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RESUMO

A crescente preocupagédo com a qualidade da agua tem conduzido a pesquisas em
relacdo a biodegradacao de surfactantes liquidos utilizados amplamente no sabao
lava roupas. Esse produto é fabricado com a adi¢gao de surfactantes e principios ativos
que diminuem a tenséo superficial de compostos com polaridade. O presente trabalho
tem por objetivo avaliar a biodegradagédo de surfactante liquido comercial para
lavagem de roupas, utilizando fungo filamentoso Penicillium crustosum. No estudo,
foram utilizados meios sintéticos, os quais foram preparados previamente a partir de
delineamento composto central rotacional (DCCR) com duas variaveis independentes:
concentragéo de surfactante e de sulfato de amonio como fonte de nitrogénio. O fungo
utilizado, Penicillium crustosum foi isolado de um efluente da industria téxtil. Apds a
incubagcdo a 25°C, agitacdo a 180 rpm por 5 dias, os meios foram avaliados
analiticamente em termos da quantidade de massa seca de fungo produzida e redugéo
do surfactante. A remocéo de surfactante foi determinada pelo método de azul de
metileno (MBAS) e variaram de 45 a 96% e a massa seca do fungo foi determinada
por gravimetria e variaram de 0,12 a 0,43g. Os resultados deste estudo mostraram
que o fungo Penicillium crustosum foi eficiente na remocgéao de surfactantes presentes

em sabdes liquidos comerciais utilizados na lavagem de roupas.

Palavras chave: agua, polui¢cdo hidrica, espumas
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1. INTRODUGAO

A agua € um bem natural de valor inestimavel que em muito precede nao apenas
0 aparecimento do homem como também o surgimento de qualquer forma de vida.
Porém, para que possa cumprir seu papel de mantenedora das formas de vida, dentre
as quais se inclui a humana, a agua deve apresentar-se em condi¢des de potabilidade,
de modo a poder ser consumida seguramente, sem prejuizos para aquele que a ingere
(HERCULIN et al., 2014).

Além do consumo humano, a agua pode ser empregada nas industrias de diversas
formas, tais como incorporagdo aos produtos, limpezas de pisos, tubulagdes e
equipamentos e também para uso sanitario. Os esgotos sanitarios contém
excrementos humanos liquidos e sodlidos, produtos diversos de limpezas, residuos
alimenticios, produtos desinfetantes e pesticidas. Eles sdo compostos de matéria
organica e inorganica, sendo os principais constituintes organicos: proteinas,
agucares, Oleos e gorduras, microrganismos, sais organicos e componentes dos
produtos saneantes (CHAVES, 2008).

A contaminacdo dos recursos ambientais subterraneos e superficiais por
compostos organicos toxicos € um dos maiores impasses enfrentados pela geragao
atual. Ainda que, ha uma grande variedade de produtos quimicos e processos fisicos
de tratamento de residuos toxicos, a maior parte destes somente se dilui ou sdo

transferidos para outra fase, ndo ocorrendo a degradagéo (SILVA, 2013).

Os produtos de limpezas normalmente possuem em suas composi¢des
surfactantes, os quais sdo conhecidos como substancias tensoativas que atuam na
reducao da tensdo superficial da agua facilitando assim a remogao de particulas de
gordura e formagao de micelas. Alguns destes surfactantes, como o 4-nonilfenol e 4-
octilfenol, sao classificados como interferentes enddécrinos, ou seja, sao compostos
organicos hormonalmente ativos que podem causar disturbios no sistema enddcrino,
de animais e humanos, mesmo em baixas concentragdes (RAIMUNDO, 2007).
Outros, como por exemplo, o LAS, podem gerar problemas aos ecossistemas
aquaticos devido a formagao de espuma, contribuindo para a dispersao de poluentes,
além da inibicdo dos microrganismos responsaveis pelos processos de depuragao
natural (OKADA et al, 2009).



O alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) € um surfactante aniénico formado por uma
cadeia alquilica, composta por 10 a 14 carbonos, e um grupo sulfonado. Encontra-se
amplamente em produtos de limpeza devido as suas propriedades tensoativas e baixo
custo relativo (OKADA et al, 2009). Segundo Holt et al. apud Esteves (2010), em
esgotos domésticos, a concentracdo de LAS pode variar entre 1 a 22 mg/L. Uma vez
utilizados em produtos de limpeza, o LAS pode atingir o meio ambiente como um
componente dos efluentes de estagbes de tratamento, ou como ingredientes de
descargas de esgotos nao tratados.

Normalmente, sdo empregados processos fisico-quimicos para remogao do LAS
nas aguas residuarias, no entanto, sdo os processos microbiolégicos, como por
exemplo, os sistemas de lodo ativado que apresentam melhor eficiéncia em seus
resultados. Este tipo de tratamento alcanga valores entre 90 e 95% de remocéao destas
substancias, mas pelo menos 20% da carga de massa de LAS que entra na estagao
ficam adsorvidos nos sdlidos suspensos (ESTEVES, 2010).

