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RESUMO

CAIXETA, EVELYN SIQUEIRA. Aplicacdo De Fungo Em Fermentacio Submersa Como
Alternativa de Biodegradacao de Residuo de Oleo de Cozinha. 2019. 60 p. Dissertagao
(Mestrado em Qualidade Ambiental) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG

A geracao atual tem produzido uma grande quantidade de residuos de 6leo de fritura, exigindo-
se que seja feita a reciclagem deste 6leo como caminho para a disposi¢ao ambiental. O objetivo
deste estudo foi avaliar em trés etapas o consumo de gordura pelos fungos denominados ESC
01, ESC 02 ¢ ESC 03 em fermentacao submersa em fase acrobia e anaerdbia, bem como analisar
variaveis associadas a biodegradagdo. Os trés fungos foram isolados de residuo de o6leo de
cozinha usado por meio de esfregaco em meio Czapek. Apods esse processo, 0 melhor fungo
degradador de gordura foi selecionado na Etapa 1 por analise de gravimetria e nas Etapas 2 e
3, foi exposto a condigdo aerdbica e anaerobica, respectivamente, durante 6 dias cada.
Parametros como Tensdo Superficial (T.S), Indice de Emulsificagdo (querosene, o6leo
sintético,0 leo usado, 6leo novo), pH, Temperatura ¢ Unidades Formadoras de Colonia foram
medidos para checar a viabilidade e aplicabilidade deste fungo em biodegradar. Dentre os 3
fungos diferentes, o que melhor consumiu o residuo de 6leo na Etapa 1 foi o ESC 01 (99%),
sendo que de modo aerdbio na Etapa 2, conseguiu reduzir em média 76% do percentual inicial
de gordura no tempo estudado e sob modo anaerdbio, observou-se que o fungo reduziu cerca
de 30% no mesmo tempo. Sobre os parametros avaliados, e de modo aerobio, apenas o pH
obteve forte correlagio com o tempo, e as demais varidveis nao foram explicadas
proporcionalmente as horas de analise. Anaerobicamente, os parametros de T.S, pH e LE para
querosene mostraram forte correlagdo com o tempo. Portanto, no tocante a degradagdo da
gordura pelo fungo ESCO1, o ideal ¢ que ele seja aplicado em condi¢do aerébica e para
processos de emulsificacdo o ideal € que ele seja aplicado sob condi¢do anaerdbica. Nas duas
etapas o fungo elevou a tensao do meio proporcionalmente a diminui¢ao do pH.

PALAVRAS-CHAVE: Biodegradagdo. Fungos. Gordura. Residuo.



ABSTRACT

CAIXETA, EVELYN SIQUEIRA. Application of Fungus in Submerged Fermentation as
an Alternative to Biodegradation of Waste Cooking Oil. 2019. 60 p. Dissertation (Master
Environmental Quality) - Federal University of Uberlandia, Uberlandia - MG

The current generation has been producing a large amount of frying oil waste, requiring its
recycling for better environmental disposal. This study aimed to evaluate in three steps the fungi
fat consumption denominated ESC 01, ESC 02, and ESC 03 in submerged fermentation, as well
as to analyze variables associated with biodegradation. The three fungi were isolated from
cooking oil waste by smearing on Czapek medium. After this process, the best fat-degrading
fungus was selected in Step 1 by gravimetric analysis and in Steps 2 and 3, it was exposed to
aerobic and anaerobic condition, respectively, for 6 days each. Parameters such as Surface
Tension (S.T), Emulsifying Activity (kerosene, synthetic oil, used oil, new soil oil) pH,
Temperature and Colony Forming Unit (CFU) were measured to check the feasibility and
applicability of this fungus in biodegradation. Among the 3 different fungi, the ESC 01 (99%)
was the one that best consumed the oil waste in Step 1, and in aerobic condition in Step 2, the
fungus reduced on average 76% of the initial fat percentage during the time evaluated and under
anaerobic condition it was observed that the fungus reduced about 30% at the same time. On
the evaluated parameters, in the aerobic condition, only the pH showed strong correlation with
time, as the other variables were not explained proportionally to the hours analyzed. In the
anaerobic condition, the S.T, pH and E.A for kerosene showed a strong correlation with time.
Therefore, regarding the degradation of fat by the ESCO1 fungus, the ideal is that it is applied
in a aerobic condition and for emulsification processes, ideally it should be applied in the
anaerobic condition. In two stages the fungus raised the medium tension in proportion to the
decrease in pH.

KEY WORDS: Biodegradation. Fungi. Fat. Waste.
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1 INTRODUCAO

Grande parte das polui¢cdes ambientais sdo ocasionadas por atividades humanas e
ocorrem de forma direta ou indireta, através de processos industriais e comerciais que
acontecem com bastante frequéncia em todas as regides do mundo. Por informagdes mostradas
pelas midias , percebe-se que os 6rgaos ambientais ndo conseguem lidar com tantas apreensdes
que devem ser realizadas e além do mais, as puni¢des nao sao severas o suficientemente para
mostrar a0 homem que a continuidade dos recursos naturais que até o momento suportaram o
seu desejo pelo lucro desmedido, ja esta intensivamente afetada e desgastada.

O desenvolvimento urbano faz com que o consumo de produtos de origem industrial se
torne desenfreado, refletindo diretamente no aumento da geracdo de materiais compostos por
substancias de dificil degradacdo. Toma-se como exemplo os residuos agroindustriais de
origem oleosa. Sabe-se que esses compostos nao degradam rapidamente quando langados no
solo ou na dgua e que a geragao excessiva desses residuos nas cidades ¢ fruto do pds-consumo,
sendo bastante influenciada pelo comércio local e sempre associada as condi¢des socio
culturais (estilo de vida) ou econdmicas (modo de consumo).

O o6leo de cozinha usado ¢ um residuo gerado em grandes quantidades durante o
processo de preparagdo de alimentos e se descartado sem reaproveitamento, pode gerar sérios
problemas ecologicos (ALBERICI et al., 2012). Para minimizar essa desestabilizagdo ecologica
e gerar lucro, um dos caminhos ¢ o reaproveitamento através da conversdo deste 6leo em
biodiesel (D"AGOSTO et al., 2015).

Atualmente, algumas empresas de reaproveitamento de residuos oleosos vem surgindo
nas grandes cidades para que um pré tratamento seja realizado e para que tenham uma
destinacdo final adequada. Em Uberlandia-MG, cidade que abriga cerca de 683 mil habitantes
de acordo com o Instituto Brasileira de Geografia e Estatistica (IBGE), produz cerca de 150
toneladas/més (informacdo verbal)! de 6leo de cozinha usado, principalmente por processos de
fritura. A empresa Seeds Oil que trabalha com a coleta e reaproveitamento deste tipo de residuo,
consegue coletar em torno de 30 toneladas/més de 6leo usado e deste montante, em torno de 2
mil kg sdo de matéria organica de restos alimenticios (borra). Atualmente, a Unica forma
destinacdo encontrada pela Seeds Oil para descarte desta matéria organica, ¢ o processo de
incineragao que tem sido feito pela Central de Tratamento de Residuos Solidos Industriais de

Uberlandia (CETRIC) que produz biogés.

! Informagdo fornecida por Luciano Teixeira, dono da Seeds Oil, microempresa que recicla 6leo de cozinha usado
como meio de promover a logistica reversa.



Para criar novos meios de destinagdo e promover qualidade ambiental, os pesquisadores
buscam encontrar métodos naturais que revertam ou minimizem contaminagdes que possam
ameacar drasticamente a vida do ser humano ou do meio ambiente. Para tanto, novas técnicas
de biodegradacgao advindas de processos biotecnologicos tém sido elaboradas devido a grande
habbilidade e capacidade de adaptacdo de microrganismos em ambientes contaminados. Tais
técnicas buscam através dos estudos, comprovar a aplicabilidade do uso de metabdlitos
secundarios de microorganismos, pois, eles tendem a auxiliar tanto na decomposicao de
elementos quimicos como na solubilizagdo de substancias imisciveis entre si. Estes metabolitos,
sdo nomeados biossurfactantes e possuem a capacidade de agir com rapidez na interface entre
meios de diferentes estruturas, gerando uma emulsdo e facilitando uma decomposic¢ao natural.
Possivelmente podem diminuir ou até mesmo substituir o uso de surfactantes de origem quimica
quando em contato com substratos que estimulam sua a¢des metabolicas.

O interesse nesses biossurfactantes produzidos por microorganismos, t€m aumentado
devido também ao seu potencial como intensificador na recuperagdo avancada do petroleo.
Uma gama de seus subprodutos t€ém sido avaliadas sobre as propriedades de atividade
superficial e assim, vem sendo sugeridos o seu uso em detrimento aos surfactantes sintéticos.
No que se refere as questdes econdmicas, ha indicios de que os biossurfactantes possam ser
produzidos de forma mais barata, desde que sejam utilizados substratos renovaveis, baratos e
em técnicas de fermentacdo (SANTOS et al., 2014). O tratamento biologico por fungos e outros
microrganismos pode reduzir compostos organicos, inorganicos € xenobidticos a formas menos
toxicas, podendo até mesmo ser aplicado em descontaminacdo de aguas superficiais.

Aplicou-se neste trabalho primeiramente, um tratamento bioloégico em duas etapas,
pelas quais, de modo aerdbio e anaerobio um fungo isolado do residuo coletado foi selecionado
e avaliado quanto a sua eficacia na degradacdo deste mesmo residuo que € rico em acidos
graxos e carbono e possui alto poder de contaminagdo, que € intensificado pelo descarte
rotineiro em de pias de bares, restaurantes e lares. Este ¢ indubitavelmente muito nocivo aos
corpos hidricos, além de, ao chegar nas estagdes de esgoto dificultar e encarecer os processos
de tratamento.

Portanto, este estudo objetivou propor uma alternativa que acelere a degradagdo de
residuo oleoso denominado de borra, verificando através de analises fisico-quimicas a
diminui¢do do percentual de gordura pelo fungo selecionado no periodo de 6 dias, avaliando-
o quanto a modificacdo dos pardmetros de tensdo superficial, ph, temperatura e indice de
emulsificag@o a partir da fermentagdo submersa, fatores estes que demonstram influencia na

viabilidade do fungo em processos de degradacdo e descontaminagdo do meio ambiente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producio e comércio de dleo vegetal

De acordo com Zhang et al., (2017), fontes de 6leo vegetal estdo disponiveis em todo
mundo pois quase todas as plantas produzem o6leo, principalmente através de suas sementes. O
autor discorre que a soja representa cerca de 60% da producao total de oleaginosas no mundo
e que em 2015 a produgdo global superou a casa dos 317 milhdes de toneladas. Isto acontece,
pois, a soja esta dentre as oleaginosas que possuem 0s pregos mais economicos para uso em
larga escala em produtos comerciais e que 15% da producdo deste tipo de 6leo ¢ usado
especificamente em aplicagdes industriais. Afirma também que a maior parte do suprimento
mundial deste tipo de 6leo ¢ produzido na América do Norte (Estados Unidos) e na América do
Sul ( Brasil e Argentina), paises que lideram as exportagdes. De acordo com a Associacdo
Brasileira das Industrias produtoras de Oleo Vegetais (ABIOVE) , no ano de 2017 s6 a produgdo
de 6leo de soja no Brasil, foi cerca de 8,10 milhdes de toneladas (t) e o consumo no pais foi
cerca de 6,80 milhdes de toneladas. Um pouco a mais do que em 2016, que registrou um
consumo de 6,50 milhdes t (ABIOVE, 2016). Portanto, percebe-se que nos ultimos dois anos
tanto a producdo quanto o consumo esta em crescimento constante.

