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RESUMO

Os compostos farmacéuticos, devido a sua utilizagdo crescente e descontrolada, se tornaram

uma preocupacao ambiental. O efluente de industria farmacéutica possui composicao bastante
variavel, devido a grande diversidade de substancias quimicas produzidas nesta atividade, o

que torna a remogao efetiva das substancias contidas neste efluente uma tarefa dificil. Como
alternativa de tratamento de efluentes farmacéuticos esta pesquisa estudou a influéncia da
concentracdao inicial de farmacos e da concentracdo de glicose (0,5, 1,0 e 3,0 g/L), como
cossubstrato, no desempenho de reatores inoculados com Aspergillus niger AN400 quanto a
remocao de matéria organica, medida em termos de DQO. Os reatores foram alimentados com
agua residuaria sintética rica em farmacos, produzida a partir de uma solugdo estoque, cuja
composicao continha: Benzilpenicilina benzatina (3.000.000 U.L/L), Benzilpenicilina
procaina (1.500.000 U.I./L), Benzilpenicilina potassica (1.500.000 U.I./L), Estreptomicina
(2.500 mg/L) e Piroxican (180 mg/L). O experimento foi dividido em trés etapas. Na Etapa I
foram utilizados nove reatores em batelada com volume reacional de 2 L, biomassa dispersa e
aeragdo artificial. Nesta etapa, a dgua residuaria foi composta por solu¢do de 5% da solugdo
estoque. A remogao de matéria organica foi estudada em quatro tempos reacionais: 0, 2, 4 ¢ 7
dias. As melhores eficiéncias de remo¢do de matéria organica aconteceram na presenca da
glicose, mas na menor concentracdo empregada (0,5 g/L), correspondente a 48%. Na Etapa II
foram operados dois lotes de reatores, cada um com uma concentragao diferente dos farmacos
(5% e 2% da solucdo estoque), sob agitagdo. O melhor desempenho quanto a remog¢do de
matéria organica (82%) ocorreu nos reatores que foram alimentados com solucao de 2% da
solucdo estoque e 0,5 g/L de glicose. Na Etapa III foi utilizado um tnico reator, operado em
regime de bateladas seqiienciais, com volume reacional de 4 L, e biomassa imobilizada. O
reator foi operado por 6 ciclos de 7 dias cada. Esta configuragdo de reator resultou nos
melhores percentuais de remogao das trés etapas da pesquisa, correspondente a uma remogao
média de matéria organica de 82%.

Palavras-Chaves: Reatores em batelada, farmacos, Aspergillus niger, cossubstrato.
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ABSTRACT

The pharmaceutical compounds, due to their increasing use and uncontrolled, have become an
environmental concern. The pharmaceutical effluent composition has quite variable, due to
the large diversity of chemicals produced, which makes the effective removal of the
substances contained in this effluent a difficult task. As an alternative of pharmaceutical
wastewater treatment this research studied the influence of initial concentration of drugs and

the concentration of glucose (0.5, 1.0 e 3.0 g/L), as co-substrate in the performance of the
reactors inoculated with Aspergillus niger AN400 in the removal of organic matter, measured

in terms of COD. The reactors were fed with wastewater rich in synthetic drugs, produced
from a stock solution whose composition was: Benzathine penicillin (3,000,000 TU/L),
Benzylpenicillin procaine (1,500,000 IU/L), Benzylpenicillin potassium (1,500,000 IU/L),
Streptomycin (2,500 mg/L) and Piroxican (180 mg/L). The experiment was divided into three
steps. Stage I were carried out with nine batch reactors of 2 L reaction volume, biomass and
dispersed artificial aeration. At this stage, the wastewater was composed of 5% solution of
stock solution. The removal of organic matter was studied in four reaction times: 0, 2, 4 and 7
days. The best removal efficiencies of organic matter occurred in the presence of glucose, at

the lowest concentration used (0.5 g/L), which was 48%. In Step II were operated on two lots

of reactors, each with a different concentration of drugs (5% and 2% of the stock solution) by
stirring. The best performance for the removal of organic matter (82%) occurred in the
reactors that were fed a 2% solution of stock solution and 0.5 g/L glucose. Step III was used

in a single reactor, operated under the sequencing batch mode with 4 L reaction volume with
immobilized biomass. The reactor was operated by six cycles of 7 days each. This
configuration of the reactor resulted in better removal percentages of the three stages of
research, whose average removal of organic matter of the 75%.

Key Words: Batch reactors, pharmaceutical compounds, Aspergillus niger, co-substrate.
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1 INTRODUCAO

O interesse por produtos farmacéuticos e produtos de cuidados pessoais e sua
capacidade de exercer toxicidade ao meio ambiente e a necessidade de avaliar seu risco
ambiental aumentou desde o inicio dos anos noventa (MIEGE et al. 2009).

Uma importante rota de entrada de produtos farmac€uticos no meio aquatico ¢ a
descarga de residuos industriais controlados. Uma vez que os tratamentos convencionais
parecem ndo ser eficientes na degradacdo de farmacos, a remocao destes dos efluentes das
companhias farmacéuticas deve ser considerado uma prioridade. Desta forma, a dispersao
destes poluentes no ambiente seria consideravelmente atenuada (GONZALEZ et al. 2009).

Estima-se que aproximadamente metade das 4guas residuais de industrias
farmacéuticas produzidas em todo o mundo sdo descartadas sem passar por um tratamento
especifico (ENICK e MOORE, 2007).

A remocdo efetiva de substincias contidas em efluente de industria farmacéutica ¢
uma tarefa dificil devido a grande variedade de substancias quimicas produzidas, o que
conduz a 4guas residuais de composi¢ao variavel (MELERO et al. 2009).

Aguas residuais da industria farmacéutica tém sido tratadas tradicionalmente com o
uso de processos fisico-quimicos (KULIK et al. 2008) e biologicos (SUMAN RAJ e
ANJANEYULU, 2005). A maioria dos estudos de biodegradac¢ao de farmacos emprega lodos
ativados como forma de tratamento (OPPENHEIMER et al. 2007, STACKELBERG et al.
2004).

Fungos e bactérias sdo os principais agentes decompositores biologicos presentes na
natureza, contudo os fungos apresentam como vantagem a capacidade de producao de
iniimeras enzimas como lacase, proteases, ligninases, lipases, celulases, peroxidases entre
outras, as quais podem atuar sobre determinado poluente, tornando-o mais acessivel a
biodegradagao (SAMPAIQO et al. 2004).

O tratamento de aguas residuais com fungos vem crescendo como tecnologia para o
tratamento biologico de compostos persistentes. Os fungos ja estdo sendo utilizados com
sucesso para remediacao de solos contaminados com petrdleo e seus derivados provenientes
de vazamentos; para o tratamento de aguas residuais de industria de azeite de oliva, de
industria téxtil, de beneficiamento de castanha de caju, de refinaria de petroleo; aguas
sintéticas contaminadas com pesticidas e com fenol; entre outras (SILVA FILHO et al. 2006;
ANDRADE et al. 2007, SANTAELLA et al. 2009; KAMEI et al. 2011; SANTOS et al.
2006; RODRIGUES, 2006).
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Tendo em vista a capacidade dos fungos em degradar compostos recalcitrantes, esta
pesquisa objetiva o emprego de Aspergillus niger AN400 no tratamento de agua residudria

sintética farmacéutica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o emprego reatores em batelada em trés
configuragdes diferentes, todos inoculados com Aspergillus niger AN400, para o tratamento
de agua residuéria sintética rica em benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina,

benzilpenicilina potéssica, estreptomicina e piroxican.

2.2 Especificos

Verificar se héd inibi¢do do crescimento de Aspergillus niger na presenca dos
compostos  farmacéuticos  Benzilpenicilina  benzatina, Benzilpenicilina  procaina,
Benzilpenicilina potassica, Estreptomicina e Piroxican nas concentragdes de 100%, 50%, 25%

e 5% da solucio estoque.

Analisar a eficiéncia de remocdo de matéria organica em reatores em batelada sob
aeragdo artificial, na auséncia e na presenga de glicose (0,5, 1,0 e 3,0 g/L) como cossubstrato,
de agua residudria sintética contendo benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina,
benzilpenicilina potéssica, estreptomicina e piroxican, nas concentragdes de 150.000 U.L/L,
75.000 U.I./L, 75.000 U.L./L, 125 mg/L e 9 mg/L, respectivamente.

Analisar a eficiéncia de remog¢do de matéria organica em reatores em batelada sob
agitacdo, na auséncia e na presenga de glicose (0,5, 1,0 e 3,0 g/L) como cossubstrato, de dgua
residudria sintética contendo benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina, procaina,
benzilpenicilina potassica, estreptomicina e piroxican nas concentracdes de 150.000 U.L/L,
75.000 U.L/L, 75.000 U.L./L, 125 mg/L e 9 mg/L, respectivamente.