No Brasil, sdo poucos os municipios beneficiados com uma estagao de tratamento
de esgoto (ETE), a maioria possui apenas a rede de coleta de esgoto e muitos séo
totalmente desfavorecidos, e o esgoto é despejado a céu aberto. Esta falta de
saneamento basico tem acarretado varios problemas a populacio, pois a proliferagao
de doencgas de veiculagao hidrica € gerada por meio destes esgotos que correm a céu
aberto e também pela poluigdo dos mananciais (NASCIMENTO; FERREIRA, 2007).

A partir desta situagao vé-se a necessidade de realizar estudos relacionados ao
tratamento de efluentes a fim de remover estes contaminantes despejados no meio
ambiente. Muitos destes compostos apresentam toxicidade aos organismos vivos
mesmo em concentragdes tragos, sendo assim percebe-se a importancia de aprimorar
0s processos de biodegradacgéo, os quais apresentam grandes potenciais de eliminar

estas substancias toxicas dos recursos hidricos.
2. OBJETIVOS

O trabalho tem como objetivo avaliar a biodegradagao do surfactante presente em

sabao lava roupas utilizando o fungo filamentoso Penicillium crustosum.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Poluigdo das Aguas

Os problemas de escassez hidricas no Brasil decorreram, principalmente, da
combinagao do crescimento exagerado das demandas localizadas e da degradagao
da qualidade das aguas. Este quadro é consequéncia do aumento desordenado dos
processos de urbanizagao, industrializagdo e expansao agricola, verificados a partir
de 1950 (RAIMUNDO, 2007).

No mundo, os problemas de escassez de agua acentuaram-se a partir dos anos
30 em um periodo subsequente a Primeira Guerra Mundial que ficou conhecido como
‘Era Tecnoldgica”. Apos a Segunda Guerra Mundial, a produgdo e 0 uso
indiscriminado de pesticidas marcaram o inicio do desenvolvimento acelerado das
atividades industriais (RAIMUNDO, 2007).

A demanda por produtos industrializados era intensa, 0 que motivava ainda mais
o desenvolvimento tecnoldogico, no qual muitos compostos inovadores foram
produzidos e distribuidos para consumo no mundo todo. Entretanto, nesta época, os
avangos industriais eram promovidos sem qualquer tipo de cuidado com relagdo a

possiveis contaminagdes do meio ambiente (RAIMUNDO, 2007).

Atualmente a contaminagdo dos recursos hidricos por compostos organicos
toxicos € um grande problema ambiental. Mesmo com a vasta gama de tratamentos
empregando produtos quimicos e/ou processos fisicos a fim de eliminar estes
residuos contaminantes, a maior parte deles ndo promove a degradacdo destas
substancias toxicas, simplesmente favorecem a diluicdo ou a transferéncia para outra
fase (COSTA, 2014).

Esta preocupagao com os problemas ambientais comegaram a aparecer ao longo
da década de 70, quando a sociedade despertava para as ameacgas a que estava
sujeita se ndo mudasse o comportamento quanto ao uso de seus recursos hidricos.
Entdo, a partir deste momento, varias organizagdes n&o governamentais foram
criadas e comissdes interministeriais, como a SEMA (Secretaria Especial do Meio
Ambiente), foram instituidas para encontrar meios de aprimorar nosso sistema de uso
multiplo dos recursos hidricos e minimizar os efeitos toxicos na qualidade da agua,

principalmente no que se refere as futuras geragdes. (COSTA, 2014). Além disto o
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interesse da comunidade académica e a criagdo de 6rgaos de protegao ambiental,
como a USEPA (United States Environmental ProtectionAgency), promoveram um
aumento no numero de pesquisas no mundo todo envolvendo monitoramento dos
compostos xenobidticos, em diversos compartimentos ambientais (RAIMUNDO,
2007).

3.2. Composi¢ao Quimica dos Produtos de Limpeza

Os produtos de limpeza sao compostos que reduzem a tensao superficial de outras
substancias, sendo por isso, considerados tensoativos. Nesse contexto, formam
substancias quimicas projetadas para terem propriedades de limpeza ou solubilidade
(MUNGRAY et al., 2009).

Em sua composi¢do possuem surfactantes, que sao substancias naturais ou
sintéticas, que possuem em sua estrutura uma parte lipofilica (ou hidrofébica) e uma
parte hidrofilica, responsaveis pela adsor¢ao de moléculas tensoativas nas interfaces
liquido-liquido, liquido-gas ou sdlido-liquido de um dado sistema (MELO, 2013).

A parte apolar da molécula é uma cadeia carbbnica, enquanto a “cabega”
hidrofilica pode ser uma porgéo ibnica (aniénica e catidnica), ndo idnica ou também
anfétera (COSTA et al., 2007).

Cada parte da estrutura do tensoativo tem diferente solubilidade nos diversos
solventes e tende a orientar a interface entre as duas fases, o grupo hidrofilico fica em
contato com a parte polar (aquosa) e a porgédo hidrofébica interage com a porgao

gordurosa, também apolar (MELO, 2013).

Dentre os grupos apolares presentes na molécula, destacam-se a cadeia
carbbénica com mais de 10 atomos de carbono e os anéis aromaticos. Ja para o grupo

hidrofilico destacam-se os grupos funcionais descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais grupos funcionais hidrofilicos presentes nos surfactantes
(SILVA et al., 2005).

