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RESUMO

A agua é um recurso de extrema importancia para os seres Vivos, € €
encontrada em abundancia em nosso planeta, mas somente uma pequena parte €
utilizada por nos, além do grande uso de produtos contento em sua composigao
surfactantes, como por exemplo, materiais de limpeza, faz com que cada vez mais
esse recurso se torne inapropriado, devido a contaminacdo. Ao alcangarem as
estacdes de tratamento boa parte dos surfactantes ainda permanecem na agua, apos
o tratamento, mostrando que podem ser bioacumulativos. Assim causam danos aos
seres humanos e a outras espécies. Logo faz-se necessario estudos para que se
consiga tratamentos mais eficazes para a biodegradagao destes surfactantes. Neste
presente trabalho tem-se como principal objetivo a verificagdo da influéncia, tanto da
ureia como do, no processo de biodegradacdo. Foram preparados efluentes sintéticos,
a partir de um planejamento 22 com quatro pontos axiais e trés centrais, fazendo a
variagao das concentragcdes de ureia como também do LAS. O efluente foi tratado
com dois tipos de fungos filamentosos, Penicillium crustosum e Penicillium
chrysogenum, isolados de efluente téxtil da cidade de Divindpolis/MG. Diante dos
resultados apresentados pelos dois micro-organismos, tem-se que as duas espécies
apresentaram um valor significativo para a biodegradagdo do surfactante tendo o
Penicillium crustosum o que apresentou maior redugdo chegando a 98%, em
contrapartida o Penicillium chrysogenum também apresentou resultados satisfatorios
de reducdo chegando em valores de 96% sendo um bom micro-organismo
biodegradante do surfactante Também analisou-se que em determinados valores nao
houve um grande crescimento dos micro-organismos, podendo ter como causa a
inibicdo dos mesmos devido a um grande valor da substancia adicionada ao meio. O
fungo P. crustosum apresentou crescimento de massa seca fungica muito menor que
do P. chrysogenum, esse resultado é importante, pois devido a sua grande redugéo e
sua pouca producdo de massa seca, 0 mesmo pode ser utilizado para tratamento de

efluentes tendo 6timos resultados.

Palavras-chave: Surfactante, LAS, Fungos Filamentosos, biodegradacgao.
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1. INTRODUCAO

A agua é um recurso essencial para a sobrevivéncia de todos os seres Vivos
entretanto, devido ao rapido crescimento da populagdo mundial pode causar grandes

efeitos negativos na qualidade e na quantidade da agua disponivel (MEC, 2005).

Mesmo em paises com grande quantidade disponivel de recursos hidricos,
como por exemplo o Brasil, ndo estdo livres da ameaga de uma crise. Dentre as
principais causas da diminuicdo da agua potavel estdo o crescente aumento do
consumo, o desperdicio e a poluigdo das aguas superficiais e subterraneas por
esgotos domésticos e residuos téxicos provenientes da industria e da agricultura
(MEC, 2005).

O esgoto domeéstico € composto por matéria organica e inorganica, onde 0s
principais constituintes sdo as proteinas, acgucares, 6leos e gorduras, micro-
organismos, sais organicos e componentes dos produtos saneantes, dentre eles,
surfactantes. (CHAVES, 2008).

Os tensoativos constituem uma classe importante de compostos quimicos que
sdo amplamente utilizados em diversos setores industriais. Sao exemplos os
surfactantes idnicos, utilizados comercialmente, os ésteres sulfatos ou sulfatos de

acidos graxos (anidnicos) e sais de aménio quaternario (catiénico) (NITSCHKE, 2002).

Em uma mesma molécula, de um surfactante, devido a presenga de grupos
hidrofilicos e hidrofobicos, eles tendem a distribuir nas interfaces entre as fases fluidas
com diferentes graus de polaridade. Também, ha uma formagcdo de um filme
molecular ordenado nas interfaces reduzindo a tensao superficial e interfacial, sendo
responsavel pelas propriedades Unicas dos surfactantes. Essas propriedades fazem
com que esses compostos sejam utilizados em uma alta gama de aplicagées que
envolvem detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, solubilizac&o e dispersao de fases. Dentre todas as aplicagdes,
a maior utilizagao dos surfactantes € nos produtos de limpeza, principalmente como
componentes de detergentes (NITSCHKE, 2002).



Alguns surfactantes sdo considerados pertubadores endécrinos, dentre eles o
4-nonilfenol e 4-octilfenol. Esses compostos podem causar disturbios no sistema
endécrino de animais e humanos, mesmo em baixas concentragbes (RAIMUNDO,
2007). Ja o LAS, pode vir a causar sérios problemas ambientais, e também em
estacdes de tratamento de esgoto, devido a formagdo de camadas densas de
espumas. Isso dificulta o processo de aeracdo nos tanques de tratamento de
efluentes, e desta forma, leva ao transporte de um grande numero de poluentes, bem
como bactérias. (PENTEADO et al., 2006).

O LAS (Linear alquilbenzeno sulfonato de sédio) € um tensoativo aniénico
constituido de uma mistura de homodlogos e isbmeros de posicdo de cadeias
alquiladas lineares, onde ha uma variacdo de C10 a C16 (PENTEADO et al., 2006). E
usado em produtos de limpeza devido por ser biodegradavel e também devido as suas
propriedades surfactantes. E considerado téxico devido ao seu grupamento polar e
com o comprimento da cadeia alquila apolar (DELFORNO, 2011).

No Brasil, mesmo apds a avangos sociais alcangados nos ultimos anos, 80%
do esgoto ndo tem tratamento adequado de acordo com o levantamento de 2008 do
IBGE (IBGE, 2014). Assim, a falta de saneamento basico causa grandes problemas a
populagdo, como a proliferacdo de doencas de veiculagado hidrica, isso devido a
poluicdo de solos, e do contato com os esgotos sem a correta canalizagado
(NASCIMENTO; FERREIRA, 2007).

Cada vez mais o numero de contaminantes aumenta nas aguas devido aos
componentes quimicos langados para o uso da agricultura, nas industrias e nos
domicilios, que podem persistir no meio ambiente (ANA, 2013). Segundo
MAYERHOFF (2007), novas tecnologias estdo sendo geradas ha varias décadas em
todo o mundo, visando garantir uma melhor qualidade da agua dos mananciais. A
demanda dessas tecnologias para o tratamento de efluentes industriais e municipais

€ cada vez maior.



2. OBJETIVOS

2.1.  Obijetivo principal

Avaliagdo da capacidade dos micro-organismos Penicillium crustosum e
Penicillium chrysogenum em biodegradar o surfactante Linear alquilbenzeno sulfonato

de sédio (LAS) em amostras de efluentes sintéticos.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a cinética de crescimento e produgdo de massa seca dos fungos
filamentosos em presenca de glicose e surfactante como fontes de carbono;

e Determinar as condi¢ées que maximizem a biodegradagédo do surfactante na
presenga dos fungos Penicillium crustosum e Penicillium chrysogenum por
meio de um planejamento experimental;

¢ Analisar a influéncia das concentragdes de ureia e de LAS no processo de

biodegradagao e na produgido de massa seca, através do software Statistica.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Poluicao das aguas

O Brasil € um pais privilegiado devido ao seu grande volume de recursos
hidricos, entretanto aproximadamente 73% dessa porgdo encontra-se na bacia
Amazébnica, que é habitada por menos de 5% da populacéo (Setti et al., 2001).
Atualmente, nado existe um planejamento de saneamento basico e ambiental

adequado que preserve esse recurso (RAIMUNDO, 2007).

Nos anos 30, os problemas relacionados a escassez da agua aumentaram
devido a "Era Tecnoldgica", uma época seguinte a Primeira Guerra Mundial, em que
o interesse militar era um fator determinante no desenvolvimento de novas rotas
sintéticas e na produgdo de novos compostos. Posteriormente, na Segunda Guerra,
houve um periodo de uso de pesticidas, decorrente do grande desenvolvimento nas
atividades industriais (RAIMUNDO, 2007).

Nessa mesma época da Segunda Guerra Mundial houve uma demanda pelos
produtos industrializados, o que motivou ainda mais o desenvolvimento tecnolégico,
tendo como produtos inovadores os produtos farmacéuticos e alimenticios. Nessa
eépoca, ndo havia nenhum tipo de precaucédo em relagdo a contaminagao dos recursos
ambientai (RAIMUNDO, 2007).

O problema da escassez hidrica no pais ocorreu principalmente devido a
combinagdo do aumento de demandas localizadas e da queda da qualidade das
aguas. Esses fatores s&o consequéncias do aumento dos processos de urbanizagao,
industrializagdo e expansao agricola, incentivados em meados dos anos de 1950
(RAIMUNDO, 2007).

Segundo RATTNER (2009), a poluigéo de rios, lagos, zonas costeiras e baias
vem causado uma grande degradagdo ambiental continua, por despejo de volumes
crescentes de residuos e dejetos industriais e organicos. Houve um grande aumento
nas ultimas décadas do langamento de esgotos n&o tratados, ocasionando, em
grandes impactos eutréficos severos sobre a fauna, a flora e aos proprios seres

humanos.



Devido a geracdo e o destino dos residuos, resultantes das atividades
domiciliares e urbanas, fez-se com que estes sejam o0s principais problemas
ambientais identificados nos pequenos, médios e grandes centros urbanos, tornando-
se ameagca a saude publica e também aos recursos naturais (SALAMONI et al., 2009).
A contaminagdo das aguas ocorre muitas vezes por compostos orgéanicos toxicos,
recalcitrantes e persistentes aos tratamentos, pois mesmo com diversos tratamentos.
Assim, o que ocorre na verdade ¢é a diluigao do contaminante a transferéncia dele para
uma outra fase (SILVA, 2013).

A partir da década de 70, diversos 6rgaos de protegdo ambiental, foram criados,
dentre eles a USEPA (United States Environmental Protection Agency). Estes
promoveram o aumento nas pesquisas envolvendo o monitoramento de substancias
xenobidticas, em diversos compartimentos ambientais, onde atualmente existem mais
de 11 milhdes de substancias quimicas que estdo registradas no CAS (Chemical
Abstracts Service). Dentre os compostos classificados como emergentes estédo
incluidos os surfactantes muito utilizados no consumo doméstico. Estes podem ser
chamados de interferentes enddcrinos, por conterem propriedades que podem
provocar alteragdes no sistema enddcrino de seres vivos (RAIMUNDO, 2007). Existe
uma diversidade de compostos que podem ser considerados como IE, uma vez que
sejam suspeitos de interferir no funcionamento do sistema enddcrino (SOUZA, 2011).
Um exemplo de uma substancia que é considerada um perturbador enddécrino sdo os
pesticidas, pois em sua maioria sdo persistentes no meio ambiente, devido a
sua estabilidade quimica, baixa solubilidade em agua e muito bioacumulativo. Ha
muito interesse em relacdo a essas substancias devido a alta toxicidade, sendo
considerado uma das maiores fontes de dioxina para o meio ambiente (GHISELLI;
JARDIM, 2007).

3.2. Agua para consumo humano: Legislacéo

De acordo com a Unicef e a OMS 2,6 bilhdes de pessoas ndo contam com o
servigco de saneamento basico e 1,1 bilhdo de pessoas n&do possui um sistema de
abastecimento de agua adequado. Além disso, conforme a ONU, se em 2050 essa
tendéncia continuar, mais de 45% da populagdao mundial estara vivendo em lugares
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onde nao ha garantia de cota diaria minima de 50 litros de agua por pessoa (MEC,
2005).