Analisar a eficiéncia de remog¢do de matéria organica em reatores em batelada sob
agitacdo, na auséncia e na presenga de glicose (0,5, 1,0 e 3,0 g/L) como cossubstrato, de dgua
residudria sintética contendo benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina, procaina,
benzilpenicilina potéssica, estreptomicina e piroxican nas concentracdes de 60.000 U.L/L,

30.000 U.L/L, 30.000 U.L./L, 50 mg/L e 3,6 mg/L, respectivamente.

Analisar a eficiéncia de remocdo de matéria organica em reator em bateladas
sequenciais, na presenga de glicose (1,0 gl.) como cossubstrato, de dgua residudria sintética
contendo benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina, procaina, benzilpenicilina potéssica,
estreptomicina e piroxican nas concentragdes de 60.000 U.I./L, 30.000 U.I./L, 30.000 U.L./L,
50 mg/L e 3,6 mg/L, respectivamente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Ocorréncia e efeito da presenca de farmacos no ambiente

Dentre o grande numero de diferentes compostos organicos que podem entrar no meio
ambiente, compostos farmacéuticos, devido a sua utilizacdo crescente e descontrolada,
recentemente se tornaram uma nova preocupagdo ambiental (DIETRICH et al. 2002)

Os farmacos incluem uma vasta gama de compostos quimicos, com estruturas,
funcdes, comportamentos e atividades muito diferentes. Somente na Europa, mais de 3000
ingredientes ativos foram aprovados apenas para cuidados médicos humanos (ZWIENER,
2007).

Segundo Kiimmerer (2009), a producdo de farmacos envolve uma série de etapas,
muitas vezes envolvendo varias empresas em diferentes locais de producdo, em que cada
estagio do processo de producdo, como acontece com a maioria dos tipos de producao
quimica, envolve o risco de que residuos quimicos cheguem ao meio ambiente, a menos que
sejam tomadas as medidas necessarias.

A presenca de residuos de farmacos no ambiente foi relatada pela primeira vez no final
da década de 1970 (JONES et al. 2005).

Desde entdo, muitos estudos tém sido realizados sobre a sua ocorréncia em
compartimentos ambientais terrestres € aquaticos, ao passo que os possiveis efeitos adversos
que os farmacos podem exercer nos ecossistemas ainda sdo desconhecidos (KOLPIN et al.
2002).

As principais fontes de contaminagdo ambiental por firmacos sdo provenientes da
disposi¢do continua de efluentes liberados a partir de industrias farmacéuticas, e produtos de
excrecao de tratamento médico de seres humanos e animais. Portanto, cada vez mais, este tem
sido reconhecido como um problema ambiental emergente (KLAVARIOTI et al. 2009).

A ocorréncia de micropoluentes organicos farmacologicamente ativos nas estagdes de
tratamento de aguas residudrias, que incluem os produtos farmacéuticos, os produtos de
higiene pessoal e os produtos quimicos de desregulacao endodcrina, tem tido muita atencao nos
ultimos anos (LIENERT ef al. 2007).

Devido ao seu nivel de producdo elevado e seu comportamento farmacocinético
durante o uso terapéutico normal (por exemplo, meia-vida, excre¢ao urindria e fecal, e
metabolismo), a presen¢a de produtos farmacéuticos e seus metabolitos detectados em aguas
residudrias e efluentes de estacdes de tratamento de esgoto (ETEs) foi apontada como a
principal fonte de descarga destes compostos no meio ambiente (DAUGHTON e TERNES,
1999).
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Globalmente, as concentragdes medidas nos efluentes de estagdes de tratamento de
esgoto e em ambientes aquaticos variam de nanogramas por litro a microgramas por litro
(HALLING-SORENSEN et al. 1998)Para se determinar compostos farmacéuticos e seus
metabolitos no ambiente sdo necessarias técnicas analiticas muito sensiveis e seletivas. De
acordo com Dbska et al. (2004), técnicas cromatograficas, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia e a cromatografia gasosa, sdo as mais utilizadas, sendo a espectroscopia de
massa o sistema de detec¢cdo mais empregado.

Outra técnica utilizada ¢ a ELISA (enzime-linked immunosorbent assay), um
imunoensaio bastante sensivel, que envolve uma enzima vinculada a um antigeno ou

anticorpo como marcador, para a deteccdode uma proteina especifica (DENG et al. 2003).

3.2 Efeitos ecotoxicoldgicos dos farmacos

Embora a toxicidade a seres humanos associada aos firmacos e seus metabolitos sejam
conhecidos, o conhecimento da toxicidade ecologica desses compostos, quando presentes no
ambiente, sdo escassas. Além disso, o comportamento de produtos farmacé€uticos no ambiente
poderiam ser significativamente diferentes daqueles observados em estudos animais e
humanos devido as diferentes condi¢des existentes no ambiente (KUMMERER et al. 2000).

Compostos farmacéuticos sdo deliberadamente desenvolvidos para afetar as fungdes
bioquimicas e fisioldgicas dos sistemas bioldgicos em seres humanos e animais. No entanto,
eles também podem provocar alteragdes bioquimicas e fisiolégicas em outros organismos
aquaticos e terrestres (ERICKSON, 2002).

Os compostos farmacéuticos podem ser bioacumulédveis, afetando negativamente os
organismos aquaticos através da alteracdo dos seus processos fisiologicos, fungdes
reprodutivas, bem como contribuindo para o desenvolvimento da resisténcia de cepas de
bactérias a antibioticos (BOYD e FURLONG, 2002).

Devido ao seu modo especifico de agdo e ao fato de que estes compostos sdao
intencionalmente desenvolvidos para exercer um efeito sobre os seres humanos, mamiferos ou
outros vertebrados, os residuos de produtos farmacéuticos podem ser tdo ou mais importantes
para a saide humana do que os pesticidas, que sdo criados para afetar as ervas daninhas,
fungos e invertebrados (CLEUVERS, 2003).

Portanto, a probabilidade de haver risco ambiental decorrente destes compostos nao
pode ser descartada, como foi demonstrado para poluentes prioritarios convencionais, em
especial os agrotoxicos de maior toxicidade, que demonstram persisténcia no ambiente.

Considerando apenas a literatura cientifica ndo confidencial, ainda ha uma falta real de



21

informacdes para executar uma caracterizagdo de risco ambiental, em particular sobre os
dados de ecotoxicidade (FERRARI et al. 2003).

Segundo Crane ef al. (2006), tem-se verificado que a continua introdugdo de farmacos
no meio hidrico, conduz mais facilmente a efeitos cronicos que a efeitos agudos. Um exemplo
disso ¢ a alteracao de comportamento que reduz a adaptabilidade de um organismo.

Um problema que se levanta ¢ a exposi¢ao as misturas de compostos farmacéuticos,
que ndo representam risco por si s, mas que podem contribuir para aumentar a toxicidade de
outros, através de sinergismo. Segundo Guerrero-Preston e Brandt-Rauf (2008), a mistura de
compostos farmacéuticos detectada no meio hidrico, mesmo em baixas concentracdes (ng/L),
inibe o crescimento in vitro de células embrionarias de rim humano. Estes resultados sugerem
que a mistura de residuos farmacéuticos, mesmo a concentragdes irrisorias, podem inibir a

proliferacdo de células afetando a sua fisiologia e morfologia.

3.3 Antibidticos no meio ambiente

Os antibioticos constituem um grupo diversificado de produtos quimicos que podem
ser divididos em subgrupos tais como B-lactdmicos, quinolonas, tetraciclinas, macrolideos,
sulfonamidas e outros. Os compostos ativos de antibidticos sdo, muitas vezes, moléculas
complexas, que podem possuir diferentes funcionalidades, fazendo com que suas
propriedades fisico-quimicas e biologicas possam mudar com alteracoes de pH
(KUMMERER, 2009).

Uma grande quantidade de antibidticos sdo produzidos, consumidos e aplicados no
tratamento de doencgas bacterianas em seres humanos e promog¢ao do crescimento animal
(KUMMERER, 2003).

Em muitos paises, uma grande quantidade de antibidticos extremamente resistentes
tem sido encontrados em esgotos tratados, efluentes industriais, no ambiente aquatico e até
mesmo na agua potavel (GUTIERREZ et al. 2002).

Os antibidticos sdo particularmente preocupantes, pois podem induzir a resisténcia
bacteriana, mesmo em baixas concentragdes (HERNANDEZ et al. 2007; PAUWELS ¢
VERSTRAETE, 2006; SCHWARTZ et al. 2003). O uso abusivo de antibioticos e a existéncia
de residuos de antibioticos no ambiente tém sido relacionados com a formacao de resisténcia
aos antibidticos (BOXALL et al. 2003).

