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Short-term toxicity tests using Escherichia coli were carried out for mixtures of vehicle fuels and
their individual components. For a bacterial suspension contaminated with 1% (V/V) of MEG fuel
(2 mixture containing 33% methanol, 60% ethanol, and 7% gasoline) the bacterial doubling time
was of 107 min, while at 2% (V/V), a total inhibition in the respiration was detected. For the non-
stressed culture (control) the doubling time was of 26 min. When the bacterial suspension was con-
taminated with pure methanol in the concentration of that used in the MEG fuel, the doubling time
was of 28 min. The results show that MEG fuel is more toxic to E. coli than pure methanol probably
due to synergic interactions. The decreasing order of fuel toxicity was MEG > Ethanol > Gasoline,
whereas for the individual components the sequence was Ethanol > Gasoline > Methanol. Toxicity
tests using gasoline (88% gasoline and 12% ethanol) and ethanol fuels (95% ethanol and 5% gaso-
line), as well as their individual components were also carried out.
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INTRODUCAO

No cendrio atual, as fontes tradicionais de energia tais
como o carvio, o gds natural e a energia nuclear nio podem
ser aproveitadas no setor de transportes com grande éxito sob
o aspecto custo/beneficio ou risco/beneficio. Desta maneira,
as misturas de hidrocarbonetos, principalmente a gasolina e
mais recentemente o éleo diesel t&m sido os principais com-
bustiveis no suprimento de parte da demanda energética e
principalmente da industria automotival. Com a crise mundial
do petréleo, por volta de 1973, muitos foram os paises que
dedicaram esforgos para a obten¢do de outros recursos ener-
géticos, principalmente fontes de energias renovéveis25,

O metanol é um combustivel que vem se firmando como
um dos mais promissores para o futuro. Esta substincia jd
foi utilizada em motores desde a segunda guerra mundial® e
devido a escassez sazonal do etanol na mercado brasileiro, o
metanol volta a ocupar um lugar de destaque dentre os com-
bustiveis alternativos.

Os produtos emitidos na queima da mistura combustivel
metanol/gasolina, contendo desde 0 a 100% (V/V) de metanol
e a vdrias temperaturas, t&m sido largamente pesquisados. As
principais substincias estudadas s&o os hidrocarbonetos, o
mondxido de carbono, os 6xidos de nitrogénio, o formalde{do
e o préprio metanol!’-10,

O metanol, sendo um composto de cadeia organica muito pe-
quena, tende a apresentar uma oxidagio mais completa do que
outros combustiveis (por exemplo a gasolina), que possuem ca-
deias longas de carbono, necessitando um maior mimero de rea-
¢des para a completa oxidagBo a diéxido de carbonoll.

Os efeitos téxicos do metanol em egposigées agudas e cr6-
nicas s§o fartamente documentados?5, A penetragiio desse
composto no organismo pode ocorrer por trés vias: a respira-
téria, a cutinea e a digestiva, sendo que a probabilidade de
absorg@o é maior pelas vias respiratéria e cutanea.

A maior parte do metanol absorvido pelo organismo é pas-
sivel de oxidag8o, originando o formaldeido e o dcido f6rmi-
co, compostos esses responsdveis pela agdo téxica do meta-
nol. Entretando, uma pequena parte € eliminada através do ar
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expirado e pela urina na sua forma original?,

No momento atual, a chamada mistura combustivel terns-
ria, contendo 33% de metanol, 60% de etanol e 7% de ga-
solina estd sendo largamente utilizada nos grandes centros
brasileiros. Neste sentido, h4 a necessidade de um melhor mo-
nitoramento dos produtos de combustio, bem como do pré-
prio combustivel quanto a seu potencial téxicn. Nio apenas
para o ser humano, mas quanto ao possivel conprometimento
da qualidade ambiental do ecossistema como um todo.

Cabe ressaltar que os Grgéos responsdveis pela liberagéo
desse novo combustivel tomam como base os estudos toxico-
16gicos do composto metanol e nfio da mistura contendo o
metanol. Como consequéncia, estes dados toxicolégicos po-
dem ndo refletir a toxicidade real da mistura combustivel por
nfio considerar os possiveis efeitos sinérgicos, bem como an-
tagénicos, uma vez que o combustivel é composto por trés
substéncias discretas (na verdade uma mistura quaterndria de-
vido 4 dgua presente no etanol).

Testes de toxicidade usando microorganismos, particular-
mente bactérias, tém sido descritos por vérios autores (ver Bi-
tton e Dutka!2). Dentre os testes de toxicidade nos quais séo
utilizadas bactérias como organismo teste, o Microtox tem
sido o mais empregado. Este teste foi desenvolvido pela
Beckman Instruments Inc.!? para avaliar a toxicidade aguda
em amostras aqudticas. O teste é baseado na medida da ativi-
dade da bactéria marinha bioluminescente Photobacterium
phosphoreum, a qual emite luz sob condigSes normais.

