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RESUMO - O trabalho avalia a toxicidade em agua doce do biodiesel produzido a
partir de gorduras bovina e suina, utilizando Daphnia similis como organismo
modelo. O biodiesel foi obtido por transesterificagdo e testado em diferentes
diluicoes, conforme a NBR 12713. Os resultados demonstraram que a origem da
matéria-prima influencia na toxicidade, sendo o biodiesel bovino a alternativa mais
sustentavel para energia limpa.
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ABSTRACT - The study evaluates the freshwater toxicity of biodiesel produced from
bovine and swine fats, using Daphnia similis as a model organism. The biodiesel
was obtained through transesterification and tested at different dilutions according
to NBR 12713. The results demonstrated that the feedstock origin influences
toxicity, with bovine biodiesel standing out as the most sustainable alternative for
clean energy.
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1. INTRODUCAO

O petrdleo constitui uma das principais fontes de energia global e matéria-prima para
diversos campos da industria, trazendo inimeros beneficios e desenvolvimento para muitos
paises gerando uma grande movimentagdo no mercado mundial (SOUZA, 2010 apud

CARVALHO; RIBEIRO, 2012). Todavia, os derivados do petréleo desde o momento de
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extragcdo, onde tem o risco de vazamento até o consumo de seus produtos, tem um alto indice
de polui¢ao para o meio ambiente podendo acarretar mudangas climaticas e a producao de gases
toxicos pela sua queima (Rocha et al., 2013). Por conta de toda preocupag¢ao ambiental e a
variacao do preco do petroleo, as fontes de energias renovaveis t€ém ganhado énfase, e neste
contexto, o biocombustivel se destaca em pelos beneficios econdomicos, sociais e ambientais
(Krause, /5.d.]).

O biodiesel ¢ constituido por uma combinagdo de mono-ésteres de acidos graxos obtidos
a partir da reagdo de transesterificagdo de 6leos vegetais ou gordura animal utilizando metanol
ou etanol para o processo (MAGALHAES et al., 2019 apud OLIVEIRA; SOUSA;
CAVALCANTI, 2021). Podendo ser produzido utilizando diversos tipos de matéria-prima como
Oleos vegetais, residuais, como frituras, e gordura animais e apresentando possiveis formas de
minimizar os gastos com a produ¢do, em consequéncia disso ¢ considerado uma energia limpa
e renovavel, sendo uma alternativa sustentavel e econdomica comparado a combustiveis
derivados do petroleo (GEBREMARIAM; MARCHETTI, 2018; UDOP - Unido Nacional de
Bioenergia, [s.d.]).

O uso do biocombustivel afeta positivamente a economia do Brasil, que ¢ um dos
maiores produtores mundiais, tendo como vantagens a diversificacdo de energia e diminui¢ao
da necessidade de importagao de combustiveis fosseis. Atualmente, a resolugdo aprovada pelo
CNPE (Conselho Nacional de Politica Energética) propde aumentar a porcentagem de biodiesel
no mercado interno, reduzindo assim a necessidade de importagdo de 6leo diesel, estima-se que
se deixe de importar um (1) bilhado de litros do 6leo em 2023 quatro bilhdes em 2026 (UDOP —
Unido Nacional de Bioenergia, [s.d.]). O biocombustivel promove a geracdo de empregos e
renda em diversas areas e incita culturas agricolas (UDOP — Unido Nacional de Bioenergia,
[s.d.]).

A producdo de biodiesel a partir de 6leo e gordura animal ¢ possivel por conta de
apresentarem estruturas quimicas, sendo elas moléculas triglicerideas de acidos graxos. Gragas
aos abatedouros, a matéria-prima para producao de biocombustiveis a partir de origem animal
¢ vastamente encontrada no territorio brasileiro, podendo ser sebo bovino, de frango, de porco,
entre outros (Miguel; Milad, 2022). No Brasil a industria de aves, suinos e bovinos tém um
papel fundamental na alimentagdo brasileira. No primeiro trimestre de 2023 até o ultimo

trimestre do ano e historicamente, houve uma crescente quantidade de bovinos abatidos gerando
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assim uma quantidade significativa de sebo bovino (IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, [s.d.]).

Com as consequéncias associadas a polui¢ao dos hidrocarbonetos em ambientes
aquaticos, a preocupagdo sobre derramamento de petréleo atrai atengdo de pesquisadores para
estudos dos efeitos toxicos em organismos (GUO et al., 2022; DAISY et al., 2022; JIANG et
al., 2010 apud CHELOMIN et al., 2022). Ainda segundo Chelomin et al. (2022), qualquer
derramamento tem impacto na reproducdo dos invertebrados marinhos, onde além da
mortalidade pelos efeitos do petroleo ainda tem os efeitos de deformacdes no desenvolvimento
em fases iniciais dos organismos (JIANG et al., 2010; HOLTH et al., 2014; PEREIRA et al.,
2018 apud CHELOMIN et al., 2022).

