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RESUMO: O presente trabalho tem por objetivo avaliar a tratabilidade de um efluente
da induastria farmacéutica, por meio dos fungos Pycnoporus sanguineus e
Schizophyllum comnune e a fotocatalise heterogénea, usando-se o TiO,. Foram
avaliadas a producdo enzimatica de lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase,
a variacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e a toxicidade a Artemia salina.
Foi usado o meio de cultura sélido 4dgar batata (BGA) para o crescimento dos fungos
(cinco dias); contudo, houve uma variagdo: a substituicdo da agua destilada pelo
efluente in natura para indugdo enzimatica. Foram realizados tratamentos biolégico e
combinado com fotocatalise, primeiramente tratamento bioldgico inicial seguido de
fotocatalise e depois fotocatalise seguida de tratamento bioldgico. Verificou-se maior
reducdo de 78% de DQO em 48 h de tratamento fungico por meio de S. commune e
maior producdo de lacase (17,00 U mL'l) pelo P. sanguineus em 96h de tratamento
fungico. As formas combinadas apresentaram decaimento de DQO e produgdo
enzimatica menor que o tratamento bioldgico. Em todas as formas de tratamento ndo
houve aumento de toxicidade para Artemia salina, indicando viabilidade ambiental
para o processo de tratamento bioldgico.

ABSTRACT: The present work intends to evaluate the tractability of a pharmaceutical
effluent by Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune and heterogenic
photocatalysis, using TiO, as catalyser. It was evaluated enzymatic activity of Laccase,
manganese peroxidase, lignin peroxidase, chemical oxygen demand (COD) and
toxicity to Artemia salina. It was used the solid culture medium with agar and potato
to fungal growth (5 days), however there was a variation: the substitution of distilled
water to in natura effluent to induction enzymatic. The bioremediation treatment
were done with in natura effluent, sterilized effluent and induction on solid medium
and the combined treatment were done with initial biologic treatment before
photocatalytic treatment and the opposite of. The highest COD increasing in 48h of
fungal treatment were using S. commune and the highest laccase production (17.00 U
mL™") were by Pycnoporus sanguineus in 96h of treatment and manganese peroxidase
production in 24h of treatment (2.00 U mL™). In general, the combined treatment
showed COD decreasing and enzymatic production smaller than the biological
treatment. In all treatment forms, there was no increasing of toxicity to Artemia
salina, indicating environmental viability to biological treatment.
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1. INTRODUGAO

A Quimica é um importante instrumento para o
desenvolvimento sdcio-econémico de um pais e,
partindo desse pressuposto, a sintese de novos produtos
que atendam a demanda industrial foi incrementada
com a finalidade de suprir as necessidades da industria
moderna. Contudo, com a industrializacdo, a geracao de
rejeitos tomou outra conotagdo no meio ambiente. Por
exemplo, para que a industria farmacéutica especializada
em sintese organica produza 1 Kg de produto final, sdo
gerados de 25 a 100 kg de lixo quimico (Correia et al.,
2002). Mais recentemente, compostos farmacéuticos
tém sido detectados no solo e na agua potdvel, mas
pouco se conhece sobre o risco imposto aos seres
humanos por esta contaminacdo (Kimmerer, 2000).
Diante destas constatacbes, o monitoramento de
residuos de drogas no ambiente aquatico vem ganhando
muito destaque (Hirsch et al., 1999). O uso de fungos
capazes de degradar compostos organicos parece ser um
método bastante promissor para o tratamento dos
efluentes de origem farmacéutica, em particular, os
fungos de decomposicdo branca que possuem um
sistema enzimatico extracelular capaz de tolerar altas
concentracbes de poluentes téxicos (Barr e Aust, 1994;
Young e Yu, 1997; Knapp e Newby, 1995; Kapdan et al.,
2000; Fu e Viraraghavan, 2001; Stolz, 2001; Novotny et
al., 2001; Robinson et al, 2001). Entretanto, em
organismos xenobidticos

eucariotos, os podem

promover a alteragdo de sistemas enzimaticos
responsaveis por processos vitais, como cita Jonsson
(2005).