Diariamente o consumo da agua varia muito no mundo, além da disponibilidade
local, o consumo médio esta bastante relacionado ao o nivel de desenvolvimento do
pais e também com a rentabilidade populacional. Para uma pessoa sobreviver deve
dispor de 40 litros de agua por dia para ingestao, higiene pessoal e para trabalhos
domésticos. Segundo a ONU, a Europa consome em média 150 litros de agua por
pessoa, sendo que um indiano consome 25 litros por dia. As estimativas da Unesco,
afirmam que se o ritmo atual acompanhar o crescimento demografico e ndo se
estabelecermos um uso sustentavel da agua, em 2025 o consumo humano pode
chegar a 90% restando somente 10% para os outros seres vivos do planeta (MEC,
2005).

O grande consumo de detergentes no pais aliada as defasagens do tratamento
dos esgotos domésticos, principalmente nas zonas urbanas, causam diversos
problemas ambientais. De acordo com Penteado et al, 2006, a diminuigcdo da
concentracdo dos elementos essenciais para a vida aquatica e o aumento da
concentragdo de compostos xenobidticos, como por exemplo os PCBs
(polychlorinated biphenyl) e PAHs (polyaromatic hydrocarbons), sdo encontrados em
sedimentos, fazendo com que ocorra a inibigdo da degradacgao, problemas estes que

sao um dos principais causadores dos problemas ambientais.

Através do artigo 16, capitulo IV (Padrdo de potabilidade), portaria n® 518 do
Ministério de Estado da Saude, diz-se que o padrao aceitavel para o consumo humano
em relagdo aos surfactantes € menor ou igual a 0,5 mg/L (PORTARIA N° 357, 2005).
O valor mostrado também é adequado para o atendimento a ao indice de Parametros
Minimos para a Preservagao da Vida Aquatica (IPMCA). Esse indice € proposto pela
CETESB, que pode-se ser confirmando no artigo 07, decreto 88351 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) sobre aguas de classe 1, tendo a agua
caracteristicas otimas para a sobrevivéncia e reprodugdo da vida aquatica
(PENTEADO et al., 2006).



3.3. Surfactantes

Os surfactantes podem ser naturais ou sintéticos, com uma parte de sua
estrutura lipofilica e outra hidrofilica que é responsavel por adsorver moléculas
tensoativas nas interfaces liquido-liquido, liquido-gas ou sdlido-liquido de um dado
sistema (HUNTER, 1992). Na Figura 1 tem-se uma imagem esquematica de um

tensoativo.

N,

A

Afinidade com o oleo

A
Extremidade Apolar Extremidade Polar
[ A
| |
Hidrofobico Hidrofilico

Afinidade com a agua

Figura 1: Estrutura de um surfactante especificando a sua parte com afinidade com o
Oleo e com a agua (SCHRAMM, 2000).

Os surfactantes possuem estruturas e propriedades que, em presenga de agua
e o0leo, adsorvem-se nas interfaces de maneira que o grupo polar fique voltado para a
fase aquosa e o grupo apolar para a fase oleosa, fazendo com que se forme um filme
molecular ordenado nas interfaces, que diminui as tensdes interfacial e superficial
(PROSSER e FRANCES, 2001; HUNTER, 1992; ATWOOD e FLORENCE, 1985). Na
Figura 2 é mostrada a estabilidade do filme, que depende da natureza dos grupos
hidrofilicos e lipofilicos do tensoativo (ROSSI, 2006).



Fase aquosa

Figura 2: Estabilidade do filme dependente da natureza de seus grupos hidrofilicos e
lipofilicos do tensoativo. Fonte: (ROSSI, 2006).

O grupo lipofilico dos tensoativos € responsavel pela solubilizagdo em 6leo, e
normalmente é formando por cadeias hidrocarbdnicas lineares ou com ramificagdes,
podendo conter ou ndo grupos aromaticos (HUNTER, 1992; ATWOOD e FLORENCE,
1985). O grupo hidrofilico que determina a solubilidade do tensoativo em agua é muito
polar, podendo ser ibnico ou ndo-idnico. A afinidade desta parte da molécula pela

agua faz com que solubilize o grupo lipofilico (ROSSI, 2006).

Os tensoativos possuem uma classe de compostos com uso totalmente versatil,
sao utilizados em diversos processos tecnoldgicos, como na produgao de farmacos,
detergentes, 6leos para automoveis, emulsificagdo, dentre outros. Também possuem
propriedades reacionais de grande importancia, a solubilizagdo de compostos poucos
soluveis (TAVARES, 2011).

3.4. Linear Alquilbenzeno Sulfonato de Sodio (LAS)

Na década de 40 surgiu um principal tensoativo sintético conhecido como
Alquilbenzeno Sulfonato (ABS) possuindo ramificagdes, sendo produzido a partir de
precursores derivados do petréleo (PENTEADO et al., 2006). Atualmente, um dos

tensoativos mais usados é o Linear Alquilbenzeno Sulfonato de Sodio. Como ha um
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grande consumo mundial do LAS, esse componente tem sido de grande interesse de
pesquisadores na area de controle ambiental.

O LAS (Figura 3) € um tensoativo anibnico que possui uma mistura de
homologos e isbmeros de cadeias alquiladas lineares onde ha uma variagao de C1o a
Ci6. E utilizado em produtos de limpeza devido a sua degradabilidade e também por
causa de suas propriedades surfactantes (DELFORNO, 2011).

CH—(CHn—CH—( CH, )}y —CHs

e,
EQ;EJ Onde:

. n+n =71l
S0y

Figura 3: Estrutura molecular do Linear Alquilbenzeno Sulfonato de Sodio (LAS).
Fonte: PENTEADO, 2005.

De acordo com o posicionamento do grupo fenila na cadeia carbénica, tem-se
diversos isdbmeros de um determinado homadlogo. Existem os isdbmeros externos, em
que o grupo fenila estd mais proximo ao atomo de carbono terminal da cadeia
alquilica, e os internos, que possuem o grupo fenila um pouco mais distante
(PENTEADO et al., 2006).

O detergente sintético possui uma composigdo complexa, e dependendo de
sua aplicagdo pode possuir enzimas (amilase, lipase, protease), como outros
componentes que colaboram na remogao de manchas especificas (amido, gorduras
e proteinas) ou branqueamentos 6pticos que aumentam o brilho e a alvura do tecido
(PENTEADO, 2005).

Ainda que possa ser considerado biodegradavel o LAS é um surfactante
considerado toxico, essa toxicidade pode causar efeitos mais rigorosos onde pode
provocar a destruicdo da membrana celular como também a desnaturagdo de
proteinas. Essa toxicidade do LAS relaciona-se a localizagdo do anel aromatico que

esta mais préximo da extremidade da cadeia alquilica (DELFORNO, 2011).



De acordo com Venhuis & Mehrvar, (2004) uma concentragao entre 40 a 60
mg/L de LAS pode causar uma interferéncia na reprodugéo e no crescimento de
invertebrados do solo além de apresentar efeitos agudos ao plancton de agua doce,
bactérias e crustaceos. As plantas que tiveram contato com o LAS apresentaram as
membranas das células radiculares destruidas, alteracdes na permeabilidade e nos

processos fisiolégicos e fotossintéticos (MIEURE et al., 1990).

3.5. Biodegradagao do LAS

A biodegradagéo de um determinado material ocorre quando ele é usado como
nutriente por um determinado conjunto de micro-organismos (bactérias, fungos ou
algas) que existe no meio ambiente onde o material vai ser degradado. Para que essa
coldénia de micro-organismos cres¢a usando o material como nutriente € necessario
que eles produzam as enzimas adequadas para quebrar alguma das ligagdes
quimicas da cadeia principal do polimero. Além disso, é necessario ter as condigdes
adequadas de temperatura, umidade, pH e disponibilidade de oxigénio. Essa é uma
das maneiras de reducdo de residuos através da decomposicdo organica
(PENTEADO et al., 2006).

O LAS é considerado biodegradavel por apresentar niveis de remogéo na
ordem de 98 a 99%. Diversos fatores interferem na biodegradagao desse tensoativo,
dentre eles a concentragdo de oxigénio dissolvido, complexagdo com tensoativos
catibnicos, formacado de sais insoluveis de calcio e magnésio, e outros. A
biodegradagao pode ser dividida em duas partes (PENTEADO et al., 2006).

Na primeira etapa ha quebra da cadeia hidrofébica do tensoativo, fazendo que
ocorra um aumento na concentragao micelar critica. Essa modificagao na estrutura do
tensoativo faz com que ocorra alteragdo em suas propriedades, diminuindo alguns de
seus efeitos indesejaveis no meio ambiente, por exemplo a formagao de espumas. Ja
na segunda etapa, conhecida também como mineralizagdo, ocorre a conversao
completa da molécula do tensoativo em COz, agua, sais e biomassa. (PENTEADO et
al., 2006).
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A degradacéao da cadeia alquilica, seguida do grupo sulfonato e finalmente, do
anel aromatico (Figura 4), relaciona-se ao principal mecanismo de biodegradacgéo
aerobico do LAS (Theraulaz, 2001). O rompimento da cadeia alquilica comega com a
oxidagao enzimatica (oxidagao w) do grupo metila terminal em que se transforma em
alcool, aldeido e em seguida, em acido carboxilico, que é sujeito a uma oxidagéo 3,
catalisada por enzimas alcano monoxigenase e desidrogenases. Devido aos efeitos
estéricos, a biodegradagao aerébica é mais acelerada quanto mais linear for a cadeia
de LAS. Vale ressaltar que a velocidade e o grau de biodegradagao estao associados

com o meio e com 0s micro-organismos presentes (PENTEADO et al., 2006).
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Figura 4: Reacdo de biodegradagéo do LAS (Theraulaz, 2001).

Nas reacoes de oxidagao, ha formacdo de um subproduto intermediario da
primeira etapa de oxidagéo, o acido sulfofenil carboxilico (SPC) (ESTEVES, 2010).
Esse subproduto foi encontrado em sedimentos marinhos anaerdbios, ja os demais
intermediarios, produzidos, a partir da degradagédo anaerdbia ndo foram totalmente
identificados (FILHO, 2008).

A degradacgao anaerdbia dessa substancia requer consorcio de bactérias que
atuam em diferentes partes da molécula, devido a alteragdao em uma cadeia de alquila
pela catalise do LAS, em um anel de benzeno e em uma ligagédo com o grupo sulfonato
(ESTEVES, 2010).
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Altas concentragdes de LAS foram encontradas (5 a 10 g / kg de sdlido seco),
enquanto que as lamas tratadas aerobiamente contém baixas concentragdes de LAS

(0,1 a 0,8 g/kg de sdlido seco), apesar da atividade anaerdbia ter sido relatada.

Tal diferenga pode ser explicada pela presenga de uma pequena concentracao
de Oz nos sedimentos o que inibiria o processo de digestéo anaerdbia (GARCIA et al.,
2005).

As possiveis quedas na biodegradacédo do LAS em ambientes anaerdbios
podem ser contornadas com a utilizagcdo de um co-substrato, como o extrato de
levedura. Esse substrato favoreceu maior eficiéncia na remocgao do surfactante, bem

como, da matéria organica presente (ESTEVES, 2010).

A biodegradacao do LAS tem uma grande vantagem, devido a eliminagao de
contaminantes organicos prejudiciais, ja que o sulfébnico acaba perdendo suas
propriedades nocivas a natureza. (PENTEADO, 2006).

3.6. Toxicidade causada pelos surfactantes

Detergentes e surfactantes sdo alguns dos principais componentes organicos
antropogénicos em efluentes e lodos tratados, encontrados em concentragdes
suficientes para causarem diversos problemas toxicolégicos em organismos aquaticos
(Sandbaclka et al., 2000).

