminated soil from a petrol station.
Brazilian Journal of Microbiology, v. 38, p. 346-353, 2007.

MARIANO, A. P.; ANGELIS, D. F.; ATALA, D. |. P.; MAJGERI FILHO, F.; WOLF
MACIEL, M. R.; MACIEL FILHO, R. An Alternative Process for Butanol Production:
Continuous Flash Fermentatio©hemical Product and Process Modelingv. 3, A. 34,
2008a.

MARIANO, A. P.. BONOTTO, D. M.; ANGELIS, D. F.: PIQLLO, M. P. S. &
CONTIERO, J.Use of weathered diesel oil as a low-cost raw nmakdor biosurfactant
production.Brazilian Journal of Chemical Engineering v. 25, p. 269-274, 2008b.

MELO, I. S. (ed.Microbiologia ambiental. Jaguaritna. EMBRAPA. p. 438, 1997.



43
MME-DNC - MINISTERIO DAS MINAS E ENERGIA, DEPARTAMETO NACIONAL
DE COMBUSTIVEIS. Anuério estatistico de 1995, 1995.

NARDI, I. R.; ZAIAT, M.; FORESTI, E.Kinetics of BTEX degradation in a packed-bed
anaerobic reactarBiodegradation, v. 18(1), p. 83-90, 2007.

NIVEN, R. K. Ethanol in gasoline: environmental impacts and aunstbility review article.

Renewable and Sustainable Energy Reviews. 9, p. 535-555, 2005.

OH, Y. S.; CHOI, W. Y.; LEE , Y. H.; CHOI, S. C.;IM, S. J.Biological treatment of oil
contaminated sand: comparison of oil degradation sdth on thin-layer
chromatography/flame ionization detector and regpietric analysisBiotechnology Letter,
v. 22, n. 595-598, 2000.

OTENIO, M. H. Aplicacdo do processo eletrolitico no tratamento &pias e estudos de
biodegradacao da gasolindese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Unegpio Claro,
2000.

PARALES, R. E.; DITTY, J. L.; HARWOOD, C. SToluene-degrading bacteria are
chemotactic torwards the environmental pollutangmzene, toluene and trichloroethylene
Applied and Environmental Microbiology,., v. 66, p.4098-4104, 2000.

PASQUALINO, J. C.; MONTANE. D.; SALVADO, JSynergic effects of biodiesel in the
biodegradability of fossil-derived fueBiomass Bioenergyv. 30, p. 874-879, 2006.

PEIXOTO, R. M.; VIEIRA, J. D. GDetermination of the degrading potential of bacteri
isolated from an environment impacted by petroleamd derivatives using 2,6-
dichlorophenolindophenol (DCPIP) In: FIRST BRAZILIAN SYMPOSIUM ON
PETROLEUM BIOTECHNOLOGY, Natal — RN, Brazil, 2005.

PINHOLT, Y.; STRUWE, S.; KIOLLER, AMicrobial changes during oil decomposition in
soil. Holarctic Ecology, v. 2, p.195-200, 1979.

PIROLLO, M. P. S.; MARIANO, A. P.; LOVAGLIO, R. B.COSTA, S. G. V. A. O.;
WALTER, V.; HAUSMANN, R.; CONTIERO, JBiosurfactant synthesis by Pseudomonas
aeruginosa LBI isolated from a hydrocarbon-contambén site Journal of Applied
Microbiology, v. 105, p. 1484-1490, 2008.



44
POWERS, S. E.; HUNT,C. S.; HEERMANN, S. E.; CORSEWH. X.; RICE, D,
ALVAREZ, P. J. JThe transport and fate of ethanol and BTEX in gawater contaminated
by gasohalCritical Reviews in Environmental Science and Techology, v. 31(1), p. 79-
123, 2001.

POULSEN, M.; LEMON, L.; BARKER, J. FDissolution of monoaromatic hydrocarbons
into groundwater from gasoline-oxygenate mixtutgsvironmental Science & Technology
V. 26(12), p. 2483-2489, 1992.

QURESHI, N. & BLASCHEK, H.P.Production of acetone butanol ethanol (ABE) by a
hyper-producing mutant strain of Clostridium beijgkii BA101 and recovery by
pervaporationBiotechnology Progressv. 15, p. 594—-602, 1999.

RISER-ROBERTS, EBioremediation of petroleum contaminated sitBeca Raton, FL.
CRC Press, 1992.

ROY, S.; HENS, D.; BISWAS, D. & KUMAR, RSurvey of petroleum-degrading bacteria in
coastal waters of Sunderban Biosphere ReseWerld Journal of Microbiology &
Biotechnology; v. 18, p. 575-581, 2002.

SANTOS, R. C.Impacto do Etanol na Biodegradagdo de Compostosrddatbonetos
Monoaromaticos em Aquiferos Contaminados por Dearmento de GasolinadDissertacao

(Mestrado). Departamento de Engenharia AmbientaE@, Florianopolis, 1996.

SHAMSHOOM, S. M.; ZIARA, T. S.; ABDUL-RITHA, A. N.,YACOUB, A. E.Distribution
of oil bacteria in the north-west Arabian GuNarine Pollution Bulletin, v. 21, p.38-40,
1990.

SHI, Z.; ZHANG, C.; CHEN, J. AND MAO, ZPerformance evaluation of acetone—butanol
continuous flash extractive fermentation procd&isprocess Biosystem Engineerings. 27,
p.175-183, 2005.

SIKKEMA, J.; BONT, M.; POOLMAN, B. Mechanisms of membrane toxicity of
hydrocarbonsMicrobiological Reviews v. 59, p. 201-222, 1995.