Os oleos e gorduras podem ser origindrios de fonte vegetal ou animal, estruturados
quimicamente por ésteres de triacilglicerdis sendo insoluveis em agua (hidrofébicos) (ABREU;
PEREIRA; RIOS, 2013). Segundo Sharmin et al., (2015), os 6leos vegetais sdo considerados
um dos componentes mais importantes da biomassa e sdo formados por triésteres de acidos
graxos e glicerol (insaturados e saturados). Cerca de 93 a 98% da composicdo em peso €
formada por triglicerideos e o restante ¢ considerado a parte de menor importancia, sendo

formada por fosfoglicerideos, monoglicerideos e diglicerideos.



Figura 1 - Estrutura de triglicerideo (R1/R2/R3:cadeias de acidos graxos)

Fonte: Zhang et al. (2017)

Percebe-se, portanto, que a producdo e o comércio de dleos vegetais esta diretamente
conectada tanto ao alto consumo de 6leos comestiveis quanto também ao interesse aumentado
de uso substitutivo relacionado a produtos a base de o6leo mineral (SALAM; SUIDAN;
VENOSA, 2016). Portanto, preocupacdes referentes ao modo de descarte devido ao impacto
ambiental que 6leos podem causar, sao fundamentais no processo de tomada decisdes sobre a

de qualidade ambiental.

2.2 Consumo, descarte do dleo de fritura e impacto ambiental

E notério que no Brasil ainda ndo ha consciéncia e conhecimento sobre leis e propostas
que tratem sobre descarte de 6leo. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
possui cerca de dez recomendagdes sobre o uso e descarte do 6leo de cozinha pelos
estabelecimentos comerciais. Uma destas recomendagdes ¢ nao descarta-lo na rede publica e
com relacdo aos comerciantes e redes de fast food que necessitam de descartar uma grande
quantidade, ¢ indicado que eles entrem em contato com empresas ou entidades licenciadas pelos
orgaos competentes da area ambiental . Esta recomendagao faz parte do Informe Técnico n°11,
de 5 outubro de 2004, que foi criado em resposta & uma documentagdo recebida na ANVISA
pela Associagdo de Defesa do Consumidor (IDEC) que requereu participacao nas acdes para a
criacdo de Norma Brasileira que disponha sobre a utilizacao e descarte de dleos e gorduras
utilizados para fritura (ANVISA, 2004).

No Brasil, a populagdo chega a consumir aproximadamente trés bilhdes de litros de 6leo

de fritura por ano. Um dos fatores que contribui para este alto consumo, ¢ a cultura culinaria



local, como ¢ o caso do estado de Espirito Santo que consome cerca de 150 milhdes de litros
de oleo vegetal por ano (COSTA; LOPES G.; LOPES J., 2015).

Outro fator que propicia o alto consumo, ¢ a mudanga dos habitos alimentares da
populagdo que, devido a modernidade e falta de tempo passaram a valorizar uma alimentagao
de preparo pratico, mais rapido e saborosas, como ¢ o caso das frituras. Ao sofrer intenso
aquecimento, os d0leos sofrem acdo também do oxigénio do ar. Com isto, alteragcdes quimicas
e oxidativas no 6leo ocorrem e perdxidos sao formados, sofrendo decomposi¢ao e formando
produtos secundarios (aldeidos, alcodis, cetonas e hidrocarbonetos) o que colabora para
mudangas no sabor, no odor e escurecimento da coloragdo, tipicos de um oleo oxidado.
Caracteristicas como formac¢ao de espuma, diminui¢do da insaturagdo total, aumento de teor
de 4cidos graxos livres, também sdo inerentes a oxidacdo do 6leo de fritura (ABREU;
PEREIRA; RIOS, 2013). Estes fatores pos aquecimento estdo associadas com a presenca de
compostos ndo polares resultantes dos alimentos solubilizados e da oxidacdo do produto

(FREIRE; MANCINI; FERREIRA, 2013).

Figura 2 - Caracteristicas do 6leo antes, durante e apds uso excessivo

fmi‘:.._.'- ' '
Fonte: Oliveira , et al. (2008)

Somente quando o 6leo se encontra viscoso, com sabor ruim e coloragao escurecida os
estabelecimentos passam a descartd-lo, ou seja, ha um uso excessivo e continuado deste 6leo
no preparo dos alimentos, o que pode comprometer a qualidade do produto devido a oxidacao
(HOCEVAR, 2005).

Devido, portanto, a presenga de substancias ndo polares oriundas dos processos
quimicos dos 6leos e gorduras submetidos a altas temperaturas, ter a consciéncia sobre quando
e como o descarte deve ser realizado associado ao grau de oxidacdao destes produtos pode
contribuir para que praticas saudaveis ao ambiente sejam estabelecidas. Além do mais,

atualmente ha uma gama de andlises capazes de determinar o grau de oxidacao de um oleo, e



partir disto identificar a presenca de perdxidos, bem como dos seus produtos secundarios como
os aldeidos ou também quantificar o nimero de acidos graxos livres auxiliando na detec¢ao da
oxidagdo lipidica (ABREU; PEREIRA; RIOS, 2013). Sendo assim, torna-se possivel propor
praticas e solu¢des no tocante a preservagao do meio ambiente quando se trata do descarte de
6leos e gorduras.

Os o6leos vegetais, podem constituir cadeias de 8 a 24 carbonos e entre 0 a 7 ligagdes
duplas de carbono-carbono, a depender do tipo de planta e condigdes climaticas (ZHANG et
al., 2017).

Figura 3 - Estrutura quimica de alguns acidos graxos de 6leo vegetais
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Fonte: Zhang et al. (2017)

A United States Environmental Protection Agency (EPA) (2018) explicita que os 6leos
em geral, quer sejam de origem animal, vegetal ou derivados de petréleo, compartilham de
propriedades e constituintes fisico quimicos que podem produzir no ambiente efeitos deletérios
caso haja derramamento. Tais efeitos sdo citados pela agéncia: Adesdo do 6leo ao epitélio dos
animais e penas de ave, sufocando-os por deplecdo de oxigénio; Alta toxicidade; Possui efeito
intensivo de combustdo; Destr6i habitats e produz de odores; Contamina a parte costeira do
continente e faz com que as moléculas fiquem aderidas ao meio por muito tempo.

Dessa forma, o amplo uso do 6leo de cozinha nos restaurantes, bares e empresas de
grandes cidades, evidencia a necessidade de se preocupar com o meio ambiente no que diz
respeito ao despejo de residuos altamente poluidores.Os o6leos além de possuir em sua

composi¢do quimica cadeias carbdnicas longas (sdo moléculas de dificil degradagdo), ¢



frequentemente descartado de forma inadequada em ralos de pias o que pode provocar
entupimentos nas tubulagdes de esgoto e encarecer os processos de tratamento (RABELO;
FERREIRA, 2008). Segundo Klingelfus (2011), ¢ fundamental salientar que o 6leo de cozinha
usado, caso seja langado na pia pode causar varios danos a rede de esgoto além de aumentar a
necessidade do uso de produtos quimicos com contetido toxico para tentar reverter tais danos.
Um dos problemas consequentes deste lancamento € citado pela autora: permanéncia da gordura
no encanamento o que pode ocasionar o entupimento das tubulacdes, principalmente quando
nao ha separacao por uma estagdo de tratamento e saneamento basico.

O Departamento Municipal de Agua e Esgoto (DMAE) detectou no ano de 2013, 1,2
mil entupimentos de rede por causa do descarte do 6leo de cozinha incorretamente no sistema
de esgoto e com isso, foram gastos mais de R$ 600 mil para solucionar os problemas causados
por esse produto (NOGUEIRA, 2014). A quantidade de 6leos e graxas que chegou na estacao
de tratamento de esgoto de Uberlandia-MG em 2015 foi em média 240 litros por hora, sendo
considerado uma quantidade significativa ¢ de grandes alcances para prejudicar o processo,
alcangando cerca de 8,5% do percentual total de esgoto coletado (MAGALHAES et al., 2015).

A partir do que foi supracitado sobre a composi¢do quimica dos Oleos vegetais e
mostrado na figura 2 deste trabalho, Costa Filho (2011) diz que os 6leos possuem grande
potencialidade de contaminar ambientes e estdo classificados na Associagdo Brasileira de
Normas e Técnicas (ABNT) NBR 10004:2004 como residuos perigosos (Classe I) por
apresentaram em sua composi¢do, substancias com carater toxico, corrosivo, inflamavel ou
patogénico. E sabido que quantidades infimas de 6leo sdo suficientes para provocar danos
relevantes ao meio ambiente, pois, com apenas um litro de 6leo langado no meio, o oxigénio
presente em 1 milhdo de litros d’dgua pode se esgotar rapidamente, dificultando a sobrevivéncia
de seres vivos destes habitats.

Pela Resolucdao n° 430 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) de 2011,
que dispoe sobre as condic¢des e padrdes de lancamento de efluentes, nas dguas doces de classe
4 toleram-se iridescéncias e nas classes 1, 2 e 3 os 6leos e graxas deverdo ser virtualmente
ausentes, no entanto, caso haja derramamento, os limites para 6leos e graxas sdo:

1. 6leos minerais: até 20mg/L;
2. Oleos vegetais e gorduras animais: até¢ 50mg/L;
3. auséncia de materiais flutuantes;

De acordo com a Ecoéleo (2018) os rios e lagos sdo atingidos todos os meses com o

derramamento de mais de 200 milhdes de litros de 6leo e além de ser um grande poluidor de

agua doce, também foi considerado o maior poluidor de aguas salgadas das regides brasileiras,



causando um impacto ambiental absurdo. Nao obstante, 1 tonelada de 6leo liberado no ambiente
representa o equivalente a uma carga poluidora de uma populagdo de 40.000 habitantes.Oliveira
et al. (2009), discorre sobre varios danos referentes ao langamento de 6leo usado no ambiente:
a-Nas estacdes de tratamento de esgoto, o 6leo onera cerca de 45% o servigo, pois atrapalha o
desempenho dos biodigestores anaerobios e decantadores que consequentemente aumentam a
carga organica, gerando mais lodo e escuma;
b-Perda de desempenho dos reatores aerobio devido a alteracdes no pH;
c-Afeta as comunidades aquaticas, pois, o 6leo sobrenada devido a diferenca de densidade,
prejudicando a entrada da luz, reduzindo a interface ar-dgua, diminuindo as trocas gasosas e,
consequentemente, a oxigenagao do corpo hidrico;
d- Com relagao a questdes sociais, o desperdicio impede que este 6leo produza renda e bens de
valor através de processos de reciclagem;