Segundo Kunz e colaboradores (2002), a
possibilidade de usar microrganismos versateis capazes
de degradar de maneira eficiente contaminantes é de
grande importancia, principalmente devido ao baixo
custo operacional. OQutra grande vantagem ¢é a
possibilidade de uso em grandes volumes, com a total
mineralizacdo dos compostos organicos em CO, e H,0
(ou CH,; e CO,) (Freire et al.,, 2000). Partindo de

avaliagdes do impacto ambiental relativo ao efluente da

industria farmacéutica, faz-se necessario estudo do
processo de degradacdo dos contaminantes, sendo que
de acordo com os principios da quimica verde, que
propde o uso de catalisadores no processo de
tratamento de residuos (Prado, 2003), a biorremediagdo
(fungos) e fotocatdlise heterogénea tém grandes
perspectivas no uso como técnica de mineralizagdo de
presentes nas  aguas
farmacéutica. Melo e

compostos  recalcitrantes
residuarias da
colaboradores (2006) propdem além de descontaminar o
efluente, avaliar a toxicologia usando-se microrganismos
(Selenastrum capricornutum). Eles também propdem um
estudo de citotoxicidade, com a utilizagdo de células
(fibroblastos), a fim de melhorar a avaliacio da
viabilidade de processos de tratamento.

Substancias  farmacéuticas sdo  quaisquer
substancias ou produtos usados quando se pretende
modificar ou explorar sistemas fisioldgicos ou estados
patoldgicos em beneficio de quem o recebe (Who, 1972).
Elas sdo um grupo de substancias que até recentemente
vinham sendo expostas ao meio ambiente com muito
pouca atencdo. A partir da década de 80 encontram-se
relatos de dados sobre a ocorréncia destes produtos na
superficie de aguas naturais e nos efluentes de estacGes
de tratamento de esgoto (Halling-Sorensen et al., 1998;
HIRSCH et al., 1999). As industrias farmacéuticas do
Estado de Goias apresentam uma producdo diversificada,
podendo-se citar antibidticos, antifingicos, antigripais,
broncodilatadores, antivirais, vitaminas, produtos
dermatoldgicos, hormonios, dentre outros. Sabe-se que
a industria farmacéutica é uma das que contribui ao
processo de contaminagdo ambiental através de seus
residuos gerados, principalmente durante os processos
de sintese de farmacos que utilizam uma gama de
compostos halogenados, tanto como reagente, solvente
ou intermediario (New et al., 2000).

Embora  compostos sejam
farmacologicamente e clinicamente testados, dados
sobre a ecotoxicidade destes compostos ativos sdo
geralmente limitados. Valores de toxicidade aguda sdo
nas faixas de mg.L™ (Halling-Sorensen et al., 1998; Webb,
2001), embora, niveis mais baixos foram detectados em

industria

farmacéuticos
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aguas superficiais, o que podera ser possivel avaliar
apenas a toxicidade crbnica (Webb, 2001). Antibidticos
tem efeitos diferentes que os outros xenobidticos, pois
seu alvo especifico sdo as bactérias. O aumento do uso
de antibidticos nas ultimas cinco décadas causou uma
selecdo genética de bactérias mais resistentes
(Jorgensen e Halling-Sorensen, 2000). Considerando que
o desenvolvimento da resisténcia a antibidticos é
favorecida pela poluicdo da 4dgua e sedimento
(Kimmerer e Henninger, 2003). Nos ultimos anos, ha um
crescente interesse no efeito de genotoxicidade
provenientes do langamento de compostos genotdxicos
ao meio ambiente. A genotoxicidade é medida pela
capacidade de substdncias danificarem o DNA e
Muitas