Com o aumento crescente de consumo e populariza¢ao do biodiesel, é urgente conhecer
e compreender quais matérias primas s30 menos toxicas para organismos aquaticos quando
submetidos a um cenario de derramamento deste combustivel. Para avaliar o impacto da
toxicidade do biodiesel, um organismo muito utilizado na ecotoxicologia ¢ o microcrusticeo
Daphnia similis, devido a sua sensibilidade e facil cultivo em laboratério. Um dos efeitos
observados nestes testes de toxicidade aguda ¢ a redug¢do da mobilidade do organismo quando
exposto a um agente quimico despejados na dgua (GOSSET; FERRO; DURRIEU, 2016;
ARAUJOetal., 2019; NBR 12713 ABNT, 2016 apud PEREIRA; RODRIGUES; GUARIEIRO,
2021).

O presente estudo tem como objetivo comparar a toxicidade do biodiesel confeccionado
com dois diferentes tipos de gorduras animais (suino e bovino), para tanto serd utilizado o
organismo modelo Daphnia similis, a fim de determinar qual matéria-prima apresenta menor
impacto ambiental e, assim, contribuir para o desenvolvimento de biocombustiveis mais
sustentdveis € menos agressivos ao ecossistema aquatico. Parte-se da hipotese que a

composicao e origem da gordura utilizada pode interferir na toxicidade.

2. MATERIAIS E METODOS

O processo utilizado para obtencao de biodiesel € o de transesterificacao que ocorre uma
reacao de triglicerideos com um alcool junto de um catalizador (DABDOUB, 2009 apud SILVA
et al., 2020). A transesterifica¢do consiste em reacdes reversiveis realizados com um alcool para

obter um melhor rendimento do biodiesel e podendo aparecer a formagdo de duas fases, sendo
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uma delas glicerol. A reacgao ¢ realizada em um reator com agitacdo tomando cuidado com o
nivel da agitagcdo para ndo ocorrer formacao de sabdo e controlando a temperatura, depois da
permutagdo da matéria graxa para ésteres o final sera obtido em duas fases, com a fase mais
pesada sendo a glicerina (subproduto da reacdo) e a fase mais leve o biodiesel (VALLE, 2009;
FERREIRA, 2014; SALVADOR et al., 2009 apud SILVA, 2017).

A produgdo de biodiesel a partir de sebo bovino e suino exige que a matéria prima esteja
no estado liquido, sendo necessario aquecer o sebo com o devido cuidado (Levy, 2011; Barros
& Jardine, 2016b apud CARVALHO; RIBEIRO, 2012).

A producdo do biodiesel foi realizada por transesterificacdo metilica em meio basico,
utilizando metanol e hidréxido de potassio como catalisador. Para determinar a quantidade de
catalizador necessaria para a reagdo, utiliza-se 1,5% da massa do sebo para calcular a massa de
KOH (hidréxido de potéassio). Essa propor¢do ¢ baseada no estudo de Cunha e aliados (2009),
que a reporta como eficaz na producdo de biodiesel.

O processo de purificagdo consiste em realizar trés lavagens, a primeira com uma
solugdo acida 0,5% v/v de acido cloridrico, a segunda ¢ realizada por meio de uma solugdo
saturada de cloreto de sddio, e por fim a terceira ¢ feita somente com agua destilada. Apos as
lavagens ¢ utilizado sulfato de s6dio anidro para remover tragos de dgua presentes no biodiesel.
Por fim, ¢ feito uma filtracdo a vacuo a fim de conter o sulfato de sodio e obter o biodiesel
purificado (GERIS et al., 2007).

A produgao do biodiesel a partir de sebo bovino e suino foi realizada por meio da reagio
de transesterificag¢do. Para cada ensaio, foram utilizados 100 mL de 6leo, 1,5% de hidroxido de
potassio (KOH) dissolvido em 40 mL de metanol. A mistura foi conduzida em baldo sob
agitacdo magnética, com temperatura controlada a 50 °C, durante duas horas.

O aparato reacional utilizado no devido processo foi montado da seguinte forma:

o Um baldo de trés bocas foi acoplado a uma manta aquecedora com agitacdo magnética;

o Um "peixinho magnético" foi inserido no baldo para promover a agitacao dos reagentes;

e Na primeira boca, foi inserido um termometro, com o objetivo de monitorar € manter a
temperatura da reacdo em torno de 65 °C. Essa temperatura ¢ ideal para a conversdo
eficiente do sebo em biodiesel, a0 mesmo tempo que evita a evaporagao excessiva do
metanol;

e Na segunda boca, foi conectado um condensador de refluxo, funcionando como medida

de seguranca para recondensar vapores de metanol que eventualmente se formarem;
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e Naterceira boca, foi acoplado um funil de separagao, por onde foi adicionada a solug¢ao
de KOH previamente dissolvido no metanol.