Desse modo, Aratjo et al. (2016), explicita que uma das formas corretas para tratamento
e reuso do 6leo usado € o processamento ou reciclagem ,na qual, pode-se obter um subproduto
reaplicavel na fabricacdo de tintas, saponaceos, biodiesel além de servir como meio de
alimentagdo para animais. Para que estes subprodutos sejam formados, especialmente o
biodiesel, ¢ necessario que o 6leo usado passe por varias etapas incluindo a transesterificagdo
(alcoolise, acidolise ou interesterificacdo). No caso a alcodlise € apropriada pois obtém-se um
¢éster e um alcool a partir da reagao de outro éster com um alcool (solvente) em meio acido.
Portanto, os triglicerideos presentes nos 6leos vegetais ou gorduras animais reagem com alcool
em presenca de catalisador. Atualmente, os catalisadores acidos (acidos sulfurico e cloridrico)
sdo os mais utilizados (FOGACA; 2018).. Segundo Oliveira; et al. (2009) as etapas da
reciclagem sdo:
1°: Triagem: a triagem compreende a separacdo do 6leo de boa qualidade do 6leo de ma
qualidade, por meio da verificac¢do da cor;
2°: Peneiramento: o 6leo passa por peneiras com reducdo gradativa de diametro, que varia de
0,5 cm a 0,2 cm. Os so6lidos retidos podem ser encaminhados para a compostagem ou outra
forma de reaproveitamento;
3°: Decantacdo: repouso por aproximadamente seis horas, tempo necessario para decantar as
impurezas existentes e separar a dgua ainda retida;
4°: Filtragdo: para a retirada de qualquer resquicio de impureza que tenha permanecido;
5°: Transesterificacdo: para a producdo de biodiesel ou outros subprodutos;

No entanto, durante uma das etapas deste processo forma-se a chamada borra oleosa,

que € um residuo altamente gorduroso e rico em matéria organica, que pode ser potencialmente



danoso ao ambiente caso seja langado nos corpos hidricos (ARAUJO et al., 2016) . Um dos
caminhos para se evitar esses percalgos ¢ realizar a coleta correta dos 6leos e gorduras residuais
de fritura e reaproveita-los para outros propositos (MONTENEGRO, et al. , 2013).

Portanto, a preocupagao ecoldgica por parte da populagao em geral, mesmo que ainda
escassa, aos poucos muda a visdo de empresas de que a economia nao pode apoiar-se no que se
refere a preceitos sociais ou ambientais. Por esse motivo, as empresas tém procurado por
sistemas de prote¢do ambiental tanto por imposi¢ao do mercado como por iniciativa propria,
visando retorno financeiro no futuro. O intuito também ¢ evitar sangdes por parte das
fiscalizagdes dos Orgdos Ambientais, pois, um estabelecimento que néo apresenta preocupagio
com estes aspectos pode ter seus custos aumentados e, consequentemente, diminuir a sua
lucratividade, perder a posi¢ao no mercado e, em ultimo caso ter a cessagao de suas atividades
( FRANCISCO; FRANCA, 2007). Para tanto tem-se a Lei 9.605/98 de crimes ambientais, que
dispde sobre as sang¢des penais e administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao
meio ambiente, e da outras providéncias. Em seu capitulo V , no Art.54 da secao III , caput 2°
esta explicitado que o langamento de residuos sélidos, liquidos ou gasosos, ou detritos, 6leos
ou substancias oleosas, em desacordo com as exigéncias previstas em leis e regulamentos pode
ocasionar pena de 6 meses a 1 ano de detencdo e multa ( BRASIL, 1998).

O processo de reciclagem do 6leo de cozinha teve melhor apoio apés a criagdo da lei do
biodiesel 11.097/05 (do Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel) que dispde sobre
a obrigagao da introdugdo gradual do biodiesel na matriz energética brasileira para melhorar as
estruturas econdmicas, ambientais e sociais no ambito da producdo sustentavel de
biocombustiveis (MAGALHAES et al, 2015). Estima-se que no Brasil apenas cerca de 2,5%
do 6leo produzido no pais vai para o reuso, enquanto o restante ¢ descartado impropriamente
no solos, corpos hidricos, nos sistemas de tratamento de esgoto ou entdo, sdo incinerados,
mostrando que iniciativas para o reuso de produtos a base de 6leo ainda sdo escassas pois o
espaco no mercado para reintroduzi-los em larga escala ainda ¢ dificultoso devido a falta de
organizagdes competentes. No entanto, a reciclagem de 6leo de fritura tem comegado a atrair
os olhares grandes empresas que tem dado um razoavel investimento por interessarem-se em
realizar uma disposi¢do adequada deste tipo de residuos além de enxergarem beneficios em
seus lucros a partir disto, pois, os residuos de oleo de cozinha podem ser usados para a
fabrica¢do de varios produtos como tintas, sabdo e biodiesel, atingindo varios segmentos da
industria. Além do mais, tais iniciativas incentivam o trabalho de catadores de rua e podem
complementar a parte social do Programa Nacional de Produgdo e Uso de Biocombustiveis

(CESAR et al., 2017).



Sendo assim, reunides sobre o tema “6leo de cozinha” bem como seu descarte estavam
em processo de discussdo e avaliacdo no Congresso Federal Brasileiro através do projeto de Lei
n°® 2.074 de 19 de setembro de 2007 (COSTA; LOPES, G.; LOPES, J., 2015), que especifica
sobre a participagdo obrigatoria dos postos de gasolina, hipermercados, empresas que vendem
ou distribuem O6leo de cozinha e estabelecimentos similares em estruturar atividades que
mantenham a coleta de 6leo de cozinha usado e da outras providéncias (BRASIL, 2007). No
entanto, este projeto de lei encontra-se arquivado atualmente.

Fazendo um contraponto a outros paises, o Conselho das Comunidades Européias-CEE
jéa criou desde 1975, a directiva (75/439) que trata da eliminagao de 6leos usados, orientando os
paises Europeus a protegerem o meio ambiente e agirem contra os efeitos prejudiciais causados
pela descarga, depdsito ou tratamento destes 0leos sob a acdo de sistemas de regulacdo além de
salientar sobre o reaproveitamento do oOleo usado através da promog¢do de politicas de
abastecimento de combustivel. Ainda, no artigo 4° desta directiva ¢ dito que os estados
membros do CEE devem tomar medidas necessarias para que sejam proibidos qualquer tipo de
despejo nas aguas interiores de superficie, nas 4guas subterrdneas, nas aguas maritimas
territoriais e nas canalizagdes. Devem também proibir qualquer deposito ou descarte sem
controle de residuos provenientes de oOleos usados em solos além de ndao permitir que
tratamentos deste residuo que possam causar polui¢do do ar que ultrapasse o nivel permitido
pela legislagdao ambiental (EUROPEAN UNION,2010). Portanto, fica claro que o Brasil esta
totalmente atrasado em comparacdo a Europa no que se baseia em criagdo de legislagdes e
aplicabilidade de agdes sobre o despejo correto de residuos oleosos no ambiente, bem como

questdes referentes a qualidade ambiental, dentre outros aspectos.

2.3 Fermentacdo Submersa: O uso de microorganismos como alternativa para

degradar substincias hidrofobicas.

Novas técnicas de degradacao de residuos tém sido aplicadas, como por exemplo o uso
de metabolitos de microorganismos (bactérias, fungos e leveduras) que exercem no meio a
funcdo de descontaminacdo, promovendo a chamada biodegradagdo dos contaminantes
presentes através de processos respiratorios, facilitando a manutengao do equilibrio ecologico
(COSTA FILHO, 2011). Além do mais, representa um custo operacional baixo pois consegue
avaliar e identificar os microrganismos capazes de sintetizar subprodutos uteis ao ambiente,
biodegradaveis e de baixa toxicidade através da fermentacio de vérios substratos(GUDINA et

al., 2012).
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Um dos caminhos aplicaveis para tal degradacdo, ¢ a fermentagdo fungica submersa,
através da qual, microorganismos sdo colocados em meio liquido contendo nutrientes
dissolvidos, tendo como vantagens a manutenc¢ao de temperatura e pH, além da homogeneidade
do meio de cultura. (COLLA et al.,, 2010). Esta biodegradacao, consiste em decompor
compostos quimicos por via biologica utilizando-se de microorganismos que sdo bastante
interdependentes dentro de uma comunidade e capazes de realizar detoxificagdo de ambientes
contaminados. Além disso, eles utilizam nutrientes de maneira eficiente pois respondem as
condi¢des ambientais muito rapidamente e assim conseguem transformar ou reduzir compostos
poluentes em menos poluentes (FRANCISCO; FRANCA, 2007). Esta técnica ¢ considerada
uma alternativa eficiente e ambientalmente econdmica que remove a poluicao de ambientes por
0leo e reduz os danos causados por derramamentos. Além do mais, estudos t€ém focado sobre o
potencial da biodegradacdo quando melhorada através da bioaumentagdo ou bioestimulagdo
com microorganismos pré adaptados (NANA et al., 2013).

A bioaumentagdo consiste em adicionar microorganismos no ambiente contaminado
para acelerar e completar a degradagdo. J4 a bioestimulagdo, consiste em estimular o
crescimento de microorganismos ja presentes no substrato contaminado através da introdugdo
de nutrientes, oxigénio, corre¢cdo de pH, facilitando assim o processo de degradacao do poluente
(SOUZA et al., 2014).

No entanto, para que isso ocorra com exatidao, trés fatores sao fundamentais: contato
entre o microrganismo e a substancia a ser degradada; condi¢des ambientais favoraveis para a
efetividade da degradacdo e capacidade de transformacdo da substancia (COSTA FILHO,
2011). Portanto, para ndo haver comprometimento da biodegradagdo, o ambiente ndo deve ter
pouca umidade, temperaturas e pH desfavoraveis, além de ndo poder ter escassez de nutrientes
minerais (FRANCISCO; FRANCA, 2007).

Embora a diversidade de microrganismos capazes de biodegradar poluentes como 6leos
e produzir biossurfactantes ainda seja pouco conhecida, o nimero de espécies identificadas,
com o avango das pesquisas, tem crescido a cada ano. No entanto, dependendo do habitat em
estudo, ¢ estimado que poucas espécies de microorganismos existentes tem sido descoberta

como promissoras na produc¢do destes compostos (SOUZA et al., 2014).

2.4  Fungos: classificacio e consideracoes

Todos os fungos sdo organismos heterotroficos obtendo seu alimento por absorc¢ao

(secrecao de enzimas), sdo eucariontes € em sua maior parte multicelulares e no caso das
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leveduras, sdo unicelulares . Os multicelulares formados por células alinhadas topo a topo,
ramificadas e que formam hifas septadas ou asseptados, originando um micélio. Isto confere
aos fungos uma elevada relagdo area/volume, facilitando a obtengdo de alimentos, pois esta
estrutura rapidamente se desenvolve em todas as dire¢des sobre o substrato, podendo crescer
mais de um quilémetro por dia, no total, e afastar-se mais de 30 metros do local de inicio do
seu brotamento. De acordo com suas caracteristicas de absorcdo de nutrientes, podem ser
saprofitos (utilizam matéria organica morta), parasitas (adquirem alimentos através de
hospedeiros vivos), podem também viver em simbiose ou predacao. Percebe-se entdo, que um
fungo pode ter um importante efeito no meio ambiente, principalmente na degradagdo de
substrato. Esta situacdo permite entender melhor porque motivo os fungos apresentam corpo
sob a forma de micélio, pois sem esta estrutura nao teriam uma relagdo area/volume
suficientemente elevada para se alimentar com exatidao (BRASIL, 2018).