Neste trabalho comparou-se a toxicidade aguda do trés ti-
pos de combustiveis atualmente utilizados no Brasil para a
bactéria Escherichia coli. Foram também estudados os efeitos
do componentes individuais das misturas combustiveis.

PARTE EXPERIMENTAL
I - Teste de Toxicidade:
a- Procedimento do teste de toxicidade
Os testes de toxicidade aguda em Escherichia coli foram
baseados na inibi¢iio da respirag@o microbiana (medida via
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CO,) causada pelas misturas combustiveis, bem como pelos
seus componentes individuais.

O meio de cultura liquido (1 litro) foi contaminado com
E. coli (mantida em agar) e deixado & temperatura ambiente
até que a suspensdo bacteriana comegasse a turvar. Em segui-
da, colocou-se num banho de dgua a 37°C e fez-se o moni-
toramento do COz (descrito abaixo) até que sua concentragéo
atingisse 0,25 mM de CO;. Cuidadosamente, aliquotas de
100m] foram transferidas desta suspensdo estoque de bactéria
para erlenmeyers de 150 ml, também mantidos no banho a
37°C. A cultura foi entdo contaminada com o agente tdxico.
O frasco que nédo recebeu nenhuma adigéo atuou como con-
trole. Um meio de cultura sem bactéria atuou como prova em
branco. O monitoramento de CO: foi feito a cada 20 minutos
de acordo com a seguinte ordem de andlise: primeiramente
analisou-se o controle; em seguida, as culturas contaminadas
e finalmente o branco. Apds a determinagdo do CO; nesta sé-
rie de frascos, o controle era novamente analisado. A concen-
tragdo de CO; nos diversos frascos foi obtida por interpolagio
da curva de calibragio.

A bactéria Escherichia coli (ATCC 25922) foi cedida pelo
Departamento de Patologia Clinica/Servigo de Microbiologia
do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

b - Meio de cultura para crescimento de bactérias

O meio de cultura para a bactéria E. coli foi preparado pela
adicéo de 1,6 g de KaHPOq, 1,6 g de KH2PO4, 1,0 g de NaCl,
4,0 g de (NH4)2804, 0,7 g de MgSO4 e 0,3 g de 4cido citrico
em 1 litro de dgua destilada!4. O pH final foi ajustado em
7,00 usando uma solugdo de NaOH 4 M. O meio de cultura
foi colocado num forno de microondas, levado até a fervura
e fechado com rolha de algoddo. Apds o resfriamento até
aproximadamente 90°C, 2,5 g de glucose foram adicionados
na solugdo e o meio de cultura foi deixado em repouso até
atingir a temperatura ambiente.

II - Determinacao do dioxido de carbono total pelo
sistema de andlise por injecdo em fluxo continuo

O procedimento experimental utilizado na determinagao de
CO; foi baseado no trabalho de Jardim e colaboradores!s.
Neste procedimento, um volume determinado da amostra
(300ul) contendo as espécies carbbnicas (COz2, HCO3 e
CO3%) ¢ injetado num fluxo carregador (d4gua deionizada) o
qual conflui com outro fluxo de dcido sulfurico diluido (0,2
M). O meio acido favorece o equilibrio no sentido da forma-
¢do do COs.

O gas formado (COz), no meio 4cido, ao passar pela cela de
difusiio, permeia por uma membrana de Teflon ¢ atinge um fluxo
de dgua deionizada, deslocando o equilibrio para a formagéo dos
fons HCO3™ e H*. A condutividade deste fluido que vinha sendo
monitorado constantemente, ¢ entdo alterada devido ao CO; pre-
sente na amostra!%!7, A mudanga na conduténcia é proporcional
4 concentragdo total de CO, presente na amostra.

III - Amostras
a - Combustiveis

As amostras de combustiveis foram adquiridas em postos
de vendas ao consumidor e utilizadas sem nenhum pré-trata-
mento. Foram utilizados os seguintes tipos de combustiveis:
M-gasolina (mistura contendo 88% de gasolina e 12% de eta-
nol anidro), M-etanol (mistura contendo 95% de etanol e 5%
de gasolina) ¢ MEG (mistura contendo 60% de etanol, 33%
de metanol e 7% de gasolina).

Neste trabalho, as misturas combustiveis serdo denomina-
das de M-gasolina, M-etanol ¢ MEG para diferencis-las de
seus componentes.
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b - Componentes individuais dos combustiveis

A fim de se avaliar possiveis efeitos antagénicos efou si-
nérgicos entre os componentes de cada um dos combustiveis
testados, foram realizados ensaios utilizando-se individual-
mente a gasolina, o etanol e o metanol nas proporgdes equi-
valentes as em que estes componentes estao presentes na mis-
tura MEG.

