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Resumo 

A evolução tecnológica proporcionou vários benefícios, como facilidade na comunicação, 

transporte, entre outros. Entretanto, junto com a evolução, veio a degradação ambiental pelo 

descarte indevido do óleo de cozinha. Deste modo, este trabalho teve como objetivo utilizar 

fungos filamentosos para a biodegradação do óleo de cozinha e em conjunto, realizar a 

modelagem do processo utilizando um Sistema Inteligente. Para a realização dos experimentos 

de bancada, foi utilizado um meio sintético e vários tipos de fungos filamentosos. Na primeira 

parte do projeto, foram testados quatro fungos, sendo que somente três apresentaram produção 

enzimática (P. crysogenum, A. aculeatus e A. niger). Após o teste de produção enzimática, os 

fungos que produziram a enzima de interesse foram utilizados na etapa seguinte. Foi realizada 

a curva de crescimento com o meio sintético (C6H12O6, MgSO4, (NH4)2SO4, KH2PO4, K2HPO4, 

CuSO4 (com e sem óleo) e observou-se que apenas dois fungos obtiveram crescimento no meio 

contendo óleo de soja. Deste modo,  os fungos selecionados para dar continuidade ao projeto 

foram os fungos A. aculeatus e o A. niger. Devido ao óleo ficar retido no filtro, foi necessário 

a utilização do reagente Tween® 80, onde este se liga com o óleo fazendo com que o óleo 

vegetal se misture com a água, obtendo assim uma única fase. Desta forma, a etapa da curva de 

crescimento foi novamente realizada e como resultado, observou que o fungo A. aculeatus 

apresentou uma taxa de crescimento de 0,6 g/L enquanto o A. niger foi de 0,4g/L, durante os 

cinco dias de análise. O fato que esses fungos terem apresentado melhores resultados, esses 

microrganismos passaram pela etapa da curva de crescimento. Por último, estes fungos 

passaram pelo método de gravimétrico de partição, em que se observou que o A. aculeatus 

obteve uma biodegradação em torno de 90% e o A. niger de 80%, demonstrando que ambos os 

fungos se adequaram ao meio e que apresentaram eficientes para remoção de óleo. Na etapa de 

modelagem do processo, foi utilizada um sistema inteligente comumente conhecida como 

Lógica Fuzzy visando obter como resultado o crescimento do fungo e biodegradação, e assim 

realizar uma comparação com os dados experimentais. A lógica fuzzy caracteriza-se por não 

ser necessário a utilização de um modelo matemático e sim uma atribuição através de regras 

descriminadas pelo especialista no processo. Através os resultados, pode-se observar que os 

resultados nessa etapa foram condizentes como os obtidos experimentalmente, tanto no 

crescimento do fungo quando na taxa de biodegradação do óleo, chegando em torno de 80%. 

 

Palavras-chaves: Fungos Filamentosos; Lógica Fuzzy; Biodegradação.  



 

 

Abstract 

Technological developments have provided several benefits, such as ease of communication, 

transportation, among others. However, along with evolution came environmental degradation 

due to improper disposal of cooking oil. The objective of this work was to use filamentous fungi 

for the biodegradation of cooking oil and jointly carry out the modeling of the process using an 

intelligent system. For the bench experiments, a synthetic medium and several types of 

filamentous fungi were used. In the first part of the project, four fungi were tested, and only 

three showed enzymatic production (P. crysogenum, A. aculeatus and A. niger). After the 

enzymatic production test, the fungi that produced the enzyme of interest were used in the next 

step. The growth curve was performed with the synthetic medium (C6H12O6, MgSO4, 

(NH4)2SO4, KH2PO4, K2HPO4, CuSO4 (with without oil)) and it was observed that only two 

fungi obtained growth, that is, in the medium containing soybean oil. Thus, the fungi selected 

to continue the project were the fungi A. aculeatus and A. niger. Due to the oil being trapped in 

the filter, it was necessary to use reagente Tween® 80, that binds with the oil causing the 

vegetable oil to mix with water, thus obtaining a single phase, this way, the growth curve step 

was performed again and as a result, observed that the fungus A. aculeatus showed the best 

growth results  0.6 g/L and approximately 0.4 g/L, respectively) during the five days of analysis. 

The fact these fungi have shown better results, those microorganisms passed through the growth 

curve and fungus A. aculeatus showed better results (approximately 0.38g/L). Finally, these 

fungi passed through the partition gravimetric method, in which it was observed that A. 

aculeatus had a biodegradation of 90% and the microorganism A. niger about 80%, 

demonstrating that both fungi were well suited in half and that will be efficient on removing 

oil. In the process modeling stage, an intelligent system commonly known as fuzzy logic was 

used to obtain the growth of the fungus and biodegradation as a result, and thus carry out a 

comparison with the experimental data. The fuzzy logic is characterized by the fact that the use 

of a mathematical model is not necessary, but an attribution through rules discriminated by the 

specialist in the process. Through the results, it can be observed that the results in this stage 

were consistent with those obtained experimentally, both in the growth of the fungus and in the 

biodegradation rate of the oil, reaching around 80%. 

 

Keywords: Filamentous Fungi; Fuzzy logic; Biodegradation.
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1. INTRODUÇÃO 

A evolução tecnológica proporcionou uma variedade de benefícios, como maior facilidade 

na comunicação, transporte, interatividade, recursos exploratórios, entre outros. Entretanto, 

junto com toda essa evolução também veio a degradação ambiental de diferentes tipos e formas. 

Devido a essas ações contra o meio ambiente, reuniões em relação a tratamento do meio 

ambiente tem ocorrido como, RIO +20, RIO92, Conferência das Nações Unidas que ocorreu na 

Suécia em 1972, a reunião do Protocolo de Quioto, entre outras. Um exemplo de problema 

ambiental que tem se tornado uma preocupação, é o descarte incorreto dos resíduos sólidos, e 

um dos principais causadores dos problemas ambientais é o óleo, e parte dele é proveniente de 

frituras. Ao ser descartado de maneira incorreta, ele soma-se com duzentos milhões de litros de 

água, e acabam chegando em rios e lagos, fazendo com que o meio ambiente fique 

comprometido (SILVA,2013) . 

Devido a estes danos proporcionados pelos óleos ao ambiente, empresas, indústrias, alunos, 

entre outros, procuram formas de reutilizar este resíduo, um exemplo são as fabricações de 

sabões, mas mesmo sabendo das boas práticas de descarte, muitas pessoas ainda descartam o 

óleo de forma inadequada, causando grandes malefícios ao meio ambiente, pois se o resíduo 

for descartado em redes de esgoto, poderá provocar a impermeabilização dos leitos e do solo, 

contribuindo com centenas de problemas (COSTA; LOPES; LOPES, 2015). 

Quando esses resíduos entram em contato com rios, uma barreira é criada dificultando a 

entrada de luz e a oxigenação da água, desta forma, haverá um comprometimento 

principalmente na base da cadeia alimentar aquática (BORTULUZZI, 2011). 

De acordo com Costa et. al (2015), a legislação Ambiental cujo tema “óleo de cozinha” foi 

discutido por um projeto de lei nº 2.074 no ano de 2007, em que foi abordado o destino do 

resíduo, devido aos grandes danos ambientais causados devido ao descarte inadequado de 

indústrias, lanchonetes, residências, dentre outros. 

Uma forma de remover os óleos vegetais em contato com os efluentes (pois quando em 

contato com a água o óleo não é mais reutilizável), é a utilização da biodegradação dos mesmos 

utilizando fungos filamentosos, pois estes microrganismos possuem uma grande potencialidade 

em biodegradação devido a produção de enzimas biodegradantes, como por exemplo as lipases 

(JAKUBOSKI; JOSÉ; RAUBER, 2014). Esses organismos utilizam esses poluentes (neste 

caso, o óleo de cozinha) como fonte de carbono e energia. Os fungos têm um destaque por ter 

um papel natural de decompositores e degradadores de moléculas complexas como a lignina e 
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a celulose (MACIEL, CARLA DO COUTO SOARES; TAKAKI, GALBA M.C.; GUSMÃO, 

2010). 

Vários trabalhos podem ser citados, em que esses microrganismos foram utilizados, na 

biodegradação por fungos filamentosos, apresentando resultados de 90% na biodegradação de 

surfactantes. Como no estudo de Costa (2016), fazendo uso dos fungos das espécies P. 

crustosum e P. chrysogenum mostrou-se eficiente na biodegradação do Linear Alquibenzeno 

Sulfonato de Sódio (LAS), tendo um alcance de até 99,5% de remoção do LAS. Já no estudo 

de Santos (2015), fazendo uso do mesmo fungo P. chrysogenum em cultivo aeróbio submerso 

a 25ºC, 180 rpm durante 5 dias, alcançou alto nível de biodegradação de LAS chegando a 

99,4%, enquanto tratamentos convencionais em anaerobiose removem no máximo 70% de 

surfactantes totais em efluentes domésticos reais. Gontijo (2016), utilizou os mesmos 

microrganismos e obteve ótimos resultados na biodegradação do Linear Alquibenzeno 

sulfonato de sódio.  A partir do planejamento proposto, o fungo P. crustosum apresentou 

maiores porcentagens de biodegradação alcançando 98,75%. O microrganismo P. chrysogenum 

também obteve bons resultados com uma porcentagem de biodegradação máxima de 96,02%, 

com uma diferença 2,73% de redução entre os fungos estudados.  

Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo utilizar fungos filamentosos em 

experimentos de bancada visando a biodegradação de óleos vegetais, e para uma melhor 

visualização/entendimento do processo, realizou a modelagem da biodegradação e do 

crescimento celular utilizando um sistema inteligente. 
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Objetivos 

• Objetivo Geral: 

Estudar a biodegradação do óleo vegetal em um meio sintético utilizando fungos 

filamentosos e a realizar a modelagem do processo utilizando a Lógica Fuzzy. 

 

• Objetivo Específico: 

- Realizar um levantamento na literatura dos fungos com capacidade de biodegradação 

do óleo; 

- Avaliar as etapas da curva de crescimento, biodegradação e o percentual de 

biodegradação para cada fungo; 

- Selecionar as melhores cepas levando-se em conta a etapa de biodegradação. 

- Realizar a modelagem do processo em estudo utilizando a Lógica Fuzzy. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Composição química dos óleos e gorduras 

 

Os lipídeos são substâncias insolúveis em água, sendo menos densos que ela, além de 

ser solúveis em solventes orgânicos. São formados por cadeias carbônicas longas, estando 

presente em organismos vivos (Gioielli, 1996). 

Os óleos e gorduras naturais tem como principais compostos trigliceróis, desses são 

formados pela esterificação completa do glicerol com ácidos graxos (Gioielli, 1996). Os 

triagliceróis por terem em sua constituição até três moléculas de AcGs, possuem um papel 

importante em sua constituição.  Os AcGs são ácidos monocarboxílicos de cadeia longa e linear, 

com número par de átomos de carbono, podendo ser insaturados ou saturados, sendo os 

principais em óleos vegetais (Figura 1) (Carvalho, 2017). 

 

Figura 1: Estrutura molecular dos principais ácidos graxos dos óleos vegetais. Fonte: (Carvalho, 

2017). 

 

 

Os ácidos graxos insaturados, contêm uma ou mais ligações duplas em seu esqueleto 

carbônico, sendo mais reativos e mais suscetíveis a termo-oxidação. São também um conjunto 

de famílias conhecidas como ômegas (ω). Para saber a definição da família é necessário saber 

a posição da primeira ligação dupla. O carbono da cadeia hidrofóbica diretamente ligado ao 

carbono do grupo carboxílico é convencionado como carbono-alfa (α), enquanto o carbono da 
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extremidade oposta é o carbono-ômega (ω). Os AcGs que não são produzidos pelo nosso 

organismo são considerados essenciais ao homem, tendo com os mais importantes o ácido 

linoléico, ω6, e o ácido linolênico, ω3 (Martin et al., 2006). 

 De acordo Gomes (2011), a razão dos ácidos graxos com instaurações cis e seus 

derivados apresentarem o ponto de ebulição mais baixos que os saturados é devido a dificuldade 

do “empacotamento” entre as cadeias, fazendo com que as interações moleculares entre elas se 

reduz. Para os ácidos saturados, os mesmos possuem uma rotação livre fazendo com que haja 

um favorecimento de uma melhor interação entre as cadeias carbônicas resultando em uma 

força de atração maior e pontos de fusão mais altos. De acordo com a resolução ANVISA-RDC 

270 do ano de 2005, a classificação dos lipídeos graxos em óleos e gorduras não depende da 

natureza da fonte oleaginosa, mas depende apenas do ponto de fusão da mistura na temperatura 

ambiente de 25 ºC. Segundo a resolução, em 25oC os óleos são líquidos e as gorduras são sólidos 

ou pastosos (Ramalho & Suarez, 2013). 

 

2.2 Efeitos de óleos e graxas na tratabilidade de esgotos  

 

O esgoto gerado em uma comunidade tem-se formas distintas para ser gerado: a 

contribuição doméstica, ou seja, o esgoto gerado nas residências, devido as atividades normais, 

ou também podendo ser gerado por despejos industriais  

(Von Sperling, 1996). 

Os despejos considerados gordurosos nas instalações sanitárias prediais, origina-se 

principalmente da preparação e manipulação de alimentos e do descarte de seus resíduos. Isso 

se faz com que se torna o terceiro constituinte do esgoto doméstico em termos quantitativos 

(GNIPPER, 2008). 

Organizações alimentares, domésticos e comerciais faz com que aumente o volume de 

efluente que contém quantidades significativas de óleos e graxas residuais (OGRs). Antes de 

entrar em nossos sistemas de coleta e tratamento, os OGRs presentes nos efluentes devem ser 

removidos, principalmente devido à sua propensão para bloquear as linhas de esgoto municipais 

e reduzir a eficiência do processo a jusante do seu tratamento (De Oliveira et al., 2014). 

O tratamento de águas residuárias é dificultado devido à grande quantidade de OGRs 

nelas despejados. Á água que utilizamos na cozinha pode trazer grande quantidade destes 

produtos, provenientes principalmente da limpeza de utensílios, que pode representar até 50% 

dos compostos orgânicos em suspensão presente nas águas residuárias domésticas. As gorduras 
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que estão presentes nesta suspensão são os ésteres de alto peso molecular, formados a partir de 

ácidos graxos superiores (C12 a C22) e glicerol. A baixa solubilidade em águas das longas 

cadeias, provocam entupimentos nas tubulações por incrustações e também pode vir a 

prejudicar o tratamento biológico (aeróbio/anaeróbio) nas Estações de Tratamento de Efluentes 

(ETE’s), descrevem os OGRs como boa parte das fontes de contaminação dos recursos hídricos 

e do solo quando dispostos diretamente (De Oliveira et al., 2014). 