Grupos Funcionais Férmulas
Hidroxilas -OH
Aminas -NH2
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Carboxilas -COOH

Sulfénicos -SO3H
Sulfatos -0SO0s3
Alcoxilados -(OCH2CH2)n-OH

Os surfactantes sintéticos sado substancias quimicas de grande importancia
econbmica, pois sdao amplamente utilizados em produtos de limpeza e no setor
industrial, sendo que o alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) € o surfactante mais
utilizado comercialmente quando comparado aos demais surfactantes (MUNGRAY et
al., 2009), pelo fato de ser um surfactante com excelente poder como detergente e
pelo baixo custo (GARCIA et al., 2005)

Inicialmente, os detergentes ndo eram compostos biodegradaveis e permaneciam
durante muito tempo no meio ambiente. Os surfactantes utilizados eram de cadeia
ramificada, produzidos a partir da sulfonag¢ao do propileno tetramérico e do benzeno,
dificultando a agao microbiana. Além de possuirem problemas com a degradabilidade,
estavam relacionados a grande geragéo de espumas nas superficies aquaticas. Com
o passar do tempo e com a pressédo de ambientalistas e da legislagéo, os surfactantes
passaram a conter uma formula estrutural com cadeia carbdnica linear, uma estrutura
mais facil de ser biodegradada (COSTA et al., 2007).

Os tensoativos utilizados nos produtos de limpeza podem ser divididos em dois
grupos principais, de acordo com a natureza da porc¢ao hidrofilica (ibnica ou n&o
ibnica). Sendo que os idnicos se dividem em catidnicos, aniénicos e anféteros (MELO,
2013).

Os anibnicos tém como matéria-prima o petréleo e, em sua maioria, sao
produzidos a partir da reagdo da sintese de Friedel-Crafts. Numa primeira etapa,
ocorre a produgao do haleto, a partir de uma reagao com um alcool (MEDEIROS et
al., 2009). O haleto, por sua vez (etapa 2), ira reagir com o anel benzénico, através da
reacdo de substituicdo de aromaticos com a utilizagao de catalisadores, tais como
acido fluoridrico(HF) e cloreto de aluminio (AICI3), para a produgdo do
dodecilbenzeno. O AICI3 tem sido mais usado com o intuito de aumentar a seletividade
da reacdo, sem perder a atividade catalitica (PENTEADO et al., 2006). O

dodecilbenzeno (alquilbenzeno) obtido é entdo colocado em meio com acido sulfurico
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fumegante (agente sulfonante), numa etapa 3 (MEDEIROS et al., 2009). O acido
dodecilbenzeno sulfénico produzido, por ser um acido muito forte, € entdo neutralizado
com hidroxido de sodio gerando o produto final de interesse com propriedades
surfactantes (detergentes), na etapa 4 do processo. Abaixo, sdo mostradas as etapas
das reacgdes, reagentes e produtos intermediarios até a obtencado do produto final —
alquilbenzeno sulfonato de sédio (MEDEIROS et al., 2009).

Etapa 1:
3C12H250H + PCI3 — 3C12H25Cl + P(OH)3
Etapa 2:
R\fgl + —_— @ + CI'
F
Figura 1: Reacao de substituicdo de aromaticos.
Fonte: http://alkimia.tripod.com/, 2018.
Etapa 3:
IH,S0——= H30" +HS04 +S0; (1)
H
@ +50;3 =—— @905 (2]
R R
H A/_\ SOy
+ HSOy (3)
S0q -
@
o R

SOy SO.H -
@/ ¢ 0" U v 0
R

R

Figura 2: Formagéo do acido benzenosulfénico.

Fonte: http://alkimia.tripod.com/, 2018.
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Etapa 4:

S04 MNa’

S0zH
7 o — (Y e
R

R

Figura 3: Neutralizagdo do acido benzenosulfénico a alquilbenzeno sulfonato.

Fonte: http://alkimia.tripod.com/, 2018.

Outro tipo de surfactante e muito comercializado no pais € NP, vindo da classe dos
alquilfendisetoxilados (APE) — que sdo produzidos a partir da reagdo de condensagéao
dos alquilfendis (AP) com 6xido de etileno em presenga de um catalisador basico. O
NP geralmente € formado pela alquilagdo do fenol com uma mistura de isémeros do
nonano (ou noneno, por exemplo) em presenga de catalisador acido, como mostrado
na Figura 4 (OLIVEIRA et al., 2007).

OH OH
@ o CE'HLE —_— @
I:EHL“El

Figura 4: Reagao de formagao do nonilfenol a partir do noneno.

Fonte: http://www.dequi.eel.usp.br/~barcza/Alquilacao.pdf, 2018.

Ainda que, os tensoativos figurem entre os mais versateis produtos da industria
quimica, a escala daqueles derivados do petréleo deve diminuir devido a varios fatores
como, aumento do preco do petréleo, ndo-biodegradavel ou de degradacao lenta e a
entrada de outros derivados no mercado de fontes renovaveis, como os ésteres de
sacarose e sorbitol (GALGANO, 2012).