A gasolina pura foi obtida tratando-se a M-gasolina com
excesso de dgua para a extragido do etanol. O etanol utilizado
foi grau P.A. (QUIMIS) e o metanol também grau P.A.
(MERCK).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes de toxicidade sdo baseados no uso de material vivo
para definir a natureza e o grau de efeitos nocivos produzidos
por um simples agente téxico ou por uma mistura de agentes
téxicos. Nesse tipo de ensaio, certos organismos selecionados
sdo usualmente expostos a um potencial contaminante por um
certo perfodo de tempo. Os testes de toxicidade podem ser
feitos para se determinar imimeros pardmetros, tais como a
taxa de mortalidade, a imobilidade, a taxa de respiragdo, as
taxas de reprodugio e de crescimento, entre outras!2.!8,

Os testes de toxicidade sdo categorizados por subdivisdes
baseadas na durag@o do teste, isto é, sobre o periodo de ex-
posigdo ou sobre o periodo de observagdo, se ambos diferi-
rem. Os dois mais utilizados compreendem a exposigdo cré-
nica e a exposi¢éo aguda. Para uma melhor classificagio, tem-
se que analisar os resultados quando ao tempo de resposta do
ensaio e tempo de vida do organismo testado!9.

A figura 1 mostra o comportamento do crescimento das
bactérias frente aos combustiveis M-gasolina, M-etanol e
MEG na concentragdo de 1% (V/V). Os resultados indicam
que houve uma inibi¢do da respiragio microbiana frente ao
combustivel M-gasolina quando comparado ao controle. Para o
M-etanol, a inibi¢do foi mais acentuada, enquanto que o com-
bustivel MEG foi o que mais inibju a respiragdo microbiana.
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Figura 1. Comportamento microbiano frente aos combustiveis M-
gasolina (O), M-etanol (Q), MEG (A) na concentragdo de 1% (V/V)
comparado com o controle (*) que ndo foi contaminado.

A titulo de comparagdo, foram realizados testes de toxici-
dade com os mesmos combustiveis na concentragio de 2%
(V/V). O comportamento na respiragdo da bactéria Escheri-
chia coli é mostrado na figura 2. Nota-se que tal comporta-
mento foi semelhante dquele da figura 1, porém com um efei-
to nocivo mais acentuado. Este comportamento jé pode ser
notado num tempo relativamente curto apos o contato das
bactérias com o contaminante, ou seja, aproximadamente 20
minutos.
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Figura 2. Comportamento microbiano frente aos combustiveis M-
gasolina (O), M-etanol (Q), MEG (A) na concentragdo de 2% (V/V)
comparado com o controle (*) que ndo foi contaminado.

Na tabela 1 sdo apresentados estes resultados na forma do
tempo de duplicagéio da populagéo das bactérias. A equagéo
utilizada para esse cdlculo foi a seguinte:

In(C,/Co) = kt

onde C, é a concentragéo do diéxido de carbono (mM) num
tempo qualquer, Co é a concentragdo do diéxido de carbono
(mM) presente no meio de cultura no inicio de cada bioen-
saio, k é a constante relacionada com o crescimento bacteria-
no (1/min) e t € o tempo expresso em minutos. Note que In
2/k (ou 0,693/k) fornece o tempo de duplicagdo da biomassa
bacteriana (em minutos) nas condigdes experimentais utiliza-
das.

Tabela 1. Tempo de duplicag@o das culturas contaminadas
com os trés combustiveis nas concentragdes de 1 e 2%
vVIv).

Tempo de duplicagdo (min)

1% 2%
Controle 26 26
M-gasolina 33 36
M-etanol 44 133
MEG 107 inibicdo total *

* durante o tempo de duragio do ensaio (160 min).

Como foi observado nas figuras 1 e 2, o combustivel MEG
foi o que apresentou uma maior inibi¢éo da respiragio micro-
biana quando comparado aos outros dois combustiveis (M-ga-
solina e M-etanol). Quando comparado com o tempo de du-
plicagdo do controle (26 min), note que a cultura contaminada
com MEG 1% (V/V) necessita agora de 107 min para duplicar
sua biomassa.

Realizaram-se também testes de toxicidade com os trés
componentes do combustivel separadamente € na propor¢ao
na qual eles estédo presentes na mistura combustivel (MEG),
quando utilizado na concentragéo de 1 e 2% (V/V). Os resul-
tados desses ensaios estdo apresentados nas figuras 3 e 4, os
quais mostram diferengas significativas quando comparados
com os resultados obtidos para as misturas combustiveis.