Devido a sua natureza quimica, tais compostos tem a capacidade de interagir
com o0s principais componentes da membrana celular, como proteinas e lipideos,
desestruturando os sistemas de membranas além de tornar frageis as estruturas de
protecdo dos organismos (BRAGA, 2002). Aléem disso, podem apresentar agao
bactericida e bacteriostatica em pequenas concentracdes devido a sua interagdo com

a membrana celular da bactéria (Gloxhuber, 1980).

Estudos sobre os efeitos toxicolégicos cronicos do LAS foram conduzidos
usando organismos aquaticos, dentre eles o de Malagrino et al., 1985, onde os
principais efeitos causados subletais dos surfactantes sdo o retardamento do

crescimento, a alteragdo do comportamento alimentar e a inibigdo quimio-receptores.
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Segundo Moraes (2004), a toxicidade cronica dos surfactantes aniénicos ocorrem em
concentragdes normalmente maiores que 0,1 mg/L. Os efeitos causados por esses
surfactantes em parametros comportamentais e fisioldgicos dos organismos aquaticos

situam-se nas concentragdes entre 0,002 mg/L a 40,0 mg/L.

A presenga dos surfactantes esta relacionada a outros efeitos em sistemas
biolégicos, como alteragdes na fosforilagdo oxidativa e alteragbes estruturais em
mitocdndrias, que aumentam de acordo com o numero de carbonos presentes na
molécula do surfactante, além de alteragdes na permeabilidade da membrana ao
potassio e a inibicdo da sintese de DNA que foram estudadas em leveduras
(Gloxhuber, 1980). Pesquisas constataram que em baixas concentragbes de
surfactantes aniénicos na formacao de feixes filamentosos Brachidontes solisianus,
demonstrou que os danos causados ao bisso! sdo minimos, porém, o comportamento
do molusco € alterado em fungdo do seu estagio de crescimento e concentragdo do
surfactante na agua, independentemente de ser biodegradavel ou ndo. Esse
composto, a médio prazo podera ocasionar a uma diminuicdo da fauna aquéatica
impedindo ou até mesmo dificultando a fixagdo do animal ao substrato (Malagrino et
al., 1987).

Entre os problemas ambientais decorrentes do acumulo de LAS nos recursos
hidricos destacamos os seguintes efeitos: diminuigdo da concentragdo de elementos
necessarios para a vida aquatica, por ex., o oxigénio dissolvido, devido a diminuicao
da tensdo superficial agua/ar; diminuicdo da permeabilidade da luz, por manter as
particulas presentes em suspensao. O LAS foi também investigado para verificar se a
bioacumulagdo por cadmio ¢é favorecida na presenga de LAS empregando
bioindicadores de poluicdo marinha, mas os dados obtidos no estudo nao foram
conclusivos; bioacumulagao, como foi constatado em Saez, Espanha, em um estudo
com bivalves e peixes nos quais foram encontrados valores de 1,29 a 2,98 pg/g para
0 homdlogo com onze atomos de carbono na cadeia principa. Em outro estudo foram
observados fatores de bioacumulagao de 500 a 1300, usando a Daphnia magna como
bioindicador e 4 a 9000 usando o peixe Cyprinus carpio. Em alguns tipos de algas,
como a Nannochloropsis gaditana e Dunaliaella salina em Cadiz, Espanha, foi
evidenciado que ocorreu absorgdo do tensoativo e seus intermediarios de

degradacao. A presenga do LAS em concentragao de 16 mg/kg foi também constatada

1Bisso: nome dado ao feixe de filamentos pelos quais moluscos bivalves, como o mexilhdo, fixam-se ao 13
substrato. Apresenta uma textura similar & seda e é secretado por uma glandula situada na base do pé.



em arroz proveniente de plantagbes que receberam irrigagéo de efluente doméstico
in natura2; interferéncia em processos bioldgicos: a troca do contra-ion de LAS (Na*)
pelo (NH**) perturba o equilibrio no ciclo do nitrogénio, o que inibe o processo de
nitrificagcdo, conversao oxidativa na aménia em nitrato, que é promovido por certas
bactérias autétrofas como as nitrossomas, acarretando na mortandade de organismos
(PENTEADO, 2006).

3.7. Impactos causados por sabdes e detergentes ao meio ambiente

Devido ao grande aumento da utilizagcado dos detergentes sintéticos nas ultimas
décadas, diversos problemas ecoldgicos tem surgido devido ao uso desse produto.
Diversas vezes, os surfactantes sao encontrados acima das concentragdes permitidas
pela legislagdo. Um grande exemplo a ser citado € na cidade de Pirapora do Bom
Jesus localizada a 100 km de Sao Paulo, no rio Tieté, em que o acumulo de
surfactantes é evidenciado pela formacdo de espumas espalhadas pelo rio
(ROMANELLI, 2004). A formacdo de espumas na superficie € um grande problema
(Figura 5), pois impede a entrada da luz nos corpos d'agua, fazendo com que nao
ocorra a fotossintese prejudicando os organismos que necessitam do processo para
sobreviver (ECYCLE, 2015).

Para os sistemas dependentes do oxigénio, como as tonas aerobias de rios e
lagos, quando em contato com agentes tensoativos faz com que haja uma
interferéncias na taxa de aeracdo devido a redugao da tensao superficial do meio,
devido a formagéo de bolhas de ar que aprisionam o O2. Um outro prejuizo causado
por surfactantes € a interferéncia que provocam nas aves aquaticas, que por
possuirem Oleo em suas penas para que aprisionem o ar para que possam boiar nas

aguas, quando removido essas aves acabam se afogando (ECYCLE, 2015).

De acordo com a ANVISA, atualmente, todos os detergentes devem possuir
tensoativos biodegradaveis, entretanto esses ndo sdo os unicos componentes dos
detergentes, ha também substancias conhecidas como agentes sequestrantes, cuja
funcdo € melhorar o poder de limpeza em aguas duras, como exemplo tem-se o
tripolifosfato de sodio. As sequestrantes podem causar eutrofizacdo nos corpos
hidricos, por servirem como nutrientes para as algas favorecendo a proliferagdo dessa
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populagdo. Como consequéncia, muitas industrias estdo substituindo esses
componentes prejudiciais de suas férmulas, por componentes naturais. (ECYCLE,
2015).

Figura 5: Espumas formadas na superficie devido aos detergentes e sabdes
despejados no Rio Tieté (ECYCLE, 2015).

De acordo com Dentel et al., (1993), o surfactante presente no solo facilita a
dessor¢do de poluentes ambientais polares e apolares, como os pesticidas,
pentaclorofenol, triclorobenzeno, hidrocarbonetos poliaromaticos, produtos
petroquimicos e outros. Além disso, para que o surfactante depositado no solo seja
biodegradado € necessario um certo numero de micro-organismos presentes no solo,
e pode-se ainda ocorrer a lixiviagao, com a contaminagao do lengol freatico. Assim,
nao somente os surfactantes atingem as aguas subterraneas, mas também arrastam

os poluentes organicos hidrofébicos.

Muitos estudos tém demonstrado que a presencga de tensoativos pode causar
sérios disturbios ecoldgicos, afetando organismos aquaticos, inclusive peixes (Barbieri
et al., 2000).
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Vale ressaltar que, qualquer produto de higiene causa algum tipo de impacto,
€ uma das alternativas para a diminuigao desses problemas € sempre ponderar 0 uso
desses produtos, além de um aprofundamento em estudos para a formulagdo de

componentes alternativos que nao prejudiquem o ambiente.

3.8. Surfactantes em estag¢des de tratamento bioldgico

Os surfactantes séao os principais componentes organicos antropogénicos em
efluentes e lodos ndo tratados (ROMANELLI, 2004). Estudos mostraram que
concentragdes de surfactantes anidnicos entre 3 mg/L e 21 mg/L sdo encontrados nos
efluentes ndo tratados, que por fim, chegam as estagbes de tratamento, e boas
quantidades desses surfactantes acabam sendo levados para o ambiente através

dessas estagdes (Brunner et al.,1988).

Os surfactantes tém uma natureza ambifilica, e devido a isso, podem ser
adsorvidos na superficie do material particulado, associados com o lodo sélido de
efluentes. De acordo com Romanelli (2004), diversos autores relataram a presencga
de 10% a 35% de LAS adsorvido no material particulado, em um efluente nao tratado.

Os mesmo podem precipitar na presencga de ions metalicos, sendo o principal o Ca?*

Tanto o LAS, como diversos outros surfactantes comuns, sdo degradados
rapidamente por processos biologicos. A maioria dos surfactantes (20% a 50%) é
levada a estacdo de tratamento agregados a soélidos em suspenséo, ndo passando
por tratamentos aerobios, sendo diretamente depositados no lodo. Esse material rico
em surfactantes, € comum ser tratado anaerobicamente, mas a maioria dos
surfactantes s6 é degradado pela via aerébica. Grande parte dos surfactantes néo
passa por tratamento com os sélidos do lodo (Dentel et al., 1993). O surfactante LAS
tem uma grande representatividade, sendo mais de 1% da DBO no esgoto doméstico,
e concentragdes de LAS bem préximas a 10 mg/L tem sido medidas constantemente
em efluentes (Guilhermino et al., 2000). De acordo com Eichhorn et al., (2002), o LAS
€ efetivamente removido dos efluentes por processos fisicos, quimicos e bioldgicos:
aproximadamente 30% e 70% de sua remocgéo ocorre atraveés da precipitacdo e

adsorcao em solidos em suspencgao.
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Através da degradagéo bioldgica ha uma redugéo do LAS aproximada de 95 a
99% em lodo ativado, mas compostos intermediarios da quebra aerdbica do LAS, os
principais produtos de degradagdo do LAS como os carboxiletos sulfonilicos (CFS),
chegam aos corpos receptores através das estagcbes de tratamento. A alta
solubilidade de LAS em agua e a elevada polaridade dos seus metabdlitos faz como
que sejam transportados a grandes distancias (Eichhorn et al., 2002). Estudos de
estacbes de tratamento biolégico, em escala piloto, mostraram que nas amostras do
efluente, apenas 2-8% do LAS estava dissolvido, enquanto o restante (92-98%) estava
adsorvido ao lodo. Importante ressaltar que, 99% do LAS foi metabolizado em
condigdes aerobicas, pelo processo de biodegradacéo, envolveu a fragéo soluvel e

fracdo adsorvida (Temmink & Klapwijk, 2004).

3.9. Biodegradagao utilizando fungos filamentosos

De acordo com Atlhas e Bartha (1998), os micro-organismos foram os primeiros
seres vivos que colonizaram a Terra. Calcula-se que os primeiros surgiram ha mais
de 3,5 milhdes de anos, época em que a Terra passava por grandes transformagdes
geoldgicas e quimicas, e a atmosfera ainda n&o possuia oxigénio. Devido a agéo de
processos metabolicos microbianos, durante milhdes de anos transcorreu a formagao
de uma atmosfera nova, contendo oxigénio, fazendo com que comegasse a surgir e
evoluir novas formas de vidas aerdbias, organismos multicelulares complexos, plantas

e também animais superiores.

Logo, os micro-organismo s&o congregagbes de taxons variados de
organismos unicelulares microscépicos, que vivem no meio ambiente como células
isoladas ou em agregados celulares. Essa definicdo incluem bactérias, arqueas,

fungos, protozoarios e virus (MANFI10,2003).

Os fungos séao pertencentes ao Reino Fungi e sdo organismos heterotroéficos,
multicelulares, constituidos em sua maioria, por um sistemas de hifas (Figura 6), que
obtém nutrientes por absorgao. Sdo encontrados distribuidos na natureza, presentes
no solo, no ar, na matéria organica e em ambientes aquaticos (SILVA, 2006). Possuem
a capacidade de crescer agregados a um substrato, como constituinte da microbiota

de um sistema de distribuicdo de aguas. O crescimento de fungos em biofiimes, lhes
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confere protegéo e sobrevivéncia, além de ser um método de tratamento de efluentes
(GRABINSKA, 2007).

