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RESUMO
A influência do biodiesel de soja na biodegradação dos hidrocarbonetos 

monoaromáticos benzeno e tolueno foi estudada sob condições anaeróbias 

em dois microcosmos montados com água subterrânea sintética, inóculo 

metanogênico, benzeno, tolueno e biodiesel. Na presença de biodiesel 

não foi observada biodegradação do benzeno e do tolueno. Com a 

biodegradação do biodiesel ocorreu a formação de acetato e metano, uso do 

sulfato e um aumento de 45 vezes no número de bactérias sulfato-redutoras. 

Esses resultados mostraram que, na mistura com benzeno e tolueno, o 

biodiesel foi biodegradado tanto sob condições de sulfato-redução quanto 

metanogênicas e que sua presença estimulou o crescimento da biomassa. 

Palavras-chave: biocombustível; hidrocarbonetos monoaromáticos; 

degradação biológica anaeróbia; PCR em tempo real.
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ABSTRACT
The effects of biodiesel on the biodegradation of benzene and toluene under 

anaerobic conditions were assessed using two microcosms constructed 

using synthetic groundwater, methanogenic inoculum and amended with 

benzene, toluene and biodiesel. In the presence of biodiesel, benzene and 

toluene degradation was substantially inhibited. Biodiesel degradation was 

followed by a production of acetate and methane, consumption of sulfate 

and a 45-fold increase in sulfate-reducing concentration. These results 

demonstrated that, in the presence of benzene and toluene, biodiesel was 

biodegraded under sulfate-reduction and methanogenic conditions and 

also stimulated biomass growth.

Keywords: biofuel; monoaromatic hydrocarbons; anaerobic biological 

degradation; real time PCR.

INTRODUÇÃO
As consequências ambientais negativas provocadas pelos combus-
tíveis fósseis e a preocupação com o abastecimento mundial de 
petróleo incentivou a busca por combustíveis renováveis, como os 
biocombustíveis. Entre os biocombustíveis líquidos mais utilizados 
atualmente, destacam-se o etanol e o biodiesel (WORLDWATCH 
INSTITUTE, 2007). No Brasil, a introdução do biodiesel na matriz 
energética ocorreu em 2005 (BRASIL, 2005) e desde novembro de 
2014 ficou estabelecida a adição mínima obrigatória de 7% em 
volume de biodiesel ao óleo diesel comercial, podendo esse valor 
ser reduzido para até 6% conforme interesse público (BRASIL, 
2014). Dentre as diversas matérias-primas que podem ser utiliza-
das para produção de biodiesel, a soja representa aproximadamente 

90% da produção brasileira em virtude da capacidade de cultivo, 
potencial de aproveitamento que representa à economia brasileira 
(CAVALETT & ORTEGA, 2010) e pela baixa viscosidade quando 
comparada às outras matérias-primas vegetais (ALPTEKIN & 
CANAKCI, 2008).

O biodiesel puro não contém compostos de petróleo, mas pode 
apresentá-los na medida em que compõe uma mistura com o óleo 
diesel. Desse modo, as misturas biodiesel/diesel apresentarão hidro-
carbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) e monoaromáticos. Esses 
últimos compreendem o grupo dos BTEX (benzeno, tolueno, etilben-
zeno e xilenos), os quais, uma vez em contato com o meio ambiente, 
podem migrar do solo para a água subterrânea e contaminar locais de 
abastecimento de água, devido às suas altas solubilidades relativas em 
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água e elevadas toxicidades (TOXNET, 2013; ATSDR, 2004; BEDIENT; 
RIFAI; NEWLL, 1999). 