farmacéuticas sdo genotdxicas, como as citostaticas

cromossomos  das  células. substancias
(Sorsa et al., 1985). Tais substancias sdo muito toxicas a
humanos (mutagénico, carcinogénico e teratogénico),
sendo este grupo de importante estudo para o efeito
ambiental (Daughton e Ternes, 1999). A toxicidade pode
mascarar a genotoxicidade, principalmente se a amostra
for um agente mutagénico fraco, fazendo-se necessario o
uso de teste de toxicidade e de genotoxicidade, a fim de
se ter uma melhor avaliagdo dos resultados (Kargalioglu
et al., 2002). Muitos estudos retrataram mutagenicidade
de daguas residuarias (Filipic e Toman, 1996; Jolibois et
al., 2003; Jolibois e Guerbet, 2005) em aguas superficiais
(Umbuzeiro et al., 2001; Kutlu et al., 2004) e aguas de
abastecimento (Park et al., 2000). A auséncia de
atividade mutagéncia em efluentes ja foi relatada em
muitos estudos (Shishida et al., 2000; Monarca et al.,
2000) e outros autores relataram a reducdo parcial de
compostos mutagénicos por tratamentos bioldgicos (Hu
et al., 2003).

A fotocatdlise heterogénea (que também
pertence ao POA - Processos Oxidativo Avancados) tem
mostrado grande eficiéncia no tratamento aguas
residudrias, promovendo a descoloragdo de efluentes e a
descontaminagdo ambiental (Peralta-Zamora et al., 1998;
Peralta-Zamora et al., 1999). O processo é baseado na
irradiacdo (fonte de luz ultravioleta) de semicondutores
inorganicos (mais comumente o TiO, por apresentar
baixo custo). A energia do foton é capaz de provocar a
transicao eletronica de elétrons da banda de valéncia
para a banda de condugdo do semicondutor, gerando
sitios oxidantes e redutores capazes de catalisar rea¢des
guimicas, oxidando compostos organicos a CO, e H,0 e
reduzindo metais ou substancias presentes nas
moléculas dos poluentes. O uso de luz solar como fonte
de radiagdo também vem sendo amplamente estudado
pelo fato do TiO, apresentar foto-atividade na luz visivel.

58

Outros fatores favoraveis ao emprego do TiO, sdo a
baixa toxicidade e a elevada estabilidade em uma ampla
faixa de pH (Nogueira e Jardim, 1998).

Experimentos realizados por Assalin et al.
(1999), mostraram que o processo fotocatalitico
heterogéneo e a fotdlise sdo bastante eficientes na
desinfeccdo de aguas, sendo possivel desinfetarem aguas
com altos teores de coliformes fecais (da ordem de 10’
NMP/100mL). De acordo com Morais, Sirtori e Peralta-
Zamora (2006) o processo fotocatalitico é viavel como
sistema de pré-tratamento de amostras de chorume,
visando aumentar sua biodegradabilidade aerdbia.
Ferreira e Daniel (2004) estudaram o uso do TiO, para o
tratamento de esgoto tratado biologicamente, sendo
que se utilizou como fonte de radiagdo UV a luz solar e o
catalisador imobilizado em placa de vidro. A degradagdo
de efluentes da industria téxtil ja foi estudada utilizando
a fotocatdlise usando-se TiO, e Nb,0Os sob radiagdo
visivel de fonte artificial, o que pode garantir um uso
industrial dessa tecnologia (Santana e Machado, 2002).
Alguns estudos sobre inativacdo de microrganismos
mostraram que a fotoinativagdo pode vir a representar
um importante método de desinfec¢do, como estudado
por Cordeiro, Leite e Dezotti (2004), em que se utilizou a
Escherichia coli e Pseudomonas sp. como indicadores de
bacteriana. Técnicas de

eficiéncia de inativagdo

fotocatalise eletroquimicamente assistida para
tratamento de efluentes, em que o catalisador é
imobilizado sobre eletrodos e aplica-se um diferencial de
tensdo, tentando assim diminuir o retorno do elétron
durante o band gap foram estudadas por Tauchert e
Peralta-Zamora (2004), He et al. (2003) e Jiang et al.
(2004).

Processos combinados de fotocatdlise e
tratamento biorremediativo com fungos ja foram
utilizados para degradar 2,4,6 trinitrotolueno (Hess et al.,
1998), para tratar efluente da industria papeleira
(Pedroza et al.,, 2006), Parra e colaboradores (2002)
estudaram a degradacdo de isoproturon.

