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Resumo: Seguindo uma tendéncia mundial, o Brasil vem desenvolvendo pesquisas com o intuito de
inserir no mercado uma opgdo de energia de qualidade, economicamente mais barata e menos poluente.
O biodiesel é um combustivel derivado de fontes naturais, como os oleos vegetais e as gorduras
animais, obtido pelo processo denominado de transesterificacdo, que consiste numa reagdo quimica do
6leo com um dlcool (etanol ou metanol) na presenca de um catalisador. Alguns aspectos acerca da
utilizacdo do biodiesel como biocombustivel, ainda ndo estdo claros, principalmente no que se refere ao
grau de toxicidade das formulacées origindrias do processo de extracdo do dleo e das fracédes soliiveis
da mistura com o diesel. Os biomarcadores sdo importantes ferramentas para prover andlises de riscos,
envolvendo respostas de organismos vivos a agentes estressores, mensurdveis a nivel bioquimico-celular
fisiologico ou comportamental. Constituem respostas adaptativas de aviso, detectadas antes que os
impactos sejam manifestados em niveis mais altos de organizacdo bioldgica, como populagoes,
comunidades e ecossistemas. O uso de biomarcadores propicia vantagens sobre outras técnicas de
determinacdo de poluicdo, por serem de fdcil e rdpida deteccdo e de baixo custo. O presente trabalho
teve como objetivo determinar a toxicidade de diferentes formulacoes de biodiesel (mamona, dendé) e
oleo residual, utilizando a fosfatase dcida como biomarcador bioquimico. O tratamento das amostras foi
realizado de acordo com a API, RP 13H, 1984. Drilling Fluid Bioassays, Federal Register -EPA- USA.
Juvenis de Oreochromis niloticus (tildpias) foram expostos a fracdo soliivel em dgua (FSA) das diferentes
formulacédes de biodiesel e oleo residual. Posteriormente a exposigcdo, os figados dos peixes foram
retirados, lavados e homogeneizados para obtencdo da fracdo lisossomica, seguindo técnica de
Rodrigues et al. (1998). As determinacées da atividade da fosfatase dcida e do teor de proteinas totais
foram feitas utilizando as técnicas de Andersch e Szcypinski (1947) e Bradford (1976), respectivamente.
Os resultados dos testes de toxicidade mostraram que dentre as formulacdes analisadas, a amostra
contendo biodiesel de mamona foi a mais toxica, seguida das amostras de déleo residual e do biodiesel de
dendé.
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INTRODUCAO

Para superar o desafio de atender a crescente demanda por energia, de forma sustentédvel,
causando o menor impacto possivel ao ambiente, é necessario buscar alternativas energéticas que
possam substituir os combustiveis fosseis, mesmo que parcialmente. O limite ao uso do petréleo
ndo vai se dar pelo esgotamento da fonte, mas pela redu¢do da capacidade ambiental do planeta
de absorver os gases oriundos de sua combustao (Ribeiro, 2006).
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O biodiesel € um combustivel biodegradéavel derivado de fontes renovaveis, praticamente
livre de enxofre e aromaticos, considerado por esta razdo um combustivel ecolégico. Pode ser
produzido a partir de gorduras animais ou de dleos vegetais, existindo dezenas de espécies
vegetais no Brasil que podem ser utilizadas, tais como mamona, dend€, girassol, babacu, pinhao
manso, soja, dentre outras.

O biodiesel ¢ um combustivel derivado de fontes como os 6leos vegetais e as gorduras
animais, obtido pelo processo denominado de transesterificacdo, que consiste numa reacao
quimica do 6leo com um dlcool (etanol ou metanol) na presenca de um catalisador (Rede Baiana
de Biocombustiveis, 2006).

No nordeste semi-arido brasileiro concentra-se a produc¢do nacional de mamona (80%),
sendo a Bahia o principal produtor regional. No que se refere ao seu potencial para a produgdo
de biodiesel, a mamona € considerada como excelente por especialistas, principalmente devido
ao seu alto teor de dleo (48% a 50%). O dendé apresenta grande versatilidade, o que possibilita
sua aceitacdo por diversos segmentos industriais.

Na Babhia, verifica-se uma diversidade excepcional de solos e clima para a cultura do
dendezeiro, que se destaca dentre as oleaginosas como a cultura de maior produtividade, com um
rendimento de 4 a 6 toneladas de 6leo/ha. Outra possibilidade de producdo do biodiesel € a
reutilizacdo de 6leos e gorduras residuais (OGR) de processos de fritura de alimentos, que tem se
mostrado atraente, na medida em que se aproveita o 6leo como combustivel apds sua utilizacao
alimentar (Carneiro, 2003).

A diferente composi¢do dos Oleos destas fontes de biodiesel, bem como os diferentes
processos usados para a sua obtenc¢ao, podem originar formulagdes, cujas fragdes soliveis sdo de
toxicidade variada; as fracOes soliveis destes 6leos podem vir a poluir corpos d’dgua,
comprometendo a biota local. Sendo o biodiesel um produto relativamente novo, este aspecto
ainda nao foi estudado. Todavia, existem dados comprobatérios de toxicidade da mamona, cujos
métodos de extracdo do Odleo podem exacerbd-la. Caracteristicas semelhantes podem ser
verificadas em relacdo a outras oleaginosas, cuja toxidade da fragc@o solivel do 6leo nunca foi
avaliada.