Em relagao a toxicidade do LAS, tem sido relatado que mesmo a concentracao de
0,2 mg/L pode ter efeito téxico crdnico sobre a biota aquatica, influenciando
negativamente a homeostase microbiana, ja que podem causar a desnaturacéo de
enzimas e o rompimento das membranas celulares, dificultando a excreg¢do de

metabdlitos toxicos (FILHO, 2008).
13



3.3. A Legislacdo - Agua para Consumo Humano

Segundo Nascimento (2007), o Brasil tem buscado seu desenvolvimento sem
garantir a qualidade do meio ambiente, acarretando, assim, varios impactos. O pais
tardou em obter uma lei especifica para o saneamento, retardando a implantagao dos
sistemas de tratamento de esgotos urbanos nos municipios. Hoje, com a lei de
saneamento ja criada, estes sistemas devem atender os padrdes vigentes, garantindo

um tratamento eficaz para a populagéo.

O consumo expressivo de detergentes no Brasil e a falta de tratamento de esgoto
domeéstico nas regides urbanas tém causado efeitos ambientais indesejaveis. Além da
questdo estética, representada pela formacdo das espumas, a presenga de
surfactantes em recursos hidricos tém acarretado problemas ambientais graves
(COSTA, 2014), tais como, a diminui¢do da concentracédo de elementos necessarios
para a vida aquatica, como por exemplo, o oxigénio dissolvido, devido a diminuigao
da tensdo superficial agua/ar; diminuicdo da permeabilidade da luz, por manter as
particulas presentes em suspensao; aumento da concentracdo de compostos
xenobiodticos, como PCBs e PAHs presentes no sedimento, por solubilizagao micelar
inibindo assim sua degradagao (PENTEADO et al, 2006).

Von Sperling apud Nascimento e Ferreira (2007) vai de encontro com a realidade
encontrada na maioria das cidades brasileiras e caracteriza o uso da agua para

abastecimento domeéstico seguindo os seguintes requisitos de qualidade:

e isenta de substancias quimicas prejudiciais a saude;

e adequada para servigcos domésticos;

e baixa agressividade e dureza;

e esteticamente agradavel (baixa turbidez, cor, sabor e odor);

e auséncia de microrganismos.

O artigo 16, capitulo IV (Padrao de potabilidade), portaria n® 518 do Ministério de
Estado da Saude determina o padrao de aceitagdo para consumo humano em relagao
aos surfactantes menor ou igual a 0,5 mg/L (PORTARIA N° 357, 2005). Este também
é o valor indicado para atender ao Indice de Parametros Minimos para a Preservacao
da Vida Aquatica (IPMCA). Tal indice € recomendado pela Companhia de Tecnologia
e Saneamento Ambiental (CETESB) e esta incluido no artigo 07, decreto 88351 do
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Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) sobre aguas de classe 1, ou seja,
aquelas com caracteristicas desejaveis para manter a sobrevivéncia e a reprodugao
dos organismos aquaticos (PENTEADO et al., 2006).

3.4. Microrganismos

Araujo et al. apud Silva (2013) afirmam que os microrganismos existem ha mais
de 3,5 bilhdes de anos, sdo as mais versateis e adaptaveis formas de vida na terra.
Hibbett et al. apud Silva (2013) declaram que os fungos pertencem a um grande grupo
de microrganismos, chamado Reino Fungi, possuem diversas espécies e séo
amplamente disseminados; do total de 1,5 milhdes de espécies apenas 70.000

espécies sao conhecidas.

A maioria dos fungos € multicelular, formando uma rede de filamentos
denominados hifas, que sdo paredes celulares tubulares que envolvem a membrana
plasmatica. As unidades de reprodugdo dos fungos filamentosos sdo denominadas
conidios ou esporos, 0s quais sao capazes de resistir a condi¢gdes adversas tanto
ambientais quanto quimicas e podem variar morfologicamente de acordo com a
espécie (SILVA, 2013).

Stolz apud Soares (2013) relata que os fungos possuem sistemas metabdlicos que
tém por caracteristica a inespecificidade enzimatica, tornando-os bons candidatos

para utilizagdo em processos de tratamentos de efluentes complexos.

O potencial de aplicagdo de enzimas ligninoliticas tem sido alvo de grande
interesse académico e industrial, devido a sua capacidade de biodegradar uma série

de poluentes toxicos e recalcitrantes (BAPTISTA, 2011).

Braga et al. apud Baptista (2011) afirma que o uso de enzimas é considerado na
atualidade, um dos maiores setores da industria biotecnoldgica, tendo os fungos como
o principal organismo, sendo amplamente utilizados como produtores de substancias

de interesse econdmico.
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4. METODOLOGIA
4.1. Reativagado dos Fungos

A espécie do fungo Penicillium crustosum foi isolada do efluente de uma industria

téxtil do municipio de Divindpolis — MG.

Inicialmente, o microrganismo estava imerso em Oleo mineral para que o

crescimento fosse impossibilitado sem que houvesse perda da integridade celular.

Foi preparado o meio de cultura Batata dextrose agar 39 g/L. Em um béquer
adicionou-se 5,85 g do meio em 150 mL de agua destilada. A solugao foi vertida em
um erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, o meio de cultura juntamente com as placas

de Petri foram autoclavados.