Alguns dados disponiveis a respeito de antibidticos indicam sua capacidade de exercer
efeitos sobre organismos vivos mesmo em concentragdes de ng/L e ug/L (HALLING-

SORENSEN, 2000).
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Efeitos toxicos de antibidticos comuns sobre diferentes organismos (bactérias, algas,
Artemia saliva, Daphnia magna) foram encontrados mesmo em doses de exposi¢do muito
baixas (WOLLENBERGER et al. 2000; FERRARI et al. 2003).

De acordo com Arslan-Alaton e Caglayan (2006), os efluentes gerados a partir da
formulacao de antibidticos podem ser definidos como aguas residuarias com pH neutro (6 —

8), carga média de DQO (200 — 2000 mg/L), baixa DBO (0 — 100 mg/L), e baixos solidos
suspensos volateis (SSV; 100 — 400 mg/L). Portanto, estes efluentes podem ser considerados

como pouco biodegradaveis.

3.4 Remocao de farmacos de aguas residudrias

O desaparecimento de uma substancia ndo indica necessariamente que ocorreu
degradagdo bioldgica ou fotoquimica. Uma importante via de eliminagdo envolve a sor¢ao dos
produtos farmacéuticos. Isto depende do grau de espécies neutras e idnicas presentes € as
caracteristicas das moléculas alvo. A sor¢do pode ter um impacto sobre a propagagdo ¢ a
(bio)disponibilidade de farmacos no meio ambiente e, portanto, sobre a remog¢do destes
compostos durante o tratamento de dguas residudrias. Alguns antibidticos, como por exemplo,
as tetraciclinas, sao conhecidos por terem uma tendéncia a ligar-se a particulas de solo ou de
formar complexos com os ions presentes (ter LAAK et al. 2006).

Ainda segundo Kiimmerer (2008), antibioticos pode se difundir em biofilmes
presentes em canos de esgoto, flocos de lodo ou pedras de rios ou lagos. Isso pode resultar em
estimativas de risco tendenciosas, pois a concentra¢do em tais —reservatorios| pode ser maior
que na fase de agua livre. Os efeitos € o comportamento dos antibioticos em biossolidos com
alta densidade de bactérias e condigdes especiais ainda ndo foram investigados. Nao se sabe
quao fortemente os antibidticos sdo sorvidos ao lodo e em que circunstiancias estes estdo
(bio)disponiveis e ativos apds a sor¢ao.

Ikehata et al. (2006) investigaram a remog¢ao de compostos farmacéuticos das aguas
através de processos avancados de oxidacdo e da ozonizacdo, e segundo os autores, 0s
poluentes organicos persistentes, como ¢ o caso dos compostos farmacéuticos, podem ser
degradados através destes processos. Estes processos de tratamento podem eliminar
completamente os farmacos ou converté-los em produtos menos prejudiciais para a saude
humana e para o meio aquatico.

Pelo fato da degradacdo parcial dos compostos organicos facilitar a sua

biodegradabilidade, a ozonizagdo e os processos avancados de oxidagdo podem ser usados
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como pré-tratamento das aguas residuais, antes do tratamento biologico. (IKEHATA et al.
2006).

A maioria dos estudos de biodegradagdo de farmacos baseia-se na remocdo destes
compostos por lodos ativados (OPPENHEIMER et al. 2007).

Lodos ativados constituem um consorcio de micro-organismos de crescimento rapido em
um meio com alta concentra¢ao de fonte de carbono, que ndo ¢ representante da populagao de
bactérias e das condi¢des observadas nos sistemas do ambiente natural. Culturas puras
possibilitam que micro-organismos de metabolismo oligotrofico alcancem a biodegradacao de
xenobioticos, € oferecem um caminho para se estudar o destino ambiental dos produtos

farmacéuticos (GAUTIER et al. 2010).

3.5 Fungos

O emprego de fungos no tratamento de efluentes comegou a ser estudado nos tltimos
trinta anos do século XX (RODRIGUES, 2006), tendo ocorrido, nas duas tltimas décadas, um
incremento nas pesquisas de biodegradagao por fungos (PESSOA-WANDERLEY, 2007).

Os fungos tém sido usados em varias pesquisas de biodegradacio, envolvendo processos
diversos e com uma grande variedade de substratos, tais como: na remocao de cor em reator
de leito fixo e fluxo ascendente, com dois tipos de meio suporte ¢ TDH de 20 dias
(SANTAELLA, 1993); no tratamento do efluente da industria de laticinios com operacao em
batelada e em fluxo (SA, 1997); no tratamento do efluente da industria de azeite de oliva com
operacdo em batelada, como pré-tratamento de sistema anaerobio (GHARSALLAH et al
1999); na remocao de metil paration — inseticida e atrazina — herbicida presentes em agua com
operacdo em batelada, na presenga e auséncia de glicose (SAMPAIO, 2004); na remogao de
fenol em reatores continuos e escoamento ascendente, com dois tipos de meio suporte e TDH
de 4 h e 6 h (RODRIGUES, 2006); na utiliza¢dao de reator aerobio com fungos para remog¢ao
de nutrientes e matéria organica de efluente de filtro anaerobio tratando meio sintético com
corante vermelho congo (BARBOSA et al. 2007); na remogdo de corante téxtil em reator
bioldgico com fungos (ANTUNES et al. 2006); na degradagdo de fenol por Aspergillus niger
AN400 em reatores em batelada (PINHEIRO et al. 2010).

Entretanto, para que esta tecnologia seja aplicada em larga escala de forma viavel, se
faz necessario que todas as varidveis referentes ao processo de micorremediagdo sejam
estudadas, a fim de garantir a eficiéncia do tratamento com fungos com grandes volumes de
efluentes. Quanto a configuracao dos reatores, deve-se estudar quais os melhores tempos de

reacdo, para reatores em batelada, e quais os melhores tempos de detencao hidraulica, para os
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reatores de escoamento continuo. Também pode ser estudada a influéncia do tipo e da
concentracdo de cossubstrato sobre a velocidade da degradacdo do poluente, a eficiéncia
global do processo e o nivel de mineralizagdo do poluente. Além disso, com o advento da
biotecnologia, pode-se langar mao do uso de espécies geneticamente modificadas, objetivando

a maior eficiéncia do processo, entre outros aspectos (RODRIGUES et al. 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em trés etapas com reatores em batelada inoculados com
Aspergillus niger AN400. Foi estudada experimentalmente a eficiéncia de degradacdo de agua
residudria sintética contendo farmacos pelo uso da espécie fungica Aspergillus niger AN400.

A Figura 1 apresenta um esquema com o desenvolvimento das etapas da pesquisa.

Etapal
Montagem e operagao dos
reatores com biomassa dispersa

Cultivo, produgdo e contagem de sob aeragdo
esporos de Aspergillus niger AN ——
400 Etapa Il
> Montagem e operacgdo de
reatores com biomassa dispersa
Produc¢ao da agua sob agitagao
residuaria sintética —
contendo farmacos Etapa lll

Montagem e operacgao de reator em
batelada sequencial com biomassa
imobilizada sob aeragao

v
Caracterizagao fisico- -
quimica da agua residuaria
sintética contendo
farmacos

Figura 1 — Fluxograma das etapas de desenvolvimento da pesquisa.

4.1 Cultivo, produgdo e contagem dos esporos de Aspergillus niger AN 400

Os esporos de Aspergillus niger AN400 foram cultivados no Laboratorio de
Tecnologia Ambiental (LATAM) do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do
Ceara (IFCE), tendo-se utilizado placas de Petri estéreis, que continham 15 mL de meio de
cultura Sabouraud, meio especifico para o crescimento dos fungos — mistura de peptonas,
agar-agar, 2% de dextrose e glicose — o qual foi previamente esterilizado a 121°C, durante 15
minutos.

Adicionou-se ainda as placas, solu¢do de Vishniac, cuja composi¢do estd descrita na
Tabela 1, na concentragdo de 1 mL/L de meio de cultura, como fonte de nutrientes para os

fungos.
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Tabela 1 — Composicdo da solucao de Vishniac.

Composicao Concentragado (g/L)
EDTA 10
ZnS0Oy . TH,O 4
MnCl, . 4H,0 1
CoCl, . 6H,0O 0,32
(NH4)6Mo070,4 . 4H,0 0,22
CaCl, . 2H,O 1,47
FeSO4 . 7TH,O 1

Apo6s a solidificagdo do meio de cultura, os esporos foram inoculados nas placas e
estas foram mantidas sob temperatura de 28 °C por 7 dias, periodo apods o qual foi verificado o
crescimento dos fungos, com o preenchimento de toda a superficie das placas (Figura 2),

tendo-se entdo, procedido a remog¢ao dos esporos.