Segundo Heinzle (2008), os fungos sdao divididos em dois subgrupos: leveduras e
bolores. Leveduras s3o menores e podem crescer em células individuais ou aglomeradas e
podem ser utilizadas para a producao de insulina e vacinas, por exemplo. Ja os bolores,
desenvolvem-se de forma multicelular por estrutura vegetativa chamada de micélio, com um
sistema bem ramificado ¢ normalmente crescem mais sob condi¢des aerdbicas, formando
células agregadas. O autor afirma que os fungos filamentosos sdo usados em larga escala para
produzir enzimas como amilases, celulases and glucoamilases sendo a producdo de celulase
muito realizada a partir de Trichoderma reesei. Os outros tipos de fungos mais comercialmente
utilizados sdo do género Aspergillus s.p, usados para a producao de acido citrico e Penicillium,
usado para a produgdo de antibioticos e o fungo filamentoso Ashbya gossypii é usado para a
producdo de Riboflavina. Além dessas aplicagdes citadas, com o avanco da biotecnologia
muitas espécies de fungos estdo sendo avaliadas com o intuito de aplicé-las para tratamento de
varios residuos industriais de dificil degradagdo, devido serem uteis no tratamento de esgotos e
descontaminagdo de ambientes (GIMENES, 2010).

De acordo com Gu et al. (2017), os fungos ndo somente agem na degradagdo de
materiais repletos de celulose mas também produzem uma variedade de enzimas que degradam
matéria organica, no entanto, as condi¢des ambientais as propriedades do substrato e os
parametros do processo interferem na distribui¢do microbiana, em sua atividade e na mudanga
populacional. Assim, ¢ dificil dizer com precisdo sobre a variagdo da comunidade de fungos
somentes por amostragens em diferentes tempos e temperaturas.

Estudos comprovam que estes microrganismos sdo capazes de crescer sob condi¢des

estressantes no ambiente e ainda produzem enzimas extracelulares através do crescimento das
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hifas. Outra capacidade, ¢ conseguir agir em substancias insoliiveis, como moléculas oleosas
degradando-nas facilmente através da secre¢do de tensoativos caso o ambiente esteja propicio
(BYSS et al., 2008). Estes tensoativos sdo metabodlitos secundarios produzidos na fase
estaciondrio do crescimento de microorganismos (VARJANI; UPASANI, 2017).

Assim, esta habilidade foi identificada como lucrativa pois além da degradagado agil,
pode ocorrer a sucessdo de outros microorganismos e, assim, potencializa a biodegradacao
(BYSS et al., 2008).Portanto, toma-se se como exemplo de grande importancia economica,
biotecnoldgica e comercial , os fungos filamentosos pois possuem alta capacidade de se adaptar
em diversos ambientes e produzir compostos degradadores (SPERB et al., 2015). O uso de
fontes de carbono em meios de cultura ¢ muito vidvel na producdo de biossurfactantes e tais
fontes podem ser caracterizadas por trés grupos: Carboidratos, hidrocarbonetos e 6leos vegetais
e para uma boa biodegradagdo, ¢ necessario lembrar que fatores ambientais como temperatura,
pH, agitacdo e disponibilidade de oxigenacdo desempenham um papel fundamental no

crescimento microbiano e sua atividade (VARJANI; UPASANI, 2017).

2.5 O uso de surfactantes como tensoativos na industria

Tensoativos sdo moléculas que se conectam com partes polares e apolares, possuindo
afinidade tanto por 6leos e gorduras das solucdes, tanto com agua, outros liquidos e gases.
Dessa forma, atuam como mediador de fases imisciveis, formando emulsdes, ou agindo como
detergentes, por exemplo. No entanto, essas duas fun¢des dos tensoativos provocam também a
formagao de espuma (DALTIN, 2012). Ao diminuirem a tensdo superficial dos liquidos, ha
uma alta probabilidade de que bolhas se formem e se multipliquem principalmente quando ha
fric¢do, ocorrendo também a formagdo de espumas que no caso de serem oriundas do uso de
substancias quimicas, ndo se degradam podendo ficar retidas em rios e lagos, causando um
grande impacto visual além de prejudicar a saude dos animais aquaticos ou até mesmo leva-los
a morte (GONCALVES et al., 2015).

Atualmente, a remocao de componentes poluidores no ambiente tem se tornado o maior
problema e desafio, pois, uma das alternativas para melhorar a solubilizagdo destes
componentes poluidores tem sido o uso de tensoativos chamados surfactantes (LIU et al, 2017).
Estes pertencem a uma das classes mais importantes de produtos quimicos, ndo somente devido
ao uso comum didrio da vida das pessoas, mas também porque possuem uma grande
aplicabilidade nas industrias, agricultura e na saide (VARJANI; UPASANIL,. , 2017). No

entanto, o acumulo desse tipo de molécula sintetizada no ambiente afeta profundamente o
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ecossistema, causando inclusive toxicidade aos mamiferos e microrganismos (GONCALVES
et al., 2015) e por conta de sua estrutura quimica e caracteristicas refratrias podem ficam
retidos na matriz do solo ou nos corpos hidricos causando outras complicagcdes ambientais (LIU
et al., 2017) como por exemplo, prejudica o tratamento da dgua para o consumo humano
tornando-o mais oneroso ¢ complexo (GONCALVES et al., 2015).

Os surfactantes do tipo alquilfenois etoxilatos sdo os mais utilizados em escala industrial
para a producao de detergentes e lubrificantes, além de participarem de formulagdes de tintas e
cosméticos. No entanto, este composto € altamente persistente em ambientes aquaticos , ja que
possui em sua composicao o Nonilfenol (NP) e o Octilfenol (OP), que sdo subprodutos toxicos
aos organismos aquaticos induzindo a uma bioacumulagdo por serem elementos chamado de
Interferentes Endocrinos (IE). Os IE j& foram identificados no leite materno humano, na urina
e no sistema reprodutivo de roedores (EPA, 2010). Em muitos casos, a contaminagao ambiental
¢ causada acidentalmente ou devido ao langamento deliberado no ambiente de compostos
organicos e inorganicos através de atividades industriais (BANAT et al., 2010). Portanto, outras
vias de tratamento de residuos lancados em &4guas tém sido evidenciadas , como o de

microrganismos e seus metabolitos, por exemplo.

2.6 Biossurfactantes

Com o avango de tecnologias sustentaveis e para modificar o cenario de uso de
substancias quimicas, a busca pelo natural e componentes biodegradaveis para tratar sitios
contaminados tem aumentado (SOUZA et al., 2014). Descobertas tém mostrado que tensoativos
sdo boa opcdo e podem ter origem natural, pois sdo parte de muitas estruturas celulares e
membranas biologicas. Compostos com propriedades detergentes produzidos pelos micro-
organismos, sdao chamados biossurfactantes e também possuem as mesmas moléculas
anfipaticas dos surfactante, ou seja, sao hidrofilicas e hidrofébicas ao mesmo tempo, agindo
entre os fluidos de diferentes polaridades e reduzindo a tensao entre agua e 6leo, aumentando a
area de contato dos hidrocarbonetos (componentes insoluveis) causando modificacdo na sua
mobilidade, biodisponibilidade e na sua biodegradacao (SOUZA et al., 2014). Estes compostos
sao classificados de acordo com seu peso molecular, propriedades fisico-quimicas, modo de
acdo e sao caracterizados quimicamente como glicolipideos, lipopeptideos, acidos graxos,
fosfolipidios e lipopolisacarideos, biossurfactantes poliméricos e particulados, possuindo
propriedades funcionais e uma diversidade estrutural que fazem deles potenciais componentes

atrativos para uso variado em aplicagdes ambientais e biotecnologicas (VARJANI; UPASANI,
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2017). Os glicolipideos ¢ o grupo de biossurfactantes mais estudado e aplicado. Dentre eles, o
mais  conhecidos sdo os ramnolipideos, trehalolipideos, soforolipideos e
manosylerythritolipideos (BANAT et al., 2010). Estes metabdlitos sao identificados também a
partir seu peso molecular, sendo que as moléculas de baixa massa molecular possuem melhor
atividade na tensdo superficial, enquanto que as de alta massa molecular agem de modo a formar
emulsdes de sistemas 6leo/dgua mais estaveis (PEREIRA; ALBUQUERQUE, 2017).

Segundo Colla et al. (2010) a partir de residuos agro-industriais os biossurfactantes sao
possivelmente produzidos pois aderem facilmente a substratos e moléculas de carbonadas.
Gongalves et al.(2015), também afirma que esses biotensoativos podem ser produzidos a partir
de substratos renovaveis, como residuos de processamento vegetal, glicerol, 6leos ou até
mesmo petroleo. Menezes e Barreto (2015) dizem que este tipo de residuo, além de fornecer
diferentes alternativas de substratos para a fermentagdo, também ajuda nos problemas de
poluicdo ambiental.

Como forma de captagdo destes componentes naturais denominados biossurfactante,
utiliza-se de residuos da agroindlstria, j4 que estes possuem grande porcentagem de
carboidratos ou lipideos em sua composicdo, servindo como fonte de carbono para a
alimentagdo dos microrganismos ¢ consequentemente propicia producdo desses metabdlitos
além de favorecer a minimizagdo do impacto ambiental causado pelo descarte inadequado
desses rejeitos no ambiente. Outros fatores sdo relevantes quando pensa-se em estimular
microrganismos a produzir os biossurfactantes como a concentragao de nutrientes presentes no
meio (P/Mg/Fe/S/N/Mn) condigdes como pH, temperatura, agitagdo e oxigenacao e materiais
carbonados (SANTOS, 2016).

Varias propriedades funcionais ja sdo conhecidas: emulsificagdo, formagao de espuma,
limpeza, atividades de superficie e reducdo na viscosidade de petréleo. A emulsificagdo ¢ um
processo, pelo qual, forma-se um liquido conhecido como emulsdo, que contém gotas de
gordura ou 6leo suspensos em agua. Os melhores emulsificantes sdo amplamente aplicados
como aditivos para estimular a biorremediagdo e remover substancias oleosas dos ambientes,
ou seja, aqueles com alto equilibrio hidrofilico-lipofilico pois possuem melhor capacidade de
solubilizacdo em meio aquoso e sabe-se que os biossurfactantes de alto peso molecular sdo
altamente eficientes em emulsificar. (VARJANI; UPASANI, 2017). Além do mais, mostram-
se também como excelente opcao por possuirem menor toxicidade, boa atividade superficial,
rapida acdo no substrato e alta compatibilidade ambiental (LIU et al., 2017).

Segundo com Nitschke e Pastore (2002), utilizar biossurfactante na limpeza de tanques

de estocagem que contém residuos oleosos que eventualmente sedimentam-se no fundo ¢ uma

15



boa alternativa, ja que estes fragmentos oleosos podem se solidificar e dificultar a limpeza por
bombeamento convencional, que utiliza solventes e limpeza manual. Sendo assim, aplicar
metabolitos de microorganismos pode diminuir a viscosidade e a formac¢do de emulsdes do tipo
O/A por conta de sua acdo detergente, permitindo assim que o descarte se torne menos
dificultoso, além de gerar menos perigo aos técnicos. A partir de estudos, foi possivel afirmar
que usar o biossurfactante em detrimento aos surfactantes (origem quimica) , foi possivel
promover a limpeza e recuperacao de 90% das substancias residuais oleosas.