Apés a esterilizagéo e utilizando o fluxo laminar, foi preparado uma placa de Petri
para o fungo em analise. Pequenos pedagos de agar contendo os fungos foram
retirados dos recipientes de O6leo mineral, e inseridos na placa preparada.

Posteriormente foi incubada em estufa com temperatura de 25°C por 5 dias.

4.2. Coleta dos Esporos

Para o preparo da solugéo salina 0,85 % (m/v) adicionou-se 0,85 g de cloreto de
s6dio em 100 mL de agua destilada. Esta solugdo juntamente com os tubos falcon,

funil de vidro e gase foram autoclavados.

A solugao salina foi adicionada na placa de petri para retirada dos esporos. Com o
uso de alca de Drigalski a solugdo foi moderadamente esfregada contra os esporos
para que os mesmos se soltassem. Apds se desprenderem, a solugao foi vertida em
um funil de vidro com gase, apoiado em um erlenmeyer, promovendo assim a
passagem da solugédo contendo os esporos e retencao de hifas e pedagos do agar. A
solugao salina contendo os esporos foi armazenada em tubos do tipo falcon de 50 mL,
os quais foram incubados a 4°C. Este procedimento foi realizado em capela de fluxo

laminar.
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4.3. Contagem dos Esporos

Primeiramente a solugéo de esporos foi diluida 10 vezes em agua destilada. Em
seguida utilizou-se uma camara de Neubauer para contagem dos esporos, na qual foi
vertida uma gota da solugdo diluida, aproximadamente 10 yL. A contagem foi

realizada na diagonal como mostra a Figura 5.

Figura 5: Representacdo da cAmara de Neubauer utilizada para contagem dos esporos

Fonte:http://www.splabor.com.br/blog/camara-de-contagem-neubauer/aprendendo-mais-saiba-
como-realizar-a-limpeza-correta-de-sua-camara-de-contagem-camara-de-neubauer/

Apos a contagem dos esporos presentes em cada uma das cinco areas de 0,04
mm?, calculou-se a média dos valores encontrados. Para o calculo do volume foi
considerada a altura de 0,1 mm indicada na |lamina. Sendo assim foi possivel calcular

0 numero de células presentes em um mL.
4.4. Curva de Crescimento

A cinética de crescimento do fungo foi monitorada durante cinco dias de cultivo
submerso em meio liquido denominado meio minimo liquido (MML) conforme descrito
por SILVA, 2013 (Tabela 2).

Cada ponto da cinética foi realizado em ftriplicata e foi utilizado 10mL de MML e
uma quantidade média de 108 esporos. Foram utilizados filtros de papel previamente
tarados e a quantidade de massa seca fungica produzida foi retida por filtracdo a
vacuo e em seguida foram secos em estufa até massa constante a uma temperatura
de 40 °C.
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Tabela 2 — Reagentes e suas respectivas quantidades na preparagédo do meio
minimo liquido (MML) (FONTE: SILVA, 2013).

Reagente Concentragao (g/L)

Glicose CsH1206 6,0
MgSO4 1,1
(NH4)2S0O4 1,0
KH2PO4 5,44
K2HPO4 6,98

Surfactante (LAS) 0,006
CuSO4 0,01

4.5. Cultivo Submerso dos Fungos

Para avaliar as variaveis e condi¢cdes de biodegradacao do surfactante liquido,foi
realizado um planejamento estatistico DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional) fracionado 22 com 4 pontos axiais e triplicata no ponto central, totalizando
11 ensaios conforme apresentado na Tabela 3. A metodologia de superficie de
resposta foi entdo utilizada para determinar a influéncia das variaveis estudadas,
concentragdo de surfactante liquido comercial para lavagem de roupas (g/L) como
fonte de carbono e concentracdo de (NH4)2S04 (g/L) como fonte de nitrogénio e obter
a composigdao do meio fermentativo. Foi preparada uma solugdo estoque de

surfactante liquido na concentragao de 1,8386 g/L.
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Tabela 3 — Planejamento experimental variando as concentragdes de surfactante

liquido como fonte de carbono e sulfato de aménio (NH4)2SOs como fonte de

nitrogénio.
Ensaio  Surfactante liquido Volume da solugao (NH4)2S04 (g/L)
(g/L) estoque (mL)

1 -1 (0,0063) 0,34 -1 (1,6)
2 -1 (0, 0063) 0,34 +1 (4,4)
3 +1(0,0177) 0,96 -1 (1,6)
4 +1(0,0177) 0,96 +1 (4,4)
5 -1,41 (0,004) 0,21 0 (3,0)
6 +1,41 (0,020) 1,10 0 (3,0)
7 0 (0,012) 0,65 -1,41 (1,0)
8 0 (0,012) 0,65 +1,41 (5,0)
9* 0 (0,012) 0,65 0 (3,0)
10* 0 (0,012) 0,65 0 (3,0)
11* 0 (0,012) 0,65 0 (3,0)

Todos os reagentes e concentragdes listados na Tabela 2 foram mantidos nos 11

ensaios, com excegao das concentragbes de surfactante liquido e (NH4)2SO4 que

variaram conforme descrito na Tabela 3. Vale ressaltar que a glicose presente no meio

minimo € uma fonte de carbono imediata que sera consumida pelo fungo que em

seguida consumira a fonte de carbono mais complexa que é o surfactante liquido lava

roupas.