SILVA, B. H. Influéncia das fontes: carbono e nitrogéneo na pigéd de biossurfactantes
por Pseudomonas aeruginosa ATCC 31479 e Pseudonamraginosa LBl.Monografia

(Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Biociénciasedp — Rio Claro, 2005.



45
SILVA, M. L. B.; ALVAREZ, P. J. J.Enhanced Anaerobic Biodegradation of Benzene-
Toluene-Ethylbenzene-Xylene-Ethanol Mixtures iraBgmented Aquifer Column&pplied
and Environmental Microbiology, v. 70(8), p. 4720-4726, 2004.

SILVA, M. R. O.; SOUZA, C. S.; MELO, E. J. V.; SOW M. F. V. Q. Selecao de
linhagens, isoladas e em consércios, com potedead#é para degradar Oleo diesdh:

FIRST BRAZILIAN SYMPOSIUM ON PETROLEUM BIOTECHNOLO®, Natal — RN,
Brazil, 2005.

SIVIERO, A. R.Avaliagdo da biodegradacédo em solo de residuosia®lde fundicdo areia
fendlica - utilizando o método respirométricbese (Doutorado) — Instituto diociéncias,
Unesp — Rio Claro, 1999.

SIVIERO, A. R. et alO ensaio de respirometria na orientagdo para apj@a de residuos
industriais no solo. In: IX SIMPOSIO LUSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA
SANITARIA E AMBIENTAL (SILUBESA), Porto Seguro - BA2000.

SONG, H. G.; WANG, X.; BARTHA, RBioremediation potential of terrestrial fuel spills
Applied and Environmental Microbiology, v. 56, p.652-656, 1990.

SONG, H. G.; BARTHA, R. Effects of jet fuel spilen the microbial community of soil.
Applied and Environmental Microbiology, v. 56, n.3, p.646-651, 1990.

SORKHOH, N. A.; GHANNOUM, M. A.; IBRAIM, A. S.; STETTON, R. J.; RADWAN,
S. S.Crude oil and hydrocarbon-degrading strains of Rboaccus rhodochous isolated from

soil and marine environment in Kuwakiinvironmental Pollution, v. 65, p.1-17, 1990.

SOUZA, A. M. G. F.Aplicagdo de método respirométrico na avaliagcdcedgrego de areia
fendlica de fundi¢do, juntamente com solo, na doiar de aterro sanitario.Tese

(Doutorado) — Instituto de Biociéncias, Unesp — Rlaro, 2000.

SOUZA, C. S. et allsolamento e sele¢do de microrganismos degradadieederivados de
petrélea In: 3° CONGRESSO BRASILEIRO DE P&D EM PETROLEOGAS. Salvador-
BA-Brazil, 2005.

STAATSUITGEVERIJ.Degradability, ecotoxicity and bioaccumulation -e thetermination
of the possible effects of chemicals and wastetheraquatic environmentovernment
Publishing Office, The Hague, The Netherlands1980.



46
USEPA U.S. (Environmental Protection Agencyjlealth and Environmental Effects
Document for 1-ButanolOffice of Health and Environmental Assessment, .UERA,
Cincinnati, OH, 1989. 100 p.

. Chapter llI-Behavior of hydrocarbons ie gubsurface, 2003a. Disponivel em:
<http://www.epa.gov/oust/pubs/ fpr_c3.pdf> Acessu 27 jun. 2003.

VEERANAGOUDA, Y.; VIJAYKUMAR, M. H.; NEELAKANTESHWAR, K. P.; NAYAK,
A. S.; KAREGOUDAR, T.B.Degradation of 1-butanol by solvent-tolerant Enteaoter sp.
VKGH12.International Biodeterioration & Biodegradation, v. 57, p. 186-189, 2006.

VENKATESWARAM, K.; HARAYAMA, S. Sequential enrichment of microbial populations
exhibiting enhanced biodegradation of crude Ghnadian Journal of Microbiology, v. 41,
p.767-775, 1995.

ZAGATTO, P. A.; BERTOLETTI, E.Ecotoxicologia Aquética — Principios e Aplicacdes
Cap. 5, 2006. 89-115p.

ZHANG, X, PETERSON, CL, REECE, D, HAWS, R, MOLLER;. Biodegradability of
biodiesel in the aquatic environmeifitansactions of the American Society of Agriculturd
Engineers,v. 41, p. 1423-1430, 1998.

ZOBELL, C. E.Action of microorganisms on hydrocarborZacteriology Review v. 10,
p.1-49, 1946a

WEBER, W. J. Jr; CORSEUIL, H. Xnoculation of contaminated subsurface soils with
enriched indigenous microbes to enhance bioremiediatates Water Research,v. 28,
p.1407-1414, 1994.

WIEDEMEIR, T. H. Aproximation of biodegradation rate constants foornmaromatic
hydrocarbons (BTEX) in ground wateiGround Water Monitoring Remote and
Remediations Dublin, p.186-194, 1996.

YOUNG, L. Y. Anaerobic degradation of aromatic compounBm: Microbial degradation
of aromatic compounds GIBSON, D. T. (ed.) Marcel-Dekker, New York, p. 48Z3,1984.



RICHARD CLAYTON TOMASELLA
CPF 320.152.818-86 - RA 209000629
27/11/2009

a7



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	INDÍCE
	INDÍCE DE TABELAS
	INDÍCE DE FIGURAS
	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	4. MATERIAIS E MÉTODOS
	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	6. CONCLUSÕES
	7. RECOMENDAÇÕES
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