De acordo com Rodrigues e Teixeira (2010), alguns destes biossurfactantes sdo
descritos também por sua potencialidade como componente ativo bioldgico e sua aplicabilidade
também na area médica, sendo uma alternativa viavel como agente antimicrobiano, podendo
ser usados com seguranca e efetividade também de forma terapéutica.

Portanto, aspectos legais como regulamentos sobre a preocupagdo da poluicdo ambiental e
saude advindos de atividades industriais, tem se tornando bastante influentes no tocante ao uso

de biossurfactantes em detrimento aos quimicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Laboratorio de aplicacido da pesquisa:

Foi utilizado o laboratério pertencente ao Nucleo de Biotecnologia NUCBIO, situado
na UFU Santa Monica no bloco 1K do Instituto de Engenharia Quimica, situado na Av. Jodo
Naves, 2121. O espaco do laboratorio possui aparelhos modernos e é composto por 6 salas
sendo cada uma delas destinada ao uso de aplicagdes especificas para analises microbiologicas,
fisicas, quimicas ou também para técnicas de congelamento e criopreservacao de
microorganismos com aplicabilidade biotecnoldgica. Além destas, € equipado com uma sala
de informatica contendo 5 computadores, a qual, é acessivel a todos os alunos que frequentam
o laboratorio.

O trabalho pratico deu-se a partir de janeiro de 2018 apds liberagdo de uso pelos
coordenadores e técnicos e conhecimento do espago de pesquisa em dezembro de 2017,
verificando a disponibilidade de materiais-suporte para o isolamento e cultivo de fungos como
por exemplo, nutrientes de elaboragdo de meios de cultura .

Inicialmente, houve uma certa dificuldade de adaptacao e entendimento aos modos de
uso do laboratorio, pois trata-se de um espago multiuso e que deve ser zelado diariamente para
que nao ocorra conflitos entre os alunos ou desperdicio de materiais de aplicagao. Além disto,
foi necessario uma busca intensa de artigos cientificos que pudessem auxiliar-me com mais
precisdo sobre metodologias viaveis referentes ao cultivo de fungos e uso de equipamentos
pertinentes as analises. Aos poucos fui me adequando as praticas laboratoriais corretas € o
crescimento cientifico académico tornou-se meu aliado, auxiliando-me na busca de resultados

e no dominio das técnicas .

3.2  Etapas da pesquisa:

A parte pratica consistiu em trés etapas subsequentes de fermentacdo submersa , todas

realizadas durante 6 dias, utilizando o mesmo substrato e divididas em:

o Etapa 1 - Selecao do melhor fungo degradador de gordura em fermentacdo submersa
aerdbica (com agitacdo), realizada em duplicatas.
. Etapa 2- Ap6s o fungo selecionado, foi novamente aplicado na fermentagdo submersa

aerobica, realizada em triplicatas.
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. Etapa 3- O fungo selecionado foi colocado nos erlenmeyers dentro de uma caixa de
papeldao em sistema de fermentagao submersa anaerébico (sem agitacdo). Etapa realizada em

triplicatas.

3.3 Substrato: Borra

Um residuo de o6leo de cozinha utilizado para avaliar a producdo e agdo de
biossurfactante.A borra consiste em uma grande quantidade de matéria organica (restos de
alimentos semi- carbonizados) com grande quantidade de 6leo adsorvido e foi coletada na
empresa Seeds Oil situada na rua Guatemala 795, bairro Tibery, cidade de Uberlandia-MG. E
uma microempresa administrada por Luciano Teixeira e que recolhe por més cerca de 30
toneladas de d6leo usado nos bares, restaurantes e hospitais da cidade. Este total coletado passa
por processos de peneiramento e filtragem para que possa ser revendido para reaproveitamento
energético, fabricacdo de tintas ou sabdo. Destas 30 toneladas , cerca de 2 mil toneladas ¢ a
borra residual que sobra deste pré-tratamento feito pela Seeds Oil. Atualmente, esta borra ¢é
enviada para a CETRIC , que por sua vez faz a incineragdo para produzir e vender o biogas.

Figura 4 - Borra do 6leo de cozinha usado

Fonte: Autora

A analise composicional deste substrato foi feita através do aparelho modelo
SHIMADZU SSM-5000A® seguindo o manual de utilizag¢do para verificacao de carbono total,

0 qual, orienta-se expor a matéria organica a temperatura de 900 C° durante 2 min. O célculo
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pertinente a este resultado ¢ COT= CO+ CIn. Para a andlise dos compostos organicos da parte
oleosa, foi utilizado o aparelho de Infravermelho modelo Perkin Elmer FT-IR- Spectrum
Two® acoplado a um computador, do Instituto de Quimica Industrial da Universidade Federal
de Uberlandia. Este aparelho permite caracterizar os elementos na amostra a partir de dados
numéricos contendo a absorbancia por comprimento de onda (cm-'). Posteriormente, os
graficos foram plotados no sistema operacional Origin Evaluate 2018. Sobre o percentual de
gorduras animal ,vegetal e mineral presentes neste 6leo, foi realizada uma analise conforme a
Standard Methods for Examination of Water and Wastewater -SMWW 5520D- 22th Edition
2012.

Figura 5 - Oleo residual coletado na empresa Seeds Oil

Fonte: Autora

34  Microrganismos

Para captacao e isolamento de fungos, ocorreu a exposi¢ao do substrato ao ar durante 1
semana e entdo os microrganismos foram isolados a partir da coleta de amostra e cultivados
por esfregaco em Placas Petri contendo meio Czapek sélido. Ocorreu a realizagdo de repique a
cada 30/40 dias para a obtencdo de culturas puras iniciais. Apds conseguir separar trés amostras
de fungos, eles foram mantidos em geladeira a 7°C, seguindo metodologia padrdo de repique

continuo em meio de cultura Czapek soélido.
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Este meio foi elaborado a partir da juncdo de varios compostos quimicos diluidos em
agua destilada e esterilizados devidamente em autoclave vertical modelo CS PRISMATEC® a
120°C e pressao de latm por 20 minutos (MARTINS, 2018).

Tabela 1 - Meio de Cultura Czapek.

Elementos de Aplicacao Quantidade

Nitrato de Sédio (NaNo3) 2,00 g/L
Fosfato de Potéssio Dibasico (K2HPO4) 1,00 g/L
Sulfato de Magnésio (MgSO4) 0,50 g/L
Cloreto de Potassio (KCL) 0,50 g/LL
Sulfato Ferroso (FeSO4) 0,01 g/LL
Sacarose (C12H22011) 30 g/L

Agar (somente para meio solido) 20 g/L

Para a elaboragdo deste meio, todos os compostos foram colocados em Becker e
pesados em balanga de precisao modelo SHIMADZU Ax200®. Apos processo de esterilizagdo
o meio de cultura foi levado para camara de fluxo laminar onde a luz UV- Ultra Violeta
(germicida) foi ligada por 15 minutos para permitir total esterificacdo do meio e solidificagao
em placas Petri. As placas utilizadas também foram todas esterilizadas antes do despejo do meio
de cultura.

Ap0s a solidificagdo em UV, foi necessario manté-las em geladeira por 24 horas antes
do repique, com o intuito de verificar se ndo houve contaminacdo. Além do mais, para a
segurang¢a do manipulador usou-se luvas e mascara, bem como foi feita a limpeza do local com
alcool 70%. A alga de Drigalski ou pinga a ser utilizada também deve ser limpa com alcool

70% e colocada no calor do fogo de uma lamparina.
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Figura 6 - Repique em Capela- 02 e 03/2018

Fonte: Autora

Ao passo que o método de repique ia sendo refeito, algumas dificuldades foram
encontradas, pois, normalmente o fungo modifica seu comportamento no tocante ao
crescimento, alimentagdo e reproducdo a medida que vai sendo mantido em geladeira e
realocado em novas placas. Condi¢cdes como temperatura e luz do dia, também alteram seu
comportamento em placas. Isto foi percebido tanto na aplicacdo em meio s6lido quanto em
meio liquido, pela forma de crescimento de colonias e coloragdes. Em algumas oportunidades
até a producdao de micélios em meio liquido foi modificada. Por estes motivos manter
microrganismos durante periodos longos de experimento, foi um dos desafios, porém, com

grande aprendizado.
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Figura 7 - Culturas iniciais 01/2018

Fonte: Autora

Figura 8 - Trés culturas puras de fungos 03/2018

Fonte: Autora
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3.5 Fermentacao submersa

A fermentacdo flngica submersa foi realizada inicialmente a partir da inoculacdo de 3
fungos em meio nutritivo (Czapek liquido) em erlenmeyers de capacidade 500ml contendo 220
ml de caldo cada. Na primeira etapa, realizada em duplicatas e nomeadas como 1 e 1.1 /2 ¢
2.1 para cada fungo, a borra foi pesada ( 50g/L) e aplicada nos frascos de acordo com o
estipulado pela resolugdio CONAMA 430, portanto, cada frasco continha cerca de 11g de borra
colocados em agitagdo constante a 120 rpm em shaker modelo CERTOMAT MO® durante 6
dias. Entdo, um fungo foi selecionado como o melhor degradador de gordura ap6s analise de
gravimetria em rotaevaporador , que avalia a redu¢do do percentual de gordura na amostra.
Na segunda etapa, o fungo selecionado foi colocado em triplicatas nomeadas como 01 e 1.1 e
1.2, na presenga de oxigénio a uma agitagdo constante de 120 rpm em shaker . Também foi
colocado em agitacdo o grupo controle em triplicatas. A partir de entdo, varios parametros

pertinentes a pesquisa foram aplicados.

Figura 9 -Shaker contendo Erlenmeyers.

Fonte: Autora
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3.6 Parametros do Experimento

Parametros importantes no tocante a degradagao de gordura e comportamento do fungo
no meio foram medidos: Gravimetria, Temperatura, pH , Tensao Superficial, Unidades
Formadoras de Colénia, indice de Emulsificagdo. Os 6 dias de experimento das etapas 2 ¢ 3

foram registrados como: tempo 00h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h.

3.6.1 Gravimetria

Este método ¢é realizado para extrair o 6leo da amostra mediante a solubilizagdo em
solvente apropriado. Foi feito de acordo com o Standard EPA, method 1664.
Nesta analise, 30 ml do caldo contendo a gordura foi misturado com o solvente n-hexano por
10 min. Ap6s repouso de 24h, o solvente absorve o percentual de gordura contido no meio e se
separa da parte aquosa, se estabelecendo na camada superior do meio e entdo, ¢ retirado com
pipeta e colocado em baldo volumétrico devidamente seco e pesado antes processo de
rotaevaporagdo € apos.

Figura 10 — Rotaevaporador

Fonte: Autora.
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Neste equipamento, o baldo ¢ anexado a uma estrutura, pela qual, de um lado ha a
rotatividade em banho maria e de outro, o solvente ¢ recuperado por um sistema condensador.
A 4gua do banho maria foi aquecida conforme o ponto de ebulicdo do N-Hexano (68°C). Um
dos beneficios desta analise € o tempo reduzido. Apds o banho maria atingir a temperatura, em
5 min o solvente ¢ evaporado e a gordura permanece ao fundo do baldo e o calculo pertinente

pode ser feito: peso do balao com amostra — peso do baldo sem amostra.