Hifas
Septadas

A) (s

Hifas

A .S Cenociticas

Figura 6: Imagem esquematica da morfologia das hifas.
A) Hifa septada. B) Hifa n&o septada.
Fonte: http://pt.123rf.com/photo 36478919 fungos.-classifica%C3%A7%C3%A30-baseada-

em-divis%C3%A3o-celular.-hifas-septadas-(com-septos)-e-hifas-asseptados-(ce.html

Os fungos sédo compreendidos em 4 filos sendo eles: Chytrydiomycota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota. Para a identificagdo morfologica dos
fungos filamentosos é necessario saber suas caracteristicas macroscépicas e

microscopicas, sendo a microscopica de maior importancia. (SAMSON, 2010).

E de extrema importancia que haja a preservagéo dos fungos, pois dessa forma
ha a conservagao da biodiversidade existente e o seu estudo sempre quando for
necessario (FAIA, 2011). Os métodos mais comuns para a preservagao das culturas
dos fungos filamentosos sao: separacao de suspensdes de esporos conservadas a
baixas temperaturas e, a preservagcao em meio solido, para o caso de fungos que
produzem esporos. Também se faz possivel a preservagdo do micélio de fungos

filamentosos em agua estéril (BUENO, 1998).
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Os fungos possuem um sistema metabdlico, tendo como principal caracteristica
a produgéo de enzimas nao especificas. Isso faz com que estes possam ter grande

potencialidade para tratamento de efluentes complexos (SOARES, 2013).

Esses micro-organismos sao muito utilizados na produgdo industrial de
produtos quimicos como os acidos citrico, glucénico, lactico e malico, antibioticos, e
até de gangas deslavadas. Também fontes de enzimas industriais, como as lipases
usadas em detergentes bioldgicos, amilases, celulases, invertases, proteases e
xilanases (Kumar, 2008). Existem também fungos que produzem enzimas com
propriedades biodegradantes como alguns Penicilliuns que produzem a lacase e a
xilanase, que vem sendo utilizadas em diversos estudos para a remog¢do de

surfactantes em recursos hidricos sintéticos.

Os fungos possuem uma grande capacidade de biodegradagéo, devido a
producao de enzimas nao especificas produzidas por eles, como exemplo, a liginina
peroxidade, manganés peroxidase e lacase (SILVA, 2013). Apresentam baixa
especificidade para o substrato, podendo atuar com eficacia em diversos
componentes organicos, fazendo com que esses micro-organismos sejam
interessantes para o tratamento de residuos de diversas caracteristicas, como

exemplo, efluentes contendo surfactantes.

Devido a grande capacidade de biodegradacdo de poluentes toxicos
recalcitrantes, as enzimas lignoliticas passaram a ter um grande interesse por
cientistas e no meio industrial. Por isso que o uso de enzimas foi considerado hoje em
dia um dos maiores setores na industria biotecnoldgica, utilizando os fungos como
principais micro-organismos, utilizados como produtores de uma gama de substéncias

de um grande valor e interesse econdmico (BAPTISTA, 2011).

3.10. Fungos Penicillium chrysogenum e Penicillium crustosum

De acordo com Samsom (1977) o micro-organismo Penicillium chrysogenum
(Figura 7B) € um bolor encontrado na natureza, podendo viver em alimentos ou em
ambientes aquaticos, se reproduzindo em formato de cadeias secas de esporos (ou

conidios). Esses conidios sao transportados através de correntes de ar até novos
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locais de colonizagao, podendo ter cores que variam de verde a azul, o bolor pode
sair pelos poros como um pigmento amarelo. Mas, para a identificacdo do P.
chrysogenum é necessario a sua observacao morfolégica e de caracteristicas
microscoépicos (SHEN, 2003). Podem ser utilizados na industria para a obtengao de
penicilina e xantocilina, no tratamento de residuos de fabricacdo de polpa de papel,
tratamento de efluentes, dentre outras aplicagbes (SAMSOM, 1977).

O Penicillium crustosum (Figura 7A) se encontra no filo Ascomycota, sendo
este 0 mais complexo do género Penicillium. No final de cada conidiéforo existem
grupos de dois ou mais ramos, onde cada um destes suportam um aglomerado de
células conideogenous conhecida como fialides. Esse micro-organismo pode tolerar
temperaturas baixas, além de produzir uma neurotoxina cujo o nome é Penitrem A
(tremortin) (ALEXOPOLOUS, 2004). Assim como o fungo P. chrysogenum (Figura
7B), o P. crustosum pode ter varias aplicagdes, sendo uma delas o tratamento de

efluentes, processo de biodegradacgao.

Ambos os fungos apresentados tem a capacidade de produgao de enzimas néo
especificas, tais como por exemplo, a xilanase e a lacase, que podem biodegradar

surfactantes, chegando em uma reducgéo de 90%.

Figura 7: Fotos dos micro-organismos: A) P. crustosum e B) P. chrysogenum
(Fonte: Autor).
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4. METODOLOGIA

4.1. Reativagao dos Fungos

O primeiro passo foi a reativagcdo dos fungos Penicillium crustosum e
Penicillium chrysogenum. Essa etapa ocorreu fazendo-se um meio de cultura
utilizando Batata dextrose agar 39 g/L e através de um béquer adicionou-se 5,85 g do
meio em 150 mL de agua destilada. Por fim, esse meio foi colocado em um erlenmeyer
de 250 mL. Apds a preparagao do meio, 0 mesmo juntamente com as placas de Petri
foram autoclavados. Depois de autoclavar, as placas foram preparadas em fluxo
laminar. Alguns pedagos de fungos foram colocados devidamente nas placas, e
posteriormente foram incubados em estufa por cinco dias em temperaturas de 25°C.

4.2. Coleta dos esporos

Para a coleta de esporos (Figura 8), preparou-se uma solugado salina 0,85%
(m/v) adicionou-se 0,85 g de cloreto de so6dio em 100 mL de agua destilada. Em
seguida para a preparagédo do meio, foram autoclavados o meio juntamente com tubos

falcon, um funil de vidro e também gaze.

Apo6s o material ser auto-clavado, o mesmo foi colocado em fluxo laminar, e
assim, a solugao salina foi adicionado, nas placas de Petri para retirar os esporos.
Com a ajuda de uma alga de Drigalski, a solugao foi raspada delicadamente para que
0s esporos se soltassem e fossem colhidos. O meio foi vertido no funil de vidro (onde
se encontrava a gaze) apoiado por cima de um erlenmeyer e filtrado, retendo as hifas
e pedacgos de agar. A solucgao filtrada contendo os esporos foi armazenada em tubos

Falcon e guardada na geladeira para os proximos passos.
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Figura 8: Coleta de esporos (Fonte: Autor).

4.3. Contagem dos esporos

Para se fazer a contagem de esporos a solugao foi diluida 10 vezes em agua
destilada. Apdés a diluicdo utilizou-se a camera de Neubauer (Figura 9) para a
contagem dos esporos. Nessa camera foram colocados 10 yL da solugdo diluida.

Posteriormente a contagem esporos, calculou-se a meédia dos valores encontrados.
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Figura 9: Representagcdo da camara de Neubauer utilizada para contagem dos

esporos. Fonte: http:/laboratoryinfo.com/manual-cell-counting-neubauer-chamber/

4.4. Curva de crescimento

A etapa seguinte foi a cinética de crescimento, com duracdo de cinco dias,
onde, o resultado diario correspondeu ao valor médio de uma ftriplicata. As
concentragdes dos reagentes utilizados estdo descrito na Tabela 1.
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Tabela 1: Reagentes e suas respectivas quantidades na preparagéo do meio
minimo liquido (MML) adaptado (FONTE: Adaptado de SILVA, 2013).

Reagente Concentragao (g/L)
Glicose (CsH1206) 10,0
MgSO4 1,1
Ureia 1,0
KH2PO4 5,44
KoHPO4 6,98
CuSO4 0,01

Em seguida, foi feita a preparagdo do meio e para inicio do procedimento os
materiais foram autoclavados, utilizando-se 15 erlenmeyers para cada fungo e uma
micropipeta de 100 pL. Apés esfriar, foram vertidos 70 mL de meio de cultura em cada
erlenmeyer. Posteriormente adicionou-se em cada tubo 100 yL da solugéo de
esporos. Os tubos foram nomeados e incubados em agitador orbital, 180 rom, a 25°C.
Foi utilizada a seguinte codificagdo para identificar as cepas dos fungos: o termo CHR
para o fungo P. chrysogenum e CRU para o P. crustosum, seguida de dois numerais,
o primeiro referente ao dia da analise (1 a 5) e o segundo referente a numeragao da
triplicata (1 a 3).

O crescimento dos fungos foi quantificado conforme o método de massa seca,
para isto, 15 filtros foram previamente secos para cada fungo em estufas a 80°C,
pesados e tarados para posterior secagem e pesagem das massas obtidas a cada dia

de analise.

4.5. Cultivo aerdbio

O processo de biodegradacdo foi estudado através de um planejamento
estatistico DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) fracionado 22 com 4
pontos axiais e triplicata no ponto central, totalizando 11 ensaios. Foi feito mais um
ensaio controle similar ao ensaio 11, entretanto sem a presencga dos fungos. A Tabela

2 lista os valores utilizados no planejamento experimental.
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Tabela 2: Planejamento experimental variando as concentracdes de LAS (g/L) e
Ureia (g/L) como fonte de nitrogénio.

Ensaio LAS (g/L) Ureia (g/L)
1 -1 (0,003) -1 (6,45)
2 -1 (0,003) +1 (13,55)
3 +1 (0,009) -1 (6,45)
4 +1 (0,009) +1 (13,55)
5 -1,41 (0,002) 0(10)
6 +1,41 (0,010) 0(10)
7 0 (0,006) -1,41 (5)
8 0 (0,006) +1,41 (15)
9* 0 (0,006) 0(10)
10* 0 (0,006) 0 (10)
11* 0 (0,006) 0(10)
12 (controle) 0 (0,006) 0(10)

*Ensaios com pontos centrais.

As amostras foram preparadas baseadas nos dados da Tabela 1, uma das
solugdes apresentam todos reagentes, exceto ureia. A outra solugao apresenta alta
concentragdo de ureia. De acordo com o planejamento da Tabela 2, foram
dimensionados os reagentes nos 12 erlenmeyers; agua destilada foi utilizada para

completar a quantidade de 70 mL da solugao.

Apos o preparo das amostras, as mesmas foram colocadas em um agitador
orbital por cinco dias a 25°C e 180 rpm. No quinto dia, para fazer a filtragdo das
amostras, 12 filtros foram colocados em uma estufa para secagem, apds um hora,
esses filtros foram retirados da estufa, e as amostras que se encontravam no agitador
orbital foram filtradas a vacuo. Em seguida, os filtros voltaram novamente para a estufa
a uma temperatura de 80°C. Nessa etapa foram anotados os valores de pH e pesos
de cada amostra liquida de cultura fungica para que as analises de MBAS sejam

determinadas conforme descrito no item 4.6.
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4.6. Analise (MBAS)

A curva analitica foi construida para comparacao e as pode-se estipular as
concentragdes em 0,4 mg/L; 0,8 mg/L; 1,2 mg/L; 1,6 mg/L e 2,0 mg/L, sendo que uma
amostra de cloroférmio € o branco da curva. Os procedimentos e analises foram
retirados do “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” (APHA,
1998).

