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Resumo

A industrializagdo nas grandes cidades trouxe como uma de suas consequéncias a producdo de residuos em
larga escala que, se ndo tratados, sdo despejados nos cursos de dgua, contaminando o meio ambiente, com
sérios efeitos deletérios a salde humana. Neste tipo de efluente podem ser encontrados importantes
contaminantes, como 0s organicos, com destaque para o cresol, muito utilizado em diversos segmentos
industriais, que possuem alta toxicidade para animais e plantas. Por isso, torna-se essencial 0s processos de
descontaminacdo, evitando o prolongamento dos danos ambientais. Uma das maneiras mais interessantes de
remediacdo envolve o uso de processos de adsor¢do de compostos que sao classificados como residuos em
determinadas industrias, como as aguas de lavagem relacionadas a producdo de biossurfactantes, como a
surfactina. Isso porque estas aguas de lavagem contém ainda pequenas quantidades do biossurfactantes, que
sdo poderosos agentes de adsorcdo. Para avaliar a eficiéncia da remediacdo, foi utilizado um biossensor
eletroquimico contendo nanocomposito hibrido organico/inorganico a base da enzima laccase, que foi
aplicado em amostras de &guas urbanas contaminadas antes e apds o processo de descontaminacdo. Os
resultados mostram que foi possivel obter 21,55% de descontaminagéo do cresol em amostra real fortificada,
nas melhores condicdes experimentais.
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INTRODUCAO

No atual cenéario ambiental, vemos que a 4gua é destino de muitos dos descartes, que podem
conter varios poluentes com efeitos deletérios a satde humana e dos animais. Uma classe
de poluentes bastante preocupantes sdo os compostos fendlicos, dentre eles, destaca-se o
cresol (metilfenol), composto volatil, de baixa massa molar, usado como insumo nas
indUstrias téxteis, de papel, herbicida, além de subproduto da destilacdo do petrdleo
(LAMARI et al., 2016). Considerando-se a toxicidade destes compostos, a
descontaminacdo do ambiente poluido faz-se necessaria, especialmente quando se utilizam
estratégias de biorremediacdo ou de adsorcdo. Um residuo bem interessante para ser
utilizado em processos de remediacao esta relacionado ao obtido nas etapas de lavagem da
producdo biotecnoldgica de biossurfactantes. Os biossurfactantes fazem parte de um grupo
de moléculas tensoativas, que apresentam uma parte hidrofobica e outra hidrofilica,
produzidos principalmente pela acdo de microorganismos. Suas caracteristicas fisico-
quimicas sdo semelhantes as dos surfactantes sintéticos, com a vantagem de serem
biodegradaveis e com menor toxicidade. Um importante composto produzido pelo B.
subtilis é a surfactina, que esta sendo estudada como agente de biorremediacédo (LARINI et
al., 2017). O interessante € que nas etapas de lavagem de producao de surfactina podem ter
residuos deste composto presentes, podendo, dessa forma, ser testada como
descontaminante, uma vez que seria descartada no processo final.

Com relacdo ao monitoramento das aguas contaminadas, normalmente este procedimento
é feito em laboratorios utilizando-se métodos sofisticados, laboriosos e que necessitam de
treinamento do analista. Uma alternativa é o uso de biossensores eletroquimicos, que se
referem a dispositivos sensiveis e seletivos que sdo de simples manuseio e fornecem
respostas rapidas e em tempo real (MAZLOUM-ARDAKANI et al., 2012). O elemento
reconhecedor mais utilizado para a deteccdo de compostos fendlicos é uma enzima,
normalmente a laccase.

Para que o biossensor apresente estabilidade, a imobilizacdo da enzima deve ser realizada
de forma eficiente. Para isso destaca-se 0 uso de nanomateriais, que oferecem maior

sensibilidade, visto que, devido as suas pequenas dimensdes, ha um aumento da area
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superficial além de apresentar fortes propriedades de adsorcdo de moléculas (MENDES, et
al., 2012).

Visando aumentar a estabilidade, sensibilidade e seletividade do biossensor, pode-se
incorporar materiais organicos as nanoparticulas, formando um nanocompasito hibrido.
Dentre estes compostos destaca-se a quitosana, que é um polimero natural, de baixo custo,
renovavel e biodegradavel e o segundo mais encontrado na natureza (perdendo apenas para
a celulose), permitindo que a biomolécula possa ser imobilizada via interagdes
eletrostaticas, que € conhecidamente mais estavel que processos mais simples envolvendo
adsorcao.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho é o aproveitamento de residuos da produgdo de
surfactinas para descontaminacdo de &guas urbanas contaminadas com cresol e o
monitoramento do efluente tratado com um biossensor de laccase/quitosana/nanoparticulas

magnéticas de oxido ferro.

M ETODOLOGIA

Obtencao da agua de lavagem

Foram cultivados Bacillus amyloliquefaciens em laboratoério, utilizando o meio Luria
Bertani (LB) em incubadora a 37°C e 250 rpm. A biomassa obtida com esse cultivo foi
entdo lavada 3 vezes com solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7) com o objetivo de

retirar a maior quantidade possivel de surfactina produzida no meio.