Concluida a reagao, o conteudo foi transferido para um funil de separagdo e mantido em
repouso por 24 horas, periodo necessario para a separagdo das fases. A camada superior
correspondeu ao biodiesel, enquanto a inferior foi composta por glicerol, excesso de catalisador
e metanol residual.

Ambos os produtos obtidos anteriormente serdo decantados de um dia para o outro ¢ a
fragao de biodiesel (FSA) sera retirada para prosseguimento do projeto com a purificagdo, os
testes toxicologicos e analise estatistica de EC50.

O processo de purificagdo foi realizado de acordo com as seguintes etapas:

1. Fez-se uma solu¢do acida com 199 mL de 4gua destilada e 1 mL de acido
cloridrico. A partir desses, retirou-se somente 50 mL que sdo adicionados ao
biodiesel obtido, sendo realizada agitagdo branda para evitar emulsificacao.
Apos a agitagdo foi realizada a decantagdo em funil de separacdo, sendo assim
descartada a parte inferior (mais densa) e coletada a fase superior, biodiesel, para
a proxima etapa.

2. Elabora-se uma solugdo acida com 199 mL de agua destilada e 20 g de cloreto
de soédio. A partir desses, retirou-se somente S0 mL que sdo adicionados ao
biodiesel obtido, sendo realizada agitacdo branda para evitar emulsificagao.
Apbs a agitagdo foi realizada a decantagcdo em funil de separacdo, sendo assim
descartada a parte inferior (mais densa) e coletada a fase superior, biodiesel, para
a proxima etapa.

3. Usa-se 50 mL de agua destilada para realizar a Ultima lavagem, o qual foi
adicionado ao biodiesel obtido, sendo realizada agitacdo branda para evitar
emulsificagdo. Apos a agitacdo foi realizada a decantagdo em funil de separagao,
sendo assim descartada a parte inferior (mais densa) e coletada a fase superior,
biodiesel, para a proxima etapa.

4. Por fim foi feita a Gltima etapa do processo de purificacdo, sendo essa a adi¢ao
de 8 g de sulfato de sodio anidro ao biodiesel lavado. Em seguida a agitagao foi
realizada filtragdo a vacuo, permitindo a obtencao do biodiesel purificado.

Os procedimentos para preparagao do teste e as manipulacdes seguem com base na

norma NBR 12713 (ABNT, 2022), com os ensaios de sensibilidade realizados nas mesmas

Anais do Congresso Brasileiro de Iniciagdo Cientifica Vol2 n°2 (2025) 299
(Ciéncias Exatas)



condi¢des do ensaio definitivo, utilizando-se o biodiesel produzido para as dilui¢cdes. Foram
utilizados organismos mantidos em condi¢des controladas no laboratorio de Ecotoxicologia da
Universidade Santa Cecilia, onde a agua nos cultivos apresenta pH entre 7,00 e 7,60, dureza
mantida entre 40 e 48 mg/L de CaCOs, temperatura regulada em 20 + 2°C e um fotoperiodo de
12 horas, simulando o ciclo natural de luz e escuriddo, garantindo um ambiente estavel e ideal
para o desenvolvimento das Daphinia3 similis.

A preparacao da amostra para o teste tem como base a norma NBR 15469 (ABNT,
2021), sendo preparada uma fracao solivel em agua obtida por uma parte de amostra para nove
partes de dgua de diluicdo, essa mistura ¢ mantida em um béquer parcialmente vedado para
garantir as trocas gasosas € a vidraria ¢ posicionada em uma mesa agitadora sendo agitada por
20 horas, apds o tempo de mistura ¢ mantida em repouso em um funil de decantagdo por uma
hora em seguida drenando a fase aquosa para entdo esta fase ser utilizada como agua
contaminada para o teste.

Dois ensaios foram preparados, um para cada formulacao de biodiesel de origem animal,
contendo volume de 10 ml de liquido em todos os tubos de ensaio, as concentragdes para
dilui¢do, mas em diferentes dilui¢des do biodiesel em agua, para tanto, foi utilizado fator 2 de
diluigdo. Serdo dispostos cinco organismos em cada tubo, cada tratamento consistird em 5
réplicas. Ao final de 48 horas foi verificada a porcentagem de organismos imdveis € 0s
parametros fisico-quimicos de modo que ndo influenciem para imobilizagdo dos organismos-
teste.