Com a ajuda do cloroférmio pode-se extrair o objeto de estudo, no caso o
detergente. Assim um complexo € formado entre o azul de metileno (catidnico) e o
surfactante (aniénico), escolha feita por o azul de metileno ser sensivel a compostos
anidnicos com uma parte hidrofébica na constituicdo do mesmo o par surfactante-azul
de metileno passa para sua fase organica, em consequéncia da interagéo, assim pode
ser extraido no cloroférmio. A solubilidade do corante ndo associado em cloroférmio

€ muito pequena.

Neste presente trabalho para o método de MBAS, as solu¢gdes empregadas
tiveram seus volumes reduzidos pela metade. Motivo esse por se tratarem de
substancias nocivas aos seres vivos do ambiente (COSTA, 2016). Dados presentes

na Tabela 3.

Tabela 3: Quantidade de amostras para analises de MBAS
(Adaptado de COSTA, 2016).

Solugéo v APHA Volume empregado
olume (mL) (mL)
Amostra 100 50,0
Azul de metileno 25 12,5
Cloroférmio 30 15,0
Alcool Isopropilico* 5 2,5
Lavagem 50 25,0

*Adicionado caso necessario, para que evite a formagdo de emulséo.
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Apds a reagdao de biodegradacgéo, para a quantificacdo do surfactante, a
amostra foi inserida em um funil de separacdo com o azul de metileno e o cloroférmio.
Para a homogeneizacgao, a mistura foi agitada por 30 vezes. Na sequéncia retirou-se
a mais densa apos a separagao de fases. Tal procedimento foi realizado por trés

vezes.

De acordo com Apha (2016), a porgao organica extraida passou para a ultima
etapa exigida pelo método, depois do processo. O restante da mistura no funil de
separacao foi armazenada para o devido descarte. Tal porcéao foi vertida no funil com
uma solucdo de lavagem, agitando novamente a mistura. Tal etapa é realizada para
a retirada da fase polar, que por ventura tenha sido extraido juntamente com o
solvente. A fase mais densa foi retirada apés o repouso e separagao das fases, depois
levada ao espectrofotdmetro “Biospecto” SP-220 em 652 nm. Lembrando que o

branco é composto por cloroféormio.

Na metodologia proposta de anadlise MBAS ¢ utilizado alcool isopropilico, porém
o0 mesmo néo foi utilizado para que a formacao de efluentes n&o se tornasse mais
téxico. O solvente utilizado para realizar a extracdo do surfactante residual é
recuperado por rota-evaporagao, produzindo menos efluentes, agredindo menos o

ambiente. Nesse presente trabalho ndo houve a recuperagéo do solvente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Reativagao

Os fungos encontravam-se em o6leo mineral ndo havendo crescimento de
hifas e nem de esporos, isto porque o 6leo mineral além de manter os fungos inativos,
ha conservacao da integridade dos mesmos. Apds cinco dias de incubagao o fungo
P. chrysogenum apresentou esporulagdo com uma coloragdo verde, podendo ser
coletado no quinto dia. Ja o fungo P. crustosum apresentou esporulagéo tardia, os
esporos foram retirados no oitavo dia, onde apresentou uma coloragao verde clara.

Os resultados encontram-se na Figura 10.

B)

~

Figura 10: Reativagéo dos fungos no meio de Batata dextrose agar.
A) P. chrysogenum apresentou esporos dentro do periodo de cinco dias e

B) P. crustosum apresentou esporos apos oito dias de incubacgao.

5.2. Coleta de Esporos

Os esporos foram coletados e armazenados em tubos de centrifugas (Figura
11) contendo solugdo salina para proteger e evitar o processo de osmose.
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Figura 11: Esporos coletados e guardados em um tubo centrifuga:
A) P. crustosum e B) P. chrysogenum.

5.3. Contagem dos esporos

Foram contados para o fungo P. chrysogenum um valor médio de 17,6
esporos em 0,04 mm2 A camera de Neubauer usada nesse projeto tinha
aproximadamente uma profundidade de 0,1 mm, e consequentemente o volume das
mesma era de 0,004 mm3. A partir dos dados € possivel encontrar uma quantidade

de esporos presentes por mL da solugao.

17,6 esporos 17,6 esporos (17,6 x10°%esporos 1m3
0,004mm? _ 0,004x 10°m® 0,004m? * \106mL

_ 4,40 x10°esporos
B mlL

Considerando o fator e diluigdo tem-se que:

(4,40 x106esporos> 10 4,40 x107 esporos
X =

mL mL
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Para o fungo P. crustosum, foram feitos os mesmos procedimentos anteriores,
mostrados em seguida:

12,3 esporos 12,3 esporos _ (12,3 x10%esporos 1m3
0,004mm® _ 0,004 x 10-9m3 0,004m3 * \106mL

3,07 x10%esporos

mL

Considerando o fator e diluigdo tem-se que:

mL

<3,07 x106esp0ros> 10 3,07 x107 esporos
X =
mL

5.4. Curva de Crescimento

Para o calculo da massa seca, durante um periodo de cinco dias, foram
analisados trés amostras de cada micro-organismo. As mesmas eram retiradas do
agitador orbital, e entdo medidos os pesos das respectivas amostras. Nota-se atraves
da Figura 12 que nos trés primeiros dias os fungos aparecem em uma fase log
(exponencial), onde houve um maior crescimento, e apos o terceiro dia, os micro-
organismos apresentaram-se na fase estacionaria, onde o crescimento tornou-se
constante.
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Figura 12: Curva de crescimento dos micro-organismos:
A) P. chrysogenum e B) P. crustosum.

Observa-se que 0 micro-organismo P. chrysogenum obteve maior crescimento
chegado a valores de 0,25 g de massa fungica, em comparagdo ao
P. crustosum tendo como seu maior valor de massa fungica aproximadamente 0,23 g.
Esse resultado pode ter ocorrido devido uma maior adaptagédo ao meio do fungo

P. chrysogenum em relagéo ao P. crustosum.

5.5. Curva de Calibracdo do Método MBAS

A determinagao da concentracao final do surfactante apds os processos de
cultivo aerobio foi comparada com uma curva padrdo (Figura 13). Com base na
analise grafica foi possivel verificar a linearidade da reagdo e calcular um fator de
conversao de valores de absorbancia em concentracao. Desta forma, a curva padrao

também fornece a equacao linear para a realizacao dos calculos.
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Figura 13: Curva de calibragdo do método MBAS aplicada na anadlise da

biodegradacao de surfactantes.

5.6. Cultivo aerdbio P. chrysogenum

Os resultados de pH, absorbancia média, massa seca (g) e reducdo de LAS
(%) apo6s 5 dias de cultivo aerdbio do P. chrysogenum estéo descritos na Tabela 4 e
na Figura 14, sdo mostrados os erlenmeyers. Nota-se que os fungos obtiveram um
crescimento satisfatério nas 11 amostras (Figura 14), e que esse crescimento variou
de acordo com o meio proposto no planejamento experimental. Observa-se que em
algumas amostras houve um desenvolvimento maior do que em outras, podendo ser
devido a variagéo de ureia, como por exemplo, na terceira amostra, que obteve um
valor de 0,9214 g sendo esta o maior valor obtido de massa seca, seguida da sétima
amostra, com uma massa seca de 0,8941 g e na quarta amostra com a massa seca
no valor de 0,6704.

Na décima segunda amostra ndo houve crescimento algum de micro-

organismos devido a nao inoculagéo do fungo, sendo a mesma o controle.
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Figura 14: Resultado do cultivo aerdbio apds 5 dias do P. chrysogenum.

Tabela 4: Resultados do cultivo aerébio do P. chrysogenum.

Ensaio pH Abs média Massa Redugdo
seca (g9) (%)
Amostra 1* 7,00 0,109 0,2342  96,0176384
Amostra 2 6,95 0,188 0,2643  92,9355995
Amostra 3* 7,04 0,123 0,9214 81,906503
Amostra 4* 7,34 0,112 0,6704  95,9052803
Amostra 5* 7,04 0,069 0,3790  89,1140583
Amostra 6 6,93 0,141 0,4292  81,1906655
Amostra 7* 7,23 0,052 0,8941 89,4603469
Amostra 8 7,49 0,131 0,5774  75,8243142
Amostra 9 717 0,071 0,3333 93,757464
Amostra 10 7,30 0,052 0,3386 93,851869
Amostra 11 7,31 0,051 0,3403  93,9882595

*Amostra diluida 10 vezes para leitura no espectrofotdmetro a 652 nm.
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Para demonstrar a capacidade de remoc¢ao do LAS do meio de cultivo foi
verificada através do método MBAS (Figura 15) onde que as concentragdes foram
estudadas ao final do processo. Através da Tabela 4 pode-se observar os valores de

reducgéo para o fungo P. chrysogenum variando em torno de 75,82-96,01%.

Os experimentos 1, 2, 4, 9, 10 e 11 alcancaram redugdes acima de 90%, tendo

destaque para a primeira amostra com 96,01%.

Analisando-se a porcentagem de massa seca 0s ensaios onde ocorreram
maior biodegradag¢do, ndo coincidiram com uma maior produgdo de massa seca,
como exemplo, a Amostra 1 que obteve uma maior redu¢gdo em comparagao com a
Amostra 8 onde a porcentagem de redugdo foi menor, em contrapartida a
porcentagem de massa seca foi maior (0,5774 g) do que a encontrada na Amostra 1
(0,2342 g). No ensaio 3 percebe-se um maior crescimento fungico com 81% de

biodegradagao, e concentragdo maior do LAS.

O mesmo resultado pode ser observado em Costa (2016), onde os valores da
maxima biodegradagao n&o coincide com o de maior massa seca. Apenas para um
dos fungos estudados percebeu-se uma maior produgao de massa que coincidiu com
0 ensaio de maior porcentagem de remoc¢ao do surfactante. Tal fato pode ter ocorrido
devido ao P. chrysogenum ter produzido enzimas como lacase e xilanase, tendo a
mesma a fung¢ao de biodegradar compostos, como por exemplo, o LAS. Nas amostras
onde se obteve maior biodegradagcéo do LAS pode-se ter como hipotese uma maior
producdo dessas enzimas, logo houve uma maior biodegradacdo. De acordo com
Dashek (1997), as xilanases estdo presentes em fungos, principalmente em
Aspergillus e Penicillium que as usam na degradacdo de matéria vegetal em

nutrientes utilizaveis.

Outro fator que pode ter levado a grandes valores de redugéo do surfactante
foi 0 meio de cultivo em que o fungo foi submetido. De acordo com Costa (2016), Os
altos valores de remocao do surfactante do meio podem ser explicados pelas

condigdes que favorecam a biodegradagao pelo fungo.
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Figura 15: Analise MBAs feito em trés das 12 amostras.

Foi possivel analisar as variaveis de entrada LAS e ureia, e como variaveis
de saida, massa seca e redugéo, e em seguida pode-se averiguar se o planejamento
proposto é significativo e preditivo. Através do software Statistica pode-se também
construir graficos e tabelas para analises posteriores. As analises feitas pelo
Statistica foram feitas utilizando-se 90% do limite de confianga.

Pode-se avaliar através do diagrama de Pareto e da ANOVA (Figura 16,
Tabela 5) o comportamento da porcentagem de massa seca do meio em relagao a
concentragcédo de LAS e de ureia (fonte de nitrogénio). Pode-se notar para a massa
seca do P. chrysogenum que somente os dois primeiros parametros de LAS e ureia
apresentaram valores preditivos e significativos (p<0,1), diferentemente dos outros
parametros apresentados que nao possuiram valores estatisticamente significativos

nem preditivos (p<0,1) dentro das condigbes analisadas.
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Figura 16: Diagrama de Pareto: Variavel massa seca do cultivo aerdbio do

P. chrysogenum.

De acordo com COSTA (2016), as variaveis analisadas pode nao ser

interferentes nas condigdes atuais, entretanto ndo se pode descartar a possibilidade

de interferéncia no percentual de massa seca fungica em condi¢des diferentes.