4.6.

Analise MBAS

A analise de surfactantes totais, foi realizada de acordo com o método de azul de

metileno, conhecido como método de MBAS (APHA, 1998)
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Para a analise foram necessarias ampolas de decantagdo conica de vidro
volumétricos para analise, em que trés analises eram feitas por vez. Nesta etapa foram
utilizados 50 mL de meio, 12,5mL de azul de metileno, 5SmL de cloroférmio (3x), e por
ultimo a solugao de lavagem (tanto a solugdo de lavagem quanto o azul de metileno
foram feitos de acordo com o protocolo). A quantidade de amostras para andlise estao

presentes na Tabela 4.

Tabela 4 - Quantidade de amostras para analise de MBAS.

Analise MBAS (mL)
Amostra 50

Azul de metileno 12,5

Cloroférmio 5 (3x)
Lavagem 25

Antes da extracdo, uma hora antes de tirar as amostras do shaker, 12 filtros foram
colocados para secar a 80°C, e depois de uma hora foram pesados e em seguida,
depois de filtrado as doze amostras, elas foram colocadas na estufa junto com o filtro,
e foram medidos os pHs das respectivas amostras.

Em seguida, foi feita a extragdo de acordo com a Tabela 4, no passo um é colocado
nas ampolas de decantacdo conica de vidro volumétricos 50mL da amostra, em
seguida, a solugao de azule metileno, em seguida é colocado o cloroférmio, em
seguida agitamos por trinta vezes, essa etapa 3 foi repetida por 3 vezes.
Posteriormente lavamos a solugdo com a solugédo de lavagem, e em seguida mede-
se a quantidade retirada medimos em uma proveta, e caso necessite avoluma-se até
15mL com a 10 solugédo de cloroférmio, desta solugao, com uma pipeta retira-se 2mL,
e em um outro recipiente completa-se com cloroférmio, e por fim, mede-se a
absorbancia através do espectrofotdmetro, é importante salientar que o branco é o
préprio cloroférmio. Caso a absorbancia dé acima de 0,200 é necessario fazer
diluicdes. Para a medi¢ao de absorbancia a leitura é feita em 652nm.

Nessa analise foi avaliado as melhores condigdes de concentragao de surfactante
liquido e sulfato de aménio que favorecerdo maior biodegradagéo de surfactante

durante o cultivo realizada pelo fungo filamentoso Penicillium crustosum.
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Apds a medigao das absorbancias os dados foram analisados, e através do
programa Statistica, foram geradas Figuras e Tabelas para demonstragdo dos
resultados obtidos. Para analise de resultados foi feito uma curva de calibragédo. Essa
curva tem principal importancia para a determinagdo da concentragdo final do
surfactante apds os processos de cultivo e extracdo, isso porque ela fornece a
equacao linear para realizagao do calculo.

A curva analitica para determinacdo de surfactantes totais foi obtida com as
seguintes concentragdes de LAS: 0,0 mg/L (considerado como branco); 0,4 mg/L; 0,8
mg/L; 1,2 mg/L; 1,6 mg/L e 2,0 mg/L. Todo procedimento para a realizagdo das
analises foram realizadas de acordo com o método de MBAS (APHA, 1998).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Reativagao dos Fungos

Os fungos encontravam-se em 6leo mineral, o qual conserva a integridade destes
microrganismos € ao mesmo tempo os mantém inativos, ou seja, sem que haja

crescimento de hifas e formacao de esporos.

Apos os cinco dias de incubagdo o Penicillium crustosum havia esporulado

(coloragao verde), como mostrado na Figura 6.

Figura 6: Reativacéo do fungo Penicillium crustosum em Batata dextrose agar.

5.2. Coleta dos Esporos

Os esporos foram armazenados em solugédo salina para evitar que ocorresse o
processo de osmose e, consequentemente, rompimento dos mesmos, apesar da

estrutura e resisténcia da parede dos esporos. A osmose pode acontecer devido a
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diferenga de ions entre o meio interno do esporo € o meio externo, caso nao fosse

utilizada a solugao salina.

Figura 7: Esporos armazenados em solugdo salina.

5.3. Contagem dos esporos

Para o fungo Penicillium crustosum foram contados 35,55 esporos em 0,04mm?2. A
camara possuia profundidade equivalente a 0,1mm, logo seu volume € equivalente a
0,004mm?3. Desta forma € possivel encontrar a quantidade de esporos presentes em

um mL de solugéo.

35,55 esporos 35,55 esporos (35,55 x10°%esporos 1m3
0,004mm? 0,004 x10-°m® 0,004m3 *\106mL

889 x10%esporos
B mL
Considerando o fator de diluigao, tem-se:

8,89 x10%esporos 8,89 x107 esporos
s x 10 =

mL

5.4. Curva de Crescimento

Durante um periodo de cinco dias os tubos falcon foram retirados, trés a cada dia,
para o acompanhamento e construgéo da curva de crescimento do fungo. Os valores
da massa seca de crescimento obtido para o microrganismos encontram-se na Tabela
5.
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Figura 8: Curva de crescimento do fungo Penicillium crustosum.