É muito importante ter a determinação do teor de óleos e graxos (TOG) devido ao fato 

de que, quando as concentrações são elevadas de óleos e graxas presentes nas águas residuárias, 

essas podem provocar problemas operacionais à etapa do tratamento primário, fazendo com 

que haja interferência no tratamento biológico (secundário). Através de estudos feitos 

anteriormente, notaram que concentrações a partir de 65 mg.L-1 de óleos e graxas, eram 

suficientes para ocasionar problemas operacionais ao sistema, fazendo que se tornasse 

necessário o esgotamento do mesmo, afim que o mesmo retornasse a operar nas condições 

desejadas (MELO et al, 2002). 

Quando os óleos são  lançados nas redes de drenagem de águas residuais, poluem os 

meios receptores hídricos e provocam também estragos nas estações de tratamento de águas 

residuais. O óleo usado contém elevados níveis de hidrocarbonetos e de metais, sendo os mais 

representativos: ferro, chumbo, zinco, cobre, crômio, níquel e cádmio (SILVEIRA et al., 2006). 

Quando se trata de efluentes que são originados de atividades industriais, os teores de 

OGRs presentes nas águas residuárias são muito variáveis. Nas indústrias de laticínios, por 

exemplo, os teores podem variar de 200 a 4.000 mg L-1. Já para as indústrias de extração de 

óleos vegetais, os níveis de OGRs variam entre 500 a 16.000 mg L- (DE OLIVEIRA et al., 

2014) 

De acordo com a SABESP (2007), em excesso, os óleos podem contribuir para a 

formação de bactérias conhecidas como nocardias. Estas podem impactar o tratamento fazendo 

com que haja um favorecimento da perda de lodo para o efluente. Esse tipo de ocorrência só é 

possível se a concentração de OG (óleos e graxas) afluente estiver constantemente alta, mas 

não há histórico de ocorrência nas ETEs. Sabe-se que o limite legal mais restritivo de 

lançamento que é de 50 mg/L, permite lançar aproximadamente uma gota de óleo por litro, 

logo, um litro de óleo poluiria 20.000 litros de água. Entretanto, de acordo com o Programa de 

Gestão Ambiental (PGA) (2012), do Ministério Público Federal, um litro de óleo de cozinha 

utilizado contamina um milhão de litros de água – o suficiente para uma pessoa usar durante 14 

anos. 
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2.2. Desastres ambientais mundiais causado por óleo vegetal 

 

Atualmente, as informações relacionadas aos efeitos dos derramamentos de óleo vegetal 

em áreas úmidas de água doce, incluindo a biota associada, são muito limitadas. Através de 

estudos, pesquisadores esperam melhorar a atual base de conhecimento sobre os efeitos 

ambientais do ambiente aquático dos derramamentos de óleo vegetal em água doce zonas 

húmidas (SELALA et al., 2013) 

O derramamento do óleo vegetal pode trazer sérias consequências ambientais 

semelhantes às dos óleos à base de petróleo. Os primeiros efeitos vão ocorrer nos organismos 

de superfície, principalmente em pássaros, que podem ser devastados devido a um único 

derramamento. Ainda que o óleo de superfície possa vir causar danos a aves e organismos entre 

as marés, ainda existe diferenças significativas entre o derramamento do óleo vegetal e o óleo 

de petróleo (FINGAS, 2012).  

De acordo com Fingas (2012), os óleos vegetais trazem grandes preocupações assim 

como o derramamento de petróleo. O comportamento dos óleos no meio ambiente tem uma 

variação de acordo com as condições ambientais e o tipo de óleo. As propriedades 

comportamentais do óleo vegetal são muito diferentes dos de petróleo, em que os mecanismos 

de transformação mais importantes são a evaporação, emulsificação água-em-óleo, e a 

emulsificação do óleo em água (dispersão). As propriedades físicas dos óleos vegetais são 

medidas principalmente através da densidade e viscosidade, dessa forma o comportamento 

destes é bastante limitado a densidade e em menor grau, à biodegradação, que pode ser 

competitiva para outros processos de oxidação, como por exemplo, a polimerização. 

Em 1963 no rio Minnesota, houve um grande vazamento de cerca de quatro milhões 

de litros de óleo de soja. O vazamento resultou em mortes e graves efeitos em torno de 5300 

aves, cerca de 177 ratos almiscarados, 26 castores, dentre outros animais selvagens, como 

tartarugas, gambás e esquilos. Também ouve grandes efeitos maléficos em animais domésticos 

como em vacas e cachorros. O vazamento fez com que houvesse a morte de certa de 7 mil 

peixes (RIGGER, 1997). 

No norte de Atlanta, GA, no dia 26 de setembro do ano de 1994 houve um 

derramamento de 20.000 litros de óleo de soja de baixo teor. No estudo notou-se que o óleo foi 

derramado primeiramente em um pequeno riacho e logo após foi represado. Felizmente ouve 

poucos danos devido a remoção do óleo derramado através de escumadores e caminhões de 

vácuo, devido a isso não ouve danos a vida selvagem (FINGAS, 2012). 
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No dia 23 de abril de 1996, na cidade de Macon na Georgia, mais de 30.000 litros de 

óleo de soja foi despejado em uma refinaria de óleo. O óleo desceu através de um pequeno 

riacho, mas trabalhadores daquela área ao verem o derramamento atuaram no mesmo 

rapidamente (FINGAS, 2012). 

No ano de 1991, na costa do país de Gales, uma carga de óleo de girassol foi derramada 

do petroleiro Kimya, como o óleo de girassol era polimerizado ele pode ser visto ainda 7 anos 

após o derrame (MUDGE, 1993, 1995). 

De acordo com Selala e colaboradores (2013), o maior derramamento de óleo vegetal 

global em água doce ocorreu em Con Joubert Bird Weltland santuário em West Rand de 

Gauteng no ano de 2007. Ocorreram mudança espaciais e temporais no nitrogênio total, fósforo 

total e clorofila também foram observadas as alterações nas concentrações do pH. O 

derramamento de óleo também acarretou um aumento na taxa de macroinvertebrados tolerantes, 

principalmente nas espécies Chironomidae e Psychodidae, nos locais próximos ao derrame. O 

local afetado infelizmente é uma área industrial, e está sujeito a derrames de efluentes. 

 

2.3. A contaminação do óleo de cozinha e suas consequências  

 

O derramamento do óleo vegetal pode acarretar várias consequências ambientais 

geralmente semelhantes às dos óleos a base de petróleo (FINGAS, 2012). É possível medir os 

grandes danos que o óleo de cozinha pode causar ao meio ambiente quando este é descartado 

de maneira incorreta na rede de esgoto ou em nossos efluentes. Os dados analisados mostram 

que um litro de óleo pode poluir um milhão de litros de água. Isso acontece porque o óleo 

descartado no ralo da cozinha acaba chegando em rios, que por sua vez, desagua nos oceanos 

(CORRÊA et al., 2018). 

De acordo com Costa e colaboradores (1999), um problema ambiental que 

enfrentamos atualmente é o desperdício e poluição das águas, que afetam a saúde dos rios, 

mananciais e lagos, como por exemplo, o lançamento do esgoto in natura na rede coletora, 

causando transmissão de doenças, resíduos tóxicos e contaminação das águas às pessoas e 

animais. 

Outra problemática é que os óleos e graxas, em seu processo de decomposição, 

reduzem o oxigênio dissolvido fazendo com que aumente a Demanda Bioquímica de Oxigênio 
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(DBO) e a Demanda Química de Oxigênio (DQO) causando modificações negativas no 

ecossistema aquático (METCALF & EDDY. Inc., 1991). 

O óleo é heterogêneo e menos denso que a água, por isso ele vai permanecer na 

superfície, e assim acaba criando uma barreira dificultando a entrada de luz e bloqueando a 

oxigenação da água e a matéria orgânica que é caracterizada como básica na teia alimentar dos 

ecossistemas aquáticos (MONTE et al., 2015). Com essa falta de oxigenação na água, e devido 

ao aumento principalmente de nitrogênio e fósforo, vão crescendo também as cianobactérias 

que podem se multiplicarem enormemente, passando poucas centenas de células por litro para 

milhões de litro. Esse crescimento exagerado de cianobactérias é conhecido como florações 

(Figura 2). Nas florações a água passa a ter uma coloração bastante esverdeada, e diversas vezes 

apresentando odores desagradáveis, fazendo com o que o ambiente se torne impróprio para uso, 

isso dificulta bastante o tratamento de água para o consumo humano (OLIVEIRA; MOLICA, 

2017) 

 

Figura 2. Floração de corpo d’água. Fonte: (OLIVEIRA; MOLICA, 2017) 

  

 

O maior perigo das florações por cianobactérias é que entre 150 gêneros, descritos, 40 

estão relacionados com a produção de algum tipo de substância tóxica que são chamadas de 

cianotoxinas. Essas toxinas podem vir a causar certos problemas como dermatites, 

gastroenterites, atacar outras bactérias e podendo inibir o crescimento de microalgas e de 
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plantas aquáticas. Existe um grupo menor de moléculas que são muito tóxicas para animais e 

seres humanos que também é produzido por cianobactérias são essas: neurotoxinas de nome 

saxitoxinas, anatoxina-a e anatoxina-a(s) e as hepatotoxinas de nome microcistinas, nodularinas 

e cilindrospermopsina (OLIVEIRA; MOLICA, 2017) 

Segundo Monte e colaboradores (2015), o óleo pode ser degradado por bactérias 

anaeróbias, liberando, desta forma, metano nas atmosferas, e este, sendo um gás provocador do 

efeito estufa. Quando o material é descartado no solo ele vai comprometer a capacidade de 

absolvição da área, tendo como consequência menor aproveitamento da água da chuva na 

reposição dos lençóis freáticos e menor capacidade de drenagem, favorecendo a ocorrência de 

enchentes, além da contaminação do solo tornando-o impróprio para uso. 

Sendo o óleo um grande potencial poluidor, quando descartado de maneira incorreta, 

pode trazer danos significativos ao meio ambiente, como por exemplo, a impermeabilização do 

solo que acarreta enchentes, entupindo de ralos e canos e contaminando os lençóis freáticos 

(CORRÊA et al., 2018). Os resquícios do que se usa acaba gerando lixo que é um dos maiores 

problemas da população mundial. O crescimento acelerado e o consumo populacional tem 

contribuído para o aumento da geração de resíduo de cidades, no qual precisa-se de uma maior 

necessidade de saber como descarta-lo. Atualmente há diversos procedimentos de 

gerenciamento desses resíduos, no entanto, ainda muitas pessoas não contribuem com o meio 

ambiente e acabam descartando o óleo no ralo da pia, no lixo e em diversos locais inadequados 

(BÓSIO, 2014). 

O despejo de óleos de frituras nos esgotos pluvial e sanitário provoca impactos 

ambientais significativos, como por exemplo, quando os óleos vegetais são lançados 

diretamente em boca-de-lobo ocasionam obstruções, em função de emulsificam-se formando 

‟pastas” inclusive retendo resíduos sólidos. Em alguns casos a desobstrução de tubulações 

necessita a alocação de produtos químicos tóxicos; Os esgotos que estão ingressos ao sistemas 

municipais de tratamento possui uma dificuldade em seu tratamento, podendo ser em até 45% 

e por fim, em um ambiente, em condições aeróbias pode haver a mecanização dos óleos fazendo 

com que haja uma contribuição para o efeito estufa, por fim, quando não houver tratamento de 

esgoto preliminar ao lançado ao corpo receptor, elevam-se as concentrações de óleos totais no 

mesmo, diminuindo sua qualidade para vários fins, havendo modificação pontual de pH e 

diminuição da taxa de trocas gasosas da água com a atmosfera. A temperatura do óleo sob o sol 

pode chegar a 60°C, matando animais e vegetais microscópicos (ULBANERE, 2011). 
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Os efeitos primários ocorrem em organismos de superfície, particularmente nas aves, 

podem ser devastadas por um único derramamento. Mesmo que o óleo de superfície possa 

causar danos as aves e organismos das marés, permanecem diferenças significativas entre o 

óleo vegetal e o óleo (FINGAS, 2012). 

 

2.4. Óleos vegetais  

 

O óleo vegetal é considerado uma gordura obtida através de plantas 

predominantemente das sementes. A suas moléculas se foram através da união de glicerol e 

ácidos graxos insaturados que são conhecidos como triglicerídeos que se classificam como 

lipídeos. Os óleos vegetais não são usados apenas como óleos de cozinha (comestíveis), mas 

também como lubrificantes, cosméticos, produtos farmacêuticos, fabricação de tintas, 

combustíveis, dentre outras aplicações (SALLES, 2010). Os óleos vegetais são formados 

principalmente de triacilgliceróis (>95%) e pequenas quantidades de mono e diacilgliceróis. 

(COSTA, 1993; FELIBERTO et. al, 2011 ).  

Tem-se entre as principais fontes de energia utilizada pelo homem os óleos e gorduras. 

São também são conhecidos como lipídeos, e são formados, primordialmente, por moléculas 

de hidrogênio, oxigênio e carbono; outros elementos, como, por exemplo, o fósforo. Fornecem 

em peso, duas vezes mais calorias que os carboidratos e as proteínas, tendo em vista que esses 

dois últimos se transformarem em lipídios no organismo humano, alguns deles têm funções 

biológicas específicas, sendo uma delas a participação na formação de alguns hormônios e 

vitaminas, além de fazer parte da constituição das membranas celulares (Carvalho, 2017). 

O óleo vegetal, como uso doméstico é utilizado como óleo de cozinha, para frituras 

em geral, para a fabricação de diversos condimentos, como maionese, margarina, tempero para 

salada, pasta para sanduiches, gordura vegetal, dentre outros. Já no uso industrial, é utilizado 

em produtos farmacêuticos, como por exemplo, manufatura de antibióticos e produtos 

medicinais, ingredientes para calefação, desinfetantes, isolação elétrica, inseticidas, tecidos 

oleados, tintas para impressão, revestimentos plastificadores, massa para vidraceiro, sabão, 

cimento à prova d’água, cosméticos, combustíveis, dentre outros (BÓSIO, 2014). 

Óleos e gorduras são substâncias que são solúveis em água por eles serem 

hidrofóbicos, tendo origem animal ou vegetal. Os óleos e gorduras são formandos 

principalmente por ésteres triacilgliceróis que são produtos formados através da esterificação 
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entre o glicerol e ácidos graxos. Os trigliceróis (Figura 3) são insolúveis em água a temperatura 

ambiente, possui uma consistência líquido para sólido. Quando os mesmos estão em forma 

sólida são nomeados de gorduras e quando está na forma líquida são conhecidos como óleo 

(REDA; CARNEIRO, 2007). 

 

Figura 3. Estrutura do triacilglicerol (REDA; CARNEIRO, 2007). 

  

 

Os ácidos graxos de óleos comestíveis, em sua grande maioria, possui uma cadeia 

carbônica de 16 a 18 carbonos, apesar de o óleo de coco possuir um alto grau de ácido láurico, 

tendo em sua constituição 12 átomos de carbono (REDA; CARNEIRO, 2007). 