Tabela 5: ANOVA para a variavel resposta massa seca no cultivo aerobio

do P. chrysogenum.

SS GL QM F
Regresséo 0,450269 3 0,15008967
Residuo 0,141590 7 0,02022714 7,42
Total 0,591859 10

Feal=7,42; Frap = F(3;7;0,1) = 3,07
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Sabendo-se Ftabelado & equivalente a 3,07 € o valor Fegcuiado € igual a 7,42, desta
forma diz-se que o modelo matematico € estatisticamente significativo e preditivo
em relagdo a massa seca indo de encontro com o Diagrama de Pareto. A partir disso,

a Equacado 1 (mostrada abaixo) gerada pelo software mostra-se condizente com a
realidade experimental.

Massa seca = 0,337400 — 0,145537(X;) + 0,021512(X;)?

(Equacao 1)
—0,083598(X;) + 0,187337 (X;)? — 0,070275(X;) (X3)

A concentragao de detergente € dado por X1 e concentragdo de ureia por Xa.
Substituindo os parametros normalizados de qualquer ensaio é possivel ter a prova

da confiabilidade da Equacao 1 (utilizando o primeiro ensaio).

Massa seca = 0,337400 — 0,145537(—1) + 0,021512(—1)2 — 0,083598(—1)
+0,187337 (-1)% — 0,070275(—1)(—1)

Massa seca = 0,705 g

Ao se relacionar com o valor predito (0,705) com o valor observado (0,2342),
observou-se uma diferenga relativamente minima (0,4708 g), podendo-se desta forma
fazer as analises da curva de contorno como também da superficie de resposta para

a produgao de massa seca do P. chrysogenum (Figura 17).
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Figura 17: Curva de contorno (A) e Superficie de resposta (B) para a variavel de
resposta produ¢do de massa seca do fungo P. chrysogenum.

Pode-se ser observado na curva de contorno (Figura 17A), que as melhores
condi¢des para a producdo de massa seca pelo P. chrysogenum estao associadas a
baixas concentragdes de fonte de nitrogénio (ureia) e maior quantidade de detergente
(LAS). Pode-se observar que os pontos centrais ndo apresentam situagbes que

contribuem para bons resultados.

Pode-se fazer a analise através do grafico de confiabilidade (Figura 18), para

confirmagédo dos resultados ja apresentados.
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Figura 18: Valor predito versus valor observado para a variavel massa seca.

Pode-se notar no grafico de valor predito versus o valor observado que os
pontos encontrados no mesmo ndo estdo tao dispersos da linha, confirmando os
resultados das outras analises ja feitas. Isso €, os pontos mostrados no grafico para
que o modelo matematico seja estatisticamente preditivo e significativo, os mesmos
devem estar proximos a linha em que y=x. Como houve esse nao houve um grande

afastamento diz-se que o modelo condiz com a realidade experimental.

Através do diagrama de Pareto e da ANOVA (Figura 19, Tabela 6), foi avaliado
a porcentagem de redugédo do meio em relagdo a concentragao de LAS e a fonte de
nitrogénio (ureia). Observa-se que os paradmetros dentro das condi¢cdes analisadas

nao possuem valores estatisticamente preditivos e significativos (p<0,1).

Do mesmo modo em relagdo a massa seca, as variaveis estudadas ndo sao
significativas nas condi¢des atuais, mas néo pode ser descartada a possibilidade de

interferentes no de remogao em outras condigbes (COSTA 2016).
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Figura 19: Diagrama de Pareto: Variavel redug&o do cultivo aerébio

do P. chrysogenum.

Tabela 6: ANOVA para a variavel resposta redugéo no cultivo aerobio

do P. chrysogenum.

SS GL Qm F
Regressao 230,8436 1 230,8436
Residuo 235,530 9 26,17 8,82
Total 466,3736 10

Fcal = 8,82; F1ab = F(1;9,0,1) = 3,36
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Apos a verificacdo dos resultados através da Tabela 6 tem-se como Fcaicuiado
para a reducdo o valor de 8,82 apresentando-se também um valor superior ao Fiapelado

3,36, e assim pode-se dizer que o modelo matematico (Equagao 2) é condizente a

realidade experimental.

% reduciio = 93,86586 — 2,79257(X,) — 2,4075(X;)? — 1,04623(X,)

(Equacao 2)
—3,6625(X;)? + 4,27(X1) (X3)

Utilizando o primeiro ensaio tem-se que:

% Reducdo = 93,86586 — 2,79257(—1) — 2,4075(—1)% — 1,04623(—1)
—3,6625(-=1)% +427(-1)(-1)

% Reducao = 95,90 %

Ao se relacionar com o valor predito (95,90) com o valor observado (96,02),
observou-se uma diferenca insignificante (0,12%), fazendo-se que a Equacéo seja
condizente com a realidade experimental. Nota-se que o valor encontrado na Equagao
2 é um valor inferior ao valor real, isto € 0 modelo matematico apresentou valores
subestimados, e devido a esse bom resultado pode-se analisar as curvas de contorno

e superficie de resposta relacionadas a reducao do P. chrysogenum (Figura 20).
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Figura 20: Curva de contorno (A) e Superficie de resposta (B) para a variavel de
resposta produgao de massa seca do fungo P. chrysogenum.

Pode-se observar pela superficie de resposta (Figura 20B) que as condigdes
estudadas mostraram-se satisfatérias, se obtendo redugdes em torno de 80 e
superiores a 90%. A melhor condigdo apresentada (em torno de 90%), encontra-se
em menores quantidades de LAS e ureia. Os pontos centrais mostram-se com um
bom resultado superando 90% de remocgao. Pode-se mudar alguns parametros para
que estes pontos centrais cheguem a uma condigdo melhor de redugéo. Através do
grafico de confiabilidade (Figura 21), pode-se realizar uma nova analise confirmando

os resultados.
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Figura 21: Valor predito versus valor observado para a variavel redugdo do
P. chrysogenum.

Sabemos que quanto mais proximos os pontos do modelo matematico mais
confiavel € o modelo, isto € os pontos deste grafico devem estar proximos da linha
em que y = X, indicando que os valores ajustados estdo proximos dos valores
observados. Analisando a Figura 21, nota-se que o modelo apresentado para a
reducdo nao possui uma alta confiabilidade devido os pontos do grafico estarem muito
distantes da linha, confirmando entdo os dados estatisticos ja apresentados nas
outras analises, inclusive no diagrama de Pareto tornando-se o modelo n&o preditivo

e significativo.
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5.7. Cultivo aerébio P. crustosum

Para o cultivo aerdbio do micro-organismo P. crustosum foi empregado o
mesmo planejamento experimental do P. chrysogenum tendo a Tabela 7 os resultados

obtidos para este fungo.

Tabela 7: Resultados do cultivo aerdbio do P. crustosum.

Massa Reducao
Ensaio pH Abs média
seca (g) (%)

Amostra 1* 8,10 0,091 0,1942 96,7198751
Amostra 2 7,59 0,039 0,0954 98,748559
Amostra 3 6,93 0,163 0,1024 75,6715272
Amostra 4 7,48 0,157 0,0967 94,1516934
Amostra 5* 7,48 0,082 0,1545 86,8343686
Amostra 6* 7,26 0,112 0,0758 85,258992
Amostra 7 6,89 0,160 0,1047 64,208621
Amostra 8* 7,57 0,173 0,0878  67,6408845
Amostra 9* 7,40 0,120 0,0974 88,9837967
Amostra 10* 7,12 0,119 0,0737 84,7137059
Amostra 11* 7,21 0,120 0,0889 84,5773154

*Amostra diluida 10 vezes para leitura no espectrofotdmetro a 652 nm.

Analisando a Tabela 7 percebe-se que a primeira amostra (0,1942 g) e a quinta
amostra (0,1545 g) apresentaram maior crescimento apés cultivo aerdbio. Ja nas
amostras 6 (0,0758 g) e 10 (0,0737 g) n&o houve um grande crescimento do fungo,
em comparagdo as outras amostras. Nota-se que os pontos centrais o fungo
apresentado ndo obteve crescimentos significativos, como mostrado nos resultados

de outros experimentos.

De maneira analoga ao P. chrysogenum, o P. crustosum que apresentou um
maior reducdo nos ensaios de menor massa seca, com excecao da primeira amostra
que obteve uma grande reducao (96,72%). A segunda amostra, a qual teve uma maior

porcentagem de reducdo (98,75%) tem-se baixa massa seca (0,0954 g) em
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comparagao com a Amostra 1, assim como nos experimentos 4 (94,15%), 5 (86,83%)
e 9 (88,98%), com massas secas de 0,0967 g, 0,1545 g e 0,0974 g respetivamente.
Uma das causas para a biodegradacéao do LAS pode estar relacionada a producéao de
enzimas com acgao biodegradante. Logo, nas amostras que tiveram uma maior
reducdo, o micro-organismo pode ter produzido uma maior quantidade dessas

enzimas.

Pode-se observar no cultivo aerébio do micro-organismos P. crustosum que
nos ensaios com maior porcentagem de redugéo de LAS (Figura 22), havia agregados,
sendo estes supostamente agregados proteicos. De acordo com Costa (2014) esse
fato pode ter ocorrido devido a massa precipitada ser rica em enzimas, isso porque as
proteinas sao precipitadas na presenga de sais e também solventes organicos, no

caso do trabalho apresentado utilizou-se o cloroférmio.

Em comparacgéo dos dois micro-organismos estudados nas mesma condi¢des
de cultivo neste presente trabalho, o P. crustosum é o que apresenta melhores
condic¢des para ser analisado e inserido em um tratamento de efluente devido ao valor
de redugdo encontrado chegando a 98%, como também sua menor produgdo de
massa seca em ralagdo ao P. chrysogenum. De acordo com GANGHIS (2000) Os
fungos n&o sao habitantes frequentes em lodos ativados. Seu desenvolvimento é
estimulado sob dadas condi¢cdes nos aeradores, como pH adequado, presenca de boa
quantidade de carboidratos e deficiéncia de nutrientes. Os fungos séo tao eficazes
quanto as bactérias na estabilizagdo da matéria organica mas, por serem
filamentosos, podem levar o sistema ao bulking quando presentes em grande numero.

Um dos géneros que podem aparecer em lodos ativados é o Penicillium.
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Figura 22: Formagao dos aglomerados, supostamente proteicos, podem ser

observado nas amostra.

Através do Diagrama de Pareto e da ANOVA (Figura 23, Tabela 8) foram feitas
avaliagdes da producdo de massa seca, em relagao a concentragao de LAS e de ureia
(fonte de nitrogénio). No Diagrama de Pareto para a massa seca, apenas o ultimo
parametro apresentado ndo obteve valores significativos (p<0,1), tendo os outros
parametros com valores superiores sendo os mesmo estatisticamente significativos e
preditivos nas condigdes analisadas.

De acordo com Costa (2016), pode nao haver interferéncia nas condigbes
atuais das variaveis analisadas, mas nao deve ser descartada a possibilidade de

interferéncias no percentual de producdo de massa seca em diferentes condigoes.
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DV: Massa Seca

(1)LAS(L) -3,8724
1Lby2L 2,526542
|
(2)UREIA(L) -2,46393
LAS(Q) 2,368102
UREIA(Q) 1,149254

p=,1

Figura 23: Diagrama de Pareto: Variavel massa seca do cultivo aerébio do P.

crustosum.

Tabela 8: ANOVA para a variavel resposta massa seca no cultivo

aerobio do P. crustosum.