Figura 11 - Fase de coleta de solvente contendo a gordura ap6s 24h

Fonte: Autora

3.6.2 Determinacio da Tensao Superficial

Um tensiometro modelo educacional KRUSS K6® foi utilizado de acordo com o
método do anel de Du-Nuoy descrito por Souza et al (2017). Neste método, um anel de platina
em um plano paralelo a superficie liquida analisada, ¢ colocado em contato com o liquido,
permanecendo até o momento de rompimento com a superficie ou interface. Este rompimento
da se pela variagdo de forga exercida pelo fluido no anel quando gira-se a régua (Figura 13). A
forca obtida quando o angulo de contato se torna 0 ¢ dada em mN/m, caracterizando a tensao
superficial do meio em andlise. O equipamento foi calibrado com alcool 99,7% . Esta calibragao
¢ necessaria dado que o anel possui estruturas muito delicadas e qualquer falta de cuidado pode

danificé-la, o que altera nos resultados. Sendo assim e se a calibrag@o se mantiver sempre igual,
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os resultados serdo confidveis. Se a tensdo ¢ reduzida ou aumentada ao longo dos dias de

analises, percebe-se a eficacia do metabolito produzido pelo fungo a partir dos resultados.

Figura 12 - Coleta de amostras para medi¢ao de Tensdo Superficial

Fonte: Autora

Figura 13 - Tensiometro KRUSS® Educacional k6 (aeb)

Fonte: Autora
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3.6.3 pH e Temperatura

O pH foi medidos a cada 24h a partir do uso do pHmetro Digital PG2000 GEHAKA®.

3.6.4 Indice de emulsificacio (LE.)

O indice de emulsificagdo foi realizado utilizando a metodologia de Martins e Martins
(2018). Tubos de ensaio com capacidade de 10 ml foram nomeados e com tampa contendo o
caldo fermentativo mais 6leo na propor¢do 2:2 ml aplicados com a ajuda de uma pipeta
automatica. Esta mistura foi agitada em vortex modelo AP56 durante 2 minutos cada tubo.
Quatro tipos de 6leos foram utilizados nesta andlise: o6leo vegetal de soja novo, 6leo usado de
fritura, 6leo sintético e querosene, todos em triplicatas. Para cada substdncia uma ponteira nova
foi utilizada, conforme a figura 14.

Figura 14 — Ponteiras

Fonte: Autora
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Ao preparar uma emulsdo, ¢ necessario que se faca agitacdo da solucdo para que a
solubilizagdo dos tensoativos ocorra e também reduza o tamanho das goticulas de 6leo e retire
a sujeira para garantir que os processos de detergéncia e emulsdao sejam eficientes. Essa
agitacdo ¢ a principal causa de formacao de espuma que ¢ formada pelas interacdes
intermoleculares entre os componentes da dgua, do ar e dos tensoativos (GONCALVES et al,
2015).

Para verificar a formagao de emulsdes e gerar graficos, calculos foram realizados a cada
24h como mostrado abaixo:

Calculo IE%: medida da camada emulsificada/ medida altura total do tubo x 100.

Figura 15 - Tubos de Ensaio usados na Emulsificacao

Fonte: Autora

3.6.5 Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

Esta técnica é importante ,pois, permite através de unidade de medida contar as células
viaveis que formam colonias sob condi¢des controladas.Para medir as unidades formadoras de
colonia, o fungo inicialmente armazenado em placa petri foi transferido para o meio czapek
liquido e colocado em constante agitagdo em shaker (120 rpm) durante 48h. Para que as cé¢lulas
fungicas fossem distribuidas igualitariamente , foi feita a homogeneizagao do meio utilizando

um agitador elétrico modelo IKA RW 20® , e a analise de contagem das unidades formadoras
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de colonia foi baseada na diluigdo em série da amostra de 10-' & 106 em agua destilada para
posterior plaqueamento e incubagdo por um periodo de 48h, utilizando a técnica spread plate

(BOCZEK; RICE; JOHNSON, 2014).

Figura 16 - Meio contendo Micélios (48h)

Fonte: Autora

Figura 17 — Diluicdes Seriadas

Fonte: Autora
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As dilui¢des deram-se a cada 10 mL com agua destilada, retirando-se 1 ml do primeiro
tubo e passando para o segundo e assim sucessivamente os tubos foram preenchidos. Feito isto,
foi feita aplicagdo em meio de cultura Czapek solido em placas Petri devidamente nomeadas
conforme as dilucdes realizadas.

Figura 18 — Distribui¢do em placas

Fonte: Autora

Apo6s 48h de cultivo, as placas foram colocadas em aparelho refletor modelo UFC
BIOMATIC® e as unidades formadoras de colonia foram contadas a partir de marcagdo com

pincel Pilot (preto) na placa (BOCZEK; RICE; JOHNSON, 2014).
3.6.6 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas objetivaram verificar a relagdo linear entre o conjunto de
variaveis yl, y2,y3, y4,y5, z1, 22, z3, z4, z5 e a variavel independente x= Tempo(h). Foram
realizadas através do software estatistico R e identificadas :
Etapa 2 (oxigenacio constante):

o y1= Tensdo superficial

. y2=pH
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. y3= Querosene (I.E)
° y4= Oleo Sintético (LE)
o y5= Oleo Usado (LE)

Etapa 3(auséncia de oxigenacio):
. z1= Tensao superficial

. z2=pH

z3= Querosene (1.E)

z4= Oleo Sintético (LE)
z5= Oleo Usado (L.E)

Inicialmente, com o objetivo de verificar a existéncia de correlacdo entre o conjunto de
variaveis com a variavel tempo, aplicou-se o teste de correlagao de Pearson. Nestes testes de
correlagdo foram testadas as seguintes hipoteses:

-Hipotese nula: Coeficiente de Correlacdo igual a 0, ou seja ndo hé correlagdo entre as variaveis
-Hipotese alternativa: Coeficiente de correlagcdo diferente de 0, ou seja ha correlagdo entre as
variaveis.

Nos testes de hipdtese, pode-se rejeitar a hipotese nula, ao nivel de confianga 95%, caso
o valor-p seja menor que 5%(0,05). Também foram gerados Intervalos de confianga (IC), ao
nivel de 95% para as correlagcdes. Um intervalo de confianga de 95% significa que se o teste for
repetido varias vezes, 95% das vezes a correlagdo- estara entre os limites inferiores e superiores
do intervalo de confianca. Em seguida, gerou-se o modelo de regressao linear para cada uma
das variaveis correlacionadas com a variavel independente tempo.

Os modelos dos pressupostos dos residuos (normalidade, independéncia e
homogeneidade de variancias) foram validados por meio dos testes de shapiro-wilk, durbin-
watson e teste f, respectivamente. Através destes testes, ¢ possivel obter confiabilidade na
validagdo dos resultados, ja que sdo analises formais. Existem graficos que validam modelos
dos pressupostos, no entanto, sdo considerados analises informais e, portanto, ndo foram

colocados neste trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagao de matérias-primas de baixo custo pode tornar competitivo os processos de
producao de biossurfactantes em detrimentos aos produtos quimicos. Na maioria dos casos, a
fonte de carbono ¢ responsavel por 50% do custo final de produ¢do de um bioprocesso, se
tornando economicamente viavel (RUFINO et al., 2014). Segundo Martins e Martins (2018),
alternativas como as fontes de carbono ajudam o microrganismo a produzir biossurfactante
utilizando primeiramente os carboidratos e gorduras , pois provavelmente estas moléculas
oleosas auxiliam no crescimento microbiano, tendo como resposta metabolitos que podem ser

aplicados em diversas atividades de degradacao.
4.1 Analise composicional da parte oleosa do substrato.

Com relagdo a composicao da parte organica do substrato, 58% ¢ matéria carbonada
conforme dados do aparelho SHIMADZU® para analises de TOC- Total Organic Carbon.
Portanto, os 42% restantes ¢ presenca de 6leo adsorvido e a amostra obteve os resultados

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Classificagdo do percentual de 6leos e graxas presentes na amostra

Column1 Quantidade
Oleos Vegetais ¢ Gorduras Animais 309.461,62 mg/kg
Oleos Minerais 66.560,31 mg/kg

Total 376.021,93 mg/kg

Para chegar a estes resultados, foi necessario analisar pelo menos 1kg do substrato em
estudo. No entanto, ndo foi possivel identificar separadamente a quantidade especifica de dleo
vegetal e animal presente na amostra, mas foi possivel isolar o teor de 6leos minerais. Com
relagdo as questdes de poluicdo ambiental e considerando o padrao limite supracitado pela
resolugdo CONAMA 430 de lancamento de 6leos e graxas em corpos hidricos (50g/L), estima-
se que se 1 kg de borra for descartado poderéd ultrapassar em mais de 6 vezes o limite estipulado
de polui¢do por 6leos do tipo vegetal ou animal e em mais de 3 vezes o limite de polui¢ao por

Oleos minerais a cada litro de dgua , apds avaliar os resultados dados acima. Além do mais, ha
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presenca de materiais flutuantes, o que nao deve existir. Assim, lembrando que a empresa Seeds
Oil produz como subproduto de suas atividades 2 mil (t)/més de borra e tendo-se preocupacao
sobre o descarte adequado, esta quantidade caso descartada impactaria drasticamente e

negativamente qualquer curso d’agua.

4.2  Caracterizaciio de compostos organicos do 6leo

A partir do uso da Espectroscopia no Infravermelho na Caracterizagdo de Compostos
Organicos foi gerado o grafico , pelo qual, associa-se os comprimentos de onda no eixo X com
a respectiva absorbancia no eixo Y, e entdo obteve-se os resultados. Para tanto, utilizou-se de
faixas de nimero de onda pré estabelecidas pelo método de transmissao, pelo qual, a radiagao

atravessa a amostra, sendo que parte € absorvida e a outra transmitida. (BARBOSA, 2013).

Grafico 1 - Caracterizagdo de Compostos por Espectroscopia no Infravermelho.
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Fonte: Origin Evaluate
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Apos a analise do grafico, os resultados mostraram que os compostos presentes estdo na
regido denominada infravermelho médio que vai de 4000-400 cm- '. Onde ocorrem os picos,
sendo mais ou menos agudos , estdo presentes as regioes de compostos organicos, que
associando-se o eixo X ao Y tém-se a banda do espectro e consequentemente o tipo de
composto. Esta andlise pode ter como base a divisdo ja estabelecida de 3 regides sendo: regido
1 de 4000 a 1300 cm™! (estiramento dos principais grupos funcionais OH,NH e C=0. A regido
2 de 1300 a 900 cm!  ( estiramento de ligagdo C-O de alcoois , éteres, fendis e esteres. E a
regido 3 que compreende a faixa de 900 a 500 cm™' (compostos aromaéticos e alquenos)
(BARBOSA, 2013).