De acordo com Kumar e colaboradores (2016) as plantas podem ser projetadas para a 

produção de ácidos graxos que são nutricionalmente benéficos para a saúde humana. Desta 

forma esses óleos têm potenciais para substituir a demanda cada vez maior de fontes de petróleo 

não renováveis para aplicação industrial e poupar a vida marinha, fornecendo, assim, uma fonte 

alternativa para ácidos graxos poli-insaturados de cadeia longa. As vias bioquímicas que 

produzem esse óleos de armazenamento nas plantas têm sido extensivamente caracterizadas, 

mas os fatores que regulam a síntese de ácidos graxos e controlam o teor total de óleo nas 

culturas oleaginosas ainda são pouco conhecidas e devido a esse pouco conhecimento, a 
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compreensão do metabolismo lipídico das plantas é fundamental para sua manipulação e 

aumento da produção (KUMAR; SHARMA; C. UPADHYAYA, 2016)  

Uma das características marcantes do óleo vegetal é sua estrutura química exclusiva 

com locais de insturação, epóxis, hidroxilos, ésteres e outros grupos funcionais, juntamente com 

características de fluidez. Isso lhes permite passsar por várias transformações químicas, fazendo 

com que haja uma produção de materiais poliméricos de baixo peso moleclar com diversas 

aplicações (ALAM et al., 2014). 

Os óleos contêm (além dos triacilgliceróis) vários outros componentes com pouca 

proporção, entre eles estão mono e diglicerídeos que possuem um papel importante por serem 

emulsionantes, ácidos graxos livres, tocoferol, um componente bastante importante devido ao 

seu efeito antioxidante, proteínas além de esteróis e vitaminas (REDA, 2007). Existe uma 

evidência crescente de que os ácidos graxos (AGs) tem um bom desempenho na nutrição 

humana, incluindo tratamentos profiláticos e preventivos de doenças, em crescimento e 

desenvolvimento do embrião humano, função cerebral e fornecer proteção contra muitas 

doenças graves, como doenças cardiovasculares. Sabe-se que agora que muitos ácidos graxos 

tem um grande potencial anticâncer (KUMAR; SHARMA; C. UPADHYAYA, 2016). 

 Os óleos têm certa estabilidade térmica e esta vai depender de sua estrutura química, 

isto é, os ácidos graxos saturados são mais estáveis do que os insaturados. Por isso tem sido 

muito utilizado na culinária e na indústria, e faz com que pesquisadores, pesquisem novos 

métodos analíticos capazes de avaliar as condições de processamento e estocagem, e por isso 

se faz necessário o conhecimento da estabilidade térmica dos óleos vegetais para a obtenção de 

um controle rigoroso da qualidade (REDA, 2007). 

 O Brasil tem uma enorme diversidade de espécies vegetais de oleaginosas, e a partir 

das mesmas podem se extrair uma quantidade satisfatória de óleos. Segundo a EMBRAPA 

(Empresa Brasileira de Agropecuária), o Brasil é o segundo maior produtor de soja do mundo. 

A partir de estudos verifica-se que no ano de 2010 o Brasil passou a produzir cerca de 57 

milhões de toneladas de soja (SALLES, 2010). 

 

2.5.  A Biodegradação 

 

 A biodegradação por definição é a transformação química de uma substância causada 

por organismos ou suas enzimas, isto é, é um processo pelo qual as substâncias orgânicas são 
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quebradas pelas enzimas que são produzidas através de organismos vivos. O termo é 

frequentemente usado em relação à ecologia, gerenciamento de resíduos e remediação 

ambiental. O material orgânico ele pode ser degradado aerobicamente com oxigênio como 

também anaerobicamente, na ausência de oxigênio (JOUTEY et al., 2013). 

 A biodegradação é uma interação de diversos grupos de microrganismos diferentes: 

algas, bactérias e fungos (MELO E AZEVEDO, 1997; FILHO, 2011), que trabalham juntos ou 

sequencialmente na degradação dos compostos (RÉGIS, 2000; FILHO, 2011). 

 Para que a biodegradação ocorra é necessário que os microrganismos estejam perto ao 

composto orgânico. O composto orgânico deve estar disponível ao microrganismo e por fim, o 

microrganismo deve ter a capacidade de participar de alguma parte do processo de 

biodegradação ou transformação tirando energia para si (RÉGIS, 2000) Para que ocorra essas 

condições ao compostos mais difíceis de serem biodegradados, é necessário que se selecione 

microrganismos adequados a metabolização do substrato, em que alguns casos é necessário 

adicionar substâncias que funcionem como pontes e direcionadoras do microrganismo ao 

substrato (BUNDY et a.l., 2002; OTENIO, 2002; KATAOKA, 2001 e FILHO 2011). 

CONFUSO 

 As taxas de biodegradação ela se dá através da adaptação dos microrganismos nativos 

às condições de contaminação com o tempo. Assim sendo, o uso de tecnologias para melhorar 

ou acelerar o processo de adaptação dos microrganismos nativos a determinados compostos é 

uma ferramenta efetiva na remediação de meios contaminados (TAPAJOS 2008; CHAPELLE, 

1992). 

 Quando os microrganismos naturais de um determinado local são expostos a 

contaminantes orgânicos, ocorre uma seleção daqueles que têm a capacidade de degradá-los 

como substratos. A taxa através da qual podem se adaptar é determinante da redução da 

concentração do contaminante na água e no solo. O tratamento biológico é a degradação de 

compostos orgânicos pela ação dos microrganismos. O grau de modificação da estrutura 

molecular destes compostos determina se o processo em questão constitui uma 

biotransformação ou uma mineralização (TAPAJOS 2008; LA GREGA, 1994). 

 Os microrganismos utilizam os contaminantes orgânicos como substrato para seu 

crescimento próprio e sua própria reprodução, transformando-os em outros compostos. Os 

contaminantes orgânicos não só compõe uma fonte de carbono, como também provem elétrons, 

utilizados pelos microrganismos para obtenção de energia (TAPAJOS, 2008) 
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 De acordo com USEPA (1999), A degradação de moléculas orgânicas quaisquer, 

exclusivamente de contaminantes, exige a produção e a utilização eficiente de enzimas. Na 

maior parte dos casos, a biodegradação é meramente uma reação de oxi-redução catalisada por 

microrganismos que não só quebram ligações químicas, mas também transferem elétrons do 

contaminante para aceptores de elétrons (TAPAJOS, 2008). 

 De acordo com Joutey e colaboradores (2013), a biodegradação possui dois tipos 

principais: a primária que se refere quando há uma modificação de uma substância por 

microrganismos, de modo que uma mudança seja causada em alguma propriedade mensurável 

específica de uma substância. Quando se usa o termo biodegradação primária, refere-se à 

transformação mínima, onde se altera as características físicas de um composto, deixando a 

molécula em grande parte intacta. O principal objetivo da biodegradação primária é a 

mineralização. Quando ocorre o processo de mineralização, temos uma completa 

biodegradação, isto é, entramos em uma biodegradação secundária, em que uma substância é 

totalmente utilizada por microrganismos resultando na produção de dióxido de carbono, 

metano, água, sais minerais e novos constituintes celulares microbianos. 

 Devido à grande capacidade de biodegradação de poluentes tóxicos recalcitrantes, as 

enzimas lignolíticas produzida principalmente pelos fungos filamentosos passaram a ter um 

grande interesse por cientistas e no meio industrial. Por isso que o uso de enzimas foi 

considerado hoje em dia um dos maiores setores na indústria biotecnológica, utilizando os 

fungos como principais microrganismos, utilizados como produtores de uma gama de 

substâncias de um grande valor e interesse econômico (BAPTISTA et al., 2012) 

 

2.6. Fungos Filamentosos  

 

Os fungos filamentosos são pertencentes ao Reino Fungi e são organismos 

heterotróficos, constituídos em sua maioria por um sistema de hifas, que obtém nutrientes por 

absorção. Esses microrganismos são encontrados distribuídos ubiquamente na natureza e estão 

presentes no solo, no ar, em matéria orgânica e em ambientes aquáticos. Fora, encontrado cerca 

de 3047 taxa diferentes, mas os fungos mitospóricos e meiospóricos pertencentes ao filo 

Ascomycota são os mais frequentemente encontrados (FAIA, 2011). 

Os Fungos Filamentosos estão cada vez mais sendo utilizados para a produção de 

medicamentos, alimentação, biodegradação de microrganismos, resolução de racematos, 

processos fermentativos dentre outras utilizações. Esses são bastante conhecidos devido sua a 
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importância na indústria, e seu fator ecológico. Os fungos Filamentosos são utilizados desde a 

produção de antibióticos, e também na fabricação de queijos, como Camemberti e Roquefort 

(DA S. LIMA et al., 2018). 

De acordo com a Embrapa, a formação de bancos de geoplamas de fungos filamentosos 

é de extrema importância nas mudanças paisagísticas que ocorrem de forma rápida, 

demandando o levantamento, o conhecimento e a conservação desses microrganismos em 

lugares apropriados para estudos. Os fungos também representam recursos genéticos para a 

aplicação em inúmeros processos e produtos biotecnológicos. Assim, as coleções fúngicas de 

culturas, quando bem estruturadas e conservadas, constituem um patrimônio genético de grande 

valor, em que o desenvolvimento social, econômico se sustenta em grande parte, na 

biotecnologia. Então para a comunidade científica e para a humanidade a caracterização e a 

conservação são de extrema importância (MELLO; REIS; SILVA, 2011). 

Os fungos também podem ajudar a resolver grandes problemas principalmente para a 

química, como por exemplo, remoção sustentável de poluentes em áreas contaminadas. O Reino 

Fungi é um dos reinos mais diversificado, eles podem viver em variados ambientes e a sua 

dispersão na natureza acontece por meio de agentes do ar e da água, sementes, insetos, animais 

e seres humanos (DA S. LIMA et al., 2018). 

Os fungos filamentosos são identificados pela sua taxonomia clássica e por biologia 

molecular, na taxonomia clássica utilizam-se características morfológicas macroscópicas, 

microscópicas e velocidade de crescimento (DA S. LIMA et al., 2018). Esses microrganismos 

que possuem duas formas de reprodução são denominados holomorfos e, em muitos deles são 

designadas a nível específico as duas formas de reprodução (e.g. Aspergillus fischerianus, 

espécie anamorfa de Neosartorya fischeri). Se ocorre apenas um tipo de reprodução, podem ser 

anamorfos, se apenas ocorre reprodução assexuada, ou teleomorfos, se apenas ocorre 

reprodução sexuada (FAIA, 2011).  

Os fungos além de compor um grupo com maior número de espécies, os mesmos vem 

propiciando aos seres humanos explorar racionalmente algumas linhagens fúngicas que sob 

adequadas condições controladas, são capazes de produzir substâncias capazes de provocar 

alterações desejáveis em outras, resultando em diversos produtos, além disso, esses 

microrganismos têm sido reconhecidos como as melhores fontes de lipases, e, hoje em dia, 

diversas patentes envolvendo a lipase fúngica têm sido requeridas (COLEN, 2006). 
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2.7. Biodegradação de óleos vegetais  

 

Biodegradabilidade transmite o significado de decomposição de materiais complexos e 

provável de serem tóxicos em formas simples e comuns, em que os elementos carbono, 

hidrogênio e oxigênio são associados ou existam. Quando uma substância é colocada no 

ambiente, ela começa a sofrer degradação por causa da ação do substrato relevante utilizando 

microrganismos. Todas substâncias está sujeita a esse processo independentemente da sua 

complexidade e toxicidade (ALUYOR; OBAHIAGBON; ORI-JESU, 2014). 

A biodegradabilidade é avaliada devido a determinados parâmetros que são indicados 

como indicativos do consumo de substância em estudo por microrganismos ou a produção de 

compostos básicos simples que indicam a mineralização da substância que está sendo estudada. 

Desta forma há vários métodos de teste de biodegradabilidade que vão medir a quantidade de 

dióxido de carbono (ou metano para o caso dos anaeróbicos) que são produzidos durante um 

período especificado. Também há aqueles que são medidos pela sua perda de carbono orgânico 

dissolvido por substâncias que são solúveis em água, e há aqueles que são medidos através da 

perda de bandas de infravermelho de hidrocarbonetos (ALUYOR; OBAHIAGBON; ORI-

JESU, 2014). 

O primeiro passo da degradação de óleos vegetais é a clivagem catalisada por enzima 

da ligação éster a ácidos graxos. As enzimas que catalisam essa biodegradação reação incluem 

esterases e lipases e estas são sintetizado por uma grande gama de microrganismos (ALUYOR; 

OBAHIAGBON; ORI-JESU, 2014). 

Quando o óleo é biodegradado, essa biodegradação é afetada pelo oxigênio dissolvido, 

pH, ocorrências de nutrientes nas proporções corretas, tipo de solo, a dispersão do petróleo, o 

tipo de óleo, como também a concentração de ácidos graxos nãos associados na água 

(CORNISH et al. 1993; RIGGER 1997). Para a degradação dos óleos a base de vegetais, o 

primeiro passo é a clivagem catalisada por enzimas da ligação éster aos ácidos graxos, as 

enzimas que catalisam essa reação de biodegradação estão incluídas as esterases e lipases. Essas 

enzimas são sintetizadas por diversos microrganismos. (BROEKHUIZEN et al., 2003). De 

acordo com Saifudin e colaboradores (2006), as lipases são proteínas hidrofóbicas que 

catalisam a clivagem das ligações éster carboxílicas em tri-di e monoacilgliceróis. 

De acordo com Broek-huizen e colaboradores (2003), os óleos vegetais como também 

os ésteres sintéticos têm a capacidade de biodegradação aeróbia e anaeróbia melhor que o óleo 

mineral. Devido a vários testes, como resultado, obtiveram-se ótimos biodegradação de óleos 
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vegetais, em que 70-100% de biodegradação em um período de 28 dias (ALUYOR; 

OBAHIAGBON; ORI-JESU, 2014). 

 

2.8. Produção de Lipase por fungos filamentosos 

  

As lipases apresentam diversas aplicações, podendo ser usadas como aditivos em 

alimentos, para a modificação e realce as propriedades organolépticas, como também em 

detergentes para hidrolisar gorduras, no tratamento de efluentes oleosos, e pode ser utilizada 

em indústrias farmacêuticas, de cosméticos, dentre outras utilizações. Essas enzimas também 

têm sido muito utilizadas em reações de transesterificação para converter óleos em biodiesel 

(MESSIAS et al., 2011). 

Muitas enzimas produzidas por fungos têm aplicações biotecnológicas relevantes em 

diversas áreas industriais. Entre diversos números de microrganismos não patogênicos capazes 

de produzir enzimas elementares, os fungos filamentosos são particularmente interessantes 

devido ao fácil cultivo e a grande produção de enzimas extracelulares de grande potencial 

industrial (GUIMARÃES et al., 2006). 

