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RESUMO

Os detergentes sdo compostos que reduzem a tensdo superficial de outras substincias,
sendo assim considerados tensoativos, por A maioria sua formulacdo conter o surfactante
alquilbenzeno linear sulfonado (LAS). Este surfactante ¢ indispensdvel na formulacdo de
detergentes comerciais, pelo fato de ndo serem completamente biodegradaveis, podendo ser toxicos
para o ambiente aquatico. O objetivo desse trabalho foi analisar a eficiéncia do fungo filamentoso
Penicillium crustosum na biodegrada¢do do LAS em dois detergentes liquidos comerciais. Para
isso, foi realizado um planejamento estatistico DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional)
2* com 4 pontos axiais e triplicata no ponto central com duas varidveis independentes
(concentragdes de sulfato de amonio e LAS) e a varidvel resposta analisada foi remocdo do
detergente em porcentagem. Os fungos foram inoculados em meios de cultivo liquidos em frascos
conicos de 125 mL e incubados em shaker a 25°C e 180 rpm durante cinco dias. A determinagdo de
surfactante foi realizada por meio do método de azul de metileno (MBAS). As remogdes de
sufactantes nos meios contendo o detergente A variaram de 67 a 96% e nos meios contendo o
detergente B variaram de 76 a 100%. Tais resultados mostram que o fungo Penicillium crustosum,
foi muito eficiente na biodegradacdo de LAS, podendo ser uma alternativa interessante para futuras

aplicagdes em tratamentos em efluentes contendo LAS em suas composigdes.

Palavras chave: Agua, biodegradagdo, surfactante.



SUMARIO

RESUMO ...ttt et sttt et et s bt et s a e s bt et e st e bt e et s et e bt et e entesbeenteeneeeneenneas 1
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt sttt sttt sneeneene s ens 4
L. INTRODUGAO ...t eee e e s s ee s s s eeeeseene. 5
2. OBIETIVOS ..ottt ettt et st e s a et e st e s bt et s et e s bt et e entesbeeneesseesneenneas 7
2.1, ODJEIVOS ZRIAIS ....eeuviieiiieiieeiiieiieeieertteeteesteeebeesseeseseessaessseesseessseesseessseeseessseesseesssesnssensseenns 7
2.2, ODJetiVOS ESPECIIICOS .. .uiiiiiriiiiiieeiieiieeiierite et ette et e steesbeebeeebeeseeesbeesaeesseesseessseenssensseenns 7
3. REVISAO LITERARIA .....ooooouiriimriiineeieesiiesesse sttt sttt 7
3.1.  Legislacdo € 0 consumo de SUrfactantes............ccoveeruieeiiienieriiieiie e e 7
320 SUMTACTANTES ..uveeiiiiiiieeiieeitcte ettt ettt sttt ae et sttt eae e 8
3.3. O alquibenzeno linear sulfonado (LAS).......cooiiiiiiiiiiiieee e 10
3.4, ImMPactos AMDICNTALS .....cc.eiiiiiiiieiiieiieeit ettt ettt ettt et et e et eseteebeeeaaeenbeesareensens 12
3.5, Biodegradaga@o do LAS ...ttt e 14
3.5.1.  Degradag@o anaeTODIA .........ccueeruiieiieriieeieeniieeieenieeereeieeeeteeaeessaeeseeeeseeseeeeseensaeeeseenns 14
3.5.2.  Degradag@o @CTODIA........cceeriieriiieiieiieeieeriee et eetee e esteeeereeaeeeaeetaeeebeeseeenbeensaeenseenns 15

3.6.  Fungos € biodegradag@o .........cccueeiiiiiieiieniieeiieeie ettt et etbe s eebeebeeenbeenaen 17
3.7.  Composicao quimica dos deterentes ..........ccvieriiiiiieriieriieeieeitieeieeieeereesieeeveereeeereeneaens 19
4. PESQUISA DE MERCADO ...ttt ettt ettt ettt e 21
5. CONTEXTO SUSTENTAVEL......ooiiiiieiieeeeeeeeeeseeeeeeeee e es s 22
6. METODOLOGIA ... .ottt ettt ettt e bt e sbe et e sa e e bt et e eaee st enbesnsesseenseenes 22
6.1.  Reativagao d0S fUNZOS ....c.uiiiiiiieiiieie ettt ettt ettt ettt et sttt esebe e beeeabeebeesnbeenen 22
6.2, COleta dOS ESPOTOS...ceiueiiiieeiiieiieeiterteettesteeteestteebeessteebeessbeebeessbeenbeassseeseessseenseasssesnseens 23
6.3, CONtAZEIM @ ESPOTOS. ...ceuvieeuiieiieeiieriteeteesieeiteeseteeteestteebeessseeseessseenbeassseeseesssaenseassseeseens 24
6.4, CUrva de CIreSCIMENTO .. ..eeuietieuiiriieteeteeie sttt et ettt ettt et st e bt e e sbee bt et e saee bt entesanenaes 24
6.5 CUIIVO fUNZICO. ..utieiiieiieeie ettt et e et e et e et e e st e e beesaeeesbeesseeenseesaaeenseenns 25



6.6.  Analise do surfactante total ............cooiiiiiiiiiiiie e 26
7. RESULTADOS E DISCUSSAQ. .....cevimrimririemeemeeeeesesiessssssssesssessessesssesssssssssessesssessssens 28
7.1, CoNtagem OS ESPOTOS.....ueeerierrerreerieertrertreerseessessseessaeeseesssesssaessseesseesssessseessseesseesssessseens 28
7.2, CUrva de CIESCIMENLO .. ..euieutieiieriieieeieeiee st et ettt et et e s bt et e st st et e st e eseenbeennesaeenseentesnnenees 29
7.3.  Curva de calibracdo do método MBAS..........oooiiiieeeeeeeeee e 30
7.4.  Cultivo do fUNGO P. CTUSTOSUM ......ooeeveeiieiieeiieeieeeieeseeeteesteeteesvesbeessaesseessseeseesssesnsaens 31
8. CONCLUSAD ...ttt 41
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........oouiimiiriirneeseiiesise st 42



LISTA DE ABREVIATURAS

ABTS
AlCl;
APE
BSA
CETESB
CH4
CMC
CO,
DBO
DCCR
DNS
DQO
ETE
LAS
LAB
LCs
LiP
Lac
H,S04
H,O
HF
MBAS
MML
MnP
NaOH
(NH4),S04
NP
OMS
op
SO;
SPC

2,2-azinobis-3-etilbenzotiazoline-6-sulfonato
Cloreto de aluminio

Alquilfenois etoxilatos

Soro fetal bovino

Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo
Metano

Concentrag¢do micelar critica

Dioxido de carbono

Demanda bioquimica de oxigénio
Delineamento composto central rotacional
Acido 3,5-dinitrosalicilico

Demanda quimica de oxigénio

Estacdo de tratamento de esgoto

Linear alquilbenzeno sulfonato de sodio
Linear alquilbenzeno

Concentracao letal

Lignina-peroxidase

Lacase

Acido sulfarico

Agua

Acido fluoridrico

Substancias reativas ao azul de metileno
Meio minino liquido
Manganés-peroxidase

Hidroxido de sodio

Sulfato de amonio

Nonilfenol

Organizacao Mundial de Saude

Octilfenol

Oxido sulfarico

Sulfofenil carboxilico



1. INTRODUCAO

A agua ¢ um bem natural de valor inestimdvel que em muito precede ndo apenas o
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 condigdes de potabilidade, de modo a poder ser consumida
seguramente, sem prejuizos para aquele que a ingere (HERCULIN et al., 2014).

Seus multiplos usos sdo indispensaveis a um largo espectro das atividades humanas onde
se destacam, entre outros, o abastecimento publico municipal e industrial, a irriga¢do agricola, a
producgdo de energia elétrica, as atividades de lazer e recreacdo e a preservagdo da vida aquatica.
Todavia, os modelos de desenvolvimento adotados pelo homem para a agricultura, a pecudria, a
industria e os centros urbanos ndo tém levado em conta, h4 muito tempo, o meio ambiente
(MONTAGNER et al., 2007). Com a consequente utilizagdo dos recursos disponiveis na natureza,
a poluicdo ambiental vem causando alteragdes que prejudicam a integridade do ar, do solo e da
agua, e nesse sentido, a poluicdo compromete a saide e o bem estar da populagdo. A contaminagao
dos recursos ambientais subterrdneos e superficiais por compostos organicos toxicos ¢ um dos
maiores impasses enfrentados pela geracdo atual. Ainda que, hd 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 degradagdo (SILVA, 2013).