Figura 2 — Culturas de Aspergillus niger AN400.

Os esporos foram removidos com o auxilio de al¢a de Drigalsky estéril e solucao de
Tween 80, formando uma suspensao, que foi retirada da superficie de cada placa com uso de
pipeta automatica, previamente esterilizada, sendo em seguida transferida para frascos
esterilizados de 200 mL, onde ficou armazenada sob refrigeracdo de -10 °C, até o momento da

semeadura no reator, quando foi descongelada e agitada para melhor homogeneizagao.
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Para a contagem dos esporos foi preparada uma suspensao de esporos utilizando 50 puL
da suspensdo original, previamente agitada em agitador Vortex, acrescido de 950 pL de
solucdo Tween 80, resultando em solugdo de 1:20. Em seguida, 20 pL da solugdo preparada
foram transferidos para camara de Neubauer, onde se processou a contagem dos esporos em

microscopio optico Bioval com aumento de 400 vezes.

4.2 Agua residuaria sintética contendo fArmacos

Os compostos farmacéuticos utilizados foram os antibidticos benzilpenicilina
benzatina, benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina potassica, estreptomicina e o anti-
inflamatorio ndo hormonal piroxican, provenientes de uma associagdo injetavel de uso
veterinario, comercialmente denominado Megacilin Super Plus e fabricado pela Agener Unido

Quimica, cuja formulagdo esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicao da associacdo antibiotica de farmacos usados no experimento.

Componentes Conteudo
Benzilpenicilina benzatina 3.000.000 U.I.
Benzilpenicilina procaina 1.500.000 U.I.
Benzilpenicilina potassica 1.500.000 U.L.

Estreptomicina 2.500 mg

Piroxican 180 mg

Veiculo g.s.p. 15 mL

Uma solucao estoque foi preparada dissolvendo o conteido de uma unidade de
Megacilin Super Plus (15 mL) em 1 litro de agua destilada. A solugdo foi esterilizada a
121°C, durante 15 minutos.

A égua residudria sintética utilizada nas trés etapas desta pesquisa foi preparada com
agua da torneira misturada a um meio mineral basico, de acordo com Rodrigues (2006), cuja
composi¢do e as concentracdes de cada componente encontram-se apresentadas na Tabela 3, e
os farmacos que, em um primeiro momento da pesquisa foram adicionados na concentracao
de 5% da solugdo estoque, e num segundo momento, 2% da referida solucdo. As
concentracdes resultantes de cada composto farmacéutico nos meios com 5% e 2% da solugao
estoque sdo apresentadas na Tabela 4. Nas etapas I e II da pesquisa, a glicose foi adicionada

como cossubstrato em trés concentragdes diferentes (g/L): 0,5; 1,0 e 3,0. Nestas etapas,
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também foi estudado o decaimento da matéria organica sem a presenga do cossubstrato. Na

etapa III, a glicose foi adicionada somente na concentragdo de 0,5 g/L.

Tabela 3 — Composi¢io do meio mineral sintético.

Componentes Concentracao

(g/L)

NH4SOq4 2

NaNOs3 1
KH,PO4 0,20
MgSO,4 0,25
CaCl,.2H,0 0,01
CuS04.7H,0 0,08
H,MoO,4 0,05
MnSO,. 7TH,O 0,05
Fe (SO4)3 0,05
ZnSOy4 0,04

Tabela 4 — Concentracdes resultantes de cada composto farmacéutico nos meios com 5%

e 2% da solucio estoque.

Concentracio em Concentracio em
Composto meio com 5% da meio com 2% da
solucio estoque solucio estoque
Benzilpenicilina benzatina 150.000 U.L./L 60.000 U.I./L
Benzilpenicilina procaina 75.000 U.L./L 30.000 U.I./L
Benzilpenicilina potassica 75.000 U.I./L 30.000 U.I/L
Estreptomicina 125 mg/L 50 mg/L
Piroxican 9 mg/L 3,6 mg/L

4.3 Teste prévio de inibi¢ao de Aspergillus niger AN400 pela dgua residudria sintética

Os testes prévios de inibi¢do microbiana foram realizados em duplicata, utilizando-se
20 placas de Petri que receberam substrato composto de meio mineral bésico, descrito na
Tabela 3, e os compostos farmacéuticos presentes na associagdo antibidtica mais anti-

inflamatéria ndo hormonal, descrita na Tabela 2. Também foi adicionado Agar na
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concentracao de 18 g/L para proporcionar a solidificacdo do meio. O substrato foi preparado
com diferentes concentragdes da associagdo de compostos farmacéuticos (100%, 50%, 25% e
5%), obtidas pela dilui¢do da solugdo estoque descrita no item 2.2 em 4gua destilada. Duas
placas foram preparadas com glicose como fonte Unica de carbono para servir como controle.
Cada placa recebeu 20 mL do substrato e indculo de Aspergillus niger, na forma de solucao
de esporos, na concentracdo de 8 x 10°® esporos/mL. As placas foram mantidas a uma
temperatura de 28°C, durante um periodo de sete dias. O crescimento dos fungos foi

verificado apenas visualmente.

4.4 Caracterizagao fisico-quimica do meio

Para a caracterizagdo fisico-quimica do meio foram realizadas analises de DQO,
amonia, nitrito, nitrato, fosforo total, oxigénio dissolvido, pH e temperatura. Todos de acordo
com APHA (2005). Na Tabela 5 sdo apresentadas as andlises realizadas na caracteriza¢do da

agua residuaria e os respectivos métodos analiticos empregados.

Tabela 5 — Metodologias empregadas na caracterizacio fisico-quimica do meio aquoso

sintético.
Parametros Método
Temperatura (°C) Sonda
pH Potenciométrico
OD (mg Oy/L) Sonda
DQO (mg O,/L) Meétodo de Winkler
Amonia (mg NH3/L) Nesslerizagao direta
Nitrito (mg NO, /L) Método da sulfanilamida
Nitrato (mg NOs /L) Método N-(1-naftil)-etilenodiamina.
Fosfoto Total (mg P/L) Método do Acido Ascorbico
SSV (mg/L) Gravimétrico

A caracterizacdo foi realizada com a dgua residudria produzida para alimentar os
reatores da etapa I, conforme descrito no item 4.4. Portanto, os firmacos estavam presentes na
concentracao de 5% da solugao estoque.

Também foi realizada analise de DQO do meio mineral sintético (Tabela 3) contendo

glicose nas trés concentragdes utilizadas nas etapas [ e II (0,5, 1,0 e 3,0 g/L), sem a presenga
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dos farmacos, para verificar qual a contribuicdo apenas da glicose na carga organica total da

agua residuaria sintética.

4.5 ETAPA 1. Montagem e operacdo dos reatores em batelada com biomassa dispersa sob
aeracao

Os reatores utilizados nesta etapa consistiam de frascos de vidro com volume total de
2,5 L e volume util de 2 L, vedados com tampa plastica. O meio foi submetido a aeragdo
constante por meio de mini-compressores de ar.

Foram montados nove reatores, sendo um para controle (sem inoculo fungico e sem
glicose), dois reatores para cada concentragdo de glicose estudada (0,5 g/L, 1,0 g/L e 3,0 g/L),
totalizando seis reatores com glicose, e ainda dois reatores com auséncia de glicose. A

concentracao adotada foi de 5%, tendo apenas os farmacos como fonte de carbono (Figura 3).

Figura 3 — Reatores em batelada com biomassa dispersa sob aeracio a temperatura

ambiente a 27 °C.

O decaimento da concentracdo de matéria organica no meio aquoso foi estudada em
trés tempos de reacdo nesta etapa: 2, 4 e 7 dias. A medida da matéria orginica na agua
residudria foi feita em termos de DQO. Adicionalmente foram feitas andlises de pH, amdnia,
nitrito, nitrato e fosforo total.

No final do experimento, a biomassa formada foi medida por peso seco. O liquido

contido nos reatores foi drenado até que a biomassa ficasse embebida em 100 mL de liquido
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em cada reator. Este contetdo restante, entdo, foi transferido para capsulas de porcelana,
previamente pesadas (P1), e levados a banho-maria a 80°C até que toda a dgua evaporasse.

Em seguida, as capsulas passaram 30 minutos em estufa de secagem a 105°C, para que fosse
removida toda a umidade. Depois de esfriar dentro de dessecador, as capsulas foram

novamente pesadas (P2), e a massa referente a biomassa foi dada pela diferenca entre P2 ¢ P1.