As enzimas, com algumas exceções, proteínas com atividade catalítica, elas aceleram 

a velocidade de uma reação química atuando na redução da barreira energética dessas reações 

(HARGER et al., 1982). A complexa estrutura delas é constituída em sua maioria por uma parte 

proteica, podendo estar associada a outras moléculas, como carboidratos e lipídeos. Algumas 

enzimas para apresentarem atividade catalítica é necessário que haja outras moléculas menores 

de natureza não proteica, que são chamados de cofatores que podem ser íons ou moléculas 

orgânicas (DUTRA; LUZ, 2014). 

A produção de exoenzimas é muito comum em diversas espécies de fungos 

filamentosos em resposta a determinados estímulos ambientais, pela expressão de genes e 

decorrente secreção das enzimas formadas. Os fungos secretam uma grande variedade de 

enzimas extracelulares como proteases, amilases, pectineses, celulases, ligninases, xylanases, 

lipases, dentre outras (COLEN, 2006). 

As lipases constituem um grupo de enzimas que ocorrem nos reinos animal e vegetal. 

Tem como função biológica catalisar a hidrólise de triglicerídios para produzir ácidos graxos 

livres, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol. Essa reação é reversível, e por isso, essas 

enzimas catalisam a formação de acilgliceróis a partir de ácidos graxos e glicerol na interface 
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óleo-água (MALDONADO, 2006). Essas enzimas também têm um grande desempenho na 

degradação de materiais naturais, poluentes industriais e outros produtos tóxicos, também 

possuem potencial de aplicação na agricultura, industriais de alimentos e farmacêutica 

(DUTRA; LUZ, 2014, PANDA & GOWRISHANKAR, 2005). Geralmente essas enzimas não 

requerem cofatores, e podem atuar em uma ampla faixa de pH, são estáveis à altas temperaturas; 

tem um grande especificidade e propriedades de régio quimio e enantiosseletividade que fazem 

com que sejam altamente aplicáveis em processos industriais (VILLENEUVE et al., 2000; 

HASAN, SHAH, HAMEED, 2006). 

Os fungos filamentosos são uma das principais fontes de lipases para a aplicação 

industriais, mesmo que essas enzimas também sejam produzidas por eucariotos superiores 

(plantas e animais). Tanto os microrganismos eucariotos (leveduras e fungos), como procariotos 

(bactérias, incluindo-se os actinomicetos), são produtores de lipases e suas propriedades variam 

de acordo com a procedência (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001; SAXENA et al., 2003). 

De acordo com Maldonado (2006), há um amplo campo de aplicações industriais para 

as lipases, e que vem expandindo nas últimas décadas. Também pode-se perceber uma 

tendência atual de estudar os processos biotecnológicos de uma forma mais abundante, tentando 

inter-relacionar estratégias e procedimentos adequados desde as etapas iniciais até aplicação 

final da enzima, com o objetivo de reduzir custos e melhorar a qualidade final do produto. 

 

2.9. Estudos de biodegradação utilizando fungos filamentosos  

 

O estudo de biodegradação por fungos filamentosos foi eficiente em diversos 

experimentos, obtendo resultados chegando a porcentagens de 90%. Vários trabalhos podem 

ser citados, em que esses microrganismos foram utilizados, por exemplo, para biodegradar 

surfactantes.  

Costa (2016) com suas pesquisas, observou que os fungos das espécies P. crustosum 

e P. chrysogenum mostram ter grande eficiência na biodegradação do Linear Alquibenzeno 

Sulfonato de Sódio. Nesse trabalho teve-se bons resultados, e o fungo que se mostrou mais apto 

para o tratamento de efluentes em um meio sintético contaminado com o surfactante 

alquibenzeno sulfanato de sódio foi o P. chrysogenum, tendo um alcance de até 99,5% de 

remoção do LAS. 
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Nos estudos de Santos (2015), foi observado que o fungo Penicillium chrysogenum 

em cultivo aeróbio submerso a 25ºC, 180 rpm durante 5 dias, alcançou alto nível de 

biodegradação de LAS chegando a 99,4%, enquanto tratamentos convencionais em anaerobiose 

removem no máximo 70% de surfactantes totais em efluentes domésticos reais. 

Gontijo (2016), utilizou os mesmos microrganismos e obteve ótimos resultados na 

biodegradação do Linear Alquibenzeno sulfonato de sódio.  A partir do planejamento proposto, 

o fungo P. crustosum apresentou maiores porcentagens de biodegradação alcançando 98,75%, 

o microrganismo P. chrysogenum também obteve bons resultados com uma porcentagem de 

biodegradação máxima de 96,02%, com uma diferença 2,73% de redução entre os fungos 

estudados.  

Pesquisas foram feitas para se quantificar e analisar a biodegradação do óleo vegetal, 

é o caso do estudo feito por Mishra e colaboradores (2016), após observar os malefícios do óleo 

de cozinha, fez um estudo cujo o objetivo foi isolar várias espécies de fungos capazes de 

degradar alguns óleos vegetais comumente usados como óleo de coco, óleo de gergelim, óleo 

de girassol entre outros. E para determinar sua degradação potencial. Sementes oleaginosas 

decompostas foram usadas para isolar diferentes espécies de fungos, identificadas e suas 

propriedades lipolíticas. 

A atividade foi determinada cultivando-as em meio de cultura contendo óleo. A análise 

quantitativa foi de biodegradação foi realizado usando vários métodos como peso seco de 

micélio, peso do óleo residual após a degradação, peróxido valores, número de iodo e conteúdo 

de ácidos graxos livres. A análise GC-MS ( Cromatografia de gás (GC) e a espectrometria em 

massa (MS)) de amostras de óleo degradadas e não degradadas foi realizada para confirmar a 

biodegradação (MISHRA, 2016). 

Deste modo, pode-se observar que os fungos filamentosos são uma ótima alternativa 

para a biodegradação não somente de detergentes, mas como também de outros produtos, sendo 

o óleo vegetal uma das várias gamas de alternativas.  

 

2.10. Modelagem do Processo utilizando a Lógica Fuzzy 

 

A tecnologia ao passar do tempo, cada vez mais está avançando, fazendo com que haja 

uma maior aproximação entre as pessoas, países, e faz com que o fluxo de informações sejam 

passados com maior facilidade. Com esse avanço tecnológico, há melhorias em hardware e 
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sofware permitindo que os computadores tem diversas aplicações em áreas convencionais. Um 

exemplo de sistemas que utilizam a tecnologia da informação para a manipulação de 

conhecimentos especializados com benefícios quantitativos e qualitativos é conhecido como 

sistemas inteligentes. O sistema inteligente é capaz de fazer manipulações de símbolos que 

representam entidades do mundo real trabalhando com eficácia com o conhecimento 

(REZENDE, 2005). 

A Lógica de Fuzzy é baseada na teoria dos Conjuntos Fuzzy. Nessa lógica, há um 

premissa que varia em grau de verdade de "0" a "1", levando a ser parcialmente verdadeira ou 

parcialmente falsa. Também pode-se defini-la como uma lógica que suporta modos de 

raciocínio que são aproximados e não exatos, sendo que, o raciocínio exato é o que trabalhamos 

normalmente. Esta lógica passa a ser uma ferramenta, que se faz capaz de obter informações 

vagas, na maioria das vezes descritas em uma linguagem natural, sendo estas convertidas em 

um formato numérico, com uma manipulação clara pelos computadores  

(AGUADO et. al, 2010). 

A Lógica Fuzzy infere conclusões, além de gerar respostas baseadas em informações 

vagas, ambíguas, incompletas e imprecisas. Sendo assim, tem como habilidade um raciocínio 

lógico de forma semelhante a nós, seres humanos. O comportamento apresentado por esta 

lógica é representado por uma maneira simples, fazendo com que a construção dos sistemas 

sejam de fácil entendimento e de fácil manutenção. Existem termos como forte, pequena e 

muito alta, que trazem informações vagas, essas informações vagas se dão através do uso de 

conjuntos de Fuzzy. Devido a essa capacidade de realização de interferências esse modelo pode 

ser encontrado em diversas áreas, por exemplo, em processos de tomada de decisões, raciocínio 

aproximado, entre outros (CAVALCANTI et. al, 2012). 

Na Figura 4 nota-se a estrutura de um processo controlado por um controlador de fuzzy, 

tendo seus componentes básicos como a interface de fuzzyficação, a base de conhecimento, a 

base de dados, o procedimento de interferência e pôr fim a interface de defuzzificação 

(GOMIDE; GUDWIN; TANSCHEIT, 1995). 

Existem outras características que podem ser descritas na lógica fuzzy:  

1) os sistemas lógicos e binários ou predicados são exatos, podendo utilizar termos 

como par, maior que, entre outros;  

2) na Lógica Fuzzy, os predicados são nebulosos, onde se utiliza termos como: alto, 

baixo, dentre outras.  
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Figura 4. Esquematização de um controlador de fuzzy (GOMIDE; GUDWIN; 

TANSCHEIT, 1995) 

 

Em sistemas considerados lógicos clássicos, o modificador que mais se utiliza é o de 

negação, já em um sistema fuzzy existe uma gama de modificadores de predicados, e, para 

exemplificar esses predicados podemos citar: muito, mais, menos etc.  Esses modificadores 

abordados tem um papel muito importante na geração de termos linguísticos ( Exemplos: muito 

perto, mais ou menos longe, dentre outros (MALDONADO, 2006). 

De acordo com Gomide e colaboradores (1995), uma variável linguística é uma 

variável cujos valores são nomes de conjuntos fuzzy. Como exemplo temos que a temperatura 

de um tanque industrial (Figura 5) pode ser uma variável linguística tendo como valores: baixa, 

média e alta. Tais valores podem ser reproduzido através de um conjuntos fuzzy, representados 

por funções de pertinência, como ilustrado a Figura 5. 

No controlador, temos que cada regra é uma posição condicional de fuzzy, e diferentes 

relações fuzzy em U x V x W podem ser derivadas uma implementação de cada regra que é feita 

mediante a definição de operadores para o processamento do anterior da regra e da função de 

implicação que irá fazer a definição do seu consequente. A ação do seu controlador fuzzy será 

definida por junções de n regras Ri que vão compor o algoritmo, com o uso do conectivo 

“também”, que pode ser implementado por distintos operadores. Esta junção vai gerar um 

conjunto fuzzy C, que definirá a saída do controlador C. A saída efetiva do controlador é então 

adquirida por um processo de defuzificação aplicado a um conjunto C (ANDRADE et al, 2008). 
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Figura 5. Funções de pertinência para a variável linguística temperatura 

 

Fonte: (HOFFMANN et al, 2016). 

 

Temos como vantagem da utilização da Lógica Fuzzy a capacidade de lidar com incertezas, 

raciocínio aproximado, termos vagos e ambíguos, em que a lógica clássica não permite. Por 

essas características, essa técnica tornou-se de grande importância no ramo da Inteligência 

Artificial. Porém a mesma apresenta desvantagens, a estabilidade de sistemas, em que os 

mesmos não são capazes de se adaptar a contextos extremamente dinâmicos, dificuldade em 

definir boas funções de pertinência e regras fuzzy, sendo este o princípio para um modelagem 

satisfatória, e pôr fim a verificação e faz necessário inúmeros testes sendo que dependendo de 

quem for os responsáveis não conseguem fazer os mesmos ou as circunstâncias não permitem 

a realização dos testes (MARRO et al., 2000).  

Os controladores Fuzzy que são descritos na literatura tem a classificação em função de 

suas características gerais além do seu método de tomada de decisão (ANDRADE; 

PRUDÊNCIO JAQUES, 2008). 

Eles também podem ser reunidos em dois grupos. O primeiro grupo reúne aqueles que são 

baseados nas funções de implicação fuzzy, e em operadores de composição para a definição da 

saída fuzzy do controlador. No segundo grupo é dispensado as definições de funções de 

implicação para interferência (ANDRADE; PRODÊNCIO JAQUES, 2008; SUGENO, 1985) 

O controlador conhecido como Mamdani, se baseia no primeiro grupo, e os controladores 

desenvolvidos por Takagi e Sugeno, conhecido como de Sugeno, fazem parte do segundo 

grupo. Em ambos os controladores a ação de controle se adquire por meio a definição de um 

conjuntos de instruções de controle fuzzy (ANDRADE; PRUDÊNCIO JAQUES, 2008). 
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O sistema de interferência fuzzy de Mandani retrata uma planta ou controlador por meio 

de regras linguísticas SE-ENTÃO com hipóteses fuzzy no antecedente e no consequente. Em 

cada regra, é feita uma implementação a definição de operadores para o processamento do 

antecedente da regra e da função de implicação que irá definir o seu consequente (SERRA; 

BOTTURA, 2007). 

Para se identificar sistemas não-lineares, o modelo mais investigado é conhecido como 

Takagi-Sugeno, devido eles serem aproximadores universais e têm boas características de 

interpolação e generalização (Papadakis e Theocaris, 2002; Takagi e Sugeno, 1985). Logo, 

o resultado de cada regra, é, então, um valor numérico (não um conjunto de fuzzy), 

atribuindo como peso o valor da pertinência que resulta do processamento do antecedente 

da regra (SERRA; BOTTURA, 2007). 

O método centroide, também conhecido como Coa transforma a saída fuzzy em saída 

discreta encontrando a média aritmética entre os centros de gravidade dos conjuntos fuzzy tal 

qual o elemento pertence, ponderados pelo grau de pertinência. Tem como desvantagem é que 

ele se torna difícil de ser executado com funções de pertinência complexas, isso ocorre porque 

o centróide das áreas não é encontrado facilmente (SANTOS, GABRIELA CARRÉ THOMAZ, 

PAULO SIGA RIBEIRO, FRANCIELE MULLER ARAÚJO, JÉSSICA FERNANDES 

MATTOS, [s.d.]). 

Diz-se que que a utilização da Teoria de Conjuntos Fuzzy de Conjuntos e de Lógica 

Fuzzy em Controle já tem apresentado bons resultados e muitas das vezes superiores aos obtidos 

com outros colaboradores. A área de Controle de Fuzzy já está bem organizada, já tendo 

aplicações em níveis industriais. Hoje em dia os trabalhos têm se concentrado no melhoramento 

dos controladores existentes e na busca de novas estruturas, com uma preocupação em 

procedimentos automáticos de sintonia e em métodos de aprendizado de regras (GOMIDE; 

GUDWIN; TANSCHEIT, 1995). 

 

2.11 Justificativa e motivação  

 

Ainda há uma grande preocupação com questões ambientais, e atualmente ainda ocorre 

o descarte indevido do óleo vegetal ou animal proveniente principalmente de frituras, sendo as 

mesmas originadas de residências e comércios, diretamente no sistema de esgoto, no solo e no 

lixo. Desta forma são acarretados diversos problemas ambientais (BÓSIO, 2014). 
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O óleo de cozinha foi classificado pela PNRS como um resíduo sólido por ser descartado 

através de atividades humanas, encontrados em recipientes e também por ser inapropriado o 

descarte em rede pública de esgoto ou em corpos d'água. Logo, o óleo de cozinha pode ser um 

grande poluidor, caso seja descartado incorretamente, trazendo danos significativos ao meio 

ambiente, como a impermeabilização do solo, causando enchentes, entupindo ralos e canos, 

prejudicando a vida aquática, encarecimento do tratamento na rede de esgoto e contaminando 

os lençóis freáticos (MIGUEL; FRANCO, 2014). 