Para uma melhor comparagéo entre estes resultados, a ta-
bela 2 apresenta os resultados dos ensaios com os componen-
tes puros na forma do tempo de duplicagdo microbiana.

importante comparar os resultados mostrados na tabela
1 com aqueles da tabela 2. Nos testes de toxicidade aguda
utilizando-se as misturas combustiveis, 0 MEG mostrou ser o
mais téxico deles para a bactéria Escherichia coli, apresen-
tando inclusive uma inibi¢éo total da respiragdo microbiana
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"Figura 3. Comportamento microbiano frente aos componentes: (A)
metanol, 0.33% (V/V), (O) gasolina, 0,07% (V/V) e (Q) etanol, 0,6%
(V/V) comparado com o controle (*) que ndo foi contaminado.
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Figura 4. Comportamento microbiano frente aos componentes: (A)
metanol, 0,66% (V/V), (O) gasolina, 0,14% (V/V) e (Q) etanol, 1,2%
(V/V) comparado com o (*) controle que ndo foi contaminado.

Tabela 2. Tempo de duplicagio das culturas contaminadas com
os trés componentes do combustivel MEG em concentragéo
relativa 1 e 2% (V/V)

Tempo de duplicagdo (min)

1% (VIV) 2% (VIV)
Controle 26 26
Metanol 0,33 28 0,66 28
Gasolina 0,07 32 0,14 4
Metanol 0,60 39 1,20 49

quando utilizado na concentragédo de 2% (V/V). Este compor-
tamento ndo se repete, entretanto, quando os bioensaios utili-
zam os componentes individuais presentes nas misturas com-
bustiveis. Na tabela 2, por exemplo, fica claro que o metanol
puro é menos téxico do que a gasolina e o etanol.

Cabe ressaltar que nos resultados obtidos para o estudo da
gasolina pura observou-se uma tendéncia na inibigdo da res-
pirag@o bacteriana com aumento da concentragdo desse com-
posto (0,07 a 0,14%). Esse comportamento foi muito menos
acentuado nos ensaios realizados com a mistura M-gasolina,
apesar da gasolina estar presente numa concentragio bem
maior (0,88 e 1,76%). Esses dados sugerem um possive] efei-
to antag6nico entre o etanol e a gasolina, diminuirdn assim
o efeito téxico deste ultimo para o organismo teste nas con-
digoes experimentais utilizadas neste ensaio.
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No caso do etanol, efeitos sinérgicos ou antag6nicos ndo
foram detectados. No entanto, pode ser observado que a ini-
big3o aumenta com o aumento da concentragdo no meio de
cultura, independentemente do composto estar presente na for-
ma pura ou misturado 3 gasolina.

Esses resultados vém comprovar que os efeitos sinérgicos,
bem como antagénicos, ndo podem ser desconsiderados em se
tratando da avaliagdo do potencial téxico das misturas com-
bustiveis. Infelizmente, os procedimentos utilizados usualmen-
te na avaliagdo da toxicidade dos combustiveis sdo baseados
em dados obtidos para os componentes separadamente’. Estu-
dos mais detalhados desta possivel interagéio certamente serao
necessdrios para esclarecer pontos ainda obscuros nestes estu-
dos de ecotoxicidade.

Num estudo recente, Branco e colaboradores2?, afirmam
que “A despeito de ndo terem sido desenvolvidos estudos es-
pecificos para o gerenciamento de acidentes e o manuseio de
“metanol-combustivel”, pode-se admitir que os procedimentos
indiscutivelmente aceitos para o “metanol-produto-quimico” e
para outros combustiveis liquidos sdo suficientes para o con-
trole dos riscos envolvidos neste caso...”. Esta afirmativa pode
ser questionada a partir dos dados apresentados neste trabalho,
que mostram claramente que a toxicidade aguda do metanol
para um organismo ubiquo no meio ambiente é muito menor
do que a toxicidade da mistura combustivel contendo este
composto.

CONCLUSAO

Pelos dados obtidos nos testes de toxicidade aguda utili-
zando E. coli pode-se concluir que:

a) A ordem decrescente de toxicidade para as misturas com-
bustiveis estudadas foi: MEG > M-etanol > M-gasolina.

b) A ordem decrescente de toxicidade para os componentes
individuais foi: Etanol > Gasolina > Metanol.

Desse modo, pode-se afirmar que estudos para avaliagio
do potencial téxico de combustiveis automotivos devem ser
realizados com a mistura combustivel e nfio apenas com seus
componentes separadamente. Os resultados dos testes de toxi-
cidade obtidos nesse trabalho indicam um possivel efeito si-
nérgico nas misturas combustiveis.
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