Construcéo do biossensor

Inicialmente foram adicionados 50uL de nanoparticulas magnéticas de FezO4 em um frasco
Eppendorf ® que foram lavadas com solucio tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7) e, com o
auxilio de um ima, o sobrenadante foi separado e descartado. Entdo, adicionou-se 60 uL da
solucgéo de quitosana 4,5 mg/mL. A mistura foi agitada manualmente e levada a geladeira
por 15 min. Apos, adicionou-se 20 uL de solugdo da enzima laccase 1 mg mL™, e a mistura
foi novamente agitada e levada a geladeira por mais 15 min. Depois, com o auxilio do ima,

descartam-se 85 uL para entdo lavar o restante com 100 uL da solugéo tampéo de fosfato
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para a remocao do excesso de enzima. O conteldo foi adicionado a 0,175g de pé de grafite
e, usando um almofariz e um pistilo, foram misturados manualmente por 5 min.
Acrescentam-se 2 gotas de 6leo mineral Nujol ®, misturando por mais 5 min. A pasta de
carbono foi transferida para um tubo de vidro, fazendo contato elétrico com um fio de
Ni/Cu. Esse sistema foi colocado, juntamente com o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e
um contra-eletrodo de platina, em uma célula eletroquimica para a obtencao dos valores de

corrente elétrica, através do uso de um potenciostato PG STAT 101 da Autolab (Metrohm).

Remediacao

Para o estudo de remediacdo, foram adicionados 5 mL da agua de uma lagoa de um clube
de Campinas que foi propositalmente contaminada com 77 umol L de cresol e o pH foi
ajustado para 8,0 (pH otimizado). Entdo, primeiramente foi realizada uma medida de
corrente para controle e, depois, foi adicionado 1 mL da &gua de lavagem. O meio foi
submetido a agitacdo por 50 min (tempo otimizado) para descontaminagdo. Apos, foi
realizada outra medida de corrente para verificacdo da diminuicdo da concentracdo de

cresol. Com essa diferencga, foi obtida a porcentagem de remediacao.

R ESULTADOS E D ISCUSSAO

Para que o biossensor possa ser utilizado para a quantificacdo do cresol na agua
contaminada e ap0s a descontaminacdo, obteve-se uma curva de calibracdo com
concentragdes de cresol variando de 23 até 131 umol.L™ por meio de adigBes sucessivas
(n=6). A equagcio da reta obtida foi y (A)=1 107 X (umolL1) — 2 10, com R? de 0,9958.
O teste de exatiddo foi realizado adicionando-se uma quantidade fixa conhecida de cresol
(77 umol.L ) em trés amostras de tampé&o fosfato pH 8,0. Usando o biossensor foi possivel
determinar a concentragdo média de 76,5 pmol.L™t, com um erro relativo de 0,49%,
considerado muito bom. Desta forma é possivel verificar que o biossensor é eficaz para o
monitoramento da eficiéncia do processo de descontaminacdo, determinando-se a
concentracdo do cresol antes e apos a remediacdo usando agua de lavagem do processo
biotecnologico de producéo de surfactinas.

As condigdes experimentais da remediagdo foram otimizadas, avaliando diferentes tempos
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de remediagdo com a 4gua de lavagem contendo residuos de surfactina (10 a 60 min) e em
diferentes pH do meio (2,0 a 10,0). Foi verificado que a condicdo na qual a remediacao foi
mais eficaz foi em pH 8,0 e um tempo de interacdo agua de lavagem-cresol de 50 min.

Para o estudo da remediacdo em aguas urbanas, foi coletada uma amostra de agua de lagoa
de um clube de Campinas (SP), que foi propositalmente contaminada com 77 umol.L? de
cresol, nas condicdes cujo testes de otimizagdo mostrou os melhores resultados. O estudo

de remediacdo foi realizado em triplicata e a média dos resultados foi de 20,06 (x1,21) %.

CONCLUSOES ou CONSIDERA(}()ES FINAIS

Usando a agua de lavagem da producdo biotecnoldgica do biossurfactante surfactina foi
possivel realizar a descontaminacdo de uma amostra de agua fortificada com cresol,
apresentando 20% de remediacdo nas melhores condi¢Bes experimentais. Este resultado
pode ser considerado satisfatorio, uma vez que a agua de lavagem se trata de um residuo
que seria descartado, contribuindo para um ciclo sustentavel, ja que consiste na reutilizacéo
de um residuo industrial. Além disso, o biossensor se mostrou eficiente no monitoramento
do processo de descontaminacdo, envolvendo um método de menor custo e baixa geracao

de residuos.
AGRADECI MENTOS

A FAPESP pela bolsa de IC concedida (Processo n 2018/16501-2).

REFERENCIAS

LAMARI, R. et al. Reaserch on Chemical Intermediates v. 42, p. 7977-7990, 2016.
LARINI, M. M. et al. Evidéncia. v. 17, no 2, p. 105-118, 2017.
MAZLOUM-ARDAKANI, M. et al. Sensor. Actuat. B v. 171-172, p. 380-386, 2012.

MENDES, R. K. et al. Sensor. Actuat. B v. 166-167, p. 135-140, 2012.