Como grande parte da população não tem a acessibilidade a água tratada e com boas 

condições de uso, se fez a busca por alternativas, e umas delas se resultou na retirada de 

substâncias dos cursos d’água (COSTA, 2016). 

Utiliza-se muito a biorremediação para se tratar poluentes, e os sistemas biológicos 

utilizados nesse tratamento são os microbiológicos, onde pode-se ter as bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras (ESPOSITO et al., 2010). 

Testes já feitos em outros estudos, mostram uma grande eficácia na utilização dos 

fungos filamentosos como uma forma sustentável para o tratamento de efluentes, chegando a 

resultados consideráveis de biodegradação. O trabalho tende a contribuir para o melhoramento 

de técnicas já utilizadas no tratamento biológico de efluentes. Desta forma, a melhoria da 

qualidade vida da população poderá ser alcançada, além de uma significativa diminuição da 

poluição através do óleo de cozinha.  

Para se ter uma noção de resultados esperados, a lógica fuzzy, se faz importante devido 

ser um instrumento de trabalho eficaz para ser obter resultados coerentes e precisos 

(KRYKHTINE et. al, 2013). 

De acordo com Godoy, 2010, é muito importante se fazer a conscientização da 

população, isto é, de estabelecimentos e da sociedade, sobre o descarte do óleo de cozinha feito 

de maneira incorreta, pois através dessa conscientização boa parte da população não irá 

descartar esse poluente principalmente em ralos, evitando maiores danos. Também se faz 

necessário discussões entre pesquisadores para que, se encontre soluções eficazes para tais 

problemas ambientais causados por esse tipo de poluente. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Modelagem utilizando a Lógica Fuzzy 

 

Foi utilizada a Lógica fuzzy na modelagem da fermentação em estudo, ou seja, estudar 

tanto a biodegradação do óleo de cozinha, como o crescimento celular dos fungos. Para esta 

etapa, foi utilizado o software Scilab® e seguiu os passos, como ilustrado na Figura 4. As etapas 

foram: criação das Funções de Pertinência de Entrada e Saída (transformar um valor numérico 

em termos linguísticos); construção das regras Fuzzy e por fim, a defuzificação (transformar 

um resultado linguístico em numérico) com os resultados obtendo as superfícies de resposta. 

Inicialmente, foi realizada a primeira modelagem do sistema utilizando três variáveis 

de entrada (pH, Temperatura e Tempo) com três ou duas funções de pertinência; e uma variável 

de saída (Crescimento celular) com três funções de pertinência, como ilustrada na Figura 6, 

para cada um dos fungos estudados. 

Figura 6. Esquematização das variáveis com suas funções de pertinência da primeira 

simulação para o emprego dos fungos: A) Aspergillus aculeatus, B) P. crysogenum e C) A. 

Nigger 

 

(a) 
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(b) 

 

(c) 

 

Após a definição e inserção das variáveis de entrada no software para a modelagem do 

processo em estudo, criou-se as regras Fuzzy com o conhecimento do processo. O número de 

regras é diretamente dependente a quantidade de funções de pertinência e entradas, ou seja, para 

determinar o número de regras basta multiplicar os termos linguísticos de cada entrada. Por 

exemplo, levando em consideração que a variável pH tem 2 termos linguísticos, a variável 

Temperatura tem 2 termos e a variável tempo tem 3 termos linguísticos, o número de regra total 

seria 2 x 2 x 3, igual a 12 regras. Este raciocínio, foi utilizado para a construção das regras de 

todos os fungos. Para reduzir o número de regras, se faz o uso das regras isoladas (PUC-RIO, 

2007), reduzindo para um total de 7 regras, como listado na Tabela 1: 
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Tabela 1 : Regras isoladas da primeira modelagem. 

REGRAS pH Temperatura Tempo  Crescimento 

SE 

ORDINÁRIO IRREGULAR - 

ENTÃO 

BAIXO 

ORDINÁRIO IDEAL BAIXO BAIXO 

IDEAL IDEAL BAIXO BAIXO 

IDEAL IDEAL IDEAL BOM 

IDEAL IDEAL ALTO MORTE 

IDEAL IRREGULAR BAIXO BAIXO 

IDEAL - BAIXO BAIXO 

 

Para a obtenção dos resultados da modelagem, utilizou-se o modelo de Mandani 

(MELO,2009), onde as entradas e as saídas, caracterizam um sistema Fuzzy. Uma outra 

possibilidade, seria a utilização do método de Takagi-Sugeno, onde este diferencia do método 

de Mandani, que a sua saída é uma função Algébria ao invés de Fuzzy. A partir de testes 

preliminares no software Scilab®, utilizando diferentes funções de pertinência, optou-se por 

realizar o trabalho com as funções triangulares e trapezoidais , como ilustra as Figuras 7 e 8. 
 

Figura 7: Funções de Pertinência de entrada gerado pelo software Scilab®:  

A) Aspergillus aculeatus, B) P. crysogenum e C) A. niger 

(A) 
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(B) 

 

 

(C) 
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Figura 8: Funções de Pertinência de saída para os fungos Aspergillus aculeatus, P. 

crysogenum e A. niger gerado pelo software Scilab®: 

 

 

Seguindo o mesmo procedimento, foi realizada a modelagem fuzzy para a massa seca 

dos fungos. Deste modo, seguindo o raciocínio, inseriu-se as variáveis de entrada (quantidade 

de óleo (µl) e massa seca (g)) com três funções de pertinência cada uma e como resposta, a 

variável de saída taxa de biodegradação (%) com três funções de pertinência. A Tabela 2 

descreve as regras Fuzzy para este caso e a Figura 9 ilustra a esquematização da modelagem e 

as Figuras 10 e 11 as funções de pertinência entrada e saída, respectivamente. 

 

Tabela 2: Regras de Fuzzy para o caso apresentado. 

 Quantidade de óleo Quantidade de massa seca  Taxa e biodegradação 

SE 

BAIXO ALTA 

ENTÃO 

ALTA 

BAIXA MÉDIA MÉDIA 

BAIXO BAIXA BAIXA 

MÉDIO ALTA ALTA 

MÉDIO MÉDIO MÉDIO 

MÉDIO BAIXA BAIXA 

ALTA - BAIXA 
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Figura 9: Esquematização das variáveis com suas funções de pertinência para a modelagem 

da biodegradação 

 

 

Figura 10: Funções de Pertinência de entrada gerado pelo software Scilab®. 

 

Figura 11: Funções de Pertinência de saída gerado pelo software Scilab®. 
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3.2. Reativação dos Fungos 

 

Os fungos escolhidos para a reativação foram aqueles que poderiam produzir a lipase, a 

enzima necessária para a biodegradação do óleo. Por meio de um estudo preliminar, buscado 

na literatura, e a sua disponibilidade, escolheu-se realizar os experimentos com os fungos 

Penicillium crysogenum, Penicillium crustosum, Aspergillus aculleatus e Aspergillus niger.  

De acordo com Costa (2016), os fungos das espécies Penicillium crysogenum, 

Penicillium crustosum, Aspergillus aculleatus foram isoladas do efluente de uma indústria têxtil 

do município de Divinópolis – MG, e posteriormente foram identificadas e cedidas por SILVA 

(2013). Os microrganismos estavam imersos em óleo mineral para armazenamento e 

conservação das cepas.  

Nessa etapa, os fungos foram colocados em placas de Petri, em um meio de cultura 

utilizando Batata dextrose ágar 39 g/L, para que eles fossem reativados para o crescimento e 

reprodução. Os fungos criopreservados foram inoculados nas placas e incubados a temperatura 

de 25ºC até crescimento do fungo e produção de esporos.  

 

3.2. Coleta dos esporos 

 

Após cinco dias de crescimento, fez-se necessário a coleta de esporos. Para isso, foi 

preparado uma solução salina (NaCl) 0,85% (m/v). Para esse procedimento autoclavou-se o 

meio salinico, juntamente com os tubos falcon, uma alça de Drigalski, um funil de vidro e gaze. 

Em seguida, após todo o material ser autoclavado devidamente, os mesmos foram inseridos a 

um fluxo laminar junto as placas de Petri contendo os fungos. Então, a solução de NaCl após 

esfriar, foi adicionada nas placas de Petri para a retirada dos esporos. Com a ajuda de uma alça 

de Drigalski, a solução foi raspada cuidadosamente para que os esporos se soltassem e fossem 

colhidos. O meio foi despejado no funil de vidro apoiado por cima de um Erlenmeyer e filtrado, 

retendo as hifas e pedaços de ágar.  

A solução filtrada contendo esporos foi armazenada em tubos Falcon identificados para 

a identificação de cada microrganismo e armazenada em uma geladeira para as etapas 

posteriores (Figura 12). 
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Figura 12: Coleta de Esporos. Fonte: Pessoal, 2019. 

 

 

3.4. Contagem dos esporos 

 

Para a contagem de esporos, foi necessário realizar uma diluição da solução de esporos 

15 vezes em água destilada. Após a diluição, utilizou-se a câmera de Neubauer para a contagem 

de esporos, onde foram adicionados 15 μL da solução diluída. Em seguida, foi feita a contagem 

de esporos presentes em cada uma das cinco áreas de 0,04 mm², e calculada a média dos valores 

encontrados. Para calcular o volume, foi considerada a altura de 0,1 mm, indicada na lâmina.  

 

3.5. Atividade Lipolítica 

 

Para a biodegradação do óleo vegetal utilizando os fungos filamentosos, foi necessário 

a realização de testes nos microrganismos selecionados visando a produção da enzima, que 

neste caso foi a lipase. Deste modo, utilizou-se o método em meio de Tween® 80. De acordo 

com CARISSIMI e colaboradores (2007), para que fossem evidenciadas as cepas com a 

capacidade de hidrolisar as ligações ésteres por atividade lipolítica, os microrganismos foram 

inoculados em placas de Petri em meio Tween® 80 como substrato. O meio de cultura foi 

composto por (g.L-1): 10 de peptona; 5 de NaCl; 0,1 de CaCl2.2H2O; 10 de Tween® 80 

(polioxietileno-sorbitano-mono-oleato), e por fim, 20 de ágar, pH 7,0. Então, a atividade 

lipolítica será revelada por meio de um precipitado visível, isto é, por um halo opaco ao redor 

da colônia. Nas respectivas placas de Petri, foi colocado 10μL da solução de esporos de fungo 



Material e métodos 40 

 

 

em seguida esperou-se em torno de 5 à 7 dias para a análise de halos formados nas placas 

(DUTRA; LUZ, 2014). 

Para medir a atividade lipolítica foram preparadas quatro placas, em um meio de 

Tween® 80 e os demais componentes. As placas foram devidamente identificadas para que não 

houvesse nenhuma confusão, e após seis dias, mediu-se o halo  com uma régua de 15 cm. 
 

3.6. Curva de Crescimento 

 

A etapa de cinética de crescimento teve uma duração de cinco dias, e o resultado diário 

corresponde ao valor médio de triplicata. As relações das concentrações dos reagentes que 

foram utilizadas estão descritas na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Reagentes e suas respectivas quantidades na preparação do meio mínimo líquido 

(MML) adaptado (FONTE: Adaptado de SILVA, 2013). 

Componente C6H12O6 MgSO4 (NH4)2SO4 KH2PO4 K2HPO4 CuSO4 

1L 10g 1,1g 1,0g 5,44g 6,98g 0,01g 

 

De acordo com Carvalho (2010), os microrganismos possuem uma curva de 

crescimento onde a mesma é caracterizada por quatros fases, sendo elas: latência (lag), 

exponencial (log), estacionária e morte ou destruição. Experimentos feitos por pesquisadores 

como, por exemplo Costa (2016), mostram que, estas fases ocorrem num período de cinco dias.  

Foi preparado o meio de acordo com os reagentes listados na Tabela 1, e em seguida, 

os materiais a serem utilizados juntamente com o meio foram autoclavados. Foram utilizados 

15 erlenmeyers para cada fungo. Após retirar o material com os Erlenmeyers contendo o meio, 

colocou-se os mesmos em um fluxo laminar e deixou esfriar até a temperatura ambiente. Após 

resfriar, foram vertidos 70 mL de meio de cultura em cada Erlenmeyer. Posteriormente 

adicionou-se 100 μL da solução de esporos.  

Os Erlenmeyers foram identificados e incubados em agitador orbital, 180 rpm, a 25°C. 

O crescimento dos fungos foi quantificado conforme o método de massa seca protocolado por 

Malajovich (2011). Foram utilizados 15 filtros previamente secos para cada fungo em uma 

estufa a 80°C, pesados e tarados para uma posterior secagem e pesagem das massas obtidas a 

cada dia de análise. 
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 Seguindo os mesmos procedimentos, utilizou-se como substrato o óleo vegetal  

(Tabela 4), com o objetivo de saber em qual meio os fungos iriam produzir mais biomassa. 

 

Tabela 4: Reagentes e suas respectivas quantidades na preparação do meio mínimo líquido 

(MML) e com o componente óleo adaptado (FONTE: Adaptado de SILVA, 2013). 

Componente C6H12O6 MgSO4 (NH4)2SO4 KH2PO4 K2HPO4 CuSO4 Óleo Vegetal 

1L 10g 1,1g 1,0g 5,44g 6,98g 0,01g 0,393μL 

 

Nessa etapa foram utilizados os fungos A. aculeatus, P. crysogenum e A. niger; A 

quantidade de óleo utilizada foi analisada e calculada de acordo com a Resolução Conama nº 

430, de 13 de maio de 2011. Os valores da resolução também podem ser confirmados de acordo 

com Kich e Böckel (2017) para o lançamento de efluentes em corpos hídricos o parâmetro de 

óleos e graxas é exigido pela legislação ambiental. Os limites de tolerância estão apresentados 

na Tabela 5.  

 

Tabela 5: Limites legais de óleos e graxas para o lançamento de efluentes dados pela 

legislação Federal (KICH; BÖCKEL, 2017) 

Tipos de óleos e graxas Legislação 

Federal 

Óleos e Graxas Minerais ≤ 20 mg L-1 

Óleos e Graxas Vegetais e ou 

Animais 

≤ 50 mg L-1 

Fonte: CONAMA (2011).  

 

Pode-se considerar que concentrações acima de 65 mg. L-1, de óleos e graxas, são 

suficientes para causar problemas operacionais ao sistema de tratamento hídrico  

(MELO, et al., 2002). Para o experimento, o óleo vegetal utilizado foi o de soja, da marca 

Corcovado, tendo como ingredientes: Óleo de soja refinado (Geneticamente modificado a partir 

de Agrobacteriumtumefaciens/Bacillus thuringiensis), e Antioxidante Ácido Cítrico (INS 330). 
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3.7. Biodegradação dos fungos filamentosos 

 

Na etapa de biodegradação, os fungos utilizados foram os que apresentaram melhores 

condições de crescimento. 