Algumas bandas que foram encontradas e seus picos identificados por numeros,
referem-se a presenca destes compostos: (1:C-S,CH2), O-H, (6 ao 7: estiramento de C-O) ,(12,
13 e 14:-CH3 simétrico e assimétrico), (15 e 16: estiramentos de C=0 e ligacdes C=C), (17:
sais de amonio N- H e 4gua),(18,19 e 20: estiramento de C-H: alcanos e alquila além de grupo
Amina e Hidrocarbonetos, todos de cadeia alifatica (BARBOSA, 2013). Na identificagdo 21 ha
a presenca de 4gua devido a elevag@o quase nula da banda e esta 4gua ¢ oriunda possivelmente
dos alimentos fritos.

Estes tipos de compostos sdo originados pelo aumento da temperatura e consequente
oxidacdo, o que acontece com os Oleos de fritura. Este 6leo apos aquecido, apresenta estes
compostos e caso langado em um meio aquoso além de dificilmente serem destruidos,
dificultam a passagem de luz.

Na tabela 3 € possivel a partir dos numeros estabelecidos, identificar os compostos
organicos ¢ sua capacidade de absor¢do de luz. De acordo com Barbosa (2013), quando a
radiagdo eletromagnética associa-se a uma molécula, o efeito causado depende de sua energia.
Por vez, esssa energia esta associada ao comprimento de onda reproduzido. Quanto menor o
comprimento de onda de uma radiacdo, maior serd a energia associada a ela e a absor¢do de luz

ocorre de um nivel de transi¢do de energia menor (E1) para um nivel de energia maior (E»).
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Tabela 3 - Associacdo do Comprimento de Onda e Absorbancia do Grafico 1

Comprimento de onda (x) cm-1 Absorbéancia (y)
1- X: 720 0.576919
2-X: 613 0.270266
3-X:917 0.178203
4- X: 963; 0.23608
5-X:992 0.22619
6- X: 1095 0.54714

7- X:1120; 0.54013
8- X:1160 0.93881
9- X:1241 0.48756
10- X:1375 0.30282
11-X:1420 0.21807
12- X:1460 0.48219
13- X:1652 0.06385
14-X:1744 1.29328
15- X:2297 0.01318
16- X:2852 0.86968
17- X:2921 1.22914
18/19 - X:2921 1.22913
20-3011 0.18026
21-3500 0.03296

Desse modo, se uma amostra organica tiver incidéncia de alguma radiagdo a depender
das regides do espectro, pode-se identificar se ha ou ndo absor¢ao no comprimento de onda em
uma amostra organica. Portanto, se a energia de um composto for intensa, podera causar
alteragdes em suas moléculas como por exemplo, a radia¢do infravermelha que causa alteragdes
nos modos rotacionais e vibracionais das moléculas e possivelmente, afeta o meio no qual elas
estiverem inseridas. Na regido do infravermelho médio, como é o caso desta andlise, as

moléculas possuem maior comprimento de onda, portanto, apresentam menor energia.
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4.3  Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
As células vidveis foram contabilizadas na placa de maior diluicdo(10-6) e as unidades
formadoras de colonia foram registradas a partir da incidéncia de luz sobre a placa e marcagao

com pincel. Foi encontrado um valor de 91 x 10® unidades formadoras de colonia.

Figura 19 - Contabilizacdo de unidades viaveis

Fonte: Autora

4.4  Etapa 1: Seleciio do fungo por analise de gravimetria

Os resultados mostraram que o fungo ESCO1 possui o maior potencial de degradacao
de gordura em comparag¢do com ESC 02 e ESCO03. Dado que o percentual médio de gordura
presente no fundo do baldo em 30 ml de amostra coletada foi de 0,7968 g inicialmente , o

restante médio ndo degradado por cada fungo ¢ expresso no grafico 2:
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Grafico 2 - Quantidade média de gordura nao degradada por cada fungo- Etapa 1

Etapa 1- Selecdo do fungo
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Fonte: Autora

O grafico 2 mostra as quantidades de gordura restantes em cada baldo apos a evaporacao
do solvente n-Hexano no tempo inicial Oh e no tempo final 144h ultimo dia, bem como as
médias das duplicatas de cada fungo 01, 02 e 03 expressas em gramas(g). Em porcentagem, a
reducgdo € representada na Tabela 4 , a partir da subtracdo da quantidade de gramas inicial pela

quantidade média de gramas do tempo final de cada fungo.

Tabela 4 - Redugao média por cada fungo em gramas (g) e porcentagem- Etapa 1

Fungo Reducio de: Percentual Reduzido
ESC01: 0,7895 g 99,1%
ESC 02: 0,7826 g 98,22%
ESC 03 0,7793 g 97,81%

Considerando que estes resultados foram obtidos a partir da subtragdo da massa de
gordura do tempo Oh antes da fermentagdo pelo tempo 144h apds fermentacdo de 6 dias, o
fungo nomeado ESC 01 foi selecionado como melhor degradador e foi aplicado nas etapas

subsequentes 2 ¢ 3. Em comparagcdo com os outros dois fungos nota-se que todos sdo boas
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opgdes para aplicacdo em processos de degradagdo de gordura , com infimas diferencas de

reducdo entre si.

Figura 20 - Selecionado: ESC 01

Fonte: Autora

Segundo Nitschke e Pastore (2002) os microrganismos possuem uma alta habilidade em
aderir a superficies nas quais podem liberar células para se multiplicarem e isto pode ser uma
das mais importantes estratégias para sobreviver: facilidade em colonizar e escolher meios de
acordo com sua necessidade e disponibilidade de nutrientes (NITSCHKE; PASTORE, 2002).
Desse modo, explica-se os processos de degradagdo de gordura ocorridos neste estudo. Foi
fornecido um meio altamente nutritivo para o fungo, no qual, ele pode se conectar ao substrato
e se reproduzir. Como consequéncia, houve a liberacdo de surfactantes como metabdlito

secundario.

4.5 [Etapa 2: Fermentacio submersa aerdbica e analise de gravimetria.

Os valores expressos em gramas no grafico, correspondem a média do que restou de

gordura nos baldes(triplicatas) apos 6 dias de experimento.

38



Grafico 3 - Quantidade média de gordura ndo degrada pelo fungo na Etapa 2-144h

Etapa 2: Fermentag¢ao Submersa Aerdbica
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Nota-se que o percentual médio de reducdo de gordura pelo ESC 01 nesta etapa foi em
média 64% ( menor do que na etapa 1), no entanto, em uma das triplicatas, o percentual de
reducdo foi igual ao da etapa 1(cerca de 99%) , o que continua a provar a eficiéncia do fungo.
Isto pode ter ocorrido ,pois, notou-se visualmente que nesta triplicata o crescimento celular foi
mais intenso, o que pode ser devido ao local em que o frasco se encontrava e a exposi¢do a luz.
Com relagao a quantidade de borra presente no meio, a notou-se grande degradacdo da matéria

orginica ao longo dos 6 dias de experimento.

4.5.1 Determinacio da Tensao Superficial (T.S)

Os gréaficos de T.S foram elaborados considerando a média por cada dia do
experimento. Considerando o meio puro os resultados sempre foram 23 mN/m. Apds a
aplicag¢do do substrato a tensao superficial do meio subiu para 32/33 mN/m.

Nota-se que o fungo ESC 01, apesar de ter degradado bastante o percentual de gordura, ele ndo
¢ um bom redutor da tensdo superficial. Pelo contrario, os valores variaram em média de 33
mN/m a 36 mN/m mostrando um aumento irregular. Mais precisamente, as triplicatas 01 ¢ 1.2
chegaram a alcancar uma tensdo superficial de 38 mN/m quando o pH obteve sua maxima

diminuigao.
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Grafico 4 - Avaliagdo da Tensao Superficial Tempo/Média-Etapa 2
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4.5.2 pH e Temperatura

Observou-se que o pH reduziu bastante no tempo 72h em uma das triplicatas, chegando
a 3.92. Uma das razdes para a diminui¢ao do pH ¢é a producdo de acido pelo fungo podendo-se
afirmar, portanto, que o pH mais acido tende a elevar a tensdo do meio, ja que nesse mesmo
ponto a tensdo teve seu maior valor coletado de 38 mn/M. Ou seja, o fungo pode ndo ser um

bom redutor da tensdo superficial por produzir um acido que eleva a tensdo do meio.
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Grafico 5 - Média de pH / tempo-Etapa 2

160
144
140
120
120
_ 100 96
=
o
a 80
2 72
(]
= 60
48
40
24 4.523308833
20 0 i.43666 15030
. 4.5 45 //6 6667
5.58
0 / I J n_d/ B f— B el
1 2 3 4 5 6 7
Média de pH
Grafico 6 - Média de temperaturas durante os 6 dias-Etapa 2
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A média de temperaturas se manteve igual no decorrer dos dias, registrando-se cerca de
25°C, com variacao baixa de 1° a 2°C para mais ou para menos. O fungo se comporta bem e
sem grandes flutuagdes em temperatura ambiente constante, o que propicia a ndo interferéncia

nos resultados do experimento.
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4.5.3 Indice de Emulsificacao

Apos calculos pertinentes a esta analise especificados na metodologia deste estudo e
apods observacao diaria, percebeu-se que este fungo pode ser um bom agente emulsificante, o
que evidencia possivelmente que ele ¢ um microrganismo viavel a ser aplicado em processos
de tratamento de poluicdo ambiental, seja para biorremediacao, derramamento de substancias

oleosas em corpos hidricos ou limpeza de tanques e bobinas que recebem aplicagdo quimica.

Grafico 7 - Percentual de Emulsificag@o por tempo-Etapa 2
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Tabela 5 - Interpretacdo do Grafico 8 (Médias em porcentagem)
Tempo 24h 48h 72h 92h 120h 144h
Quero % 2 0 1 9 15 21
Oleo Sint.% | 59 45 42 69 59 46
Oleo Usado% | 29 22 26 23 18 61
Oleo Novo% | 0 0 0 0 0 2

Considerando o resultados obtidos do tempo Oh, no qual, também houve emulsificacao,
a constituicdo do meio Czapek pode ter influenciado nos resultados e nao pela presenca de

microorganismos, ja que todos os cuidados foram tomados para evitar contaminagdo. Sendo
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assim, pode-se dizer que pelas médias especificadas e pelo calculo da formula, a querosene, o
0leo sintético e 6leo usado foram emulsificados, o que demonstra a produg@o de biossurfactante
pelo fungo. Sobre a emulsificacdo em 6leo de soja novo, o fungo ESCO1 ndo ¢ viavel, pois
permaneceu sem emulsificagdo em todos os tempos. Na tabela 6 ¢ possivel verificar
estatisticamente quais dados sdo relevantes considerando o tempo como fator influenciador na

emulsificagao.