Teste de toxicidade aquatica é um procedimento
no qual as respostas de organismos aquaticos sdo usadas
para detectar ou medir a presencga ou efeito de uma ou
mais substancias, residuos, ou fatores ambientais,
isolados ou em combinagdo (Cardoso e Luca, 2004). O
ensaio de toxicidade com Artemia salina é utilizado em
diferentes experimentos comparando a mortalidade dos
microcustdceos de agua salgada com a substancia em
teste e o seu controle. Esse método serve como uma
triagem acerca do potencial de toxicidade da substancia
em investigacdo, uma vez que se calcula a toxidade

aguda (concentracdo letal média — CLsg) da mesma, por
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meio das médias aritméticas das repeti¢Ges e a regressao
linear ndo ponderada (Mclaughlin et al., 1995). Essa
metodologia ja foi usada para avaliar a toxicidade de
percolado de aterro sanitario (Silva, 2002), bem como
um efluente tratado biologicamente com o auxilio de
carvao ativado em po (Costa et al., 2003). Um efluente
da industria coureira, tratado com processo de Fenton e
Foto-Fenton, teve a toxicidade avaliada pela referida
metodologia (Dantas et al.,, 2003). Também ja foi
avaliada a toxicidade de compostos, como flavondides
(Moreira et al., 2003) e triazina (Cavalcante et al., 2000).

Este trabalho visa avaliar a tratabilidade
combinada de um efluente da industria farmacéutica,
por meio dos fungos Pycnoporus sanguineus e
Schizophyllum comnune e a fotocatdlise heterogénea,
usando-se o TiO, disperso como catalisador. Foram
avaliadas a produgdo enzimdtica de lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidade, a variacdo da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) e a toxicidade avaliada por
Artemia salina.

2. METODOLOGIA

2.1 COLETA DE EFLUENTE

Foi coletada uma amostra simples de 20,00 L de
efluente proveniente da industria farmacéutica e
mantida a 42 C (SANTIAGO, 1999). O efluente coletado
era especifico da area de produgdo de medicamentos de
uma industria farmacéutica da regido de Goiania (GO) e
o local de retirada de amostra foi de uma caixa de
inspecdo, localizada antes do lancamento na estacdo de
tratamento de efluentes da industria.

2.2 MICRORGANISMOS

Pycnoporus  sanguineus  (PS)  Schizophyllum
comnune (SC), sendo que o primeiro fungo foi cedido
pela Fundagdo Tropical André Tosello (Campinas, SP) e
outro pelo IBAMA (Brasilia, DF). Foram mantidos em

meio de extrato de malte 2% (P/V), a 4°C.

2.3 MEIO DE CULTURA MEIO AGAR BATATA (BGA)

50,00 mL de caldo de batata, 5,00 g de glicose,
3,75 g de agar e agua destilada ou efluente completado
para 250,00 mL.

2.4 CONDIGOES DE CRESCIMENTO DA CULTURA

O meio sélido foi colocado em placas de Petri
(10,00 cm de diametro) contendo 15,00 (+ 1) mL de meio
agar-batata. Cada placa foi inoculada com disco (5 mm
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de diametro) de micélio de cada fungo e meio agar-
batata, de idade de crescimento de 5 dias , a
temperatura ambiente (em torno de 282 C) e no escuro,
exceto o Pycnoporus sanguineus, que cresceu em
temperatura constante de 372 C (em estufa).

2.5 METODOS ANALITICOS E BIOLOGICOS DE
CARACTERIZACAO

Para avaliacdo do efluente in natura e do
efluente tratado de industria farmacéutica foram
empregados os seguintes parametros: pH, Turbidez, Cor,
Acidez, Alcalinidade, Dureza, Ferro, Manganés, Cloro,
Oxigénio Consumido, Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Fenol,
Nitrogénio total e Fosfatos. Todas as analises foram
efetuadas de acordo como o Standard Methods, Water
and Wastewater 20" Edition, 1998 (APHA/AWWA,
1995). Os equipamentos utilizados foram Turbidimetro
Tecnal modelo D-20, Espectrofotémetro marca Micronal
modelo B-582, Potencibmetro marca Tecnal modelo Tec-
3-MP com eletrodo de Ag/AgCl , Colorimetro marca
Orbeco modelo DR-850 e mesa agitadora refrigerada
New Brunswick Scientific, modelo C24KC. O Digestor
para realizagdio de DQO foi o da marca Hach (COD
Reactor). A estufa para cultura de microrganismos era
da marca Alfa.