Na década de 70, o interesse da comunidade académica e a criacdo de 6rgaos de prote¢ao
ambiental, como a USEPA (United States Environmental Protection Agency), promoveram um
aumento no numero de pesquisas no mundo todo envolvendo monitoramento dos compostos,
definidos como xenobidticos, em diversos ambientes. Inumeros trabalhos foram publicados
alertando para a possibilidade de que muitos farmacos e seus metabolitos poderiam estar presentes
no ambiente em concentragoes-trago (DAUGHTON et al., 2002).

Dentre esses compostos classificados como contaminantes emergentes estdo incluidos
alguns farmacos de diferentes classes como: analgésicos, anti-inflamatorios, drogas psiquiatricas,
antilipémicos, antibidticos (de uso humano e veterinario), contrastes de raios X, hormonios e
esterdides, além de componentes presentes em protetores solares, produtos de higiene pessoal como
fragrancias contendo grupos nitro, inseticidas repelentes e anti-sépticos, bem como os surfactantes
amplamente utilizados no consumo doméstico (MONTAGNER et al., 2007).

Dentre os representantes dos surfactantes anidnicos, o linear alquilbenzeno sulfonato de
sodio (LAS) ¢ um surfactante 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).
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Segundo Holt et al. apud Esteves (2010), em esgotos domésticos, a concentragao de LAS
pode variar entre 1 a 22 mg/L. Uma vez utilizados em detergentes ou outros produtos de limpeza, o
LAS pode atingir o meio ambiente como um componente dos efluentes de estagdes de tratamento,
ou como ingredientes de descargas de esgotos ndo tratados. O LAS ¢ considerado biodegradéavel
nos rotulos de muitos produtos de limpeza. Apesar de sua facil assimilagdo em meio aerdbio, sob
condi¢des anaerdbias, possui vias metabolicas restritas € consequentemente pode ser bioacumulado,
podendo ser toxico para o ambiente aquatico (MONTAGNER et al., 2007).

Esse efeito pode ser observado em estudos toxicoldgicos em peixes, 0s quais podem sentir
a presenca de surfactantes em concentracdes muito baixas (0,001 mg/L). Um dos efeitos toxicos
notados foi a alteragdo patologica nas branquias: diminui¢do do crescimento e atividade de natagdo
prejudicada (MELO, 2013).

Diversos estudos sobre a biodegradagdo do LAS mostraram que o surfactante sofre maior
biodegradacdo sob uma grande variedade de condigdes aerdbias e que a dificuldade na sua
degradacio estd ligada ao tamanho da cadeia (GARCIA et al., 2005).

A biodegradacdo aerébia do surfactante pode ser dividida em duas etapas. Durante a
primeira etapa, ocorre a quebra da cadeia hidrofébica do tensoativo, essa quebra diminui alguns de
seus efeitos indesejaveis no meio ambiente, tais como a formagdo de espumas. Na segunda etapa, os
produtos resultantes sdo transformados em CO,, agua e sais minerais. O principal mecanismo de
biodegradacao do LAS envolve a quebra da cadeia alquilica, seguida do grupo sulfonato e, por fim,

do anel benzénico (PENTEADO et al., 2006).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de biodegradagdo do surfactante anionico
do tipo linear alquilbenzeno sulfonato de sddio (LAS), dodecil sulfato de sodio, utilizado em
detergentes liquidos comerciais, em um efluente sintético utilizando o fungo filamentoso

Penicillium crustosum.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar a eficiéncia do fungo filamentoso Penicillium crustosum na biodegradacido do
LAS;

e Analisar a cinética de crescimento e producdo de massa seca do fungo na presenca de
glicose e surfactante como fontes de carbono;

e Analisar o comportamento do micro-organismo na presenca de diferentes concentragdes
das fontes de substrato se pode ocorrer inibigdo de crescimento pelo excesso destes
constituintes;

e Determinar a melhor relacdo existente entre as fontes de carbono disponiveis para a

cultivo.
3. REVISAO LITERARIA
3.1. Legislacio e o consumo de surfactantes

O consumo de surfactantes é de cerca de 8 milhdes de toneladas por ano no mundo. O LAS
representa cerca de 25 a 30% de todos os surfactantes utilizados (PENTEADO et al., 2006). A
producdo de detergentes no Brasil tem crescido expressivamente ao longo dos anos, estima-se que a
producdo nacional representa cerca de 10% da producdo mundial e deixa o pais entre os maiores
fabricantes de detergentes (PENTEADO et al., 2006). O Brasil € responsavel por quase metade das
vendas de produtos de limpeza da América Latina. Porém, o efeito causado pela contaminagdo das
aguas vem aumentando devido a falta de saneamento basico.

As descargas indiscriminadas de detergentes nas dguas levam a formagdo de espumas além
de exercer efeitos toxicos sobre os ecossistemas aquaticos. No Brasil os efeitos causados pelo
descarte inadequado de detergentes se tornam comuns devido a falta de tratamento de efluentes.
Dados do ministério das cidades relatam que menos de 44% da populacdo brasileira estd ligada a
uma rede de coleta de esgoto sendo que somente um ter¢o do esgoto coletado € tratado

(MINISTERIO DAS CIDADES, 2015).



O Brasil aprovou no ano de 1977 o decreto n° 79.094 que proibe a producdo, o comércio e
ou importagdo de tensoativo anionico ndo biodegradavel (PENTEADO et al., 2006). Assim o Brasil
ainda ¢ atrasado para definir as diretrizes em relagdo a producgdo e especificagdes dos detergentes.
Em comparagdo, a Europa possui uma regulamentacdo mais ampla para detergentes que lista a
biodegradabilidade nos rotulos dos produtos, as informagdes de seguranga e ainda descreve os testes
realizados nos mesmos.

Em muitos paises assim como o Brasil, a avaliagdo de detergentes nos rios, mananciais e
aguas costeiras sdo feitas pelo método ndo especifico MBAS (Substancias Ativas ao Azul de
Metileno (“Metilene Blue Active Substances”) que consta do “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater”. O método MBAS depende da formagdo de um complexo
entre o detergente e o azul de metileno, no entanto, outros materiais aniénicos podem ligar-se ao
azul de metileno. A CETESB ¢ pioneira na utilizagdo do método no Brasil. Por meio de estudo
detalhado feito no estado de Sdo Paulo no periodo de 1993 a 2003 foi possivel estabelecer um
parametro para manter a sobrevivéncia e a reprodu¢do dos organismos vivos presentes nas aguas. O
artigo feito pela CETESB esté incluido no artigo 7, decreto 88.351 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) que define um indice menor ou igual a 0,5mg MBAS/L que consta do

“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater”.

3.2. Surfactantes

Os surfactantes ou tensoativos formam um importante grupo de compostos quimicos
amplamente utilizados na industria. Eles sdo compostos que reduzem a tensdo superficial ou tensao
interfacial entre dois liquidos, ou entre um liquido e um sélido. Os surfactantes podem funcionar
como detergentes agentes molhantes, emulsionantes, agentes de formacdo de espuma e dispersantes
(VICENTE, 2004). Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma por¢ao
hidrofébica e uma por¢ao hidrofilica. A por¢do apolar ¢ frequentemente uma cadeia de
hidrocarbonetos enquanto a por¢do polar pode ser idnica, ndo anidnica ou anfotérica (MELO,
2013).

A classificagdo dos surfactantes é feita com base na carga da cabega hidrofilica. E comum
dividir os surfactantes em: aniOnicos, catidnicos e os zwitterdnicos. Sendo este anfotérico,
encontradas na sua estrutura molecular cargas positivas e negativas. Dependendo do pH, os
surfactantes zwitteridnicos pode ser catidnico ou anidénico (PENTEADO et al., 2006).

Os surfactantes catidonicos sdo compostos que quando em dissolugdo o grupo ativo fica

carregado positivamente. A estrutura quimica de um surfactante cationico esta representado na figra



1. Quando em contato com os surfactantes anionicos formam precitados insoltiveis (BONFIM,

2006).

Figura 1: Surfactante cationico.
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Fonte: BONFIM, 2006.

Os surfactantes zwitterionicos desenvolvem uma carga positiva ou negativa dependendo do
pH do meio. Eles possuem em sua molécula grupos &cidos e basicos, podendo agir como
detergentes anidnicos ou cationicos, porém, agem melhor em pH neutro. Em geral os surfactantes

anfotéricos sdo aplicados na produ¢do de xampus e limpadores de pele (BONFIM, 2006).

Figura 2: Surfactante zwitterionicos
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Fonte: BONFIM, 2006.