Figura 21 - Querosene emulsificado

Fonte: Autora

Figura 22 —Oleo novo nio emulsificado

Fonte: Autora
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Figura 23 - Oleo Sintético emulsificado

Fonte: Autora

4.5.4 Analises estatisticas -Etapa 2

Tabela 6 - Resposta estatistica - Etapa 2

Correlacao Intervalo de Estatistica P- R?
Pearson confianca T valor Ajustado

Tensio S. -
1) 0.2699619 0.606369 0.8501808 0,62693 0.5582 0,07288
?;21) -0.8617126 -0.97929  -0.309486 -3,7975 0.01266 0,6911
Querosene - )
v3) 0.3717477 0.529559 0.8787905 0,89542 0.4116 0.0341
Oleo )
Sintético -0.2117301 0.832112 0.6440127  -0,48443 0.6486 -0.1462
(¥4
Oleo Usado -
(v5) 0.07203767 0.720084 0.7826388 0,1615 0.878 0.005
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Verificou-se que a varidvel dependente y2 (pH) foi o inico pardmetro que obteve uma
relacdo linear forte com a variavel independente x(tempo). Além disso, a hipdtese nula (
correlacdo igual a zero) foi rejeitada ao nivel de 95% de confianca. Com relagdao aos outros
parametros, nao rejeitou a hipotese nula , ou seja, nao ha correlagdo com o tempo, sendo assim
ndo foi possivel gerar um modelo de regressao pois as variaveis obtiveram um comportamento
ndo linear. Porém, isto ndo quer dizer que o parametro de emulsificacdo ¢ invidvel para
aplicabilidade em processos ambientais, dado o que foi explicado anteriormente ¢ mostrado
pelos graficos e tabelas pertinente a cada resultado. Pode-se dizer apenas que o tempo nao
influencia diretamente e linearmente no potencial de emulsificagdo, sugerindo-se entdo um
tempo mais prolongado de pesquisa para este parametro na presenga de oxigenagao constante.
Segundo Rufino et al., alteracdes que ocorrem na tensdo superficial do caldo metabolico sdo
complicadas de serem interpretadas, uma vez que cada residuo oleoso possui uma especifica
composicdo e isso afeta no processo de bioconversdo pelos microrganismos, resultando em
diferentes respostas.

Tabela 7 - Interceptacao do parametro y2

(pH) y2=5,4175-0,00 7604 x
Estimativa Erro Padrao Estatistica T P valor R2 ajustado
Intercepto 54,175 0,173275 31,265 <0,001 0,6911
X -0,007604 0,002002 3,798 0,0127

Verifica-se que o parametro y2 ¢ significativo ao nivel de 95% de confianga (P
valor<0,05). Conclui-se que a cada aumento na unidade de tempo, ha um decréscimo de 0,007
no valor do pH, portanto, aumento na producao de acido. O presente modelo consegue explicar

cerca de 70% da variagdo total ( R2 ajustado =0,69).
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Grafico 8 - Representagio da variavel y2(pH).

PH

Neste caso, parece que existe uma relagcdo linear negativa, pois quanto mais o tempo
passa (eixo x), menor ¢ o valor do pH (eixo y), indicando associacdo com a producao de acido

conforme o tempo.

4.6  Etapa 3: Fermentacio submersa anaerodbica e analise de gravimetria

Nota-se que o percentual médio de redugdo de gordura pelo ESC 01 nesta etapa 3 foi
de apenas 30% sendo menor do que na Etapa 2 que obteve o dobro de degradacdo. Pode-se
afirmar entdo, que de modo anaerdbico o fungo reduz sua eficacia na degradacdo da gordura,

conforme mostrado no grafico 10.
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Grifico 9 - Quantidade média de gordura ndo degradada pelo fungo na Etapa 3-144h
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4.6.1 Determinaciao da Tensdo Superficial

Grafico 10 - Avaliagdo da Tensdo Superficial Tempo/Média -Etapa 3
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Nesta etapa 3, a variagc@o da tensdo superficial foi menor do que na etapa 2, como pdde

ser percebido pelo grafico 11.
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4.6.2 pH e Temperatura
Observa-se que as médias de pH encontram-se similares a etapa 2, no entanto, na etapa
3 ndo houve nenhuma uma triplicata com valores menores do que 4, o que ocorreu na etapa 2

quando o fungo foi exposto a oxigenacao constante, conforme o grafico 12.

Grafico 11 - Média de pH/ tempo Etapa 3
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Grifico 12 - Média das temperaturas durante os 6 dias- Etapa 3
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A média de temperaturas se manteve igual no decorrer dos dias, como na etapa 2, ja que

as duas etapas foram realizadas em periodo proéximo.
4.6.3 Indice de Emulsificacao

Grafico 13 - Percentual de Emulsificagdo por tempo-Etapa 3
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Tabela 8 - Interpretacdo do Grafico 14
Tempo 24h 48h 72h 92h 120h 144h
Quero % 7 25 45 42 44 57
Oleo Sint.% | 78 87 85 83.5 82 81
Oleo Usado% | 36 17 12 20 25 72
Oleo Novo% 0 0 0 0 0 0

Considerando o resultados obtidos do tempo Oh , no qual, também houve emulsificacao

da querosene, do dleo sintético e do 6leo usado como na etapa 2, pode ter ocorrido somente

pela constituicdo do meio Czapek. Nos demais tempos, observa-se alteragdes pequenas se

comparadas com a etapa 2, na qual, houve maiores discrepancia dos dados. Sobre a

emulsificagdo em o6leo novo, o biossurfactante produzido pelo fungo ESC0O1 ndo conseguiu

emulsifica-lo.
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4.6.4 Analises estatisticas- Etapa 3

Tabela 8 - Respostas estatisticas- Etapa 3

Correlacao de  Intervalo de Estatistica P valor R?
Pearson Confianca T M Ajustado

ge(‘z‘;i“’ 0.9415962 0.6480679  0.9915613 62524  0.001534  0.8639
{’Z}ZI) -0.8490187 20.9772572  -0.2660844  -3,5931  0.01566  0.665
ggfmse“e 0.8343778 02187982  0.9748829 33849  0.01957  0.6354
Oleo

Sintético 0.4334304 -0.4745054 0.894519 1,0754 03313 0.0254
(z4)

815‘;" Usado ) 5566008 03076839 09277487 15908  0.1725  0.2032

As variaveis dependentes z1 (Tensdo Superficial), z2 (pH) e z3 (Querosene) possuiram
uma relagdo linear forte com a varidvel independente x(tempo). Com relacdo aos outros
parametros, ndo rejeitou a hipdtese nula , ou seja, ndo ha correlagdo com o tempo, sendo assim
ndo foi possivel gerar um modelo de regressdo pois as varidveis ndo obtiveram um
comportamento linear. No entanto, como na Etapa 2 o 6leo sintético e o 6leo usado foram
emulsificados pelo biossurfactante, porém, de modo irregular sem associagdo direta com o

tempo de analise.

Tabela 9 - Interceptacao pardmetro z1

T.S. z1=29,678571+0,020337x
Estimativa Err? Estatistica T P valor R2 ajustado
Padrio
Intercepto 29,678,571 0,281466 105,443 <,001 0,8639
X 0,020337 0,003253 6,252 0,00153
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Com relagdo ao z1, observa-se que as estimativas dos parametros foram altamente
significativos (P valor<0,01). Além disso, verifica-se que 86% da varidvel dependente consegue
ser explicada pelo regressor (R2 ajustado=0,86). Pode se afirmar que cada aumento na unidade
de tempo representa um aumento de 0,02 na unidade da tensao superficial considerando a
associacdo com a diminui¢do do pH. Apesar de ter sido uma relagdo altamente significativa,

para processos de reducdo de tensdo superficial, o biossurfactante produzido nao ¢ ideal.

Grafico 14 - Representagdo da variavel z1 (T.S).
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Neste caso observou-se que existe uma relag@o positiva caracterizando-se por uma reta
ascendente, pois quanto mais o tempo (eixo x) aumentava, maior era a tensdo superficial do

meio (eixo y).

Tabela 10 - Interceptag¢do pardmetro z2

pH 72=5,542143-0,008165x
Estimativa Erro Padrao Estafll:stica P valor R2 ajustado
Intercepto 5,542,143 0,196631 28,185 <0,001 0,665
X -0,008165 0,002272 -3,593 0,0157
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Observa-se no parametro z2 que as estimativas sao significativas ao nivel de 95% de
confianga (P valor <0,05). Verifica-se que a cada aumento na unidade de tempo, ha um
decréscimo de 0,008 na unidade do pH , anaerobicamente. O modelo conseguiu explicar cerca

de 66% da variacao total (R2 ajustado= 0,665).

Grifico 15 - Representacdo da variavel z2 (pH)
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Conforme na etapa 2, existe uma relacdo linear negativa, pois quanto mais o tempo passa

(eixo x), menor € o valor do pH (eixo y), saindo de um meio bésico e indicando a produgdo de

acido conforme o tempo.

Tabela 11 - Interceptagdo pardmetro z3

Querosene  z3=0,1609524+0,0026865x

. . Erro Estatistica R2
Estimativa Padrio T P valor ajustado
Intercepto 0,1609524 0,0686795 2,344 0,0661 0,6354
X 0,0026865 0,0007937 3,385 0,0196

Observa-se no parametro z3 que a estimativa do intercepto nao foi significativa ao nivel
de 95% de confianga. No entanto, optou-se por ndo retirar este pardmetro, uma vez que ¢ de

interesse estimar a média no tempo igual a zero. Conclui-se que a cada aumento na unidade de
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tempo, ha um aumento de 0,002 na porcentagem de emulsificagdo da querosene. O presente

modelo explica cerca de 63% da variagao total (12 ajustado= 0,63).

Grafico 16 - Representagdo da variavel z3 (Querosene)
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Observou-se neste caso uma relacdo positiva , com reta ascendente. A medida que o eixo

X aumenta, o eixo y também aumenta na mesma proporcao.
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5 CONCLUSAO

O fungo ESCOI ¢ um o6timo degradador de gordura quando exposto ao oxigé€nio, tendo
capacidade de reduzir o percentual de gordura em 99%. Além disso, seus metabolitos podem
ser utilizados como agentes emulsificantes em processos de limpeza de tanques e reatores de
industrias utilizam substancias a base de 6leo em seus processos, dado que demonstrou um bom
potencial em emulsificar os compostos estudados, ou seja, ha a possibilidade de substituir ou
pelo menos diminuir o uso de produtos quimicos para remover gorduras. O fungo ESC 01
produz acido tanto em modo aerdbico quanto anaerobico, o que pode ser viavel para varios
processos industriais, seja para fabricagdo de novos produtos seja para processos de limpeza.
Entretanto, ndo ¢ eficaz em reduzir a tensdo superficial do meio, ja que este pardmetro em
alguns tempos se manteve estdvel no dias iniciais e aumentou levemente em outros tempos
inverso e proporcionalmente aos indices de pH. Outro fator associado a ndo redugdo da tensao
superficial é o peso molecular do biossurfactante produzido, pois, biossurfactantes de baixo
peso molecular sao bons emulsificadores e os de alto peso molecular sao bons redutores de
tensdo, o que nos indica claramente o tipo de biossurfactante produzido por este fungo. Tais
resultados afirmam de forma pratica o que é dito na literatura, mostrando que os fungos
possuem grande capacidade de adaptagdo em ambientes contendo residuos oleosos, o que para
processos de biorremediagdo e limpeza de ambientes contaminados, podem ser uma boa opgao
de tratamento, caso sejam manipulados corretamente. Sendo assim, essa pesquisa contribui
imensamente tanto para melhoria da ciéncia quanto para questdes comerciais € econdmicas,
sem deixar de lado a educagao ambiental, pela qual, pode proporcionar a sociedade novas visodes
sobre a importancia do descarte correto de residuos , bem como ter nogdo que ¢ possivel utilizar

mais substancias naturais em detrimento das quimicas.
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