O método utilizado foi o mesmo descrito no item 3.6, onde se fez uso da curva de 

crescimento. Utilizou-se além dos componentes descritos na Tabela 4, um emulsificante 

Tween® 80. Foi escolhido esse emulsificante devido a apresentar boas características, sendo 

umas delas é que o Tween® 80 é um tensoativo não aniônico, desta forma a ligação entre o 

óleo vai ocorrer mais facilmente, além de que esse emulsificante mostrou em outros estudos 

como por exemplo, Nascimento et. al (2008), que o mesmo não interferiu em resultados 

utilizando microrganismos. Esse emulsificante tem como propósito fazer com que o óleo se 

misture com a solução tornando-a homogênea, fazendo com que o óleo não fique retido nos 

filtros na etapa de filtração.  De acordo com Colen (2006), existem fungos que produzem lipases 

em meios de cultura contendo óleos vegetais ou triglicerídeos, peptona ou ureia, tem sido 

detectado efeito benéfico com adição de um tensoativo. O surfactante Tween® 80, quando 

adicionados ao meio de cultura, para o crescimento dos fungos filamentosos faz com que haja 

o crescimento do rendimento da produção de enzimas extracelulares. 

A quantidade de emulsificante utilizada foi obtida de forma empírica (Tabela 6). Testes 

foram feitos em laboratório, e a quantidade de Tween® 80 baseou-se pela quantidade de óleo 

vegetal utilizada no meio. Foram feitas três amostras, e em cada a amostra a quantidade de óleo 

era em diferentes concentrações. Na primeira amostra, a quantidade de emulsificante (μl) 

utilizada foi proporcional a quantidade de óleo (μl), isto é, utilizando uma proporção de 1:1, na 

segunda amostra fez-se uso da metade do valor da primeira amostra de Tween® 80, e na última 

amostra, o valor calculado de emulsificante foi o dobro da quantidade da primeira amostra. A 

razão que apresentou uma melhor interação com o óleo foi a primeira opção e sendo assim, 

escolhida para dar continuidade nos experimentos. 

Tabela 6: Valores utilizados durante um dia para análise da quantidade de Tween® 80 a ser 

utilizada. 

 Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 

Valores (μL) 0,780 0,393 0,195 

 



Material e métodos 43 

 

 

 Após o preparo das amostras, foi adicionado nas mesmas proporções, o emulsificante 

Tween® 80, o óleo e também foi adicionado 100 μL de microrganismo, em seguida, as amostras 

foram incubadas em um shaker por 5 dias a uma frequência de 180 rpm e temperatura de 

25 °C; e finalmente as amostras foram coletadas em triplicata durante os dias previstos, sendo 

retiradas para serem filtradas a vácuo. Os filtros foram previamente secos em uma estufa a uma 

temperatura de 50°C antes e após a filtragem; o pH das amostras foram medidos, e em seguida, 

as amostras filtradas foram armazendas em tubos falcon e identificados. Para fins de 

comparação, foi feita uma amostra padrão, um controle, em que foi preparada utilizando o meio  

descrito na Tabela 4 e o Tween® 80. Essa amostra é importante para resultados de etapas 

conseguintes. 

 

3.8. Método Gravimétrico de Partição 

 

Os óleos dissolvidos ou emulsificados são extraídos da água, essa extração vai ocorrer 

devido a um contato entre a água e um solvente de tração.  As gorduras insaturadas, por 

exemplo, vão oxidar rapidamente. Deste modo, são necessárias algumas precauções em relação 

a temperatura e o deslocamento de vapor de solvente, uma vez que podem minimizar o efeito 

de oxidação.  Os solventes orgânicos quando agitados com algumas amostras podem fazer com 

que se forme uma emulsão de difícil quebra. 

Para a realização do método gravimétrico de partição foi utilizado a metodologia 

modificada descrita pelo Standard Methods (BAIRD, ROGER, EATON, ANDREW, RICE, 

2017). Os seguintes materiais foram utilizados: Funil de separação para a realização da 

extração, sílica, kitassato, funil para filtração, pinça para a remoção do papel filtro, pinça para 

vidraria, balão de destilação, papel de filtro, béqueres, bomba de vácuo, balão de fundo redondo, 

estufa e dessecador. Foram também utilizado o hexano como principal reagente. 

Após a separação de todo o material a ser utilizado, foi preparada a sílica (tirar a 

umidade), dividida em 4 bequers e posteriormente colocada na estufa, até toda a umidade ser 

retirada. Em seguida, cuidadosamente, o balão de fundo redondo foi lavado, e armazenado, com 

a ajuda de uma pinça para vidraria na estufa para a sua secagem e retirada da umidade. Após 

20 minutos, a sílica foi retirada da estufa, e levada para o dessecador, juntamente com o balão 

de fundo redondo para a total retirada da umidade, evitando qualquer interferência nos valores 

obtidos pela balança.  
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Um teste preliminar foi realizado para verificar se a biodegradação através do método 

era efetiva. Para isso, foi utilizado a mesma quantidade de óleo dos outros experimentos 

(0,393μL), e a mesma quantidade de meio (que nesse caso, por ser um teste foi utilizado 70 mL 

de água). Esses valores foram confirmados através precisão da medição na balança. 

Após 10 minutos, o balão de fundo redondo foi retirado do ressecador cuidadosamente 

com a ajuda da pinça, e colocado na balança para a tara, em que o valor encontrado foi de 

182,1771 g. O passo seguinte foi a extração. Nessa etapa, utilizou-se 70mL do meio e 70mL de 

hexano, na proporção 1:1.  Após adicionado os dois meios no funil de filtração, foi necessário 

realizar uma agitação em torno de 30 vezes para que haja a interação, e para a formação das 

duas fases ( fase inferior onde contém a água, e a fase superior é a fase do hexano). De acordo 

com Custódio e colaboradores (2003), o óleo será encontrado na parte superior, devido ele não 

se solubilizar com a água e o hexano solubilizar levemente. O solvente tem grande afinidade 

com o óleo, e por isso, a água presente no extrator sai totalmente na torta e a miscela, por sua 

vez, sai do funil de filtração completamente livre de água. 

Em seguida, após a extração do solvente, este é colocado no balão de fundo redondo e 

levado para ser anexado no rotaevaporador, em que a temperatura da fonte fria foi de 10°C, e 

devido ao hexano evaporar a partir de 65 °C (de acordo com as especificações encontradas no 

rótulo do reagente), a temperatura utilizada foi de 80°C para a fonte quente em que se notou 

uma melhor evaporação do hexano. O hexano utilizado foi recuperado. 

Posteriormente, com a ajuda da pinça, o balão de fundo redondo foi desacoplado do 

equipamento e levado para a estufa para a secagem de resíduos líquidos. Esperou-se em torno 

de 20 minutos para a total secagem, e o balão foi levado para o dessecador, onde ficou durante 

10 minutos para o resfriamento e qualquer interferência quanto a umidade. O balão de fundo 

redondo foi levado para a balança com a ajuda da pinça. De acordo com Reda (2007), o óleo 

não evapora em grandes temperaturas, então o valor encontrado será o valor do óleo e da 

vidraria (tara).  

A Figura 13 ilustra o rotoevaporador utilizado. 
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Figura 13: Esquema do rotaevaporador, contendo no balão de fundo redondo e fase 

hexanica. 

 

 

Por fim, os mesmos procedimentos descritos foram utilizados, mas ao invés de água, 

foi utilizado os meios filtrados obtidos no subtópico 3.7. Após toda a evaporação do hexano, o 

balão foi levado para estufa, em seguida para o dessecador durante 10 minutos, e então foi feita 

a pesagem dele. O valor encontrado na pesagem, é o valor da vidraria juntamente com o óleo. 

Como foi utilizado somente um único balão de fundo redondo, o valor da tara considerado é o 

mesmo para todos os experimentos realizados. Então para saber a quantidade de biodegradação 

se faz a subtração do valor encontrado – o valor inicial do balão de fundo redondo.  

O procedimento descrito foi feito em duplicata utilizando os meios coletados durante 

os cinco dias de experimentos da etapa de biodegradação, dos fungos A. niger e A. aculeatus,  

além de realizar os experimentos com a amostra do controle,totalizando 21 amostras.  

O Tween 80 por ser um surfactante, em sua estrutura ele possui cargas negativas e 

positivas, podendo ser encontrado em ambas as fases, seja ela aquosa ou hexanica. Os 

surfactantes são compostos orgânicos que são constituídos por moléculas anfifílicas, isto é, uma 

parte polar e outra polar, tendo propriedades de atividade superficial, podendo promover a 

solubilidade de substâncias hidrofóbicas em água (por exemplo, água e óleo).  
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A Figura 14 ilustra o Funil de separação com as respectivas fases: Fase inferior: fase 

aquosa, fase superior: Fase hexanica. 

Figura 14: Funil de separação com as respectivas fases: Fase inferior: fase aquosa, 

fase superior: Fase hexanica. 

 

 



 

 47 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Simulação de fuzzy 

 

A primeira etapa referente a simulação do processo com a lógica fuzzy simula a 

biodegradação do óleo vegetal através da quantidade de massa seca, onde se analisou os 

parâmetros: massa seca, pH, tempo e a temperatura, sendo que estes parâmetros foram 

adquiridos pela parte experimental desse estudo, realizados no Laboratório Biotecnológico 

(LABIOTEC) da UFSJ por 5 dias e com pH distintos para cada fungo utilizado. 

 Por meio desses parâmetros, teve-se a análise do crescimento fúngico, sendo que 

para se ter uma boa biodegradação é necessário que o óleo vegetal seja consumido pelos 

microrganismos, gerando, desta forma, massa seca ao passar dos dias.  

Analisando a Figura 15, percebe-se que se um dos parâmetros não estiver dentro da 

faixa do termo linguístico Fuzzy ideal, ou seja, pH entre 3 a 4, e temperatura entre 25 a 30oC,  

não haverá um bom crescimento fúngico.  

Essas explicações, são as mesmas para os três fungos, pois a diferença entre eles será 

o valor do pH. Para o P. crysogenum o intervalo que o pH estará ideal para um bom 

crescimento fúngico é de 6, 2 à 6,57, e para A. niger o pH será de 3,66 à 4,09.  

 

             Figura 15: Gráfico da simulação de Fuzzy do crescimento fúngico.  

 

Entretanto, a parte verde seria a representação de baixo crescimento fungico, ou 

seja temperatura e pH começa a se afastar da faixa ideal, e quanto mais esse deslocamento 
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da faixa ideal, mais o crescimento será afetado, e quando o mesmo entra na cor fria azul do 

gráfico, o pH e a temperatura já estão com valores elevados, fazendo com que ocorra a morte 

fúngica. 

A Figura 16 ilustra os resultados obtidos da simulação utilizando o fungo Aspergillus 

aculeatus. Analisando estes resultados, observa que um maior crescimento fúngico se dará 

quando realizar os experimentos com um valor de pH 2,8 a 4,0 e um tempo de cultivo entre 

6 a 10 dias. Já analisando a Figura 16b, quando o tempo e temperatura estiverem muito altos 

(temperatura acima do ambiente 27 oC, e o tempo acima de 6 dias), são parâmetros que 

interferem diretamente no crescimento fúngico, não sendo favorável. Os melhores resultados 

serão obtidos quando a temperatura estiver entre 22 a 25oC e tempo de cultivo maior que 6 

dias. 

 

Figura 16: Simulação do crescimento do fungo Aspergillus aculeatus: (a) tempo vs pH e (b) 
tempo vs temperatura. 

 

(a) 
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(b) 

 

Quando fez as simulações do crescimento do Fungo P. crysogenum, observou 

resultados bem semelhantes ao obtidos no caso anterior e a Figura 17 ilustra os resultados 

obtidos nesta nova simulação 

Na Figura 17a, observa que a melhor faixa de trabalho para obter um alto crescimento 

microbiano, é quando trabalha com pH entre 6,1 a 6,2 e tempo de cultivo maior que 6 dias, 

atingindo valores de 0,8 g/L. Um pequeno aumento do valor de pH, ou seja, valores maiores 

que 6,3 já ocasiona uma diminuição para um crescimento em torno de 0,6 g/L.  

A Figura 17b, ilustra os resultados da simulação analisando as variáveis de entrada 

tempo e temperatura. Observa que, os maiores valores de crescimento microbiano foram na 

faixa de temperatura entre 22 a 25oC e tempo de cultivo maior que 6 dias. Um aumento no 

valor da temperatura já ocasiona uma redução no crescimento em torno de 40%. 

Comparando os resultados obtidos pelo fungo Aspergillus aculeatus (Figura 16), com 

os resultados obtidos pelo fungo P. crysogenum (Figura 17), observa uma certa relação 

quando leva em consideração as variáveis tempo e temperatura, diferenciando de maneira 

acentuado quando observa os valores de pH, o que está totalmente de acordo com os 

resultados experimentais. 
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Figura 17: Simulação do crescimento do fungo P. crysogenum: (a) tempo vs pH e (b) tempo 
vs temperatura.  

 

(a) 

 

(b) 
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E seguindo o mesmo raciocínio, os resultados da simulação com o fungo A. niger, 

estão ilustrados na Figura 18.  

 

Figura 18: Simulação do crescimento do fungo A. niger: (a) tempo vs pH e (b) tempo vs 

temperatura. 

 

(a)  

 

(b)  
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A Figura 18a e 18b, ilustram os resultados levando em consideração as variáveis de 

entrada tempo e pH, e tempo e temperatura, respectivamente. Observa que os resultados 

foram similares os obtidos para o fungo Aspergillus aculeatus, ou seja, maior crescimento 

microbiano quando se utiliza de valores de pH em torno de 3,5 a 4, e tempo de cultivo 

maiores de 6 dias, além da melhor faixa de temperatura entre 22 a 25oC. 

 

Em seguida, para a análise de biodegradação, foram analisados os seguintes 

parâmetros de entrada: quantidade de óleo e massa seca e a Figura 19 ilustra os resultados 

obtidos. 

Analisando a Figura 19, pode-se observar que na parte avermelhada do gráfico será 

onde estará mais favorável a biodegradação por ter uma maior porcentagem de massa seca 

produzida e uma menor quantidade de óleo, nas cores quentes, isto é, nas partes laranja e 

amarelo também teremos uma biodegradação, entretanto não tão alta quanto no setor 

avermelhado, que é o local mais favorecido por ter uma massa seca maior e uma menor 

quantidade de óleo chegando a valores de aproximadamente 80%. Já nas cores frias 

(representado pelas cores azuis) são locais que não há favorecimento das condições para se 

ter uma boa biodegradabilidade, ou seja, a produção de massa seca e a quantidade de óleo 

são insuficientes, ou um dele não está na proporcionalidade adequada, porque quando temos 

uma quantidade de óleo significativa isso é, não houve consumo do mesmo, e por isso não 

houve um crescimento fúngico adequado, e com isso não haverá boas taxas de 

biodegradação. 