Analisando a Figura 8, houve crescimento exponencial durante os cinco dias de

crescimento, e percebe-se que o maior crescimento foi no quinto dia de incubacgéo.

Nao houve a fase estacionaria e de declinio como esperado pela cinética
microbiana, isso poderia ter sido observado se os fungos tivessem sido cultivados em

periodo de tempo maior.

5.5. Curva Analitica do Método MBAS

A curva padrao corresponde a relagéo grafica entre os valores de absorbancia (A)
e os de concentragdo, e é fundamental para determinar a concentragao final do
surfactante apos os processos de cultivo e extracdo, uma vez que ela fornece a
equacio linear para a realizagao do calculo.

Na Figura 9 é mostrada a curva analitica que relaciona concentragdo de
surfactante (g/L) e absorbancia, a equacao da reta e respectivo coeficiente de
determinacao (R? = 0,998).
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Figura 9: Curva de calibracdo do método MBAS aplicada na analise da biodegradagéo de

surfactantes.

5.6. Cultivo Submerso dos Fungos

Na Tabela 6, séo listados os resultados de pH, absorbéncia (A), massa seca (g) e
remocgédo do surfactante no meio (%) apds 5 dias de cultivo do fungo Penicillium
crustosum, nas condigdes descritas no planejamento fatorial, conforme Tabela 3. Na
Figura 10, sdo mostrados os 11 erlenmeyers com os cultivos dos fungos apos 05 dias
de incubagdo. Em algumas amostras os fungos obtiveram um maior desenvolvimento
do que em outros. Isso pode ser devido a variacdo de surfactante liquido e sulfato de
aménio, que foi adicionada em cada meio de acordo com o planejamento
apresentado. Na amostra 12 ndo houve nenhum crescimento devido ndo ter sido

inoculado o fungo, tendo sido este ensaio um controle abidtico.

Figura 10: Aspecto dos cultivos dos fungos apés 5 dias de incubagao do P. crustosum.
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Tabela 6 - Resultados dos cultivos dos fungos apés 05 dias de incubagao a 25°C

e 180rpm.

Experimento pH Absorbancia (A) Massaseca(g) Remocao (%)

1 6,29 0,14 0,22 75,16
2 6,39 0,16 0,20 71,59
3 6,17 0,16 0,20 90,31
4 6,00 0,10 0,19 93,60
5 5,99 0,19 0,17 45,04
6 6,18 0,15 0,11 91,99
7 6,34 0,17 0,20 84,11
8 5,97 0,12 0,18 89,34
9 5,98 0,07 0,17 93,54
10 5,99 0,07 0,43 96,63
11 6,03 0,07 0,15 93,36
Controle 6,41 0,16 - 0

Conforme a Tabela 6, os percentuais de remogao do surfactante liquido variaram
de 45,04-96,63% para o fungo. A biodegradagao se destacou nos pontos centrais do
planejamento (experimentos 9, 10 e 11) alcangando uma média de remocgao 94.51%
do meio.

Os valores de pH para as diferentes 12 amostras nao sofreram grandes variagoes,
no qual variam de 5,97-6,41, sendo o maior pH observado o da amostra controle, sem
incubagdo do fungo. A variagdo do porcentual de biodegradagao nao estéa associada
ao pH, no qual é possivel observar que no menor porcentual de remogéao (45,04%) e
0 maior (96,63%) possuem o0 mesmo pH no momento da analise.

Apods a pesagem e a medigao do pH de cada amostra fora feito a analise de MBAS
de cada amostra. Na Figura 11 pode-se ser observar, como exemplo, a analise de trés
amostras.
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Figura 11: Analise de MBAs.

As amostras que continham uma maior quantidade de fungos, apresentou-se uma
coloragao de azul mais fraca, indicando uma maior reducao do surfactante aniénico.

Aléem da analise visual, foi realizado a analise estatistica dos dados coletados
utilizando o software Statistica, a partir do qual foi possivel verificar se o planejamento
realizado é significativo e preditivo. Para isto foram utilizadas duas variaveis de
entrada (surfactante liquido e sulfato de aménio) e duas variaveis de saida (massa
seca e redugdo) para construgdo dos graficos e Tabelas e posteriormente realizar
analise dos resultados.

E interessante avaliar o modelo matematico estatisticamente, para isto foi
necessario calcular o F total do planejamento, o qual pode ser obtido a partir dos
dados disponiveis na Tabela ANOVA, fornecida pelo Statistica. Este calculo pode ser
observado na Tabela 7 e Tabela 8, para as variaveis de reducdo e de massa seca,

respectivamente.

Tabela 7 - ANOVA para a variavel resposta da redugéo no cultivo do P. crustosum.

Soma dos Graude Quadrados F R?
Quadrados Liberdade Médios
Regressao 2140,83 5 428,17
Residuo 171,85 5 34,37 12,46 0,92569
Total 2312,68 10

O valor FTabelado € equivalente a 5,05 e o valor Fcalculado € igual a 12,46, sendo
maior do que o valor Tabelado. Assim pode-se afirmar que o modelo matematico é

estatisticamente significativo e preditivo.
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Tabela 8 - ANOVA para a variavel resposta massa seca no cultivo do P.
crustosum.