Os surfactantes mais comumente utilizados sdo os anionicos devido a simplicidade e ao
baixo custo de produgdo representando cerca de 80% da produgdo total de surfactantes (VICENTE,
2004). A presenca dos ions sodio, potassio, amonio, cdlcio e varias aminas alquilprotonadas,

fornecem diferentes solubilidades a estes compostos em 4agua ou em Oleo. Dentre os grupos
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hidrofilicos presentes nos tensoativos anidnicos destaca-se os grupos funcionais hidroxila, aminas,

carboxilas, sulfonicas e sulfatos. A Tabela 1 destaca os surfactantes anidnicos.

Tabela 1. Classifica¢do dos surfactantes anionicos

Surfactantes anidnicos

Alquibenzenosulfonatos Acidos graxos alfa-sulfonado
Alcool sulfatos Acidos graxos sulfonados
Alcooletersulfatos Mono e Di-ester sulfonados
Alquil fenol éter sulfatos Sulfosuccionamatos
Alfa-olefina sulfatos Petréleo sulfonadados
Amidas graxas éter sulfatos Esteres fosfatos
Parafina alcano sulfatos Ligno sulfonados

Fonte: PENTEADO et al., 2006.
Dentre os surfactantes citados na Tabela 1 destacam-se os alquibenzenosulfonados e

alquilsulfatos que sdo sintetizados em ampla escala para a produgdo de detergentes.

3.3. O alquibenzeno linear sulfonado (LAS)

O alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) € um tensoativo anidnico sintético introduzido nos
anos 60 em substituicdo ao alquilbenzeno sulfonado (ABS) na fabricacdo de detergentes. A
substituicdo ocorreu devido a preocupagdo das autoridades pelos impactos causados pelo
alquilbenzeno sulfonado (ABS) nos corpos d’dgua. O LAS, por ser considerado biodegradavel
causaria menos impacto (SOUZA, 2009).

O LAS ¢ composto por misturas de surfactantes anidnicos no qual possui uma parte
hidrofilica e outra hidrofoébica (ESTEVES, 2010). A porcao hidrofébica ¢é constituida de uma cadeia
alquilica ligada a um anel aromatico, sendo que a cadeia alquilica pode conter de 10 a 14 atomos
carbonos. A parte hidrofilica é formada por grupos sulfonados anidnicos que podem ser ligados a
qualquer atomo com excecao aos carbonos terminais da cadeia alquilica (PENTEADO et al., 2006).
A presenca da estrutura hidrofébica e hidrofilica na molécula do LAS assim como em outros
surfactantes causa uma reducdo da tensao superficial (DELFORNO, 2014). A diminuicdo da tensdo
superficial faz com que o tensoativo dificulte a formacao de gotas possibilitando a emulsificacdo e a
solubilizagdo de particulas insoliveis e imisciveis. Propriedade essa que lhe confere uma gama de
aplicagdes nas industrias de agroquimicos, farmacos, entre outros, porém, a maior utiliza¢do

concentra-se nas industrias de produtos de limpeza.

10



Figura 3. Estrutura molecular do LAS
CH;—(CHa)n—CH—( CH,Jy—CH;

Omnde:

n+n"=7-11

Fonte: PENTEADO et al. (2006).

O LAS ¢ produzido pela reacdo de sulfonagdo do alquilbenzeno linear (LAB), utilizando
como agentes sulfonantes o H,SO4 concentrado, oleum ou SO; gasoso. A producdo com SOs3 tem
se tornado mais comum devido ao aumento da utilizagdo de reator com filme descendente tornando
a producdo mais eficiente e produzindo um produto de melhor qualidade (PENTEADO et al.,
2006). Ja o LAB ¢ produzido por meio da reagdo de alquilagdo de Fidel-Crafts do benzeno com
oleofinas lineares ou haletos de alquilas, usando como catalisadores HCI, AICls;, misturas de
zeolitas e o6xidos metalicos com mostrado na Figura 4. Dependendo do processo e do catalisador
utilizado o LAS pode conter de 1 a 3% de LAB devido a reagdo ser incompleta (SOUZA, 2009).
Comercialmente o LAS ¢ vendido como uma mistura de inimeros homologos devido ao tamanho

da cadeia alquilica e isdmeros devido a posi¢dao do anel aromatico (PENTEADO et al., 2006).
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Figura 4. A) reagdo de sulfonagdo do LAB para obtengdo do LAS. B) reagdo de uma oleofina ou haleto de
alquila para obtengdo do LAB.
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Fonte: PENTEADO et al. (2006).

O LAS ¢ considerado um poluente emergente e sua toxicidade aos micro-organismos,
plantas, animais terrestres e humanos sdo bem elucidados. Estudos ecotoxicoldgicos verificaram a
toxicidade de LAS em organismos aquaticos e relataram bioacumulagdo em Daphnia magna e no

peixe Cyprinus carpio (CAROSIA, 2011).

34. Impactos Ambientais

Impactos ambientais sdo causados pelo descarte indiscriminado de tensoativos incluindo o

LAS em mananciais das cidades e no mar, acompanhados de efluente industrial sem tratamento.
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Apesar de ser biodegradavel o LAS em despejos de grande propor¢do afeta consideravelmente a
vida aquatica (PENTEADO et al., 20006).

A formagdo de espumas ¢ um dos grandes problemas causados por tensoativos em geral,
tanto em corpos d’dgua quanto nas estagdes de tratamento. As espumas formadas podem carrear
gases toxicos e bactérias patogénicas por longa distancia por ser composta de material leve além de
causarem a inibi¢do dos micro-organismos responsaveis pelos processos de depuragdo natural. O
tamanho da cadeia linear e a posi¢do do grupo fenila na cadeia alquilica interfere na constante de

biodegradacdo (PENTEADO et al., 2006).

Figura 5: Espumas formadas no rio Tieté.

Fonte: Witter Veloso/Tem (2015)

Os surfactantes anionicos podem se ligar a macromoléculas como amidos, proteinas e
peptideos, modificando sua estrutura e causar mudangas nas suas propriedades bioldgicas, afetando
a toxidez destes produtos ao homem, provocando irritagdes nos olhos e na pele (SOUZA, 2009).

Além disso, segundo BONFIM (2006), o LAS sob determinadas concentragdes, pode inibir
a respiragdo dos micro-organismos, a acdo de enzimas na nitrificagdo e mineralizacdo,

impossibilitando uma completa biodegradagao dos efluentes.
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A producdo do LAS assim como os diversos processos industriais também causa impactos
ao ambiente dentre eles a liberacdo de Oxidos de nitrogénios, enxofre e hidrocarbonetos

(LENHARD, 2006).

3.5. Biodegradacgao do LAS

A degradagdo do LAS pode ser feita por vias fisicas e/ou fisico-quimicas. Entretanto, as vias
bioldgicas merecem destaque devido a alta remogao e facilidade de aplicacdo. Sabe-se que o LAS
pode ser biodegradado pela flora natural dos rios quando se encontra em temperaturas e
concentragdes ideais (SOUZA, 2009). Essas condi¢des dificilmente sdo encontradas o que leva ao
grande numero de pesquisas na area.

Segundo Bofim (2006), quanto maior for o tamanho da cadeia carbdnica, maior serd a
toxicidade aquatica, quanto mais larga e menos ramificada for a cadeia carbonica, melhor serd a
biodegradabilidade, como ¢ o caso do LAS.

A biodegradacdo pode ocorrer por vias aerdbicas ou anaerdbias, sendo a primeira mais
comum atingindo altos niveis de remog¢do. Varios fatores influenciam na biodegradagdo do LAS,
como a concentracdo de oxigénio dissolvido, complexagdo com tensoativos cationicos provenientes
de sais insoluveis, nutrientes organicos e variagdes de pH na degradagdo aerébia (PENTEADO et
al., 2000).

3.5.1. Degradacio anaerdbia

O processo anaerobio utiliza-se da matéria organica particulada presente no meio e dos
compostos organicos como fontes de aceptores de elétrons. A degradagdo anaerdbia é dividida entre
quatro grupos de micro-organismos e cada um desempenha uma fun¢do (SOUZA, 2009). O
primeiro grupo € composto por bactérias fermentativas que por meio de reagdes de hidrolise,
transformam polimeros em mondmeros. O segundo grupo formado pelos micro-organismos
acidogénicos, utilizam os mondomeros provenientes da hidrolise produzindo acido butanoico,
propidnico e acético e substancias como, succinato, lactato e etanol. Enquanto o terceiro dos micro-
organismos, que sdo os acetogénicos, usam os produtos da etapa anterior como fonte de hidrogénio
para a produgdo de acetato, hidrogénio e gas carbonico. O resultado final e a conversdo de acetato e

hidrogénio a metano ocorrendo a completa mineralizagdo da matéria (SOUZA, 2009).
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Figura 6. Esquema da degradacdo anaerobia.
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Fonte: SOUZA, 2009.