SS GL QM F
Regressao 0,011298 5 0,00226
Residuo 0,001697 5 0,0003394 6,657631
Total 0,012995 10

Fcal = 6,657631; Frab = F(5;5;0,1) = 5,05

Através da Tabela ANOVA foi obtido o valor de Fca= 6,657631, mostrando-se

maior que o valor tabelado. Sendo assim, o modelo matematico é estatisticamente

preditivo e significativo, desta forma pode-se gerar a Equacgao 3 pelo software.
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A confiabilidade da equacéao pode ser confirmada obtendo os valores preditos

pelo modelo matematico apresentado anteriormente. Considerando o ensaio de
numero 1 do planejamento, tem-se:

Massa seca = 0,086667 — 0,025225(X,) + 0,018360(X;)? B
(Equagao 3)
—0,016050(X,) + 0,008910(X,)? + 0,023275(X;)(X,)

Massa seca = 0,086667 — 0,025225(—1) + 0,018360(—1)% — 0,016050(—1)
+0,008910(—1)2 + 0,023275(—1)(—1)

Massa seca = 0,1785 g

Comparando o valor predito (0,1785 g) e o valor observado (0,1942 g), pode-
se perceber que a variagao entre os resultados (0,016 g) € minima. Assim, tem-se um

modelo estatisticamente confiavel. Na Figura 24, s&o apresentados as curvas de
contorno e superficie de respostas para o P. crustosum.

A) DV: Massa Seca B ) DV: Massa Seca

Uréia: 2

Figura 24: (A) Superficie de resposta e (B) Curva de contorno para a Massa seca (g)

em funcdo das concentragdes de ureia (g/L) e LAS (mg/L) para o P. crustosum.
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Diante da curva de contorno para a massa seca (Figura 24B), pode-se observar
que as melhores condigdes para o crescimento fungico ocorre em baixas
concentragdes de LAS e ureia. Analisando os pontos centrais, nota-se que 0s mesmos

nao apresentam resultados satisfatérios, com valores de massa seca muito inferiores.

DV: Massa Seca
0,19 y .

0,18 o
0,17
0,16 ¢ o
0,15
0,14

0,13 1

Valores preditos

012 ¢
0,11
0,10 ¢ o
0,09 1

0,08 | © ©

0,07 : : : : : : :
0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0.20 0,22

Valores observados

Figura 25: Valor predito versus valor observado para a variavel massa seca.

Diferentemente dos outros graficos analisados de valores preditos versus
valores observados pode-se observar no grafico (Figura 25) que ndo ha grande
dispersao dos pontos a curva, como ocorrido nas outras situagdes, podendo-se dizer
que o modelo matematico encontrado é estatisticamente preditivo e significativo,
confirmando os resultados ja apresentados.

Ao contrario do observado no Diagrama de Pareto referente a massa seca, os
parametros de redugdo nao possuiram valores estatisticamente significativos e
preditivos (p<0,1) dentro das situagbes analisadas para o fungo P. crustosum, como

€ mostrado pelo Diagrama de Pareto na Figura 26.
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DV: Redugao

UREIA(Q) -1,3762
(1LAS(L) F -,913253
LAS(Q) ,8394516
|
I
(2)UREIA(L) ,8310029
1Lby2L 7622989

p=,1

Figura 26: Diagrama de Pareto: Variavel redugéo do cultivo aerdbio do P. crustosum.

Tabela 9: ANOVA para a variavel resposta a redugdo no cultivo aerdbio

do P. crustosum.

SS GL QM F
Regressao 663,039 1 663,039
Residuo 582,196 9 64,688 10,249
Total 1245,235 10

Feal = 10,249; Frab = F(1;9;0,1) = 3,36

Visto que o valor de Fcalculado (10,249) € superior ao Ftabelado(3,36) (Tabela 9).
Portanto, os resultados para a porcentagem de remogédo apresentam resultados
estatisticamente confiaveis. Logo o modelo matematico demonstrado pela Equagao 4

se mostra condizente com a realidade.
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% Remogio = 86,0916 — 3,48416(X;) + 3,81349(X;)? + 3,17035(X>)

(Equacgao 4)
— 6,24746(X,)? + 4,11290(X,)(X,)

Considerando o ensaio de numero 1 do planejamento, tem-se:

% Remocio = 86,0916 — 3,48416(—1) + 3,81349(—1)2 + 3,17035(—1)
— 6,24746(—1)% + 4,11290(—1)(—1)

% Redugdo = 88,08 %

Ao relacionar o valor predito (88,08%) do valor observado (96,72%) pode-se
perceber uma diferencga significativa mas dentro da faixa de erro aceitavel (8,64%). A
Equacgao 4 apresenta valores subestimados em relagéo ao real. Em seguida é feita a
analise (Figura 27) da curva de contorno e superficie de resposta para a remogao do
LAS para o micro-organismo P. crustosum.

A) DV: Redugdo B ) DV: Redugao

Uréia: 2

Figura 27: Curva de contorno (A) e Superficie de resposta (B) para a variavel de

resposta para a porcentagem de remogao do LAS para o fungo P. crustosum.
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Observa-se na superficie de resposta (Figura 27B) que principalmente em
pequenas concentragbes de ureia e detergente ha uma redugdo em torno de 95%
sendo o resultado satisfatério. Ja os pontos centrais também possuiram bons
resultados para a reduc¢do, sendo os mesmos em torno de 80%. Nota-se que em

grandes concentragdes de ureia e LAS proporcionaram resultados 6timos de redugéo

em torno de 90%

A analise de reducgao pode ser vista através do grafico de confiabilidade (Figura

28).

DV: Redugao

105

100

Valores preditos

65

60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
Valores observados

Figura 28: Valor predito versus valor observado para a variavel redugéo do

P. crustosum.

Pode-se observar o grafico correspondente a redugao (Figura 28) que os
pontos encontram-se distantes da linha em que y=x, desta forma, o modelo
matematico ndo se torna confiavel como é mostrado no diagrama de Pareto em que

0s parametros se encontram abaixo a linha dos 90% de confianga.
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Apos analise, dos dados e resultados da biodegradacédo utilizando os micro-
organismos P. chrysogenum e P. crustosum, pode-se perceber que neste trabalho
foram obtidas redugdes entre 94 a 98%, do detergente do meio e quando comparados

com outras literaturas, os valores foram satisfatérios para a redugéo do LAS.

Costa (2016) observou que os micro-organismos P. crustosum e P.
chrysogenum mostraram-se eficientes na biodegradacdo do Linear alquibenzeno
sulfonato de sodio. Entre os fungos estudados no trabalho, o que mais se mostrou
apto para o tratamento do efluente sintético contaminado com o surfactante
alquibenzeno sulfanato de sddio foi o P. chrysogenum, tendo um alcance de até 99,5%

de remocéao do LAS.

Estudos feitos por Silva (2014) mostraram que no processo de biodegradagao
estudado, variando-se a concentragdo de glicose e LAS, os resultados s&o
satisfatorios por apresentar redugdes proximas a 90%, em alguns casos chegando em
95%.

A maior reducgao (95,36%) foi alcangada pelo P. crustosum com 3 mg/L de LAS
e 13,55 g/L de glicose. Em condi¢bes parecidas o P. chrysogenum também
apresentou 94,64% de biodegradacgéo na presenga de 3 mg/L de LAS e 6,45 g/L de
glicose. Tal resultado pode ter ocorrido devido ao micro-organismo P. crustosum ter
se adaptado melhor em condigbes com maiores quantidades de glicose em relagao
ao P. chrysogenum, que sua maior redugao foi na presenga de menores quantidades

de glicose no meio.

Nos estudos de Santos (2015), foi observado que o fungo Penicillium
chrysogenum em cultivo aerébio submerso a 25°C, 180 rpm durante 5 dias, alcangou
alto nivel de biodegradacdo de LAS chegando a 99,4%, enquanto tratamentos
convencionais em anaerobiose removem no maximo 70% de surfactantes totais em

efluentes domésticos reais.

Para melhores comparagdoes e analises dos resultados encontrados no trabalho

apresentando e em outros ja estudados tem-se a Tabela 10.

53



Tabela 10: Resultados encontrados e de outros trabalhos.

Resultados encontrados Outros trabalhos
P. crustosum 95,36% (Silva, 2014)
98.75% 85,00% (Costa, 2016)

94,64% (Silva, 2014)
99.40% (Santos, 2015)
99,50% (Costa, 2015)

P. chrysogenum
96.02%

Pode-se afirmar que os fungos filamentosos séo eficientes para a
biodegradagao devido aos elevados valores de redugao do LAS, chegando a redugdes
préximas ou maiores que 90%. De acordo com Silva (2014) se faz necessario levar
em consideragao a viabilidade de estudos que fagam uma avaliagdo da adaptagao e
biodegradagdo dos fungos P. crustosum e P. chrysogenum em maiores
concentragdes de LAS. A justificativa vem de estudos como OKADA et al. (2009) com
redugoes significativa do LAS de 50+20%, devido a concentragdo de surfactante no

meio ser considerada alta (14 mg/L).
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6. Concluséao

Os fungos utilizados no presente trabalho obtiveram 6timos resultados na
biodegradagéo do Linear alquilbenzeno sulfonato de sddio. A partir do planejamento
proposto, o fungo P. crustosum apresentou maiores porcentagens de biodegradagao
alcangando 98,75%, o micro-organismo P. chrysogenum também obteve bons
resultados com uma porcentagem de biodegradacédo maxima de 96,02%, com uma
diferenga 2,73% de redugéao entre os fungos estudados. O método utilizando micro-
organismo no tratamento de efluentes mostra-se bastante eficaz, além de sustentavel
e de baixo custo, logo os fungos filamentosos no presente trabalho apresentam-se
como uma boa alternativa, juntamente com as bactérias ja utilizadas nos tratamentos
biolégicos. O micro-organismo P. crustosum apresentou um 6timo resultado para a
redug¢ao, e uma pequena produgado de massa fungica em relagéo ao P. chrysogenum,
sendo uma boa alternativa para para a biodegradagao de surfactantes como o LAS.
A utilizacdo desses micro-organismos pode levar a diminuigdo dos efeitos negativos
causados por componentes toxicos como os surfactantes que sao responsaveis por

muitos problemas ambientais, assim como a saude dos seres vivos.

E de extrema importancia a continuidade dos estudos relacionados a
biodegradagdo do LAS, para que métodos sejam aprimorados ou substituidos por
métodos mais eficazes, para que o tratamento de efluentes seja melhorado. A redugao
de compostos prejudiciais presentes nos recursos hidricos é fundamental para que
haja continuidade da qualidade de vida de seres vivos e que a biodiversidade n&o seja

prejudicada.
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7. Perspectivas Futuras

A area de biotecnologia € muito ampla e de grande importancia no tratamento
de efluentes. Estudos ambientais para a descontaminacao dos recursos hidricos sédo
de extrema necessidade, para uma melhoria da qualidade de vida da populagéao e do
meio ambiente. Algumas atividades podem ser propostas para o engrandecimento e
aperfeicoamento dos processos tecnoldgicos ja empregados do que foi estudados no

trabalho apresentado.

v' Fazer a otimizagédo da metodologia de analise (MBAS), reduzindo a quantidade
de efluentes produzidos devido a utilizagdo de azul de metileno e cloroférmio;

v' Efetuar estudos e experimentos para adequagdo de culturas dos micro-
organismos classificados no presente trabalho, fazendo com que os valores de
redugdes sejam maiores em grandes concentragdes de LAS;

v" Educar a populagao dos grandes danos causados ao meio ambiente devido ao

grande uso de materiais de limpeza.

56



8. Referéncias Bibliograficas

ANA (Agéncia Nacional de Aguas). Cuidando das aguas: solucdes para melhorar a
qualidade dos recursos hidricos. Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente.
2. ed., Brasilia - DF, 2013.