Geralmente, os sistemas de distribuição e armazenamento de 
combustíveis, como os de misturas de diesel com biodiesel, estão 
localizados na subsuperfície e, em um cenário de contaminação de 
um aquífero, a inter-relação dos compostos do diesel com os do bio-
diesel é ainda pouco conhecida. Dentre os diversos processos que 
influenciam no destino de contaminantes, a biodegradação predomina 
no ambiente subsuperficial (KAO et al., 2010; BATTLE-AGUILAR 
et al., 2009; FRASER et al., 2008; FERIS et al., 2008). A elevada 
demanda bioquímica de oxigênio exercida pela presença de conta-
minantes orgânicos torna as condições do meio predominantemente 
anaeróbias (MACKAY et al., 2006; FERIS et al., 2008; CORSEUIL 
et al., 2011a; CORSEUIL et al., 2011b), fazendo com que processos 
anaeróbios assumam um papel de considerável importância para a 
biorremediação de diversos contaminantes (RAMOS et al., 2013; 
KLEINSTEUBER; SCHLEINITZ; VOGT, 2012; FARHADIAN et al., 
2008; HOLLIGER et al., 1997), apesar de possuírem um potencial 
inferior de transferência de energia em relação aos processos aeró-
bios (CHAPELLE, 2001).

Estudos em laboratório têm focado em como o biodiesel esti-
mularia a biodegradação do diesel em ambiente aquático sob con-
dições aeróbias (MARIANO et al., 2008; PRINCE; HAITMANEK; 
LEE, 2008; DEMELLO et al., 2007; PASQUALINO; MONTANÉ; 
SALVADÓ, 2006; ZHANG et. al, 1998), porém poucos são rela-
tados em condições anaeróbias. Em um experimento em micro-
cosmos utilizando solo não adaptado (sem histórico de conta-
minação), foi observado que a remoção anaeróbia de produtos 
intermediários de biodegradação do diesel foi inferior à do bio-
diesel de colza após 60 dias de experimento (LAPINSKIENĖ & 
MARTINKUS, 2007). Em meio aquático, o biodiesel teve um 
efeito negativo no processo de biodegradação dos compostos 
BTEX, pois os hidrocarbonetos monoaromáticos foram mais 
lentamente degradados na presença do biocombustível do que 
em sua ausência (CORSEUIL et al., 2011a). Contudo, há indí-
cios de que o aumento da biomassa degradadora é estimulado na 
presença de biodiesel (SCHLEICHER et al., 2009; OWSIANIAK 
et al., 2009) e, assim, os hidrocarbonetos podem ser rapidamente 
consumidos após a biodegradação do biodiesel. 

Frente à crescente utilização de misturas de combustíveis fós-
seis e renováveis na matriz energética brasileira, a compreensão 
da influência que um determinado contaminante exerce sobre o 
outro nos processos de biodegradação pode auxiliar na determi-
nação da tecnologia de remediação mais adequada para o local 
afetado. Logo, o objetivo deste estudo foi avaliar, em condições 
anaeróbias, a influência do biodiesel de soja sobre a biodegrada-
ção do benzeno e do tolueno em experimentos de microcosmos. 

METODOLOGIA

Montagem dos microcosmos 
Frascos âmbar de um litro foram utilizados como microcosmos, os 
quais foram preenchidos com água subterrânea sintética, inóculo 
metanogênico e os contaminantes benzeno e tolueno, ambos padrões 
analíticos Merck, e biodiesel puro de soja (cedido pelo Instituto de 
Tecnologia do Paraná e obtido via rota metílica). A água subterrâ-
nea sintética possuía a seguinte composição: 531 mg.L-1 de KH2PO4, 
16 mg.L-1 de NH4Cl, 12 mg.L-1 de MgCl2.6H2O, 6,7 mg.L-1 de CaCl2, 
0,002 mg.L-1 de CuSO4.5H2O, 0,002 mg.L-1 de ZnSO4.7H2O, 0,001 mg.L-1 

de (NH4)6Mo7O24 e 0,0004 mg.L-1 de H3BO3 (modificado de VON 
GUNTEN & ZOBRIST, 1993). O inóculo metanogênico utilizado foi 
o lodo proveniente de um reator anaeróbio tipo UASB do sistema de 
tratamento de efluentes de uma empresa de bebidas. O lodo possuía 
uma atividade metanogênica específica de 0,29 mLCH4.gSSV-1.d-1 e 
concentração de 34,6 g.L-1 de sólidos voláteis.