 

Figura 19: Simulação da taxa de biodegradação utilizando um sistema Fuzzy. 
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4.2. Reativação dos fungos  

 

Após os 7 dias de crescimento observou-se (Figura 20) que o fungo que apresentou 

resultado de crescimento na placa foi o microrganismo A. aculeatus. 

 

Figura 20: Reativação dos fungos: A) Aspergillus aculeatus, B) P. crysogenum, 

C) A. niger e D) P. crustosum. Fonte: Pessoal, 2009. 

  

 

(A)  
  

(B)  

  

(C)  (D)  
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Percebe-se que fungo Penicillum cujo o micélio é verde observa-se que o mesmo não 

possui colônias de fungos verdes. A colônia de maior crescimento foi a do microrganismo 

Aspergillus aculeatus. Para o microrganismo A. niger, notou-se que o houve um pequeno 

crescimento, formando na placa um pequeno micélio preto, e desta forma a quantidade de 

esporos gerado foi pequena. Esse resultado de pouco crescimento poderá ter ocorrido devido 

esporos utilizados para a reativação estarem há muito tempo criopreservados. Por fim, 

analisando a placa com o microrganismo  P. crustosum,, nota-se um baixíssimo crescimento, 

em que a quantidade de esporos colhidas não foram suficientes para dar continuidade ao 

processo. O baixo crescimento do microrganismo pode ter ocorrido devido ao fungo estar 

há muitos anos armazenado m um meio mineral, fazendo com que esse fungo ficasse 

inviabilizado. 

 

4.3. Atividade Lipolítica 

 

Após seis dias de experimento, utilizou-se uma régua de 15cm para que fosse medido 

o halo formado em algumas das placas. O resultado da medição pode-se ser observada na 

Tabela 7. 

Tabela 7: Medidas do halo formado de cada fungo durante 6 dias. 

Fungos 1º dia 6º dia 

P. crysogenum 0,0 cm 4,0 cm ± 0,1 cm 

P crustosum 0,0 cm 0,0 cm ± 0,1 cm 

Aspergillus aculeatus 0,0 cm 5,5 cm ± 0,1 cm 

Aspergillus niger 0,0 cm 4,4 cm ± 0,1 cm 

 

De acordo com os resultados encontrados na Tabela 4, o fungo que produziu maior 

halo e, portanto maior quantidade de lipase no período de seis dias foi o A.aculleatus (5,5 

cm) seguido A. niger (4,4 cm) e P. crysogenum (4,0 cm). Para o fungo P. crustosum após o 

intervalo de 6 dias, observou-se que não houve a formação de halo, isto é o microrganismo 

não produz a enzima de interesse para a degradação do óleo vegetal, e por isso, o 

microrganismo não foi utilizado.  

A Figura 21 ilustra os resultados obtidos nesta etapa para os quatros fungos estudos. 
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Figura 21: Atividade lipolítica dos fungos: A) A. niger, B) Aspergillus aculeatus, C) P. 

crysogenum, e D) P. crustosum. 

 

 

(A) (B) 

 

(C) (D) 

 

4.3. Contagem de Esporos 
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A contagem de esporos do microrganismo A. aculleatus apresentou um valor médio 

de 12,0 esporos em 0,04 mm². A câmera de Neubauer utilizada para a pesquisa apresentava 

aproximadamente uma profundidade de 0,1mm, e devido a isso, o volume é de 0,004 mm3. 

A partir dos dados apresentados é possível encontrar uma quantidade de esporos presentes 

por mL da solução. As concentrações de esporos encontrados foram P. Aculleatus 

 (5,3 x107 esporos/mL), P. crysogenum o resultado (1,8 x107 esporos/mL), A.niger o valor 

encontrado foi de (4,0 x107 esporos/mL). Os detalhes dos cálculos estão dispostos no 

Apêndice 

 

4.4 Curva de crescimento 

Por meio dos dados fornecidos no item 3.6, foi possível realizar os cálculos para a 

quantidade de óleo a ser utilizada nos experimentos. Após os cálculos adicionou-se em cada 

Erlenmeyer 3,930 μL do óleo de soja além da quantidade específica de fungo e a quantidade 

exata do meio sendo a mesma 70 mL. Posteriormente após a coleta de dados, foi feito a curva 

crescimento do fungo em meio com e sem óleo para comparação, como mostrado nas Figuras 

22 e 23. 

Figura 22: Curva de crescimento dos fungos filamentosos sem óleo. 
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Observa-se na Figura 22, que o fungo que apresentou um resultado de crescimento 

celular foi o microrganismo A. aculeatus. Nota-se que entre os dias 2 e 3, houve um 

crescimento em torno de 0,25g. A partir do dia 3 ao dia 5, houve um aumento atingindo 

valores em torno de 0,7g. Esse desenvolvimento do fungo mostra que ele consumiu o 

substrato do meio no caso a glicose. O segundo microrganismo que apresentou resultados 

de crescimento celular foi o fungo P. crysogenum, em que percebe-se que o mesmo começou 

a ter um desenvolvimento a partir do dia 2 para o dia 3, chegando a valores de 

aproximadamente 1,15g. Após o terceiro dia, houve uma queda acentuada, chegando ao 5 

dia com valores de aproximadamente 0,03g, possivelmente o motivo da desaceleração do 

crescimento é a falta de substrato, com este valor baixo demonstra-se que o substrato já se 

encontra quase todo consumido pelo fungo filamentoso. Por fim, o microrganismo que não 

apresentou desenvolvimento, comparado como os descritos anteriormente, foi A. niger, sem 

variâncias significativas de crescimento, mantendo-se sua massa seca em torno de 0,02g à 

0,03g como se observa na Figura 16. A falta de crescimento do microrganismo pode ter 

ocorrido devido o mesmo não ter adquirido uma boa adaptação ao meio ou pelo fungo estar 

aproximadamente 5 anos armazenado em um meio mineral, de acordo com o estudo de 

Dellareti (2014), se o fungo ter de 5 ou mais anos de  armazenamento, o mesmo terá alteração 

em suas propriedades/caracteristicas que interferirá no crescimento fúngico. 

Ao analisar os resultados obtidos (Figura 23), nota-se que o microrganismo A. 

aculeatus na presença do óleo vegetal resultou um crescimento para a massa seca, em torno 

de 0,6 g, entre os dias 3 e 5 chegando a valores de massa de 0,9g. O fungo se destacou no 

crescimento em vista dos outros fungos estudados, isso mostra que o substrato do meio 

(glicose e óleo) foi consumido. Em contrapartida, o segundo fungo filamentoso a apresentar 

um crescimento considerável de massa seca em um meio contendo óleo vegetal foi o A. 

niger.  

Os dias em que se houve um maior crescimento do microrganismo foram nos dias 3 

para o 4, chegando a valores em torno de 0,4g. A partir dos dias 4 e 5 houve a queda de 

crescimento chegando a 0,3g de massa seca, esse decaimento de crescimento pode ter 

ocorrido provavelmente porque grande parte de seu substrato foi consumido pelo fungo, 

dessa forma, não há mais uma quantidade de substrato suficiente para que o microrganismo 

utilize para o seu desenvolvimento. Isso mostra que o microrganismo se adaptou ao meio 

contendo óleo como substrato 
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Por último, o fungo P. crysogenum não obteve variações consideráveis em vista aos 

outros fungos,  em sua curva de crescimento demonstrada pela linha azul da Figura 16, 

mostra uma inconstância de desenvolvimento, isto é, o fungo não se desenvolveu 

adequadamente no meio proposto e apresentou valores de massa seca e o crescimento 

considerável entre os dias 4 e 5, com valores de aproximadamente 0,2g. 

Figura 23: Curva de crescimento dos fungos filamentosos com óleo. 

 

Então, a partir das análises obtidas, os melhores microrganismos para serem 

utilizados no experimento são A. niger e A. aculeatus, pois os mesmos apresentaram maior 

produção de massa seca em vista dos demais fungos testados. Comparando os resultados 

com o de Costa (2016), nota-se que os três fungos estudados o microrganismo A. aculeatus 

apresentou o segundo maior crescimento durante os 5 dias de cinética de crescimento 

fazendo um paralelo entre as duas condições aplicadas ao mesmo fungo, o microrganismo 

precisou de 24h para ter uma boa adaptação ao meio.  

Neste estudo, o fungo que apresentou melhores resultados de produção de massa 

seca, além da provável produção de lipase, foi o A. aculeatus, e o microrganismo que 

apresentou resultados inferiores de produção de massa seca, foi o microrganismo P. 

crysogenum. Em outros experimentos de biodegradação utilizando fungos filamentosos, 
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notou-se no experimento de Costa (2016), que o fungo A. aculeatus não obteve resultados 

significativos de biodegradação devido à demorada adaptação do Aspergillus ao meio que 

continha o detergente (fase lag lenta), o consumo de glicose se fez tardio em relação a rápida 

assimilação observada pelos fungos do gênero Penicillium. Já o microrganismo P. 

crysogenum em outros experimentos obteve resultados na produção de massa seca e na 

porcentagem de biodegradação chegando a valores aproximados de 90% de biodegradação. 

Em Costa (2016), notou-se que o consumo do surfactante começou a partir do primeiro dia 

P. crysogenum, já para A. aculeatus o consumo do surfactante ocorreu posteriormente ao 

segundo dia. Além disso, toda glicose adicionada ao meio foi praticamente consumida pelos 

microrganismos.  

Gontijo (2016), também utilizou fungos para a biodegradação em que ao contrário 

da biodegradação do óleo de soja, utilizou-se o surfactante, os resultados foram 

significativos para o P. crysogenum, tendo um resultado no crescimento fúngico com valores 

de massa seca entre 0,2342g, como o menor valor, e chegando a um crescimento de 0,9214g 

e tendo aproximadamente 80 a 90% de biodegradação do surfactante utilizado. No presente 

trabalho, o fungo P. crysogenum obteve um outro comportamento, no meio contendo óleo, 

o microrganismo não apresentou um bom crescimento tendo resultados 0,4899g como seu 

menor valor, e seu maior crescimento chegou a valores de 0,7659g. Podendo-se dizer que o 

P. crysogenum foi ineficiente em um meio contendo óleo, em vista dos outros fungos 

estudados. 

Ao analisar o pH por meio da Figura 24, pode-se observar que o fungo que apresentou 

uma maior queda de pH foi o A. aculeatus. O intervalo da queda foi entre os dias 3 à 5 

chegando a valores aproximados de 4,0 na variação do pH. Para os demais microrganismos 

A. niger e P chrysogenum, nota-se que não houve uma diferença na variação do pH, em que 

os valores observados ficaram em uma certa constância, isto é, para o fungo P. crysogenum, 

o dia em que se observa uma pequena mudança, seria no dia 3, em que o pH apresentou o 

valor aproximado de 6,5, já para o microrganismo A. niger, o dia que nota-se uma pequena 

variação em valores seria no quinto dia com valor aproximado de 6,7. O pH de cada fungo 

é variante, isto é, cada microrganismo possui um pH específico.  

De acordo com Carvalho (2010), normalmente os fungos terão melhores 

crescimentos onde o meio possui um pH mais acidificado, porque o meio ácido desfavorece 

o crescimento bacteriano e favorece o fúngico, não ocorrendo dessa forma competição entre 
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eles. Pode-se observar que o fungo que apresentou um maior crescimento de massa seca foi 

o que apresentou um menor pH. 

O meio na presença de óleo (Figura 25), observa que os microrganismos A. niger e 

P. crysogenum apresentaram valores de pH baixos, principalmente nos dias 3 e 4. 

 

Figura 24: Resultado da medição do pH durante os cinco dias de experimento sem 

óleo. 

 

 

Para o A. niger, os valores mais baixos encontrados no quarto dia foi de 4,0, já para 

o A. aculeatus no quarto dia apresentou um valor mais baixo aproximando-se de 3,5. Esses 

dois microrganismos foram os que apresentaram um maior crescimento de massa seca, sendo 

que o que mais desenvolveu foi o que apresentou um menor pH, ao contrário do fungo P. 

crysogenum, em que o mesmo apresentou um menor crescimento, e também uma pequena 

variação de pH, essa variação mínima ocorreu entres os dias 4 e 5 chegando a valores 

próximos de 6,4. 

 

 

 



Resultados e Discussão 61 

 

 

Figura 25: Resultado da medição do pH durante os cinco dias de experimento com óleo. 

 

 

4.5. Biodegradação dos fungos filamentosos  

 

Após os experimentos em shaker por 24 horas, percebeu-se que a amostra com a 

quantidade de óleo vegetal sendo igual a quantidade de Tween® 80 foi efetiva para que 

ocorresse a interação de ambos, devido a formação uma única fase, isto é, formando uma 

emulsão sem sobras de óleo ou de surfactante, ao contrário das outras amostras, a qual pode-

se perceber que na amostra com uma maior quantidade de Tween® 80 do que óleo houve 

uma grande sobra do surfactante visível devido a formação de espumas. Com uma 

quantidade menor de Tween® 80, notou-se que não houve interações efetivas com o óleo 

encontrado no meio, isto é, não houve quantidade suficiente de surfactante para se ligar ao 

óleo. A sobra do mesmo era perceptível na superfície do meio. Essa sobra de óleo pode 

alterar resultados das etapas posteriores, como por exemplo, a etapa de filtração devido a 

retenção do óleo no filtro, fazendo com que haja alterações no resultado.  

De acordo com Lindsay e colaboradores (2018), os emulsificantes por serem 

caracterizados por sua natureza anfifílica, vão apresentar em sua estrutura química com 

seguimentos hidrofóbicos e hidrofílicos que estão separados espacialmente. Devido essas 

características, esses emulsificantes vão reduzir a tensão superficial na interface das fases 



Resultados e Discussão 62 

 

 

imiscíveis fazendo com que as mesmas se misturem fazendo com que se forme uma emulsão.  

Eles também podem ser diferenciados pela sua carga, isso é, se os emulsificantes forem 

iônicos, os mesmos são responsáveis pela estabilização das emulsões, como por exemplo, 

óleo e água. Nessas interfaces ocorre que o grupo alquila vai interagir com pequenas 

quantidades de óleo, e os grupos finais carregados vão se mover para a fase aquosa.  

As amostras contendo óleo, Tween® 80, foram analisadas durante 5 dias (Figura 

26), em que pode-se notar que o microrganismo A. aculeatus obteve um maior crescimento 

durante os cinco dias chegando a valores de aproximadamente 0,38g. No quinto dia, nota-se 

uma pequena diminuição de massa seca com valores aproximados de 0,3g; essa queda pode 

ter ocorrido devido a diminuição de nutrientes disponíveis no meio, neste caso glicose e óleo 

principalmente. 