A busca de uma fonte energética alternativa exige concomitantemente a escolha de
produtos eco-compativeis; esta escolha s6 pode ser viabilizada mediante a determinagao
comparativa da toxicidade de todas as formulacdes geradas.

Os biomarcadores sao alteragdes avaliadas em niveis bioquimico, celular, fisiolégico e
comportamental que expressam a exposi¢do e os efeitos toxicos dos poluentes na biota. Estas
respostas sao os primeiros sinais de alteracdes determinadas pelas condi¢des de impacto. A
deteccao prévia desse estresse fornece subsidios ecotoxicoldgicos para acdes de controle, antes
que severas mudancas atinjam a dindmica do ecossistema (Nascimento et al. 2002).

A toxicidade é uma caracteristica que indica reais ou potenciais efeitos deletérios
causados por exposicdo de organismos vivos a contaminantes. Sua determinacdo ndo pode ser
analitica, desde que andlises quimicas determinam concentra¢des de contaminantes isolados, mas
ndo os possiveis sinergismos ou adicdes que podem ampliar seus efeitos. Os biomarcadores sao
instrumentos bésicos para a avaliacdo de riscos, em vista das muitas vantagens decorrentes de
seu uso na preven¢ao de poluicdo: possibilitam respostas bioldgicas a exposi¢do em curto prazo;
os custos de andlise sdo baixos em relacdo a técnicas convencionais indicativas da exposicdo a
poluentes; sdo bastante sensiveis a presenca de determinados poluentes; permitem, na maioria
dos casos, o uso de técnicas ndo invasivas (Nascimento et al., 2006, Walker et al., 1996). A
resposta do organismo ao estresse ambiental € um dos primeiros sinais da tentativa de adaptacao
celular as condicdes de impacto.
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A fosfatase 4cida é uma enzima intra-lisossOmica através da qual se pode comprovar uma
possivel toxicidade mediante a evidéncia do grau de fragilidade da membrana lisossOmica.
Quando substincias exdgenas, com comprovada acdo toxica, atuam sobre esta membrana,
fragilizando-a, pode ocorrer ruptura e o conteido enzimatico que apresenta pH acido € liberado
para seu exterior, que € caracterizado por apresentar pH alcalino, comprometendo, assim, a
sobrevivéncia da célula (Rodrigues, 1986); o aumento da atividade da fosfatase 4dcida liberada
com a quebra lisossdmica pode ser utilizada como uma ferramenta eficaz na avaliagdo da
toxicidade. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo determinar a toxicidade de
diferentes formulagdes de biodiesel (mamona, dendé) e 6leo residual, utilizando a fosfatase 4dcida
como biomarcador bioquimico.

METODOLOGIA

Os organismos-teste utilizados, Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758, foram obtidos no
DNOCS - Departamento Nacional de Obras Contra a Seca, onde foram criados sob condi¢des
controladas em estacdo de piscicultura. As amostras do biodiesel de mamona (obtido por rota
metilica e catalise basica), dendé (obtido por rota metilica e catalise 4cida) e OGR (obtido por
rota metilica e catalise 4cida + bésica) foram cedidas pelo Laboratério de Energia da UFBA.

Montagem dos testes de toxicidade
Preparo da fracdo soluvel em dgua (FSA) do biodiesel

O tratamento das amostras foi realizado de acordo com a API, RP 13H, 1984. Drilling
Fluid Bioassays; Federal Register USEPA. As amostras de biodiesel foram agitadas e diluidas
em frasco de Mariotti, na propor¢do 1/9 em dgua doce, e reagitados com agitador magnético na
velocidade de 150 rpm por 20 horas. Apds este periodo, deixou-se o extrato decantar e separou-
se a fracdo soluvel em dgua (FSA). A FSA de cada amostra foi mantida sob agitagdo com
agitador magnético, até a retirada das aliquotas necessdrias ao preparo dos diferentes
tratamentos. Foram feitas dilui¢des, de forma a obter concentragdes-teste de 10 % da FSA.

Os organismos-teste foram expostos a fragao solivel em dgua das diferentes amostras de
biodiesel em aqudrios com capacidade de 4L, contendo 400 ml da FSA e 3600 ml de 4gua doce;
em cada aqudrio foi colocado um juvenil de Oreochromis niloticus (tilapia), por um periodo de
24 horas. Cada tratamento foi feito em triplicata e acompanhado de um tratamento controle, onde
as tildpias foram expostas apenas a dgua doce.