Foram preparados 2 microcosmos com a seguinte composição 
inicial: 988 mL de água sintética, 12 mL de inóculo, 5 mg de ben-
zeno, 5 mg de tolueno e 87 mg de biodiesel. A quantidade de inó-
culo e dos contaminantes adicionada foi suficiente para evitar que a 
biomassa e/ou substrato fossem fatores limitantes da biodegradação. 
Um dos microcosmos foi utilizado como reator teste (biologicamente 
ativo), enquanto o outro foi utilizado em paralelo como controle 
abiótico com adição de cloreto de mercúrio (1 g.L-1) para inibição 
da atividade microbiológica. Para garantir a biodisponibilidade 
do biodiesel na fase aquosa, o biocombustível foi novamente adi-
cionado em ambos os reatores na concentração de 44 mg.L-1 no 
23º dia de experimento, quando a fase livre sobrenadante não foi 
mais observada. 

A água subterrânea sintética foi aquecida até 60ºC para retirada 
de parte do oxigênio dissolvido. Em seguida, os microcosmos foram 
purgados com gás nitrogênio (N2) durante 10 min, o inóculo foi inse-
rido, o N2 purgado por mais 10 min e os contaminantes adicionados. 
Os frascos foram fechados com tampa específica para experimento 
anaeróbio (mininert valve), lacrados com veda-rosca para evitar a 
entrada de oxigênio, incubados no escuro e mantidos em tempera-
tura ambiente (25±2ºC).

Procedimentos analíticos 
Foi retirado um volume de 6 mL de amostra de cada microcosmo 
para a realização de todas as análises, totalizando um volume de 
96 mL ao longo de todo o período experimental. No momento em 
que o volume do reator chegou próximo de 920 mL, água sintética 
foi novamente adicionada para compensar a perda de volume, com 
uma alteração no valor da concentração de 8%. Para evitar a entrada 
de oxigênio, antes da retirada de cada amostra, um volume de 6 mL de 
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gás nitrogênio foi injetado, contrabalanceando a pressão negativa que 
se formava no interior do reator. N2 também foi direcionado para a 
abertura da tampa durante a retirada das amostras. Inicialmente, os 
reatores foram analisados duas vezes por semana. Posteriormente, 
essa frequência se tornou semanal devido à constância das concen-
trações dos hidrocarbonetos.

Determinação da concentração 

de benzeno, tolueno e metano 

Estas análises foram realizadas em aparelho de cromatografia em fase gasosa 
(HP 6890) equipado com coluna capilar de sílica fundida HP 1 (19095z-123, 
HP, EUA), detector FID e headspace autosampler (HP 7694). O gás de arraste 
utilizado foi hélio com fluxo de 7 mL.min-1. Para os monoaromáticos, as tempe-
raturas do injetor e detector foram mantidas em 260 e 280ºC, e para o metano 
em 190 e 250ºC, respectivamente. Na coluna, a temperatura para a determina-
ção das concentrações de benzeno e tolueno, iniciou em 70ºC e subiu até 120ºC 
a uma taxa de 5ºC.min-1 e em seguida, até 210 a 30ºC.min-1. Para o metano, 
a temperatura inicial foi de 40ºC, a qual foi elevada até 250ºC a uma taxa de 
30ºC.min-1. Esse método é uma modificação do EPA 5021A combinado com 
o EPA 8015D (EPA, 1996). Todos os limites de detecção foram de 1 µg.L-1.

Determinação da concentração 

de nitrato, sulfato e acetato

Foi utilizado um cromatógrafo de íons (Dionex, modelo ICS-1000) 
equipado com detector de condutividade iônica e coluna AS22. 
Soluções de carbonato e bicarbonato de sódio (4,5 e 1,4 mM, 
respectivamente) foram utilizadas na fase móvel e os limites de 
detecção foram de 1 μg.L-1. O método utilizado baseou-se em 
EPA – Método 300.0 (EPA, 1993). A análise de sulfato e nitrato 
foi realizada já que os constituintes da água subterrânea sintética 
poderiam originar esses ânions e/ou eles poderiam estar presen-
tes no inóculo utilizado.