3.5.2. Degradacio aerdbia

A degradacao via aerdbia, tem sido cada vez mais abordada, visto que existe uma gama de
micro-organismos capazes de degradar de maneira eficiente o LAS, estima que 99,9% do
surfactante ¢ degradado por essa via. Bactérias, fungos, protozoarios e rotiferos sdao alguns dos
micro-organismos presentes nas estagdes de tratamento de esgoto (ETE) na degradacdo do LAS. A
degradacdo aerébia ocorre em duas etapas, a primeira etapa corresponde a quebra da cadeia
hidrofobica do surfactante, aumentando a concentracdo micelar critica. A quebra da cadeia
hidrofobica acarreta na diminui¢do de formagdo de espuma. Numa segunda etapa o material
resultante da primeira ¢ convertido em gas carbdnico, 4gua e sais minerais (PENTEADO et al.,
2006).

Os mecanismos de degradagdo do LAS ocorrem da seguinte forma, primeiramente ocorre
uma oxidagdo enzimatica na qual a cadeia carbonica pertencente ao grupamento hidrofobico é
oxidada por m-oxidagdo. Forma-se entdo um &lcool seguido de aldeido e finalmente acido
carboxilico. O grupamento hidrofébico ¢ entdo quebrado ficando apenas com cadeias com dois
atomos de carbono, a reacdo ¢ chamada de P-oxidagdo ¢é feita por enzimas chamadas de
monooxigenase e deidrogenases. O produto ¢ o gas carbdnico, d4gua e sais minerais. A segunda

parte pode ser elucidada da seguinte forma: a parte da cadeia hidrofobica ligada ao grupo fenila nao
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pode ser quebrada pelas enzimas monooxigenase. Sendo assim, o numero de carbonos que
permanecem ligados ao grupamento fenila sofre variagdes dependendo do tamanho inicial da
molécula. A molécula que restou da degradacao inicial ¢ chamada de sulfofenilcarboxilato (SPC), o
anel desta molécula ¢ quebrado por hidroxilacdo e a dessulfonacdo (PENTEADO et al., 2006). A

rota de degradagdo aerobia do LAS ¢ exemplificada pela Figura 7.

Figura 7. Biodegradagdo aerdbica do LAS.
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Fonte: PENTEADO et al. (2006).

O monitoramento do SPC formado da degradacdo do LAS tem se tornado essencial, uma
vez que tém mostrado que sua toxicidade ndo estd ainda bem definida. Contudo, estudos de
remocdo microbiana do LAS tem se tornado cada vez mais comum devido a alta taxa de remocao,

justificando a importancia das pesquisas.
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Figura 8. Oxidagdo o (A) e 3 (B) da cadeia alquilica do surfactante.
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3.6. Fungos e biodegradacao

O emprego de micro-organismos no tratamento de efluentes se mostra uma alternativa
sustentavel e de baixo custo. Estudos realizados por Costa 2014, com fungos filamentosos
mostram-se eficientes na remog¢do do LAS, pertencente a classe dos surfactantes mais utilizados
como principio ativo de detergentes domésticos (COSTA, 2014).

Os fungos sdo organismos heterotroficos, geralmente aerdbios e adaptados a ambientes
diversos, onde podem existir como saprofitas, parasitas ou simbiontes. Os fungos degradam a
matéria organica, transformando-a em formas quimicas simples que retornam ao solo. Podem se
desenvolver em meios de cultivo especiais, formando coldnias de dois tipos leveduriformes e

filamentosa. Sua reproducdo pode ser tanto assexuada, por meio de brotamento, fragmentagdo ou
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producdao de esporos, quanto sexuada, por meio do encontro de individuos de sexos diferentes
(BAPTISTA, 2011).

Os fungos estdo presentes hd mais de 3,5 bilhdes de anos, sendo as mais versateis e
adaptaveis formas de vida na Terra. Apesar de muitas vezes estarem associados ao aspecto
negativo, pelo lado patogénico, apresentam diversos beneficios, principalmente na industria de
alimentos — produgdo de queijos, vinhos e paes (SILVA, 2013).

A maioria dos fungos ¢ multicelular, formando uma rede de filamentos denominados hifas
(Figura 8), que sao paredes celulares tubulares que envolvem a membrana plasmatica. As unidades
de reprodugao dos fungos filamentosos sdo denominadas conidios ou esporos, os quais sdo capazes
de resistir a condi¢des adversas tanto ambientais quanto quimicas e podem variar morfologicamente
de acordo com a espécie (SILVA, 2013).

A capacidade de tais substrato pelos fungos ¢ um resultado da ag¢do de enzimas nao
especificas produzidas por eles, tais como, a lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase
(SILVA, 2013). Por apresentarem baixa especificidade para o substrato, ou seja, podendo atuar com
eficacia em diversos componentes organicos, pode-se afirmar que esses micro-organismos sao
interessantes para o tratamento de residuos de diversas caracteristicas, como por exemplo, efluentes
contendo surfactantes(SILVA,2013).

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium sao conhecidos por produzirem compostos
hidroliticos e oxidativos, tais como enzimas, e apresentam capacidade de transformar organicos
toxicos em substancias de facil assimilagdo, utilizando-os como substrato para o crescimento
(COSTA, 2014).

Silva (2014) relata um estudo utilizando o processo de biodegradacao apresentou redugdes
proximas a 90% de LAS, em alguns casos chegando alcangar 95%. A maior reducdo (95,36%) foi
alcancgada pelo P. crustosum com 3 mg/L de LAS e 13,55 g/L de glicose. Em condicdes parecidas o
P. chrysogenum também apresentou 94,64% de biodegradagdo na presenga de 3 mg/L de LAS e
6,45 g/L de glicose.

Silva (2014) afirma que o processo de degradacdo, empregando fungos filamentosos, € um
método interessante para ser inserido como um processo de tratamento apds as etapas
convencionais, uma vez que, os melhores resultados foram observados em baixas concentracdes de
LAS. Visando, atingir maiores redugdes destes compostos que se classificam como substancias
toxicas aos organismos Vvivos € mesmo assim s3o altamente empregados em processos de
higienizacdo, o que os tornam presentes em grandes quantidades nos recursos hidricos do planeta.

Os estudos nessa area biologico devem ser continuos, a fim de avaliar a eficiéncia do
tratamento, bem como, a toxicidade dos subprodutos da biodegradacdo do LAS em ambientes reais,

onde uma gama de interferentes e uma alta carga organica (COSTA, 2014).
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3.7. Composicio quimica dos detergentes

Os detergentes, bem como os sabdes e outros produtos de limpeza, sdo compostos que
reduzem a tensdo superficial de outras substancias, sendo por isso, considerados tensoativos. Desta
forma, sdo compostos quimicos projetados para terem propriedades de limpeza ou solubilidade
(MUNGRAY et al., 2009).

Em sua constitui¢do, os detergentes possuem surfactantes. Essa palavra deriva da abreviacao
de agente ativo de superficie, que em outras palavras ja denota a sua fung¢do, ativo a uma superficie,
tendo capacidade para absorver a superficies e interfaces (HOLMBERG et al., 2002).

Os surfactantes sdo de grande valor econdmico, uma vez que sao amplamente utilizados em
detergentes domésticos, produtos de higiene pessoal, industria téxtil, mineragdo, formulacdo de
polimeros, pesticidas, firmacos e industrias de papel e tintas (YING, 2006). Em 1993, a producao
mundial de surfactantes sintéticos foi estimada em mais de 7,2 milhdes de toneladas (DI CORCIA,
1998).

Em valores mais atualizados, conforme Research and Markets (2015), o mercado global de
surfactantes podera alcangar uma producdo de 24.037,43 Kton, movimentando uma quantia
42.120,4 milhoes de dolares em 2020. Em 2014, os surfactantes anionicos dominaram o mercado
com um volume de 7.686,1 Kton, seguidos pelos surfactantes ndo idnicos que somaram uma porcao
de 6.345,7 Kton no mesmo ano.

Os surfactantes podem ser naturais ou sintéticos, com uma parte da cadeia organica
lipofilica (ou hidrofébica) e outra hidrofilica em sua estrutura, responsaveis pela adsor¢dao de
moléculas tensoativas nas interfaces liquido-liquido, liquido-géds ou soélido-liquido de um dado
sistema (HUNTER, 1992 apud ROSSI et al., 2006).

A tendéncia de se acumularem nas interfaces ¢ uma propriedade fundamental dos agentes
tensoativos. Entretanto, esse fato depende da estrutura do composto e também da natureza das duas
fases que se encontram na interface em questdo. Desta forma, o surfactante a ser utilizado
dependera de sua aplicacdo. Alguns s3o apenas soliveis na interface agua e o6leo, sendo muito
eficientes na redugdo da tensdo interfacial (HOLMBERG et al., 2002).