4.6 ETAPA II: Montagem e operacdo dos reatores em batelada com biomassa dispersa sob
agitacao

Nesta etapa foram montados dois lotes de reatores, cada um com uma concentra¢ao
diferente dos farmacos. No primeiro lote, os reatores foram preenchidos com o mesmo meio
utilizado na etapa I, ou seja, uma solugdo de 5% da solucdo estoque. No segundo lote, os
reatores foram alimentados com uma solucao a 2% da solucdo estoque.

Os reatores consistiam de frascos Erlenmeyer de 250 mL, preenchidos com 200 mL da
agua residudria, e mantidos sob agitacdo em mesa agitdora a 150 rpm a 27 °C.

Para cada lote foram montados nove reatores, sendo um para controle (sem inoculo
fingico e sem glicose), dois reatores para cada concentragdo de glicose estudada (0,5, 1,0 e
3,0 g/L), totalizando seis reatores com glicose, e ainda dois reatores sem glicose, tendo apenas
os farmacos como fonte de carbono. A Figura 4 mostra os reatores em batelada dispostos na

mesa agitadora.

Figura 4 — Reatores em batelada dispostos sobre mesa agitadora a 27 °C.
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O decaimento da concentracdo de matéria organica no meio aquoso foi estudada em
cinco tempos de reagdo: 1, 3, 6, 9 e 12 dias. A medida da matéria organica na agua residuaria
foi feita em termos de DQO. Também foi foram feitas medidas de pH e determinagdo do peso

seco da biomassa conforme descrito no subitem 4.4.

4.7 ETAPA III: Reator em batelada sequencial com biomassa imobilizada sob aeragao

Nesta etapa foi utilizado um Unico reator, operado em regime de batelada seqiiencial, o
qual consistia de um frasco de vidro com volume total de 5 L, sendo usado no experimento o
volume 1til de 4 L, vedado com tampa pléstica especifica. Na tampa foram feitos dois
orificios por onde passavam mangueiras que traziam o ar proveniente dos mini-compressores
de ar.

A biomassa foi imobilizada em cubos de poliuretano (1 cm de aresta), acondicionados
em redes de polietileno dentro do proprio reator. Ao todo, foram utilizados 15 g de meio
suporte divididos igualmente em trés redes. Este processo de crescimento da biomassa
imobilizada levou 7 dias. Para isto, o reator foi preenchido com 4 L do meio aquoso sintético
descrito na Tabela 3, e glicose na concentragdo de 1,0 g/L.

Ap6s o desenvolvimento do biofilme sobre o meio suporte, iniciou-se a alimentagao do
reator com a agua residudria sintética. Nesta etapa optou-se por utilizar a agua residudria com
concentracao de 2% da solugao estoque.

O reator foi operado por 6 ciclos, os quais possuem individual duragio de 7 dias. No
inicio de cada ciclo, 0 meio aquoso do reator era renovado.

Ao longo de cada ciclo foram retiradas aliquotas nos tempos reacionais de 1,2, 3,4 ¢ 7
dias. Foi estudada remog¢ao de matéria organica, medida em termos de DQO e foram feitas
medidas de pH em cada tempo reacional estudado.

Na Figura 5 est4 apresentado o reator utilizado nesta etapa de estudo.
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Figura 5 — Reator em batelada seqiiencial com biomassa imobilizada sob aeracio a 27 °C.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Testes de inibi¢do do Aspergillus niger AN400 pela agua residudria sintética
Apos os sete dias destinados ao cultivo de Aspergillus niger AN400 nas placas de Petri
contendo a dgua residudria farmacé€utica sintética em quatro concentragdes distintas (100, 50,
25 e 5%), e nas placas de controle, que ndo continham os farmacos, e sim glicose como fonte
de carbono, foi observado o crescimento do fungo. Como pode ser visualizado nas Figuras 6,
7, 8, 9 e 10, o Aspergillus niger AN400 foi capaz de crescer em todas as placas, sendo

observado inibi¢ao nas placas de maior concentracdo dos farmacos.

Figura 6 — Placas controle contendo glicose como fonte unica de carbono.

Figura 7 — Placas com agua residudria sintética na concentracio de 5% da solucgio

estoque.
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Figura 8 — Placas com agua residuaria sintética na concentracio de 25% da solucio

estoque.

Figura 9 — Placas com agua residudria sintética na concentracio de 50% da solucio

estoque.
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Figura 10 — Placas com agua residudria sintética na concentracio de 100% da solug¢io

estoque.
5.2 Caracterizacdo da dgua residuaria sintética
Na Tabela 6 estio apresentados os resultados das analises realizadas para a caracterizacao

fisico-quimica da 4gua residudria sintética rica em compostos farmacéuticos.

Tabela 6 — Caracterizacio fisico-quimica do meio aquoso sintético.

Pariametros Valores detectados
Temperatura (°C) 29
pH 5,1
OD (mg Oy/L) 6,2
DQO (mg O2/L) 610
Amonia (mg NH3/L) 1193,7
Nitrito (mg NO3 /L) 0,07
Nitrato (mg SO4*7/L) 69,2
Fosfoto Total (mg P/L) 27,3

Os resultados da analise de DQO do meio mineral sintético contendo a glicose, na
auséncia dos farmacos, para verificar qual a contribui¢ao desse agucar na carga organica total

da agua residuaria sintética estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultados da analise de DQO do meio mineral sintético mais a glicose, sem a

presenca dos farmacos.

Concentracio de glicose DQO (mg/L)
0,5 g/L 308
1,0 g/L 356
3,0 g/L 488

5.3 ETAPAI

Durante a primeira etapa da pesquisa, nos reatores com 3,0 g/L de glicose, foi
observado crescimento de biomassa fingica em maior quantidade que nos demais reatores. A
biomassa cresceu inicialmente aderida & parede do fundo dos reatores, como foi observado
aos 2 dias de reagdo (Figura 11). No quarto dia de reac¢do, observou-se aumento acentuado da
quantidade desta biomassa que cresceu formando um biofilme aderida ao vidro, além da

formacdo de alguns pellets que podem ser visualizados na Figura 12.

Figura 11 — Reator com concentracio de glicose de 3 g/L. aos 2 dias de reacio mostrando

o crescimento da biomassa fuingica.



38

Figura 12 — Reator com concentracio de glicose de 3 g/LL aos 7 dias de reag¢ao com

formacao de biofilme aderido.

Aos dois dias de reagdo, nos reatores que receberam adicdo de glicose, nas
concentracdes iniciais de 0,5 g/L e 1,0 g/L, foi observado crescimento de biomassa fungica
aderida a pedra difusora de ar e dispersa no liquido, respectivamente. No quarto dia de reacao
foi observado crescimento de biomassa fungica na forma de pellets, que eram de grandes
dimensdes (cerca de 10 mm de diametro), nas duas concentragdes do cossusbstrato,
permanecendo assim até o sétimo dia de reagdo (Figura 13).

Nos reatores de controle e sem glicose nao foi observado, visualmente, crescimento de
biomassa no primeiro tempo de reacdo (2 dias). Entretanto, pode-se verificar crescimento de
biomassa flngica ap6s o segundo tempo de reacdo (4 dias), e um aumento da quantidade desta

biomassa no terceiro tempo de reacdo (7 dias), nestes reatores.
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Figura 13 — Reatores com concentracio de glicose de 0,5 g/L. no quarto dia de reacao

apresentando crescimento de biomassa fungica na forma de pellets de grande dimensao.

Os resultados da andlise de SSV, feita para verificar o crescimento da biomassa em

cada reator estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados da analise de SSV.

Reatores SSV (mg/L)
0,5 g/L de glicose 343
1 g/L de glicose 326
3 g/L de glicose 432
Auséncia de glicose 245

Controle 241
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A forma de crescimento da biomassa pode influenciar a eficiéncia do tratamento de
reatores inoculados com fungos. Segundo Grimm et al. (2005), os fungos filamentosos como
A. niger apresentam morfologias de crescimento diferentes em culturas submersas, variando
de formas compactas (pellets) a formas filamentosas, que afetam fortemente o desempenho
total das células.

A biomassa fingica também pode apresentar crescimento aderido a um meio suporte,
formando um biofilme. A estrutura tipica do biofilme microbiano inclui uma complexa
arquitetura tridimensional caracterizada por espagos intersticiais e canais, com células
geralmente encapsuladas em uma matriz extracelular (STOODLEY et al. 2002).

A estrutura canalizada do biofilme apresenta a vantagem evidente de permitir a
passagem de fluidos pelos canais (VILLENA et al. 2010).

Os pellets de Aspergillus sao caracterizados por uma rede de hifas emergindo
radialmente a partir de um ntcleo denso, sem controle aparente de densidade (VILLENA e
GUTIERREZ-CORREA, 2007).