2.6 DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
ANTES E APOS O TRATAMENTO DO EFLUENTE COM
FUNGOS

a) Lacase (SZKLARZ et al., 1989 - modificado): A
atividade de
seringaldazina como substrato enzimatico (&sy5nm=
65.000 mmol.L .cm™).
expressa em U.mL™ (unidades por mililitro).

lacase foi determinada utilizando

A atividade enzimatica foi

b) Manganés-peroxidase (KUMAHARA et al., 1984): A
mistura de reagdo (1,0 mL) continha 0,5 mL de caldo
filtrado, 0,1 mL de lactato de sddio 0,25 mmol‘l, 0,2 mL
de albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO, 2,0
mmoI.L‘l, 0,05 mL de uma solugdo de H,0, 2,0 mmol.L"

preparada em tampado succinato de sédio 0,2 mol.L™ (pH
4,5) e 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi
incubada a 30°C durante 5 min e a reagao foi
interrompida pela adicdo de 40 uL de NaOH 2,0
mmol.L™. A absorvéncia foi lida a 610 nm e a atividade
de Manganés-peroxidase expressa como AAbs mL"
min™.

c) Lignina-Peroxidase (TIEN E KIRK, 1984, modificado): A
atividade de lignina peroxidase foi determinada pela
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oxidag¢do do alcool veratrilico (€310nm = 9.300 mmol ™.
cm™). A atividade enzimética foi expressa em U.mL™
(unidades por mililitro).

2.7 Ensaio de Toxicidade com Artemia salina

Os ensaios de toxicidade aguda foram realizados
conforme método modificado de Matthews (1995).
Cistos de Artemia salina foram incubados durante 24
horas em solug3o de sal marinho sintético (38 g.L™"), com
aeracdo e iluminagdo constantes (1000 lux) e a uma
temperatura de 25-282 C. Apds a eclosdo, dez larvas do
microcrustaceo foram incubadas, em tubos falcon,
durante 24 horas a 259C, na auséncia de luz. Apds o
tratamento, uma solugdo foi feita com 100 pL do
efluente bruto, em 5,0 mL de solugdo salina. Em seguida
0,5 mL dessa solugdo foi colocada nos tubos falcon e
diluidas em 5,0 mL de soluc3o salina (38 g.L™").

Apds 24 de incubagdo, foi feita a contagem do
numero de larvas mortas. Para cada fungo testado foram
realizadas triplicatas com 10 larvas em cada. As larvas
foram consideradas mortas quando ndo exibiram
nenhum movimento interno ou externo durante 10
segundos de observagao.

2.8 REALIZACAO DOS TRATAMENTOS

Para o tratamento biolégico do efluente da
industria farmacéutica, foram colocados 100,00 mL de
efluente em um Erlenmeyer de 250 mL, onde em capela
de fluxo laminar foram colocados os conteudos das
placas (meio de cultura mais fungo) nos Erlenmeyers,
sendo que todo o experimento foi feito em duplicata e
que foram para controle, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h.
Posteriormente, foram colocados em uma mesa
agitadora refrigerada e mantidos a 282 C e 180 rpm
(rotagdes por minuto). Para controle, foram adicionadas
as culturas dos fungos, sob as mesmas condigGes citadas,
autoclavado a uma temperatura de 121°C por 15 min e
posteriormente seguiu-se a mesma metodologia de
tratamento. Como garantia de que os compostos
fungicos foram responsaveis pelo tratamento do
efluente e ndo a biota de origem bacteriana, o efluente
foi autoclavado durante 15 min, a 1212 C e os resultados
foram anotados. O processo fisico de esterilizagdo foi
escolhido devido a menor alteragdo dos compostos
organicos presentes no efluente, pois o processo
guimico, como a adi¢do de hipoclorito de sddio, alteraria
consideravelmente as caracteristicas quimicas do
efluente, sendo que muitas analises fisico-quimicas
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seriam prejudicadas na precisdo da metodologia, além
de inviabilizar o tratamento com fungos. O tratamento
pelo processo fotocatalitico foi efetuado no reator de
capacidade total de 500 mL (Figura 1). No reator
fotocatalitico foi borbulhado ar a uma vazdo de 180 mL
min”, sendo este reator era provido de sistema de
refrigeracdo, agitador magnético, TiO, em suspensdo
(Degussa P-25), tubo de quartzo e lampada de alta
pressdo de mercurio (Philignina peroxidase s HPL-N 125
W, fluéncia de 31,1 J m> s, Any = 254 nm) sem o
invélucro externo.