A cadeia carbonica ¢ a parte apolar da estrutura molecular da substincia, enquanto a
“cabec¢a” hidrofilica pode ser uma por¢do idnica (aniOnica e catidnica), ndo iOnica ou também
anfotera (DESAI et al., 1997). Essa estrutura dual confere ao surfactante a capacidade de formar
micelas em solugdo, desta forma, fornecendo as caracteristicas de detergéncia e solubilizacdo. Em

um meio aquoso € em baixas concentracdes, as moléculas de surfactante estdo na forma de
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mondmeros, entretanto, em altas concentragdes, a energia livre do sistema pode ser reduzida pela
agregacdo das moléculas em micelas, com a por¢do hidrofébica voltada para dentro e a porgao
hidrofilica em contato com o meio externo (HAIGH, 1996).

A concentracdo na qual esse fendmeno ocorre ¢ conhecida como concentragdo micelar
critica (CMC). Acima dessa concentragdo, os surfactantes t€ém a habilidade para solubilizar mais
moléculas organicas hidrofobicas do que se poderia dissolver unicamente na agua (YING, 2006).

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

funcionais descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Principais grupos funcionais hidrofilicos presentes nos surfactantes.

Grupos funcionais Féormulas
Hidroxilas - OH
Aminas - NH,
Carboxilas - COOH
Sulfénicos - SOz;H
Sulfatos - OSO5”
Alcoxilados - (OCH,CH;),-OH

Fonte: (SILVA et al., 2003)

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 sulfonagdo do tetramero de propileno e do benzeno, dificultando a acdo microbiana. Além
de possuirem problemas com a degradabilidade, estavam relacionados a grande geracao de espumas
nas superficies aquaticas. Com o passar do tempo e com a pressao de ambientalistas e da legislacao,
os surfactantes passaram a conter uma formula estrutural com cadeia carbonica linear, uma estrutura
que possui maior probabilidade de ser biodegradada (METCALF et al., 2003 apud COSTA et al.,
2007).

Outro tipo de surfactante muito comercializado no pais € o nonilfenol (NP) — pertencente a
classe dos alquilfendis etoxilados (APE) — sendo formado pela alquilagdo do fenol com uma mistura
de isdmeros do nonano (ou noneno, por exemplo) em presenca de catalisador dcido (OLIVEIRA et
al., 2007).

Vale lembrar que os seres humanos estdo amplamente expostos aos AP (alquilfendis) pela
ingestdo de agua contaminada, alimentos contaminados e até pela agua potavel. Tanto o NP quanto

o OP (octilfenol) foram detectados em diferentes alimentos (LU et al., 2007) e tem sido sugerido
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que esses compostos, quando presentes em recipientes de plastico, podem migrar para os alimentos
e para os liquidos (LOYO-ROSALES et al., 2004).

Em relagdo a toxicidade do LAS, tem sido relatado que mesmo a concentragdo de 0,2 mgL™
pode ter efeito toxico cronico sobre a biota aqudtica (HOFER er al., 1995), influenciando
negativamente a homeostase microbiana, ja que podem causar a desnaturacdo de enzimas e o
rompimento das membranas celulares, dificultando a excre¢io de metabolitos toxicos (CSERHATI,
2002).

Ainda que seja biodegradado no meio ambiente, a parcela do surfactante anidnico presente
em lodos, apos tratamento, ou em materiais particulados e suspensos, muitas vezes sdo encontrados
no solo devido a disposi¢do final do material, bem como, reutilizagdo da 4gua na agricultura
(BOLUDA-BOTELLA et al., 2010).

Conforme PENTEADO et al. (2006), o reaproveitamento do lodo de estagdes de tratamento
na agricultura exige critérios cuidadosos, pois, o LAS pode estar presente em altas concentragdes,
sendo 0,5 gkg' em lodos aerébicos e 1 a 30 gkg' em lodos anaerdbicos. O processo de
biodegradac¢ao ¢ uma importante ferramenta para tratar esgotos contaminados com surfactantes, em
estacdes de tratamentos e nos ambientes naturais, reduzindo o impacto ocasionado na biota. Os
micro-organismos podem utilizar esses poluentes como fonte de nutrientes ou co-metaboliza-los por

meio de suas vias catabolicas (MUNGRAY et al., 2009).

4. PESQUISA DE MERCADO

Hé4 vérios anos o uso de detergente de comercial (cozinha) vém sendo analisados
rigorosamente mais precisamente desde a década de 1960, quando os EUA proibiram pela primeira
vez a producdo de alguns desses produtos por serem altamente poluentes e de dificil degradagao,
chamados de alquil benzeno sulfonato de s6dio (NETO & DEL PINO, 2001).

Os perigos desses detergentes ndo biodegradaveis quando lancados em rios ou coletados
pelas estacdes de tratamento de esgoto (ETE), s@o responsaveis pela poluicdo chamada de “cisnes-
de-detergentes”, devido a acdo do produto na dagua, formando uma camada de espuma
esbranquicada e densa, que impedi a dissolu¢do do oxigénio na agua, afetando diretamente a agao
dos micro-organismos aerobicos aquaticos.

Uma solugdo foram os sabdes e detergentes biodegradaveis. Basicamente, eles diferem dos
normais por possuirem uma cadeia carbonica linear, que ¢ facilmente degradavel pelas enzimas
produzidas pelos micro-organismos presentes na agua. Depois da decomposicdo feita por esses

micro-organismos, as moléculas que os compunham ndo sdo mais nocivas ao ambiente.
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A pesquisa foi realizada em quatro diferentes supermercados da cidade de Ouro Branco /
MG, por questdes éticas manteve as informagdes coletadas relacionadas ao preco, visibilidade da
caracteristica de biodegradabilidade, preferéncia dos consumidores, motivo de suas compras, além
do conhecimento do termo biodegradavel em sigilo. Embora os clientes ndo possuem informagdes
sobre biodegradacdo e os riscos dos mesmos, coincidentemente as marcas mais vendidas sdo

consideradas biodegradaveis.

5. CONTEXTO SUSTENTAVEL

Durante o século XX, os impactos ambientais provenientes do setor industrial, das forgas
de mercado sobre o ambiente natural, da concentragdo de capital nas maos de poucos e do
crescimento populacional deflagraram crises extremamente complexas de serem resolvidas (MAIA
et al., 2011). A intensificacdo de crises ambientais estimulou a produgdo cientifica no ambito da
sustentabilidade (JACOBI et al., 2011).

Nesse contexto, o uso de fungos como uma tecnologia para o tratamento de efluentes
visando a remoc¢ao surfactantes, principalmente, pela grande variedade de enzimas produzidas por
eles por meio de seu metabolismo, dentre elas, destacam-se as peroxidases (lignina peroxidase e
manganés peroxidase) e lacases. Por apresentarem baixa especificidade para o substrato, essas
enzimas podem atuar em diversos componentes organicos, incluindo os surfactantes, garantindo
também a sobrevivéncia desses eucariotos em ambientes contaminados com substancias
recalcitrantes (COSTA 2016).

Visto que os surfactantes figuram entre os contaminantes emergentes, sendo encontrados
em cursos d’agua e bioacumulados em seres vivos, o tratamento bioldgico traz uma alternativa
sustentavel, renovavel e de baixo custo para a retirada desses compostos organicos e outros
contaminantes dos efluentes. Além de contemplar o setor econdmico e ser promissor no topico
ambiental, o projeto se insere no contexto social por meio da promog¢do de uma dgua de melhor
qualidade para a sociedade, desta forma, melhorando a qualidade de vida e bem-estar da populacao

(COSTA, 2016).

6. METODOLOGIA

6.1. Reativagao dos fungos

Para reativagdo, foi preparado meio de cultura Batata dextrose agar 39 g/L. E em um

béquer adicionou-se 5,85 g do meio em 150 mL de dgua destilada. A solugdo foi adicionada a um
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Erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, o meio de cultura juntamente com as placas de Petri foram
autoclavados.

Utilizou-se o fluxo laminar onde preparou-se 3 placas de Petri para o fungo P. crustosum
em andlise. Pequenos pedagos de agar contendo os fungos foram retirados dos recipientes de 6leo
mineral, nos quais 0s micro-organismos encontravam-se inativos, e inseridos nas respectivas placas
de Petri previamente preparadas. Posteriormente as placas de Petri foram deixadas em temperatura

ambiente por cinco dias, como mostra a Figura 9.

Figura 9: P. crustosum

Fonte: Autora.

6.2. Coleta dos esporos

Preparou-se a solugdo salina 0,85% (m/v), utilizando 0,85 g de cloreto de s6dio em 100 mL
de agua destilada. Esta solucdo juntamente com os tubos Falcon, funil de vidro e gase foram
autoclavados.