Análise microbiológica 

As análises microbiológicas foram realizadas pelo método quantitativo 
de reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR, do inglês 
real time quantitative polymerase chain reaction) utilizando o termoci-
clador Mastercycler ep Realplex (Eppendorf) e os kits Taqman e Sybr-
Green (Applied Biosystem, EUA) com amostras retiradas dos reatores 
no primeiro e último dia de experimento. O processo de extração de 
DNA foi realizado de acordo com as recomendações contidas no kit 
MoBio Power Soil™ kit (Carlsbad, CA). Após o processo de extração, 
uma solução de 100 μL de DNA foi obtida, armazenada em fras-
cos estéreis com capacidade para 2 mL (Eppendorf) e estocada em 
congelador até o momento da análise. Em todas as análises, uma 
amostra controle (livre de DNA) foi analisada juntamente com as 
demais. Os iniciadores universais BACT1369F, PROK1492R e a sonda 
TM1389F foram utilizados para quantificar as bactérias totais (BELLER 
et al., 2002). As bactérias nitrato-redutoras foram quantificadas por 
meio dos iniciadores nirK1F e nirK5R, assim como nirS1F e nirS6R 
(BRAKER; FESEFELDT; WITZEL, 1998). As bactérias sulfato-redu-
toras foram quantificadas utilizando a sonda EUB1 com os iniciado-
res 361F e 685R (STULTS et al., 2001). As arqueas foram analisadas 
com o iniciador senso ARCHMIX1369F (ARCH1-1369F e ARCH2-
1369F), o iniciador anti-senso ME2R e a sonda TM1369F (SUZUKI; 
TAYLOR;  DELONG, 2000). O número de células foi estimado con-
forme já descrito anteriormente (DA SILVA & ALVAREZ, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Na presença de biodiesel, não foi observada biodegradação de benzeno 
e tolueno durante os 97 dias de duração do experimento. A variação na 
concentração dos hidrocarbonetos (Figuras 1A e 1B) pode ser atribuída 
à solubilização dos compostos puros (fase livre) que eventualmente 
possam ter sido injetados e permanecido aderidos no inóculo ou na 
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parede do frasco. No reator teste, as variações das concentrações de 
benzeno e tolueno foram semelhantes às do controle abiótico, fato que 
evidencia que não foi observada a biodegradação dos monoaromáti-
cos na presença de biodiesel. Desse modo, percebe-se que o biodiesel 
não exerceu efeitos sinérgicos positivos, ou seja, os microrganismos 
não utilizaram os compostos do biodiesel para promover a degra-
dação do benzeno e do tolueno, assim como observado em experi-
mentos com misturas de diesel e biodiesel (MARIANO et al., 2008).

A presença de acetato e metano no reator teste (concentrações máxi-
mas de 17,4 e 5,1 mg.L-1, respectivamente) foi um indicativo de que esses 
subprodutos metabólicos foram provenientes da biodegradação do bio-
diesel (Figura 2A). Apesar do inóculo poder ser uma fonte adicional de 
matéria orgânica, esse fato não produziria alterações relevantes, já que ela 
seria prontamente convertida em acetato e metano pela biomassa previa-
mente adaptada. Logo, como não foi observada biodegradação do benzeno 
e tolueno, a formação do acetato e metano foi atribuída à biodegradação do 
biodiesel. No controle abiótico a concentração de acetato foi muito baixa 
(em torno de 0,7 mg.L-1) e metano não foi detectado (Figura 2B), portanto 
não foi observada biodegradação. Essa produção de acetato pela biode-
gradação do biodiesel pode ser comparada àquela observada em cenários 
de biodegradação de misturas de gasolina e etanol, onde a quantidade 
de acetato é gerada predominantemente pelo consumo do biocombustí-
vel (COSTA; NUNES; CORSEUIL, 2009; NUNES & CORSEUIL, 2007). 

O biodiesel é considerado um composto de fácil biodegradabili-
dade (PASQUALINO; MONTANÉ; SALVADÓ, 2006; ZHANG et al., 1998), 
possivelmente pelo fato de ser constituído por ésteres alquílicos, compostos 
constantemente sintetizados na natureza e, assim, muitos microrganis-
mos podem biodegradá-los (LAPINSKIENĖ & MARTINKUS, 2007). 
Dessa forma, os resultados indicam que a biodegradação preferencial 
do biodiesel dificultou a degradação dos compostos aromáticos benzeno 
e tolueno em condições anaeróbias durante o período experimental. 
As condições anaeróbias podem ter contribuído para esse cenário, visto 

que já foi reportado que misturas de diesel com biodiesel em experi-
mentos com culturas bacterianas em meio líquido apresentaram uma 
estagnação na biodegradação à medida que as condições do meio se 
tornaram mais redutoras (CYPLIK et al., 2011). Esse efeito negativo 
exercido pela presença do biodiesel foi semelhante aos resultados de 
estudos com misturas de etanol e BTEX, onde a presença do biocombustível 
também causou efeitos adversos na biodegradação dos compostos monoaro-
máticos (SCHAEFER et al., 2010; MACKAY et al., 2006; DA SILVA et al., 2005). 