Com estes resultados foi realizado um célculo estatistico que compara as amostras
contaminadas com o controle e determinar o EC50 de cada biodiesel, que ¢ a concentracdao da
substancia que mata ou incapacita 50% dos organismos presentes naquele ambiente, uma
projecao para um cenario real (ABNT NBR 12713, 2022). O método utilizado ¢ de Spearman-
Karber “Trimmed Spearman-Karber method for estimating medial lethal concentration in
toxicity bioasays”. Estes valores numéricos de toxicidade aguda, expressos em EC50,
exprimem uma relagdo inversa, isto ¢, quanto menor este valor, maior ¢ a toxicidade da amostra

testada.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds os ensaios toxicologicos em ambos os biocombustiveis foram obtidos os
resultados percentuais de mortalidade de organismos em cada concentracao. Com isto, foram

preenchidas as tabelas 1 para o bovino e 2 para o suino, além de tragados os graficos 1 para
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bovino e 2 para suino. Tais dados tornam possiveis o calculo de EC50, toxicidade do produto e

analise comparativa entre as substancias avaliadas.

Tabela 1: Resultados do ensaio com biodiesel bovino, nimero de organismos mortos ou imoveis por

concentragdo, “R” significa “Réplica”

CONCENTRAGOES (%) | R1 | R2 R3 R4
Controle 0 0 0 0
29,586 4 1 2 2

22,758 3 3 3 1

17,506 2 1 4 1

13,466 0 1 1 2

10,359 0 2 0 0

7,968 0 0 1 1

Figura 1: Percentual de mortalidade de organismos por concentra¢do de biodiesel bovino.
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Tabela 2: Resultados do ensaio com biodiesel suino, numero de organismos mortos ou imoveis por concentragao,

“R” significa “Réplica”

CONCENTRAGOES (%) \ R1
Controle

0,781

0,391
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Figura 2: Grafico de percentual de mortalidade de organismos por concentrag@o de biodiesel suino.
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O biodiesel bovino apresentou um EC50 de 15,29%, ao passo que o biodiesel derivado
de gordura suina apresentou um EC50 significativamente inferior, de apenas 0,12%. Este
resultado evidencia um nivel de toxicidade consideravelmente mais elevado para o biodiesel
suino em comparacao ao bovino. Destaca-se que valores reduzidos de EC50 estdao diretamente
relacionados a uma maior toxicidade, uma vez que menores concentragoes da substancia sao
suficientes para provocar efeitos adversos em 50% da populagdo exposta.

Dessa forma, podemos concluir que o biodiesel mais toxico € o suino, evidenciando que
a escolha da matéria-prima influencia diretamente na toxicidade do combustivel, mesmo

quando ambos os biodieseis seguem o mesmo processo de producao e teste.
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Em compara¢do com o diesel comum, estudos apontam que este pode ser de 2,5 a 4
vezes mais toxico que os biodieseis, refor¢gando a importancia de avaliar os impactos ambientais
na escolha dos combustiveis (Miiller et al., 2019). Outros trabalhos mostram que, em
organismos de agua salgada, o biodiesel apresenta toxicidade menor que o diesel e que sua
dilui¢do ajuda a reduzir os impactos ambientais (Luchetti; Carrim; Antoniosi Filho, 2017).

Um teste realizado com Daphnia magna, comparando a toxicidade do biodiesel puro,
de misturas com biodiesel e diesel, mostrou que a mortalidade foi menor quando exposta ao
biodiesel 100% do que ao diesel ou as misturas diluidas (Khan; Warith; Luk, 2007). Esse estudo
¢ especialmente relevante para este trabalho, pois utiliza o mesmo género de organismo testada,
aproximando-se das condigdes reais, e refor¢a que, mesmo assim, o diesel continua sendo mais

nocivo para o meio ambiente.

4. CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo produzir, avaliar e comparar a toxicidade de biodiesel a
partir de sebo bovino e suino por meio de ensaios ecotoxicoldgicos, demonstrando que o
biodiesel bovino apresenta menor risco ambiental em casos de vazamento ou contaminagao, o
que reforca sua vantagem em relacdo aos combustiveis fosseis e derivados. A obten¢do de um
biocombustivel ambientalmente mais seguro contribui para uma matriz energética mais
sustentavel, além de valorizar residuos de origem animal e fortalecer cadeias produtivas locais.
Os resultados promovem o uso de biodieseis de menor impacto ambiental e abrem caminho
para futuras pesquisas sobre diferentes matérias-primas e composi¢des quimicas associadas a
toxicidade, consolidando avangos rumo a uma economia mais responsavel. Os autores

agradecem ao CNPq pela bolsa de iniciagao cientifica.
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