A solugdo salina foi adicionada na placa de Petri para retirada dos esporos. Com o uso da
alca de Drigalski, os micélios e esporos fungicos foram moderadamente raspados para que os
mesmos se soltassem. Apos se desprenderem a solugdo foi vertida em um funil de vidro com gase,
apoiado em um Erlenmeyer, promovendo assim a passagem da solucdo contendo os esporos e

retengdo de hifas e pedacos de adgar. A solucdo salina contendo os esporos foi armazenada em tubos
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do tipo Falcon de 50 mL, os quais foram incubados a 4°C. Este procedimento foi realizado em

capela de fluxo laminar de acordo com a Figura 10.

Figura 10: coleta de esporo no fluxo laminar

Fonte: Autora.

6.3. Contagem de esporos

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

Apbs 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 o numero de células presentes em 1

mL.

6.4. Curva de crescimento
O meio minimo para o crescimento dos micro-organismos foi preparado de acordo com as

concentragdes apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Composi¢do do meio minimo para crescimento dos micro-organismos.

Componente C6H1206 MgSO4 (NH4)2SO4 KH2P04 KzHPO4 CUSO4

1L 10g I,1g 1,0g 5,44¢ 6,98¢g 0,01g
0,4L 4g 0,44¢ 0,4g 2,176g  2,792g  0,004g
Fonte:COSTA(2014)

O meio minimo foi autoclavado com os demais materiais necessarios para o procedimento,
15 tubos Falcon e uma pipeta de 10 mL. Apds esfriar, foi colocado 10 mL de meio de cultura em
cada tubo. Posteriormente adicionou-se em cada tubo Falcon 20 pL da solucdo de esporos. Os tubos
foram nomeados e incubados no shaker a 25°C e 180 rpm. Desta forma o crescimento dos fungos
foi determinado seguindo o método da massa seca. Para isto 15 filtros foram previamente secos em
estufas a 40°C, pesados e tarados para posterior secagem e pesagem das massas obtidas a cada dia

de analise.

6.5. Cultivo do fungo

Para preparacdo do meio de cultivo utilizou o planejamento experimental axial variando as
concentracdes de LAS e glicose observados na Tabela 4. Os demais componentes do meio de
cultura foram empregados nas concentragdes indicadas na Tabela 4. Todos os ensaios foram
preparados em amostras com volume total de 70 mL em 12 Erlenmeyers respectivamente, sendo o
ensaio 12 utilizado como controle, isto €, sem adi¢gdo de micro-organismos.

As amostras listadas na Tabela 4 foram autoclavadas e apos resfriamento foram inoculados
100uL da solugao de esporos do fungo P. crustosum. Em seguida os Erlemmeyers foram incubados

em shaker a 25°C e 180 rpm durante um periodo de cinco dias.
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Tabela 4 — Planejamento experimental variando as concentragdes de LAS como fonte de carbono e sulfato de
amonio (NHy4),SO, como fonte de nitrogénio.

Ensaio Detergente Volume de (NH4),S04 (g/L)
(g/L) detergente da
solucdo 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)
o* 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)

*PONTOS CENTRAIS DO PALNEJAMENTO

Fonte: Autora

6.6. Analise do surfactante total

A andlise de surfactantes totais realizada em laboratérios quimicos especializados para
andlise de dgua, se baseia no método de azul de metileno, conhecido como método de MBAS
(APHA, 1998). Neste método o efluente ¢ analisado por meio de um sistema aquoso de duas fases,
sendo uma fase polar, composta pela amostra e azul de metileno, e outra apolar, o solvente
(cloroférmio). A Figura 11 ilustra o sistema composto pelas duas fases.

Inicialmente, a curva analitica para quantificacdo foi construida e as concentracdes
estipuladas em 0,4 mgL'l; 0,8 mgL'I; 1,2 mgL'l; 1,6 mgL'1 e 2,0 mgL'l, sendo o branco da curva
constituido por uma amostra de cloroférmio. Todo procedimento para a realizagdo das analises foi
retirado do “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” (APHA, 1998).

Ressalta-se que o detergente, objeto de estudo, ¢ extraido com a ajuda do cloroférmio
durante o processo da seguinte forma: um complexo ¢ formado entre o azul de metileno (catidnico)

e o surfactante (anionico), pelo fato de o azul de metileno ser sensivel a compostos anidnicos que
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contenham uma parte hidrofébica na sua constituicdo. Em consequéncia dessa interagdo, o par
surfactante azul de metileno migra para a fase organica e ¢ facilmente extraido no cloroférmio (fase

orgénica). O corante ndo associado tem uma solubilidade em cloroférmio extremamente pequena.

Figura 11: Método de MBAS realizado em laboratorio.

Fonte: COSTA, 2014.

As solugdes empregadas no presente trabalho para o método de MBAS tiveram seus

volumes reduzidos em 50% por se tratarem de substincias nocivas a biota do ambiente (Tabela 5).

Tabela 5: Solu¢des empregadas no método.

Solu¢io Volume (mL) Volume empregado (mL)
Amostra 100 50,0
Azul de metileno 25 12,5
Cloroférmio (0,03 mgL™) 30 15
Alcool Isopropilico* 5 2,5
Lavagem 50 25

* Adicionado caso necessario, para que evite a formacao de emulsao.
Fonte: APHA, 1998.
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Para a quantifica¢do do surfactante apds a reagdo de biodegradagdo, a amostra foi inserida
juntamente com o azul de metileno ¢ o cloroférmio em um funil de separagdo. A mistura foi
vigorosamente agitada por 30 vezes para homogeneizagdo. Apods a separacdo das fases retirou-se a
mais densa. Este procedimento foi realizado trés vezes (COSTA, 2014).

Depois do processo a por¢do organica extraida passou para a ultima etapa exigida pelo
método e o restante da mistura contida no funil de separagdo foi armazenada para descarte correto.
A por¢do extraida foi vertida no funil juntamente com uma solucdo de lavagem, e a mistura foi
novamente agitada. Essa etapa ¢ empregada para a retirada da fase polar, que por ventura tenha sido
extraida juntamente com o solvente (COSTA, 2014).

Apds o repouso e separacgao das fases, retirou-se a fase mais densa, a qual foi levada andlise
espectrofotométrica a 652 nm (espectrofotometro “Biospectro” SP-220), sendo o branco da
metodologia composto pelo solvente cloroformio (COSTA, 2014).

O método de andlise MBAS propde a utilizacdo de 4lcool isopropilico (conforme
mencionado na metodologia), todavia, o composto ndo foi utilizado para que se evitasse a formacao

de efluentes ainda mais téxicos (COSTA, 2014).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Contagem dos esporos

Ap6s o periodo de incubagdo de cinco dias do P. crustosum, o mesmo havia produzido
esporos e apresentava uma coloracdo “esbranquicada”, ou seja, ndo apresentava contaminagao.
Assim os esporos foram armazenados em solugdo 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 diferenca de ions entre o meio interno do esporo e o
meio externo, caso ndo fosse utilizada a solugao salina (SILVA, 2014).

Os esporos do fungo P. crustosum apresentou 17,6 esporos em 0,04 mm? A camara
possuia profundidade equivalente a 0,1 mm, logo seu volume ¢ equivalente a 0,004 mm?. Desta

forma ¢ possivel encontrar a quantidade de esporos presentes em um mL de solugdo.

17,6 esporos 17,6 esporos (17,6x109esp0ros> < 1m3 ) 4,40x10%esporos
_ X _
1

0,004mm3 _ 0,004 x 109m® 0,004m3 05mL mL
Considerando o fator de diluicao, tem-se:

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

mL mL
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7.2. Curva de crescimento

O comportamento do crescimento foi avaliado por meio da produgdo de massa seca em
presenga de glicose como fonte de carbono para o metabolismo e em presenga de sulfato de amoénio
e detergente, estando esse ultimo disponivel como fonte alternativa para crescimento e a

permanéncia das atividades celulares.

Figura 12: Curva de crescimento do P.crustosum durante cinco dias na presenca do Detergente A.
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Figura 13. Curva de crescimento do P. crustosum durante cinco dias na presenca do detergente B.
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Por meio das figuras 12 e 13 observa-se como acontece o crescimento nutricional, porém
entre as quatro fases, que consideramos fase de “lag”, onde nesta fase os microrganismos nao
revelam um aumento de nimero em determinacdes de massa. Percebe-se que em ambos os casos os
microrganismos nos dias 1, obteveram um menor crescimento devido a fase de adaptagdo ao meio
nutricional.