Ap6s 24 horas de exposi¢do, os peixes foram mortos e os figados retirados e lavados em
solucdo tamponada de sacarose (0,25M); em seguida, os fragmentos de figado foram
ressuspensos em solu¢cdo tampdo sem fosfato, na propor¢do de 1/10 partes por volume. Esses
fragmentos foram homogeneizados a 250 rpm durante 2 minutos em aparelho tipo Potter-
Elvejhem. Posteriormente, a fracdo rica em lisossomos foi isolada através de centrifugacio
fracionada (900 a 22000g) (Figura 1), seguindo-se a técnica descrita por Rodrigues et al., (1983).



UCSAL

UNIVERSIDADE
CATOLICA DO

.4(‘1’\‘ ote e Desenvsluiments Sustentavel

SALVADOR
HOMOGENEIZADO
‘ 900 g — 10 min
SEDIMENTO I SOBRENADANTE I
(células intactas, fibras, membranas e ‘ 1500 g — 10 min
restos celulares pesados — desprezado) ¢ ¢
SEDIMENTO II SOBRENADANTE II
(fragdo rica em nucleos — desprezado) 12000 g — 20 min
SEDIMENTO III SOBRENADANTE III
(fragdo rica em mitocondrias — desprezado)| 22000 g — 20 min

v v

SEDIMENTO IV SOBRENADANTE IV

(frac@o rica em lisossomos) desprezado

Figura 1. Esquema de centrifugacio fracionada para a separacdo dos diversos componentes do
compartimento lisossdmico de hepatdcitos de tildpias.

O sedimento de 22000g, que contém a maior parte dos lisossomos, foi ressuspenso para o
mesmo volume do homogeneizado inicial, com a mesma solucdo tamponada e dividida em dois
tubos. Num deles foi colocada dgua destilada e ambos foram incubados em banho de gelo por 20
minutos. Apds esse tempo, eles foram novamente centrifugados a 22 000g por 20 minutos, com a
finalidade de redepositar os lisossomos intactos. O sobrenadante de cada tubo foi utilizado para a
dosagem da fosfatase dcida. A determinac¢do da atividade da fosfatase dcida foi feita utilizando a
técnica proposta por Andersch e Szcypinski (1947), a qual usa como substrato o p-
nitrofenilfosfato que, pela acdo da enzima, transforma-se em p-nitrofenol e acido fosforico.
Adicionando-se hidréxido de sédio, interrompe-se a reacdo e o p-nitrofenol liberado ¢é
transformado em anion de cor amarela, que é determinada por fotometria a 405nm. A quantidade
de p-nitrofenol liberado na unidade de tempo € diretamente proporcional a atividade da fosfatase
acida, expressa em miliunidades por miligrama de proteinas totais. Ao mesmo tempo, foi
determinado o teor de proteinas totais de acordo com a técnica de Bradford (1976).

Simultaneamente a realizacdo dos testes, foi feito um controle utilizando dgua destilada,
cujo objetivo foi avaliar o método de extracio e incubacdo, empregado durante a
experimentacdo. A exposicdo da fracdo lisossOmica a dgua destilada (S5ml) resulta na quebra
integral dos lisossomos, durante um periodo de 20 minutos de incubagdo. Esse procedimento é
relevante, pois permite calcular a atividade lisossomica total em determinadas condicdes de
experimentacao (controle negativo).



UCSAL

UNIVERSIDADE
CATOLICA DO

SALVADOR

.4(‘1’“ ote e Desenvsluiments Sustentavel

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos ao submeter juvenis de tildpia a 10% da frac@o solivel em dgua do
biodiesel, durante o periodo de 24 horas, indicaram a fra¢do solivel contendo biodiesel de
mamona como sendo a mais téxica (5,0+0,02 mU/mg), seguido de OGR (3,9+0,01 mU/mg) e
biodiesel de dendé (2,4+0,01 mU/mg) (Figura 2). A toxicidade foi evidenciada por mostrarem
valores altos de fosfatase 4cida no interior da célula, quando comparados ao controle (1,6+0,01
mU/mg) causado pela fragilidade da membrana lisossdmica, que deixou escapar a enzima para o
interior da célula. Segundo Ramos (comunicagdo pessoal), juvenis de tildpia submetidos a 10%
das fracdes soliveis em dgua de diferentes formulagdes de gasolina (GAS 5, GAS 4, GAS 3,
GAS 2,e GAS 1) mostraram resultados de atividade da fosfatase 4cida de 24,4+4,1 mU/mg,
23,944,0 mU/mg, 22,1+£3,9 mU/mg, 17,2+3,2 mU/mg e 14,9+2.8 mU/mg, respectivamente,
ainda mais toxicos quando comparados aos encontrados para as diferentes formulacdes de
biodiesel analisadas.
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Figura 2. Valores médios da atividade da fosfatase
dcida (mU/mg) em  juvenis de O. niloticus
submetidos a fracdo solivel em dgua (FSA) de trés
tipos de biodiesel.

CONCLUSAO

Os resultados dos testes de toxicidade utilizando Oreochromis niloticus como
organismos-teste mostraram que, dentre as amostras analisadas, a fracdo soldivel contendo o
biodiesel de mamona foi a mais téxica, seguida das fracdes soliveis de OGR e de biodiesel do
dendé.
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