ATWOOD, D.; FLORENCE, A. T. Surfactants Systems: Their Chemistry, Pharmacy
and Biology. Chapman and Hall, London, 1985.

BAPTISTA, N. M. de Q. Produgéo das enzimas lignina peroxidase e lacase por fungos
filamentosos. Dissertagdo (Especializagdo em Micologia) — Departamento de

Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2011.

BARBIERI, E.; NGAN, P. V.; GOMES, V. Efeito do LAS-C12 no metabolismo de rotina
de tainhas em fungdo da temperatura em trés salinidades. In: Ecotoxicologia:
Perspectivas para o Século XXI. Rima Editora: Sao Carios, 2000.

BRAGA, B.; HESPANHOL, I.; CONEJO, J. L.; BARROS, M. T. L.; SPENCER, M,;
PORTO, M.; NUCCI, N.; JULIANO, N.; EIGER, S. Introdugdo a Engenharia Ambiental.
Sao Paulo: Prentice-Hall, 2002.

BRUNNER, P. H.; CAPRI, S.; MARCOMINI, A.; GIGER, W. Occurrence and behavior
of linear alkylbenzene sulfonates, nonylphenol, nonyphenol mono- and nonylphenol

diethoxylates in sewage and sewage sludge treatment. Water Res., v. 22, p. 1465-
1472, 1988.

CHAVES, E. S. Esgotos. Floriandpolis, 2008. Disponivel em:
<http://www.ebah.com.br/content/ABAAAALp4AL/apostila-esgotos>. Acesso em: 18

julho 2016.

CJ ALEXOPOLOUS; CHARLES, W.; MIMS, M.; BLACKWELL et al.; Introdugdo a
Micologia, 4% ed. John Wiley and Sons, Hoboken NJ, 2004.

57



COSTA, M. F. Biodegradagéao do surfactante Linear alquilbenzeno sulfonato de sédio
utilizando fungos filamentosos. Dissertagdo (Graduagdo em Engenharia de
Bioprocessos) — Departamento de Quimica, Biotecnologia e Engenharia de

Bioprocessos, Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei. Ouro Branco — MG, 2014.

COSTA, M. F. Biodegradagéao do surfactante Linear alquilbenzeno sulfonato de sédio
utilizando fungos filamentosos. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia para
Desenvolvimento Sustentavel) — Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei. Ouro
Branco — MG, 2016.

DASHEK, V. WILLIAN. Methods in Plant Biochemistry and Molecular Biology CRC
Press . p. 313 "Xylans can by hydrolyzed by beta-xylanase" - 1997

DELFORNO, T. P. Caracterizagdo microbiana e remoc¢ado do alquilbenzeno linear
sulfonado em reator EGSB, 2011.

DENTEL, S. K., ALLEN, H. E.; SRINIVASARAO, C; DIVINCENZO, J. Effects of
surfactants on sludge dewatering and pollutant fate. Relatorio de Projeto — Water

Resources Center - University of Delaware, 1993.

ECYCLE. Sabbes, detergentes e seus impactos ambientais. Disponivel em:
<http://www.ecycle.com.br/component/content/article/67/2288-saboes-sabao-
detergentes-o-que-sao-impactos-meio-ambiente-tensoativo-sequestrante-quelante-
limpeza-saponificacao-sinteticos-cadeia-de-carbono-consequencias-eutrofizacao-
poluicao-aves-aquaticas-alternativas-bicarbonato-de-sodio-vinagre.html>. Acesso em
18 de agosto, 2016 as 16:30.

EICHHORN, P.; RODRIGUES, S. V.; BAUMANN, W.; KNEPPER, T. P. Incomplete
degradation of linear alkylbenzene sulfonate surfactants in Brazilian surface water and

pursuit of their polar metabolites in drinking waters. Sci. Total Environ., v. 284, p. 123-
134, 2002.

58



FAIA. M. A. Isolamento e identificagdo de fungos filamentosos e leveduras em alguns
pontos de uma rede de distribuicdo de agua. Mestrado em Biologia Celular e

Biotecnologia. Faculdade de Lisboa, 2011.

GLOXHUBER, C. Anionic Surfactants: Biochemistry, Toxicology, Dermatology.
Surfactant Sciences Series, v. 10. Ed. Dekker, 1980.

GRABINSKA-LONIEWSKA, A.; KONILLOWICZ-KOWALSKA, T.; WARDZYNSKA, G.;
BORYN, K. Occurence of Fungi in Water Distribution Sytem. Polish Journal of
Environmental Studies, 16, 539-547, 2007.

GUILHERMINO, L; LACERDA, M. N.; NOGUEIRA, A. J. A.; SOARES, A. M. V. M. In
vitro and In vivo inhibition of Daphnia magna acetylcholinesterase by surfactante
agents: possible implications for contamination biomonitoring. Sci. Total Environ.
v.247, p. 137-141, 2000.

HUNTER, R. J. Introduction to Modern Colloid Science. Oxford University Press, New
York, 1992.

L. BUENO, R.G. Filamentous fungi preservation in destilled water. Iberoamericana de
Micologia, 15, 166-168, 1998.

MALAGRINO, W.; PEREIRA, N.; ROCHA, A. A. Estudos preliminares sobre os efeitos
de baixas concentragcbes de detergentes anibnicos na formagdo do bisso em

Brachidontes solisianus. Revista Ambiente, v. 1, n. 1, p. 37-40, 1987.
MANFIO, P. G. Micro-organismos, capitulo 2. Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas / CPQBA, Divisdo de Recursos Microbianos,

Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP. Sao Paulo — SP, 2003.

MAYERHOFF, Z. D. V. L. Inovagdes estao em aperfeigoar o tratamento de aguas e

efluentes. Propriedade Intelectual. Instituto Nacional da Propriedade Industrial, 2007.

59



MEC; EDEC; MMA.CONSUMO SUSTENTAVEL: Manual de educacéo. Brasilia-DF,
2005.

MORAES, C.F. Estudos dos Efeitos da Radiagao ionizante na toxicidade aguda de
efluentes que apresentam surfactantes anidnicos. Autarquia Associada a
Universidade de S&o Paulo. Sdo Paulo -SP, 2004.

NITSCHKE, M. Biossurfactantes: Propriedades e Aplicagdes. Departamento de
Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual

de Campinas, Campinas — SP, 2002.

PENTEADO, J. C. P,; EL SEOUD, O. A, e Lilian R. F. CARVALHO, L. R. F.

Alquilbenzeno sulfonato linear: uma abordagem ambiental e analitica, 2006.

RAIMUNDO, C. C. M. Ocorréncia de interferentes enddcrinos e produtos
farmacéuticos nas aguas superficiais da bacia do rio Atibaia. Dissertacdo (Tese de
mestrado) — Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2007.

RATTNER, H. Meio ambiente, salde e desenvolvimento sustentavel. Ciéncia & Saude
Coletiva, v.14, n.6, p.1965-1971, 2009.

ROMANELLI, F. M. Avaliagéo da Toxicidade Aguda e cronica dos surfactantes DSS e
LAS submetidos a irradiacdo com feixes de elétrons. Autarquia Associada a
Universidade de S&o Paulo - Sdo Paulo- SP, 2004.

ROSSI, C. G. F. T.; DANTAS, T. N. de C.; NETO, A. A. D.; MACIEL, M. A.M.
Tensoativos: uma abordagem basica e perspectivas para aplicabilidade industrial.
Revista Universidade Rural, Série Ciéncias Exatas e da Terra, Seropédica, RJ: EDUR,
v. 25, n.1-2, p. 73-85, 2006.

SALAMONI, R. H.; PINHEIRO, R. J. B.; NUMMER, A. V. Processo operacional da
Central de Tratamento de Residuos da Caturrita — Santa Maria, RS. Teoria e Pratica
na Engenharia Civil, n.14, p.43-50, 2009.

60



SAMSON, R. A.; HADLOK, R.; STOLK, A.C. A taxonomic study of the Penicillium
chrysogenum series. Antonie van Leeuwenhoek [S.I.: s.n.] 43 (2): 169-175, 1977.

SAMSON, R. A.; HOUBRAKEN, J.; THRANE, U.; FRISVAD, J.C.; ANDERSEN, B.
Food and Indoor Fungi, Vol. 2. CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre. Utrecht,
Netherlands, 2010.

SANDBACKA, M.; CHRISTIANSON, |.; ISOMAA, B. The acute toxicity of surfactants
on fish cells, Daphnia magna and fish - A comparative study. Toxicol. Vitro, v. 14, p.
61-68, 2000.

SANTOS, S. A. A. Otimizagdo do processo de biodegragdo do surfactante linear
Alquilbenzeno sulfonato de sdédio utilizando fungos filamentosos. Trabalho de
Iniciagao cientifica a Universidade Federal de Sao Joao del Rei — UFSJ, Ouro Branco
- MG, 2015.

SCHRAMM, L. L. Surfactants: Fundamentals and Applications in the Petroleum
Industry. Cambridge University Press, Reino Unido, 2000.

SCOTT, M. J.; JONES, M. N. The biodegradation of surfactants in the environment.
Biochim. Biophys. Acta. v. 14, p. 61-68, 2000.

SETTI A. A;; LIMA J. E. F. W,; CHAVES A. G. M.; PEREIRA |. C. Introdugédo ao
Gerenciamento de recursos hidricos. Agéncia Nacional de Aguas (ANA), Agéncia
nacional de Energia Elétrica (ANEEL) e Organizagado de Metrologia Mundial (OMM),

disponivel em [www.ana.gov.br], 2001.
SHEN, H. D.; CHOU, H.; TAM, M. F.; CHANG, C. Y.; LAI, H. Y.; WANG, S. R.

Molecular and immunological characterization of Pen ch 18, the vacuolar serine

protease major allergen of Penicillium chrysogenum, 2003.

61



SILVA, A. C. A. A. Otimizagdo do processo de biodegragdo do surfactante linear
Alquilbenzeno sulfonato de soddio utilizando fungos filamentosos. Trabalho de
concluséo de curso apresentado a Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei — UFSJ,
Ouro Branco - MG, 2014.

SILVA, R. R.; COLEHO, G. D. Fungos: Principais grupos e aplicagbes biotecnoldgicas.
Programa de Pés Graduagao em Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente. Sao Paulo
— SP, 2006.

SOARES, B. M. Diversidade de fungos decompositores de madeira presentes em
ecossistemas brasileiros: bioprospec¢ao de espécies uteis em processo de
biodegradagdo de poluentes aromaticos. Belo Horizonte. Dissertacdo (Tese de
mestrado) — Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Minas Gerais,
2013.

TAVARES, L. C.; BATALHA, F.N.; MOREIRA, R. F.; VILAR, D.A.N.; BARRA, |. M. M;
FREITAS, C. A. B; MARINHO, V. H. S. Propriedades e aplicagdes de tensoativos.
Trabalho apresentado no 51 Congresso Brasileiro de quimica. Séo Luis - MA. 2011.
TEMMINK, H.; KLAPWIJK, B. Fate of linear alkylbenzene sulfonate (LAS) inactivated
sludge plants. Water Res., v. 38, p. 903-912, 2004.

THERAULAZ, F.; DJELLAL, L.; COULOMB, B.; BOUDENNE, J.; INT. J. ENVIRON.
Anal. Chem. 2001. IBGE. Disponivel em: <http://www.ibge.gov.br/home/>. Acesso
21/07/2016 as 15:56.

VENHUIS, S. H.; MEHRVAR, M. Health effects, environmental impacts, and
photochemical degradation of selected surfactants in water. International Journal of
Photoenergy, v. 6, n. 3, p.115-125, 2004.

62