Na figura 13 a fase de crescimento “exponencial” os microrganismos se encontram na
plenitude de suas capacidades, num meio cujos suprimentos de nutrientes sdo superiores as
necessidades do microrganismo, o que resultou crescimento até o quinto dia. Em contrapartida na
figura 12, o crescimento ocorreu até o quarto dia e o segundo grafico obteve um crescimento linear.

A “fase estaciondria” ocorreu apenas na figura 12, pois, a velocidade de crescimento dos
microrganismos foi diminuindo até atingir a fase em que o nimero de novos microrganismos ¢
proximo ou igual ao nimero de microrganismos (quarto dia) e apds a fase de declinio (morte). As
causas dessa parada de crescimento podem ser devido ao acimulo de metabdlitos toxicos, o
esgotamento de nutrientes e o esgotamento de O2. Na Figura 13 houve um crescimento exponencial
e a fase de declinio s6 ocorreu na Figura 12 onde, a quantidade de microrganismos que morre torna-
se progressivamente superior aquela dos que surgem.

Nesse contexto, a presenca da glicose como fonte rapida de carbono pode ter sido um dos
fatores que ocasionou altas taxas de biodegradacao do tensoativo pelo fungo P. crustosum, embora,
nao explique a diferenga entre a eficiéncia dos géneros.

Como forma de estudar o consumo de diversos tipos de substratos paralelamente,
LENDENMANN et al. (1996) avaliaram o consumo de seis tipos de agucares utilizando
Escherichia coli como organismo teste. Como resultado, obtiveram que o micro-organismo
consumiu simultaneamente todos os carboidratos independentemente da composi¢ao da mistura.
Concluindo que, o crescimento relativamente rapido de organismos heterotroficos € permitido em

condi¢des de multiplos substratos.

7.3. Curva de calibracio do método MBAS
A curva de calibragdo ¢ fundamental para determinar a concentracdo final do surfactante
apos os processos de cultivo e extracdo, uma vez que ela fornece a equacao linear para a realiza¢ao
do calculo (SILVA, 2014).
A metodologia utilizada para construcdo da curva requer o uso de reagentes toxicos, desta
forma a fim de reduzir o volume de efluentes contaminantes foi empregada a curva de calibragdo do
método determinada em estudos anteriores, a qual apresenta alto grau de confianga (R? = 0,9939). A

curva ¢ exibida na Figura 14.
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Figura 14: Curva de calibragdo do método MBAS aplicada na analise da biodegradagdo de surfactantes.
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Fonte: SILVA, 2014.

7.4. Cultivo do fungo P. crustosum

O resultado do cultivo do fungo nos detergentes A e B utilizando o fungo P. crustosum foi
empregado no planejamento experimental, demonstrado na Tabela 4. Pode-se notar que houve
crescimento dos fungos nas 11 amostras, o crescimento foi variado de acordo com o meio. Em
algumas amostras os fungos obtiveram um maior desenvolvimento do que em outros. Isso pode ser
devido a variagdo de sulfato de amodnio, 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 esta amostra um controle para avaliar a possivel degradagdao do
surfactante sem a presenca de fungo.

Analisando a Tabela 6, ¢ notorio que o indice de remog¢ao do detergente B foi maior que o
detergente A, uma vez que o A possui um teor de remogdo do surfactante que variam entre 69,44-
96,11 e o B nas mesmas condi¢des obteve uma variancia de reducdo entre 77,34-99,97. O segundo
(B) se destacou na biodegradagdo do LAS principalmente nos pontos centrais do planejamento
(experimentos 9, 10 e 11), alcangando quase 100% de remocao do meio. Os detergente A, embora

em condicdes diferentes, possuiram seus valores maximos em torno de 96,0%, para P. crustosum.
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Tabela 6- Resultado da remocgao dos detergentes (A e B) de acordo com planejamento experimental.

Ensaios Detergente A (%) Detergente B (%)
Amostra 1 69,449028 79,968248
Amostra 2 71,056246 81,35909
Amostra 3 89,68584 90,805316
Amostra 4 89,559346 82,078636
Amostra 5 67,595145 76,571261
Amostra 6 93,427237 85,80152
Amostra 7 82,89856 77,34673
Amostra 8 87,102054 91,870519
Amostra 9 92,706712 96,458274
Amostra 10 96,119829 99,978405
Amostra 11 92,706712 97,835939

Amostra 12 0 0

Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Ambos detergentes foram submetidos ao mesmo planejamento experimental, assim pode-
se inferir que, os micro-organismos apresentam diferentes condigdes favordveis a biodegradagao
dos detergentes, mas o fato das marcas dos detergentes serem diferentes, acredita-se que substancias
nao avaliadas no presente trabalho pode ter influenciado no resultado.

Por meio do diagrama de Pareto (Figura 15) e da ANOVA (Tabela 7), avaliou-se o
comportamento da porcentagem de remoc¢ao do meio em relagdo a concentragdo de LAS e de fonte
de nitrogénio, sendo possivel observar que para o Detergente A. A concentracdo de LAS (tanto para
parametro linear quanto para o quadratico) e de fonte de nitrogénio apresentaram valores
estatisticamente significativos (p<0,05) nos ensaios realizados com o fungo P. crustosum (Figura
15). Os parametros lineares do sulfato de amonio, bem como a interacdo entre eles, sdo

significativos nas condi¢des estudadas.
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Figura 15: Diagrama de Pareto para a remo¢do do LAS para o P. crustosum
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Fonte: Fonte: STATISTIC Spreadsheet.
Tabela 7: ANOVA para a biodegradacdo do LAS do P. crustosum
Soma dos Grau de Quadrado
quadrados (SQ) liberdade (GL)  médio (QM) “
Regressao 1,171.11 5 161,9415
Residuo 26,750 5 5,35 30,2694

TOTAL 1103,563 10
Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Por meio da tabela ANOVA o valor de Fcy 302604 foi obtido, sendo maior que o valor
tabelado de 5,05. Desta forma, o modelo matematico ¢é estatisticamente significativo e preditivo, a

partir disso, a Equagdo 2 pode ser gerada pelo software.

% Remocio = 93,844 + 9,409x, — 7,37x% + 0,9281x, — 5,1265x% — 0433x,
(Equacao 2)

Onde x; ¢ a concentragdo do detergente e x, ¢ concentracdo de (NH4),SO4 (fonte de
nitrogénio). A confiabilidade da equacdo pode ser posta a prova substituindo os parametros

normalizados de qualquer um dos ensaios. Utilizando ensaio 1 tem-se:

% Remocgdo = 93,84 + 9,40(—1) — 7,37(=1)? + 0,92(—=1) — 5,12(—-1)? — 0,43(-1)(-1)
% Remogao = 71,41
Ao relacionar o valor predito (71,46%) com o valor observado (69,44%), percebe-se a

diferenga minima (2,02%). Desta forma, tem-se um modelo estatisticamente confidvel. Na Figura
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15, pode-se ver a correlagdo entre os valores preditos € os observados, onde percebe-se que os

valores experimentais se encontram proximos a reta dos valores preditos pelo modelo matematico.

Figura 15: Valores preditos versus valores observados em relagdo a variavel biodegradacgio para o P.

crustosum.
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Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Na Figura 16, sdo apresentadas as curvas de contorno e superficie de resposta relacionadas

ao P. crustosum, em relacdo ao Detergente A.

Figura 16: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) respectivamente para a reducdo (%) em
fun¢do das concentragdes de sulfato de amonio (g/L) e Detergente (A) (mg/L) para o micro-organismo P.
crustosum.
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Fonte: STATISTIC Spreadsheet.
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Na Figura 16, pode-se inferir que as condi¢Oes estudadas propiciaram bons resultados,
principalmente em relacdo aos pontos centrais, sendo os ensaios onde se obtiveram as maiores
porcentagens de remocao do LAS, estando em acordo com os valores mostrados pela Tabela 6.

E possivel observar que as varidveis do detergente (L) e detergente (Q) e sulfonato de
amoénio (Q) possuem valores estatisticamente significativos de acordo com o diagrama de pareto

apresentado na Figura 17.

Figura 17: Diagrama de Pareto para a remog¢do do LAS para o P. crustosum.
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Fonte: STATISTIC Spreadsheet.
Tabela 8: ANOVA para a biodegradagdo do detergente do P. Crustosum.
Soma dos Grau de Quadrado .
quadrados (SQ)  liberdade (GL)  médio (QM) o
Regressao 755,32284 5 123,3923
Residuo 104,5631 5 20,91262 5,900376

TOTAL 721,5247 10
Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Por meio da tabela ANOVA o valor de F, foi obtido, sendo maior que o valor tabelado.
Desta forma, o modelo matematico ¢ estatisticamente significativo e preditivo, a partir disso, a

Equacao 2 (mostrada abaixo) pdde ser gerada pelo software.