 

Figura 26: Resultado de crescimento dos microrganismos Aspergillus aculeatus e A. niger 

utilizando a interação Tween 80 e óleo. 
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O microrganismo A. niger, ao contrário do Aspergillus aculeatus, apresentou um 

crescimento de massa seca maior no terceiro dia com valores de 0,1g. A partir do 4 dia de 

experimento observa-se a diminuição do fungo chegando a valores de aproximadamente 

0,038g. Essa diminuição da produção de massa seca pode ocorrer devido à falta de nutrientes 

necessário para o desenvolvimento do fungo. 

Diante dos resultados coletados, o fungo Aspergillus aculeatus é o mais provável 

para a produção de lipase devido ao consumo dos substratos e a produção de massa seca. 

Essa produção de enzimas ocorre por meio de da indução de nutrientes no meio, no caso 

apresentado, o óleo de soja.  

De acordo com Fingas e colaboradores (2016), testes já realizados indicaram que 

os óleos vegetais sofrem cerca de 70-100% de biodegradação em um período de 28 dias. 

Logo, a partir dos próximos testes será possível saber a porcentagem de biodegradação do 

óleo vegetal. 

  

4.6. Método Gravimétrico de Partição 

 

Para níveis de comparação, após a medição do balão de fundo redondo obtendo-se 

a tara de 182,1773g, o meio teste foi preparado com água e óleo, isto é, a água seria a 

quantidade de meio utilizada (70 mL), e o óleo (0,393μL), os valores utilizados foram os 

mesmos utilizados nos experimentos anteriores. Esse meio foi pesado dentro do balão de 

fundo redondo, e em seguida foi feito a diferença entre o valor encontrado da tara do balão 

de fundo redondo juntamente com a água e o óleo e o valor encontrado após o procedimento 

de rotaevaporação, em que toda a água foi evaporada sobrando somente o óleo que é o nosso 

componente de interesse. O resultado encontrado após a diferença foi de aproximadamente 

0,2g da quantidade de óleo inicial para a quantidade de óleo final após o processo 

gravimétrico, esse resultado vai de encontro ao esperado, pois como não houve o processo 

de biodegradação a quantidade de óleo final é igual ou aproximadamente a mesma 

encontrada antes do processo gravimétrico. Após a análise teste para fins de confirmação do 

método utilizado, deu-se continuidade aos experimentos. A diferença encontrada pode ter 

ocorrido levando em consideração ao erro da balança. 

A primeira análise feita das amostras com os respectivos meios coletados no 

subitem 4.4 foi do meio contendo Tween 80 e meio sintético (Tabela 8). 
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Tabela 8: Resultado da porcentagem encontrada de Tween 80 após a utilização do método 

gravimétrico de partição. 

 Tara (g) Valor Encontrado 

(g) 

Porcentagem (%) 

Branco 182,1773 182,1966 47,83 

 

Observa-se que ao utilizar o método gravimétrico de partição para a amostra do 

controle, notou-se que 47,83% do surfactante Tween 80 se ligou a fase hexanica, e o restante 

(52,17%) se ligou a fase do meio sintético, sendo descartada, pois a fase de interesse se 

encontra na fase do solvente. 

Em seguida, repetiu-se o experimento para as demais amostras em que o meio 

apresentava: fungos filamentosos, meio sintético, Tween 80 e o óleo vegetal. Os resultados 

das análises pelo método gravimétrico de partição são encontrados na Tabela 9 e 10.  

Observa-se na Tabela 9, que o fungo A. aculeatus apresentou valores de 

biodegradação entre 64, 61% (sendo seu menor valor de biodegradação) a 97,85% (sendo 

este o seu maior valor). Nota-se que os dois últimos dias os valores de biodegradação 

chegaram a 90% mostrando-se grande efetividade para a biodegradação do óleo vegetal, vale 

ressaltar que, esse valor de porcentagem provavelmente exista algum resíduo de Tween 80, 

pois não houve a separação de ambos (surfactante e óleo vegetal), e mesmo parte do Tween 

80 ter sido biodegradado e outra parte ter sido arrastada para a fase aquosa, ainda existe 

resíduos do mesmo ligados ao óleo. 

 

Tabela 9: Porcentagem de biodegradação do microrganismo A. aculeatus pelo método 

gravimétrico de partição. 

Dias Tara (g) 
Medida 

1 (g) 
Medida 

2 (g) 
Valor 

médio (g) 
Valor 

final (g) 
Biodegradação 

(%) 
Desvio 
Padrão 

1 182,1771 182,1898 182,1907 182,1903 0,0132 64,6 6,0x10-3 
2 182,1771 182,1892 182,1887 182,1890 0,0119 68,1 4,0x10-3 
3 182,1771 182,1840 182,1824 182,1832 0,0061 83,6 1,1x10-3 
4 182,1771 182,1787 182,1801 182,1794 0,0023 93,8 1,0x10-3 
5 182,1771 182,1781 182,1776 182,1779 0,0008 97,9 4,0x10-4 

 

Ao analisar os resultados da Tabela 10, nota-se que houve uma porcentagem 

significativa, entretanto não é possível afirmar ao qual a porcentagem de biodegradação 

proveniente do fungo e qual a porcentagem proveniente do Tween 80. De acordo com 
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Nascimento e colaboradores (2008), quando se tem elevadas concentrações de surfactante 

Tween 80, o mesmo provoca a redução da atividade fúngica pela formação de possíveis 

micelas, as quais podem impedir o  contato  das  substâncias constituintes  do  óleo essencial 

com o microrganismo, no estudo de Wei e colaboradores  (2016) complementa informando 

que a maioria dos surfactantes quando se encontra a baixo da concentração micelar crítica 

se tem um maior crescimento fúngico e bacteriano, mas que os surfactantes em alta 

concentração afetaram adversamente a cinética de biodegradação. 

Se faz necessário o cálculo do desvio padrão, pois através dele encontra-se um valor 

que reflete a variabilidade de uma amostra em relação à média. Para saber se o desvio foi 

significativo ou não aplica-se o teste de variância. No qual consiste em dividir o desvio 

padrão pelo valo médio. Se esse valor encontrado for menor ou igual a 25% significa que a 

variância não é significativa (SHIMAKURA, 2005). O valor da Tara na balança foi de 

183,1771 g. 

Tabela 10: Porcentagem de biodegradação do microrganismo A. niger pelo método 

gravimétrico de partição. 

Dias 
Medida 1 

(g) 
Medida 

2 (g) 
Valor 

médio (g) 
Valor 

final (g) 
Biodegradação 

(%) 
Desvio 
Padrão 

1 182,1989 182,1990 182,1990 0,0219 41,4 1x10-4 
2 182,1890 182,1871 182,1881 0,0109 70,6 1,3x10-2 
3 182,1782 182,1860 182,1850 0,0079 78,8 5,5x0-3 
4 182,1922 182,1734 182,1828 0,0057 84,7 1,33x0-2 
5 182,1780 182,1779 182,1815 0,0044 88,2 1x10-4 
 

Os estudos de Gontijo (2016) e Costa (2016) fez-se o uso de um outro tipo de 

surfactante conhecido como LAS. O estudo mostrou que a biodegradação do surfactante foi 

efetiva, chegando a valores aproximados de 98%. De acordo com Giese (2004), ao utilizar 

Tween 80 em seus experimentos notou-se que na presença do surfactante junto ao álcool 

veratrílico houve um aumento de 42% (6,6g/L) na produção da biomassa fúngica de 

Botryosphaeria sp. Esse surfactante também possui um papel importante no processo 

degradação da lignina. Sabe-se também que o mecanismo de formação do complexo 

detergente/liproptoteína ainda não é bem conhecido, pode-se pensar que o Tween 80 pode 

vir a alterar a parede celular microbiana fazendo com que haja a secreção de enzimas para o 

meio extracelular. 

Para o microrganismo A. niger, houve também bons resultados de biodegradação 

chegando os valores entre 41,42 à 88,20% (Tabela 10). 
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Comparando os dois microrganismos, o fungo A. aculeatus como observado na 

curva de crescimento, em sua massa fúngica produzida, foi o microrganismo que apresentou 

maior valor de produção de lipase, um maior crescimento fúngico e consequentemente 

maiores valores de biodegradação mesmo com a interferência do Tween 80, chegando 

próximo de uma total biodegradação em vista do A. niger, que desde a curva de crescimento, 

observou-se que a produção de lipase e a produção da massa fúngica, principalmente no 

primeiros dias, não foi muito expressiva. Por meio dos resultados, nota-se que além da 

biodegradação do óleo vegetal poderá ter ocorrido a biodegradação do Tween 80, devido as 

porcentagens encontradas de biodegradação nos últimos dias ter apresentado valores 

significativos para ambos os fungos.  

A modelagem utilizando a lógica fuzzy, previu-se porcentagens de biodegradação 

em torno de 80% para os fungos estudados. A diferença de resultado apresentado entre os 

microrganismos estudados pode ter ocorrido devido as condições de armazenamento do 

fungo antes dos experimentos. O tempo de armazenamento pode ter gerado perdas em suas 

propriedades, ou alterado as propriedades de cada fungo em biodegradar, isto é, de produção 

de enzimas, cada fungo, como observado no subtópico 3.5, tem uma capacidade diferenciada 

de produção de enzimas. De acordo com Arantes e colaboradores (2009), o nível de cada 

atividade enzimática terá variação entre os fungos. 
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5. CONCLUSÃO 

 

Pelos resultados obtidos, notou-se que o fungo com maior potencial para a 

biodegradação do óleo vegetal foi o microrganismo Aspergillus aculeatus, com um bom 

crescimento em todas as pesquisas feitas, desde a produção da enzima lipase, quando no 

meio contendo óleo. O segundo fungo que mostrou ter um bom crescimento foi   A. niger. 

Já os fungos P. crysogenum e P. crustosum não apresentaram um bom crescimento. 

Para a curva de crescimento, tanto com a utilização de óleo quanto sem, notou-se 

para o A. aculeatus uma grande quantidade de produção de massa seca ao contrário dos 

demais fungos. Tal crescimento fúngico é importante para a produção de enzimas e 

consequentemente para a biodegradação do óleo.  

Ao se fazer o método gravimétrico de partição, confirmou-se os resultados 

encontrados pelo o método de curva de crescimento na produção de massa seca, no qual o 

microrganismo A. aculeatus apresentou ótimos valores de biodegradação, chegando a 

valores maiores que 90%, por meio desse estudo notou-se que o fungo estudado A. niger, 

apresentou um bom comportamento e teve uma biodegradação em torno de 80%, 

demonstrando que para as condições estudadas duas possibilidades interessantes para 

combater problemas com óleo por meio de fungos. Este estudo ainda demonstrou que o 

Tween 80 aparente não ser um interferente na biodegradação.  

Por fim, por meio da lógica Fuzzy observou que os resultados foram condizentes 

com os encontrados experimentalmente, onde o crescimento fúngico teve um bom 

crescimento na temperatura 25 °C, e o crescimento dos microrganismos tiveram seus 

melhores resultados em uma temperatura mais baixa. Portanto a utilização dessa técnica de 

modelagem se mostra interessante para gerar informações gerais a respeito de diferentes 

sistemas, além de que por meio da mesma pode ser testadas diferentes situações e 

consequentemente otimizar os processos, obtendo melhor resultado, mas ressalta-se para 

fazer uso de forma eficiente desse método de modelagem tem que ter um conhecimento do 

que se espera, para criar regras que condizem com a realidade do experimento. 
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6. SUGESTÃO DE TRABALHOS FUTUROS 

 

 Encontrar uma técnica que possibilite mensurar quantos porcento do Tween 80 e 

quantos porcento do óleo sobraram no meio e quantos porcento cada um deles 

biodegradaram o meio;  

 

 Fazer este estudo em maior escala piloto em biorreator; 

 

 Fazer maiores estudos na área de modelagem para complementar de forma ainda 

mais eficaz a parte experimental. 
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APÊNDICES 

ANEXOS 

 

Contagem de esporos 

 

Considerando a diluição:  

 

ቆ
4,40 𝑥10଺𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
ቇ 𝑥 12 =

5,3 𝑥10଻𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
 

 

(Equação 2) 

 

O mesmo procedimento foi feito para os outros 2 fungos.  

 Para o P. crysogenum:  

 

6,0 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004𝑚𝑚ଷ
=  

6,0 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004 𝑥 10ିଽ𝑚³
= ቆ

6,0 𝑥10ଽ𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004𝑚ଷ
ቇ 𝑥 ቆ

1𝑚ଷ

10଺𝑚𝐿
ቇ

=
1,5 𝑥10଺𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
 

(Equação 3) 

Considerando a diluição:  

 

ቆ
1,5 𝑥10଺𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
ቇ 𝑥 12 =

1,8 𝑥10଻𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
 (Equação 4) 

 

 Por último o fungo Aspergillus niger: 

12,0 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004𝑚𝑚ଷ
=  

12,0 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004 𝑥 10ିଽ𝑚ଷ
= ቆ

12,0 𝑥10ଽ𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004𝑚ଷ
ቇ 𝑥 ቆ

1𝑚ଷ

10଺𝑚𝐿
ቇ

=
3 𝑥10଺𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
 

(Equação 1) 
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13,0 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004𝑚𝑚ଷ
=  

13,0 𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004 𝑥 10ିଽ𝑚³
= ቆ

13,0 𝑥10ଽ𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

0,004𝑚ଷ
ቇ 𝑥 ቆ

1𝑚ଷ

10଺𝑚𝐿
ቇ

=
3,3 𝑥10଺𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
 

(Equação 5) 

 

Considerando a diluição:  

 

ቆ
3,3 𝑥10଺𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
ቇ 𝑥 12 =

4,0 𝑥10଻𝑒𝑠𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠

𝑚𝐿
 (Equação 6) 

 

Curva de crescimento 

଴,ଷହ௫ଵ଴షల௅

௫
=

଻଴௫ଵ଴షయ௅

ଵ௅
 (Equação 7) 

 

଴,ଷହ௫ଵ଴షల௅ ௗ௘ ó௟௘௢

଻଴௫ଵ଴షయ௅ ௗ௘ ௦௢௟௨çã௢/௘௙௟௨௘௡௧௘
 = 5x10-6  L de óleo/L de efluente (Equação 8) 

 

Sabe-se que a densidade do óleo de soja é ρ= 0,891 g/cm3 , então temos que:  

 

5x10-6L x 0,891 g/cm3 x 
ଵ଴଴଴ ୡ୫య

ଵ୐
= 4,455x10-3g (Equação 9) 

 

4,455mg.L-1 de efluente 

 

଴,ଷହ

௫
=

ସ,ସହହ

ହ,଴଴଴
 (Equação 10) 

 

0,393 μL de óleo = 5 mg.L-1 

3,930 μL de óleo = 50 mg.L-1 

 

Quantidade de Tween 80 
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Antes 0,393 μL 

Depois: 0,0002g 

1,06g_____________0,001L  (Equação 11) 

0,0002g____________x 

X= 0,758 μL 

Razão= 
଴଻ହ଼μL

௫଴,ଷଽଷμL
= 0,4783    (Equação 12) 

 