As baixas concentrações de sulfato disponíveis no meio sintético (entre 4 
e 5 mg.L-1) também foram utilizadas na biodegradação do biodiesel, já que 
houve um decréscimo até o 55º dia (Figura 3A). As maiores concentra-
ções de sulfato a partir do 55º dia coincidem com o período sem produ-
ção de acetato, enquanto que as menores concentrações foram observa-
das na presença de acetato, fatos que indicam a biodegradação do acetato 
via sulfato-redução. O consumo do sulfato proporcionou um aumento da 
população de sulfato-redutoras em 45 vezes do início até o final do expe-
rimento (de 1,2x105 para 5,3x106 células.mL-1). Da mesma forma, Sousa et 
al. (2009) demonstraram que a biodegradação dos ácidos graxos de cadeia 
longa (produzidos via reação de hidrólise do biodiesel) também foram con-
sumidos por microrganismos sulfato-redutores. Desse modo, o biodiesel 
atuou como uma fonte de carbono facilmente assimilável que estimulou 
o crescimento microbiano. Um comportamento semelhante já havia sido 
constatado por Owsianiak et al. (2009), os quais verificaram uma relação 
linear entre produção de biomassa e quantidade de biodiesel presente em 
uma mistura com diesel. Não houve biodegradação via nitrato-redução nos 
reatores devido às baixas concentrações desse ânion no (Figura 3A e 3B) 
meio e, consequentemente, não foi observada a presença de microrganis-
mos ligados a essa via de biodegradação. A quantidade total de bactérias 
não variou ao longo do experimento (≈1012 células.mL-1). A mesma cons-
tância de concentração foi observada para as arqueas (≈1011 células.mL-1). 

O processo de biodegradação da mistura de biodiesel, benzeno e 
tolueno observado ao longo do período experimental foi semelhante 
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àquele frequentemente observado em misturas de etanol e hidrocarbone-
tos, ou seja, o biocombustível foi preferencialmente biodegradado. Uma 
significativa degradação aquosa dos compostos aromáticos geralmente irá 
ocorrer somente após a degradação dos biocombustíveis. Estudos com 
etanol indicaram que esse é um substrato preferencial para biodegrada-
ção pelos microrganismos. Desse modo, uma remoção biológica efetiva 
dos hidrocarbonetos monoaromáticos ocorre somente após a redução 
da concentração do etanol e seus subprodutos metabólicos (como 
acetato) no meio (MA; RIXEY; ALVAREZ, 2013; CORSEUIL et al., 
2011b; COSTA; NUNES; CORSEUIL, 2009; CHEN; BARKER; GUI, 
2008; NUNES & CORSEUIL, 2007; DA SILVA et al., 2005; ALVAREZ 
& HUNT, 2002), embora também haja evidências de que baixas con-
centrações de etanol podem não alterar a taxa de biodegradação dos 
BTEX (DE FREITAS et al., 2011). 

CONCLUSÕES
Os experimentos em microcosmos revelaram que na presença de 
biodiesel não houve biodegradação dos hidrocarbonetos monoa-
romáticos benzeno e tolueno. O biodiesel foi preferencialmente 
biodegradado gerando acetato como um importante subproduto 
metabólico. Além disso, o biodiesel favoreceu o desenvolvimento 
da biomassa local. Levando-se em conta o incremento populacio-
nal de sulfato-redutoras e o consumo de sulfato, a sulfato-redução 
foi uma via metabólica na biodegradação do biodiesel. Além disso, 
a presença de metano indicou que processos metanogênicos tam-
bém foram estabelecidos e contribuíram para biodegradar o bio-
combustível. Portanto, o biodiesel influenciou na biodegradação do 
benzeno e do tolueno por ser preferencialmente biodegradado em 
condições sulfato-redutoras e metanogênicas.
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