Uma vantagem importante da morfologia peletizada ¢ a diminuigdo da viscosidade de
culturas fluidas, resultando em melhores mistura e transferéncia de massa. As principais
desvantagens ao crescimento peletizado envolvem as limitagdes da transferéncia de massa no
interior dos pellets, levando a significativos gradientes de concentracao de oxigénio e outros
nutrientes a partir do meio liquido para o interior do ntcleo do pellet. Essas limitagdes podem
finalmente resultar em processos autoliticos na parte interna dos grandes pellets fungicos

(HILLE et al. 2005 e RINAS et al. 2005).

Uma vez que, nesta etapa da pesquisa, os reatores com crescimento de biomassa na
forma peletizada apresentaram maior eficiéncia de remocao de matéria organica (Tabela 9),
possivelmente, a degradacdo de farmacos por fungos foi favorecida por um meio menos
viscoso (contendo 0,5 e 1,0 gL de glicose) em relagdo ao reator onde se formou biofilme (3,0
g/L).

Verificou-se que os melhores desempenhos ocorreram nos reatores com 0,5 e 1,0 g/L
de glicose, em que chegou-se a 48% de remogdo de DQO em 7 dias de reagdo, nos dois
reatores. Nos reatores com 3 g/L de glicose a eficiéncia foi menor, com remocao de DQO no
7° dia de reagdo de 34%. Como foi feita a analise de DQO total, ¢ ndo soluvel, pode ter
ocorrido influéncia do maior crescimento da biomassa, nestes reatores, nos valores de DQO,
fazendo diminuir a eficiéncia. Nos reatores com auséncia de glicose a remocao foi de 31%.

Foi observado crescimento de biomassa no reator de controle e, portanto, houve consumo de
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matéria organica, resultando em uma remocao de DQO de 28% no 7° dia de reagdo. Na
Tabela 9 s3o mostrados os percentuais de remog¢dao de DQO nos trés tempos de reagdo

estudados para todos os reatores operados nesta etapa.

Tabela 9 — Remoc¢ao de DQO em percentual.

Reator Remoc¢ao de DQO
2 dias 4 dias 7 dias
0,5 g/L de glicose 5% 42% 48%
1 g/L de glicose 4% 37% 48%
3 g/L de glicose 1% 14% 34%
Auséncia de glicose 1% 29% 31%
Controle 1% 26% 28%

Pinheiro et al. (2010) submeteram um meio aquoso contendo 250 mg/L de fenol e
macro € micronutrientes ao tratamento em reator de leito fixo e escoamento continuo,
inoculado com Aspergillus niger. O reator foi operado sob tempo de detencao hidraulica de
oito horas, dividido em duas fases de alimenta¢do: na auséncia e presenca de 0,5 g/L de
glicose no meio. As remoc¢des médias de matéria organica, medida em DQO, foram de 92%
na presenga da glicose e de 77% na auséncia de glicose. Estes resultados mostram que a
presenca de um cossubstrato foi importante para o desempenho do reator, aumentando a
eficiéncia do sistema quanto a remocao de matéria organica. No presente trabalho, a presenga
do deste acticar também influenciou positivamente a eficiéncia de remocdao de matéria
organica, especialmente nas concentracdes de 0,5 e 1,0 g/L glicose. Com a adi¢do desta
segunda fonte de carbono, quantidade suficiente de biomassa foi formada para agir sobre o
composto alvo. Ja com a concentragdo de 3 g/L de glicose, houve diminui¢do da eficiéncia,
indicando que esta concentracao foi de aglicar excessiva.

Na Figura 14 estdo apresentados os valores de DQO medidos em todos os tempos de
reacdo estudados, onde se pode observar que no primeiro tempo de reagdo estudado (2 dias)
nao ocorreu grande variagdo de DQO em relagdo a DQO inicial. No segundo tempo de reagao
estudado (4 dias), foi observada uma diminui¢do da concentracio de DQO em todos os
reatores, sendo mais acentuada nos reatores com 0,5 g/L de glicose (de 873 mg/L para 534
mg/L), e em seguida, nos reatores com 1,0 g/L de glicose (de 931 mg/L para 614 mg/L). No

terceiro e ultimo tempo de reagdo estudado (7 dias), em relagdo ao segundo tempo, a
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diminui¢do da DQO mais acentuada aconteceu nos reatores com 3,0 g/L. de glicose (de 945

mg/L para 721 mg/L).
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Figura 14 — Concentra¢iao de DQO nos reatores em batelada sob aeracio para os tempos

de reacio estudados para uma concentracio inicial de 5% da solucio estoque.

Os resultados das andlises de DQO do meio mineral sintético mais a glicose nas trés
concentracgdes utilizadas na pesquisa, 0,5, 1,0 e 3,0 g/L de glicose, resultaram em 308, 356 e
488 mg/L de DQO, respectivamente. Quando verificamos o decaimento da DQO pela
diferenga entre a concentracdo de DQO do efluente sintético na partida do experimento
(tempo zero) e em cada tempo de reacdo (2 dias, 4 dias e 7 dias), constatamos que o consumo
dos farmacos como fonte de carbono pelos fungos pode ndo ter ocorrido em determinados
pontos do experimento. Isso porque, segundo Griffin (1994), os fungos tém preferéncia pela
glicose como fonte de carbono, ¢ o decaimento da DQO nao foi maior que a concentragdo de
DQO referente apenas a glicose no reator com 3,0 g/L de glicose, em nenhum dos tempos de
reacdo estudados. SO ¢ possivel afirmar que houve consumo dos farmacos como fonte de
carbono aos 4 e aos 7 dias de reacdo no reator 0,5 g/L de glicose. No reator com 1,0 g/L de
glicose, ¢ possivel afirmar que ocorreu o consumo dos farmacos pelo fungo aos 7 dias de
reacao.

Gauthier et al. (2010) estudaram a biodegradagdo dos farmacos carbamazepina,
sulfametizola, sulfametoxazola, trimetropim, metroprolol e dimetil sulfoxida por

Rhodococcus rhodochrous e Aspergillus niger por co-metabolismo, com a adigao de glicose
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como fonte de carbono prontamente assimildvel pelos micro-organismos. Seus resultados
mostraram que os farmacos, que sdo de dificil degradacdo, podem se tornar mais suscetiveis a
biodegradagao se uma fonte de carbono de facil assimilagdo estiver presente no meio. Entre os
seis compostos utilizados na pesquisa citada, o Aspergillus niger foi capaz de biodegradar 9%
da carbamazepina em dez dias. Os micro-organismo utilizados ndo foram capazes de crescer
com os farmacos como unica fonte de carbono, diferentemente da linhagem fungica utilizada
no presente trabalho, Aspergillus niger AN400, que se mostrou mais versatil, pois foi capaz

de crescer em meio contendo somente os farmacos como fonte de carbono.

Uma vez que os efluentes farmacéuticos normalmente contém grande quantidade de
compostos toxicos e/ou recalcitrantes, se faz necessario o emprego de pré-tratamento quimico
como uma forma de aumentar a biodegradabilidade destes compostos. Alguns estudos
recentes avaliam a combinagdo de processos quimicos e bioldgicos no tratamento destes
efluentes.

Alaton et al. (2004), estudaram a combinacdo de oxidacao quimica e biologica de
efluente de formulagdo de penicilina. O efluente utilizado no estudo apresentava 830 mg/L de
DQO e pH 6,9. O efluente foi submetido a ozonizagdo (dose de ozonio aplicada = 2500 mg/(L
x h) variando o pH (2,5 — 12,0) e perozoniza¢do em diferentes concentragdes iniciais de H ,0,
(2 — 40 mM) e pH 10,5. Depois de estabelecidas as condigdes Otimas de ozonizagdo e
perozonizacao, as aguas residuarias brutas, ozonizadas e perozonizadas, foram submetidos a
tratamento bioldgico por lodos ativados. As maiores eficiéncias de remog¢ao de DQO foram
56% no processo de ozonizac¢ao (pH 12,0), 83% no processo de perozonizagdo (20 mM de
H,0, e pH 10,5) e 71%, 81% e 72% no processo de lodos ativados com o efluente bruto da
formulacao de penicilina bruto, ozonizado ou perozonizado, respectivamente.

Quanto a variagdo do pH, observou-se diminui¢do do valor desta variavel nos reatores
que receberam adi¢do de glicose. Quanto maior a concentracdo inicial de glicose no meio,

mais acentuada a diminui¢ao dos valores de pH, como pode ser visto na Figura 15.
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Figura 15 — Variacio de pH nos reatores em batelada com biomassa dispersa sob

aeracio em cada tempo de reacio estudado.