Soma dos Graude Quadrados F R?
Quadrados Liberdade Médios
Regressao 0,01 5 0,002
Residuo 0,05 5 0,01 0,2 0,21673
Total 0,06 10

A partir dos dados da Tabela ANOVA o valor de Fcalculado foi 0,2, entretanto, este
€ menor que o valor Tabelado, FTabelado ¢ 5,05. Desta forma, os dados experimentais
adquiridos relativos a porcentagem de remog&o ndo compreendem um resultado
estatisticamente significativo nas faixas de valores estudados

Além das Tabelas ANOVA apresentadas, o software utilizado fornece o diagrama
de Pareto para as variaveis de entrada analisadas, os quais sdo apresentados na

Figura 12.

(1)Sabso em Po(L)

77777777

Sabdo em Po(Q)
Sulfato de Aménio(Q) E

55555555

g
\\ =

(2)Sulfato de Amonio(L)

Figura 12: Diagrama de Pareto — remogao de surfactante total pelo fungo P. crustosum.

A concentragao de surfactante liquido (tanto para parametro linear quanto para o
quadratico) apresentaram valores estatisticamente significativos (p<0,05) na produgéo

de massa seca do fungo (Figura 12).
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Figura 13: Diagrama de Pareto — varidvel massa seca do P. crustosum.

Como observado nos resultados, por meio do diagrama de Pareto (Figura 13) e da
ANOVA (Tabela 8), avaliou-se o comportamento da porcentagem de remogao do meio
em relagdo a concentragao de surfactante e de sulfato de amoénio o valor de F para a
variagdo de massa seca nao € significativo e preditivo. Os paradmetros ndo possuem

valores estatisticamente significativos (p<0,05) dentro das condi¢bes estudadas.

As superficies de resposta e curvas de contorno em relagao a variavel de saida,

reducao, obtida apds o cultivo do P. crustosum podem ser observadas na Figura 14.

I
=)
N O e
So oo

Figura 14: Superficie de resposta (esquerda) e curva de contorno (direita) para a redugéo (%) em
fungdo das concentragdes de sulfato de amoénio (g/L) e surfactante (mg/L) para o microrganismo P.

crustosum.

Na Figura 14, pode-se inferir que as condi¢gbes estudadas propiciaram bons

resultados, principalmente em relagao aos pontos centrais, sendo os ensaios onde se
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obtiveram as maiores porcentagens de remog¢ao do surfactante, estando em acordo

com os valores mostrados pela Tabela 6.

A partir da analise da curva de contorno e da superficie de resposta (Figura 14),
pode-se afirmar que melhores condigdes de biodegradacdo do surfactante sao
encontradas no ponto central do sulfato de aménio e no ponto central do surfactante

(0.0), visto que, coincidindo com os pontos centrais do planejamento da Tabela 3.

E possivel também demonstrar a equacdo matematica com as respectivas

variaveis codificadas pela Tabela de estimativas de efeitos gerada pelo Statistica.
% Remogdo = 94,51 — 12,94(X) — 11,73(X)? + 0,88945(Y) — 2,63 (Y)? — 1,71(Y)
(Equacédo 1)

Onde X é a concentragao do sabao lava roupas e Y é a concentragao de (NH4)SO4
(fonte de nitrogénio). A confiabilidade da equacdo gerada pode ser comprovada
obtendo os valores preditos pelo modelo matematico descrito anteriormente.

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

% Remocio = 94,51 — 12,94(—1) — 11,73(—1)2 + 0,88945(—1) — 2,63 (—1)?
—1,71(-1)

% Remocao = 93,40
Comparando o valor predito (93,40%) e o valor observado (75,16%) percebe-se
que a variagao entre os resultados (18,24%) é consideravel. No entanto, ao observar

a Figura 15, o valor predito e o valor observado estdo muito préximos, contradizendo

assim a porcentagem de remoc¢ao adquirido pela equacéo 1.
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Figura 15: Valor predito versus valor observado para a variavel redugao do P. crustosum.

Grafico gerado pelo software Statistica.

Quanto mais préximos os valores observados estiverem dos valores preditos (reta
vermelha), mais preditivos sdo eles, mais confiavel € o modelo. Logo, observando a
Figura 15, vimos que o modelo apresentado confirma os dados estatisticos
apresentados, que o modelo apresenta confiabilidade, sendo preditivo e significativo.

6. CONCLUSAO

A variacao na concentragao de surfactante liquido para lavar roupas e sulfato de
amoénio na faixa e condicdes estabelecidas neste trabalho n&o influenciaram

estatisticamente na produgédo de massa seca do fungo Penicillium crustosum.

Por outro lado, as concentragdes de surfactante liquido para lavar roupas e sulfato
de amoénio influenciaram estatisticamente na remocao de surfactante total que variou
45% a 96%.

Desta maneira, o emprego de fungo filamentoso no tratamento de efluentes se
mostra uma alternativa eficiente, se comparado com os métodos convencionais de
tratamento biolégico anaerdbico de esgoto doméstico, que removem no maximo 60%

de surfactantes.
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