% Remogao = 98,0909 + 6,1525x1 — 16,5768x2 + 3,3010x2 — 13,1546x> — 5,0588x1x,
(Equacao 2)
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Onde x; ¢ a concentragdo do detergente e X, ¢ concentracdo de (NH4),SO4 (fonte de
nitrogénio). A confiabilidade da equacdo pode ser posta a prova substituindo os pardmetros

normalizados de qualquer um dos ensaios. Utilizando ensaio 1 tem-se:

% Remocio = 98,0909 + 6,1525(—1) — 16,5768(—1)% + 3,3010(—1) — 13,1546(—1)2
—5,0588(—1)(—-1)
% Remocgdo = 80,1564
Ao relacionar o valor predito (80,1564%) com o valor observado (79,9682%), percebe-se a
diferenga minima (0,188%). Desta forma, tem-se um modelo estatisticamente confidvel. Na Figura
18, pode-se ver a correlacdo entre os valores preditos e os observados, onde percebe-se que o0s

valores experimentais se encontram proximos a reta dos valores preditos pelo modelo matematico.

Figura 18: Grafico de valores preditos por valores observados em relagdo a variavel biodegradagdo para o P.
crustosum.
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Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Na Figura 19, sdo apresentadas as curvas de contorno e superficie de resposta relacionadas

ao P. crustosum, em relacdo ao Detergente .
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Figura 19: Superficie de resposta (A) e curva de contorno (B) respectivamente para a redugdo (%) em
fungdo das concentragdes de sulfato de amoénio (g/L) e Detergente (B) (mg/L) para o micro-organismo P.
crustosum.
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Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Pode-se notar que a maxima degradacdo do detergente foi obtida no ponto central do
planejamento, cuja reducao média foi de 93,85% para o detergente A, ja o detergente B, obteve-se
uma média no ponto central de 98,10%, sendo este 0 mesmo a atingir o ponto 6timo de reducao.

Visto que o presente experimento ¢ uma otimizagdo de outros trabalhos utilizando fungos
filamentosos, onde se pdde obter reducdo de até 96%. O experimento apresentado mostrou-se
satisfatorio uma vez que os resultados apresentaram redugdo de até 98%, superando os valores
anteriores ¢ comprovando a eficiéncia dos paramentos utilizados. Ressalta-se que nos trabalhos
anteriores foi utilizado o LAS na integra, ja no presente trabalho o LAS estava inserido ao produto
(detergente) que possivelmente continham outras substancias capazes de influenciar o resultado, e
mesmo com possiveis substancias observa-se uma otima remocdo (LAS) nos produtos (A e B),

confirmando a eficacia do método utilizado.

7.5- Crescimento fiingico

Os dados em vermelho, destacados na Tabela 11, correspondem aos ensaios onde a
maxima biodegrada¢do ocorreu conforme a Tabela 6, ndo obstante, esses valores ndo coincidem
com os de maior produgdo de massa seca (destacados em azul).

Para melhor compreensdo dos resultados envolvendo a massa seca e o nivel de remogao
varios estudos foram feitos para testar a eficiéncia de diferentes fungos filamentosos. Ao saber que
ambos os fungos foram eficientes no processo de biodegradacao de surfactantes, o presente trabalho

testou os surfactante contidos em dois detergentes A e B, e pode comprovar que os resultados foram
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muitos parecidos com os dos trabalhos onde o enfoque era o melhor fungo, e utilizamos o

P.crustosum, embora os resultados com maior redugdo foram com P.crysogenum.

Tabela 11: Valores aproximados para o crescimento em massa dos fungos conforme os ensaios do
planejamento DCCR

Experimento Detergente A Detergente B
1 0,3736 0,6185
2 0,3739 0,6346
3 0,3683 0,5973
4 0,3683 0,6882
5 0,3802 0,6287
6 0,3719 0,7050
7 0,3682 0,6557
8 0,3943 0,6386
9 0,3751 0,5791

10 0,3717 0,7053
11 0,3841 0,7211

Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Segundo SILVA (2014) ao analisar isoladamente o P. crustosum, dentro dos mesmos
parametros do presente trabalho, percebe-se que este micro-organismo cresceu dentro de toda faixa
de glicose estuda (5 g/L a 15 g/L). No entanto o crescimento foi significativo apenas em baixas
concentracdes de LAS, entre 2 mg/L ¢ 4 mg/L. Consideravelmente relacionado a massa seca, a
reducdo do surfactante mostrou-se eficiente (90 a 100%) dentro de toda faixa de glicose estipulada,
contemplando também um intervalo maior de variagao do LAS (2 mg/L a 8 mg/L).

De acordo com COSTA (2014) em um mesmo planejamento aplicado aos fungos A.
aculeatus, P. crustosum e P. chrysogenum, dentro das situagdes contempladas, o que mais se
mostrou apto para o tratamento do efluente sintético contaminado com o surfactante alquilbenzeno
sulfonato de sddio foi o P. chrysogenum, alcangando até 99,5% de remocao de LAS do meio.

No estudo de Gontijo (2016) afirma que os fungos utilizados obtiveram 6timos resultados
na biodegradacdo do Linear alquilbenzeno sulfonato de sodio. A partir do planejamento proposto, o
fungo P. crustosum apresentou maiores porcentagens de biodegradacdo alcangando 98,75%, o
micro-organismo P. chrysogenum também obteve bons resultados com uma porcentagem de
biodegradacdo méaxima de 96,02%, com uma diferenca 2,73% de reducdo entre os fungos

estudados. O micro-organismo P. crustosum apresentou um 6timo resultado para a reducdo, e uma
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pequena producdo de massa fungica em relacdo ao P. chrysogenum, sendo uma boa alternativa para

a biodegradacao de surfactantes como o LAS.

Tabela 12: ANOVA para producdo de massa seca na presenga do detergente A

Soma dos Grau de Quadrado
quadrados (SQ)  liberdade (GL)  médio (QM) “
Regressiao 0,329759 5 0,052056
Residuo 0,184382 5 0,036876 1,411635
TOTAL 0,444662 10

Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Sabendo-se que o valor do Fiapelado € 5,05 € 0 valor do Feaiculado € igual a 1,411635. Pode-se
dizer que o célculo vai de encontro com o diagrama de Pareto demonstrada na Figura 20, e desta
forma pode-se dizer que o modelo matematico ndo € estatisticamente significativo e preditivo em

relacdo a massa seca.
Figura 20: Valor predito versus valor observado para a variavel massa seca do P. crustosum gerado
pelo software Statistica.
77—
05} i - \ 1
04 -

03

Predicted Values

0.2 9

0.1 0.0 0.1 0.2 03 0.4 05 o0& 0,7 08 09
Observed Values

Fonte: STATISTIC Spreadsheet.
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Tabela 13: ANOVA para producdo de massa seca na presenca do detergente B

Soma dos Grau de Quadrado Fus
quadrados (SQ) liberdade (GL) médio (QM)
Regressao 0,349091 5 0,057854
Residuo 0,409660 5 0,081932 0,706122
TOTAL 0,698930 10

Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Sabendo-se que o valor do Fipelado € 5,05 € 0 valor do Feaieutado € igual a 0,706122. Pode-se
dizer que o célculo vai de encontro com o diagrama de Pareto demonstrada na Figura 21, e desta
forma pode-se dizer que o modelo matematico ndo ¢ estatisticamente significativo e preditivo em

relacdo a massa seca.

Figura 21: Valor predito versus valor observado para a variavel massa seca do P. crustosum gerado pelo
software Statistica.
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Fonte: STATISTIC Spreadsheet.

Visto que o presente experimento ¢ uma otimiza¢do de outro trabalha utilizando fungos
filamentosos onde se obteve uma reducao de até 95%, os resultados do presente experimento foram
muito bons, uma vez que os resultados apresentaram redugdo de até 99% superando os valores
anteriores e comprovando a eficiéncia dos paramentos utilizados.

Desta forma, o fungo filamentoso Penicillium crustosum, utilizado neste estudo mostrou-se
capaz de biodegradar surfactantes anidonicos amplamente usados em ambos detergentes liquidos
testados no presente trabalho e que sdo langados diariamente nos esgotos domésticos e que apesar
de serem biodegradaveis, os processos de tratamento anaerdbicos utilizados no Brasil removem até

70% de surfactantes.
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8. CONCLUSAO

O emprego de micro-organismos no tratamento de efluentes se mostra uma alternativa
sustentavel e eficiente. Os resultados deste estudo mostraram que o fungo Penicillium crustosum
alcangou altos indices de biodegradacao de surfactantes totais no detergente “A” chegando a 96% e
no detergente “B” chegando a quase 100%, mostrando-se uma alternativa interessante na remogao

de surfactantes em efluentes.
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