A diminui¢do do pH do efluente pode estar relacionada a producdo de acidos
organicos pelos fungos, assim como pelo consumo preferencial de nitrogénio amoniacal

quando amonia e nitrato encontram-se presentes no meio (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

54 ETAPA I

Na Figura 16 esta apresentado o percentual de remog¢dao de matéria organica, em
termos de DQO, alcancado por cada reator em todos os tempos de reagdo estudados, nesta
etapa. O melhor desempenho quanto a remoc¢do de matéria organica (82%) ocorreu nos
reatores que foram alimentados com solugdo de 2% da solugao estoque e 0,5 g/L. de glicose no

tempo reacional de 6 dias. Entretanto, esta eficiéncia caiu nos tempos de reagdo subseqiientes

para 58% (9 dias) e 55% (12 dias).
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Figura 16 — Eficiéncia % de remocio de matéria orginica, medida em DQQO, pelos

reatores em batelada sob agitacio nos tempos de reacao estudados neste estudo.

Alguns compostos podem ser degradados aleatoriamente, como resultado do
cometabolismo de populagdes microbianas, consumindo outras fontes de carbono mais
facilmente degradaveis, e este mecanismo muitas vezes leva ao acimulo de metabolitos
estaveis (EVANGELISTA ef al. 2010). Esta pode ser a explicagdo para o aumento da
concentracdo de DQO nos reatores que receberam adigdo de glicose apds o nono dia de reagdo
nos dois lotes de reatores.

Considerando-se que os fungos preferem a glicose como fonte de carbono em
detrimento de outros compostos organicos (GRIFFIN, 1994) e que as andlises de DQO do
meio mineral sintético mais a glicose nas trés concentragdes utilizadas na pesquisa, 0,5, 1,0 e
3,0 g/L, resultaram em 308, 356 ¢ 488 mg/L de DQO, respectivamente, pode-se verificar que
em alguns pontos desta etapa € possivel afirmar que ocorreu o consumo dos poluentes como
fonte de carbono pelo fungo. No lote de reatores com efluente contendo 5% da solugdo
estoque de farmacos, a degradacdo dos poluentes s6 ocorreu com a menor concentracao
inicial de glicose (0,5 g/L) a partir do sexto dia de reag@o. No lote de reatores contendo 2% da
solucdo estoque de farmacos, a degradacao dos poluentes teria ocorrido nos reatores com as
trés concentracdes de glicose utilizadas (0,5, 1,0 e 3,0 g/L), pois foi observado que o
decaimento da DQO foi maior que a DQO resultante apenas da glicose a partir do sexto dia de

reacao nos reatores com 0,5 e 1,0 g/L de glicose e do nono dia de reagdo no reator com 3,0
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g/L de glicose. Portanto, com a diminuic¢do da concentragdo dos fairmacos de 5% para 2% da
solugdo estoque, ndo ocorreu inibi¢do da degradagao dos farmacos por excesso de substrato.
Demir et al. (2007) utilizaram in6culo de Phanerochaete chrysosporium para remover
o corante Amarelo Remanzol em meio aquoso enriquecido com nutrientes. A fim de obter a
quantidade de cossubstrato otima, variando concentragdo de glicose em 1, 2 ¢ 5 g/L. O
processo foi realizado em reatores aerdbios de 250 mL com volume reacional de 100 mL. Os
estudos de descoloragio foram realizados a 37 °C e rotagdo de 150 rpm por 48 horas. Nesse
tempo de reagdo o sistema removeu 93%, 96% e 67% de matéria orgdnica para as
concentracoes de 1, 2 e 5 g/L de glicose, respectivamente.
Nas Figuras 17 e 18 estdo apresentados os valores de DQO medidos em todos os

tempos de reacdo estudados nos dois lotes de reatores.
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Figura 17 — Concentracio de DQO, em cada tempo de reacdo estudado, nos reatores em

batelada sob agitacio com concentracao inicial de 5% da soluc¢ao estoque de farmacos.
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Figura 18 — Concentra¢iao de DQO, em cada tempo de reacio estudado, nos reatores em

batelada sob agitacdo com concentracao inicial de 2% da soluc¢io estoque de farmacos.

Os resultados da andlise de SSV, feita para verificar o crescimento da biomassa em

cada reator estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Biomassa formada nos reatores medida em SSV.

Reatores SSV (mg/L)
5% 2%
0,5 g/L de glicose 353 332
1 g/L de glicose 307 383
3 g/L de glicose 316 474
Auséncia de glicose 174 187
Controle 166 156

Os reatores de controle e com auséncia de glicose nos dois lotes apresentaram pequeno
crescimento de biomassa, de forma dispersa, como pode ser visto nas Figuras 19, 20, 21, e 22.
Isto demostra a capacidade do Aspergillus niger de crescer em meio contendo apenas os
farmacos como fonte de carbono. Entretanto, a falta de uma fonte de carbono de mais facil
assimil¢do pelo fungo faz com que o crescimento da biomassa seja insuficiente para ocasionar
uma maior remocdo de matéria organica do efluente, a ponto de haver degradagdo

significativa dos poluentes.
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Figura 19 — Crescimento microbiano no reator controle com efluente contendo 2% da

solucio estoque.

Figura 20 — Crescimento microbiano no reator controle com efluente contendo 5% da

solucio estoque.
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Figura 21 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 5% da solucao

estoque e auséncia de glicose.

Figura 22 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 2% da solucio

estoque e auséncia de glicose.

No lote de reatores com efluente contendo 5% da solu¢do estoque de farmacos que
receberam adi¢do de glicose, o reator com 0,5 g/L. deste cossubstrato apresentou crescimento
elevado de biomassa, tanto na forma de pellets heterogéneos como formando biofilme. O
biofilme formado permaneceu aderido a parede do frasco até o terceiro dia de reagdo, e em
seguida desprendeu-se do vidro (Figura 23). No reator com 1,0 g/L de glicose, deste mesmo
lote, o crescimento da biomassa seguiu padrao semelhante ao do reator com 0,5 g glicose/L,
entretanto resultando em menor quantidade de biomassa e farmando pellets de menor
dimenssdo (Figura 24). Ainda referente a este lote de reatores, no reator com 3,0 g/L de

glicose, também houve formacgdo de biofilme inicialmente aderido a parede do frasco, que
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desprendeu-se do vidro aos trés dias de reacdo. Neste reator, ndo foi observado crescimento

na forma peletizada (Figura 25).

Figura 23 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 5% da solucio

estoque e 0,5 g/L de glicose.

Figura 24 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 5% da solucio

estoque e 1,0 g/L de glicose.
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Figura 25 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 5% da solucao

estoque e 3,0 g/L de glicose.

No lote de reatores com efluente contendo 2% da solucdo estoque de fArmacos com
adicao de glicose, o reator com 0,5 g/L do cossubstrato apresentou crescimento de biomassa
inicialmente na forma de biofilme, que encontrava-se aderido a parede do frasco até o terceiro
dia de reacdo, tendo se desprendido do vidro e ficado solta no meio, semelhante a uma manta.
Houve também a formagdo de apenas dois pellets de grande dimensdao (Figura 26). Nos
reatores com 1,0 e 3,0 g/l de glicose deste lote, repetiu-se este padrdo de crescimento da
biomassa. No entanto, nestes reatores, o crescimento do fungo foi mais acentuado, com
formagao de elevado niumero de pellets de grande dimenssao e manta espessa (Figuras 27 e

28).

Figura 26 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 2% da solucao

estoque e 0,5 g/L de glicose.
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Figura 27 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 2% da solucio

estoque e 1,0 g/L de glicose.

Figura 28 — Crescimento microbiano no reator com efluente contendo 2% da solucao

estoque e 3,0 g/L de glicose.

A morfologia de Aspergillus, na forma de crescimento filamentoso e/ou na forma de
crescimento peletizada, ¢ influenciada por muitos fatores, incluindo propriedades especificas
da linhagem, mas também fatores ambientais tais como numero de esporos do indculo ou tipo
do in6culo, composi¢do do meio, concentracao de oxigénio dissolvido, pH, temperatura, tipo
e escala do reator e intensidade de agitacdo (EL-ENSHASY et a/, 2006).

Aeracdo e agitagdo sdo de importancia primordial no cultivo aerdbio. Maiores taxas de
aeragdo e agitacao causam dois efeitos principais sobre o cultivo de fungos filamentosos em
reator agitado. Por um lado, melhor mistura e maior oferta de oxigénio, assim como maior

transferéncia de massa e calor. Entretanto, maiores intensidades de aeragdo e agitacdo levam a
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um maior insumo de energia e também maior estresse mecanico, causando alteragdes
morfoldgicas, variagdes de crescimento da biomassa e formagdo de produtos (LIN et al,
2010).

As variagoes de pH ocorridas nos reatores dos dois lotes podem ser observadas nas
Figuras 29 e 30. Nos reatores que receberam adicdo de glicose, este parametro apresentou
tendéncias de variagdo semelhantes, em que os valores de pH diminuiram até o sexto dia de
reacdo, aumentando nos tempos de reagdo subsequentes. Os valores de pH nos reatores com
auséncia de glicose e controle também diminuiram até o sexto dia de reagdo e aumentaram

nos tempos de reacdo subsequentes, mas com variagdo menor que nos demais reatores.

14
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10 -

pH

1dia 3dias 6 dias 9 dias 12 dias

—4—0,5 g glicose/L) 1,0 g glicose/L) =3 (g/L)

=== qauséncia de glicose =—=f=controle

Figura 29 — Variacio de pH nos reatores com efluente contendo 5% da solucio estoque

de farmacos
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Figura 30 — Variacao de pH nos reatores com efluente contendo 2% da solucio estoque

de farmacos

Como ja relatado no item 3.3, a diminui¢do do pH do efluente pode estar relacionada a
produgdo de 4cidos organicos pelos fungos e/ou pelo consumo preferencial de nitrogénio
amoniacal quando amoénia e nitrato encontram-se presentes no meio (ESPOSITO e
AZEVEDQ, 2004). O aumento dos valores do pH que ocorreu a partir do sexto dia de reagao,
que coincidem com o aumento da concentragdo de DQO nos reatores, provavelmente devido
ao acumulo de metabdlitos estaveis. Outra explicacdo para este fato, associada ao
metabolismo de assimilagdo do nitrogénio pelo fungo, seria uma interrupgao da agitagao dos
reatores por cerca de 12 horas, ocasionada por uma queda de energia elétrica. A interrupgao
da agitacdo teria resultado na diminui¢do da concentragdo de oxigé€nio dissolvido, gerando
situacdo de hipoxia nos reatores, em que pode ocorrer metabolizacdo de nitrato em via
desassimilatoria para formar amonia e 6xido nitroso num processo de rendimento de energia

(ZHOU et al, 2001).

5.5 ETAPA 11
Nas Figuras 31 e 32 estdo apresentados, respectivamente, o reator utilizado nesta etapa

da pesquisa, na partida e no final do ciclo 3.
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Figura 31 — Reator em batelada sequencial no momento da partida do ciclo trés para a

degradaciao biologica com biomassa imobilizada.

Figura 32 — Reator em batelada sequencial com ao final do ciclo trés.
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As variagoes da concentragdo de matéria organica, quantificada pela analise de DQO,
e os percentuais de remog¢ao de matéria organica nos cinco tempos de reagao de cada um dos

seis ciclos estudados estdo apresentadas nas Figuras 33 e 34, respectivamente.
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Figura 33 — Variacio da concentracao de DQO nos cinco tempos de reacio em cada um

dos seis ciclos estudados.
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Figura 34 — Percentual de remoc¢ao de matéria orginica, medida em termos de DQO,

nos cinco tempos de reacio em cada um dos seis ciclos estudados.
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A remogao média de matéria organica em todo o experimento foi de 75%. As maiores
remogoes individuais ocorreram no ciclo 1, com sete dias de reacdo, e no ciclo 2, com 1 dia de
reacdo, as quais foram de 96%. Durante o ciclo 4 ocorreram altas remog¢des, acima de 90%,
com dois (92%) e trés dias de reagdo (90%). As menores remogdes ocorreram durante o ciclo
6, cuja remocao final foi de 63%. Os ciclos 3 e 5 apresentaram remog¢des de matéria organica
proximas, com reducdes de 77% e 78%, respectivamente.

Comparando-se a variagdo de DQO em cada ciclo, foi possivel perceber que, ja4 no
primeiro tempo de reacdo (1 dia) houve uma diminui¢do significativa da concentragdo de
matéria organica no efluente, com uma a remog¢ao média de DQO, neste tempo de reagao, em
todos os ciclos, de 70%.

No ultimo ciclo (ciclo 6) ocorreu uma diminuicdo da remocao média de matéria
organica, correspondente a 62%, em relagdo a média de remocgao dos demais ciclos.

A estrutura tipica do biofilme microbiano inclui uma complexa arquitetura
tridimensional caracterizada por espagos intersticiais e canais de agua com células geralmente
encapsuladas em uma matriz extracelular (STOODLEY et al. 2002). A perda de eficiéncia
média de remocao de DQO pode ocorrer pela produgdo excessiva de biomassa e de material
mucilagenoso. A mucilagem, que compode a matriz extracelular do biofilme, ¢ geralmente
composta de polissacarideos extracelulares, proteinas e glicoproteinas, com propriedades
adesivas, que ajudam na fixagdo ao suporte e tem a funcao de proteger os micro-organismos
do efeito toxico de poluentes (COSTA et al. 2004).

O crescimento excessivo de biomassa e mucilagem pode comprometer o transporte de
nutrientes no biofilme, o que ocasiona prejuizos quanto a produgdo de enzimas catabolicas
(PINHEIRO et al. 2010). A diminuigao da atividade enzimatica dos micro-organismos pode
contribuir para diminuir a eficiéncia de remo¢do de matéria orgdnica em sistemas de
tratamento biologico dessa natureza.

Outro fator que pode determinar a diminuicdo da atividade enzimatica ¢ a idade do
biofilme, uma vez que células mais antigas podem sofrer alteragdes morfoldgicas ao longo do
tempo, comprometendo, assim, a atividade enzimdtica e, por conseqiiéncia, a eficiéncia do
processo de tratamento. (BLANQUEZ et al. 2006).

Em relagdo as variagdes de pH no reator em batelada seqiiencial, como pode-se
observar na Figura 35, os valores ndo sofreram grandes alteragcdes. Quando ocorreram
remogdes de matéria organica mais acentuadas, concomitantemente ocorreu leve diminuigao

do pH, o que se explica pela producao de acidos organicos pelo fungo.
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Figura 35 — Variacoes de pH no reator em batelada seqiiencial ao longo dos seis ciclos

estudados.
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6. CONCLUSOES

Através do teste prévio de inibigdo de Aspergillus niger AN400 pela agua residuaria
sintética rica em farmacos pdde-se constatar que o Aspergillus niger é capar de assimilar os
compostos farmacéuticos empregados nesta pesquisa como unica fonte de carbono.
Entretanto, em concentragdes mais elevadas destes compostos, o fungo apresenta crescimento
inibido.

A andlise da eficiéncia de remocao de matéria organica de dgua residudria sintética,
rica em compostos farmacéuticos, em reatores em batelada sob aeragao artificial, na auséncia
e na presenga de glicose como cossubstrato, mostrou que as diferentes concentracdes de
glicose empregadas resultaram em diferentes formas de crescimento da biomassa fungica As
melhores eficiéncias de remoc¢do aconteceram na presenca da glicose, mas na menor
concentragdo empregada (0,5 g/L), correspondente a redugdo de DQO original de 48%.

A anadlise dos reatores em batelada sob agitacdo, quanto a eficiéncia de remocgao de
matéria organica de agua residudria sintética, rica em farmacos em duas concentragdes
diferentes, na auséncia e na presenca de glicose como cossubstrato, novamente mostrou que
as diferentes condi¢des empregadas resultaram em diferentes formas de crescimento da
biomassa de Aspergillus niger. A menor concentragdo de farmacos propiciou maiores
eficiéncias de remog¢do, também na presenga das menores concentracdes de glicose
empregadas (0,5 ¢ 1,0 g/L).

A andlise do desempenho do reator em batelada seqiiencial na remoc¢do de matéria
organica de agua residudria sintética, rica em farmacos, mostrou que esta configuragao de
reator resultou nos melhores percentuais de remog¢do para as trés etapas da pesquisa. A
remocao média de matéria organica foi de 75%, e as maiores eficiéncias isoladas ocorreram
no ciclo 1, com sete dias de reacdo, e no ciclo 2, com 1 dia de reacdo, correspondentes a 96%

de reducao da DQO original.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Analisar a concentragdo isolada dos compostos farmacéuticos ao longo do experimento.
Verificar se hd a formagdo de metabdlitos como subprodutos da degradacdo dos farmacos.
Verificar a influéncia do tamanho do inoculo de Aspergillus niger na remog¢ao de farmacos.
Para a configuracdo em bateladas sequenciais, verificar a eficiéncia deste na remocao de
matéria organica com ciclos mais curtos e por maior tempo operacional.

Avaliar o uso de processos de oxidagdo avancada como pré-tratamento do efluente

farmacéutico a ser submetido ao reator contendo fungos.
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