Figura 1: Esquema do reator fotocatalitico: (1) jaqueta

de agua para controle de temperatura; (2) tubo de
quartzo para lampada; e (3) barra de agitador
magnético.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 relaciona as caracteristicas fisico-
quimicas e bioquimicas das amostras em estudo. As
amostras 2, 3 e 4 foram coletadas, caracterizadas e
tratadas biologicamente, entretanto, por ndo terem
apresentado viabilidade de tratamento com fungos
(devido a presenca de antifungicos e sanitizantes), os
dados sobre sua tratabilidade ndo serdo mostrados.

De acordo com dados da propria industria, o
efluente gerado é basicamente proveniente do processo
de lavagem dos misturadores, sendo que os sanitizantes
fazem parte do efluente, bem como os residuos da
produgdo, que em sua maioria é de antibidticos,
injetaveis, soros, antifungicos, xaropes e analgésicos.
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Tabela 1: Analises de caracteristicas dos efluentes liquidos da industria farmacéutica.

Caracteristica Valor
Turbidez - NTU 59,0
pH 2,7
Absorbancia em 400 nm 0,077
Cor - mg.L™ de Pt/Co 403,0
Acidez - mg de acidez 188,00
Alcalinidade - mg de CaCO5 L™ N.D.
Dureza Total - mg. L* N.D.
Ferro - mg.L'1 1,15
Manganés - mg.L" 1,10
Oxigénio dissolvido mg.L"1 3,10
Fosfatos - mg.L™" 10,00
Nitrogénio total - mg.L™" 1,00
DQO - mg de 0,.L™ 263,00
DBO - mg de O,.L™* 1,50
Fendis Totais - mg.L™" 0,90

3.1 Tratamento Bioldgico

Foram feitas varreduras que acompanharam o
desenvolvimento do tratamento bioldgico. Foram
efetuadas trés formas de tratamento bioldgico, sendo
elas: a) com o uso do meio de cultura BGA; b) com o
meio BGA (em que se substituiu a dgua destilada por
efluente), também chamado de indutor em meio sélido e
c) efluente autoclavado, tratado com fungo crescido em
meio BGA. Na tentativa de aumentar a produgao
enzimatica, principalmente fenoloxidases, efetuou-se a
troca da agua usada para a preparagdo do meio de
cultura sélido pelo efluente puro. Como o efluente in
natura continha fenol, que é um substrato dessas
enzimas, viabilizou-se tal troca, pois compostos fendlicos
sdo considerados agentes indutores sintéticos (Bollag e
Leonowicz, 1984). Quando se usou o efluente no lugar da
agua no meio de cultura sélido, nas placas que
continham  Pycnoporus sanguineus, verificou-se a
coloragdo amarronzada caracteristica, indicando que a
producdo desta substdncia (cinabarina) esta ligada a
presenga de compostos fendlicos, pois, em condi¢Ges de
meio de cultura BGA, ndo foi observada a sintese de tal
composto.

As Figuras 2 mostram as varreduras nas trés
formas de tratamento bioldgico. Ao se observar a curva
do efluente autoclavado tratado com os fungos (2c),

conclui-se que a produgdo de PMS (Produtos

Microbianos Sollveis) e a degradagdo de compostos
organicos, também s3o reguladas pela presenca de
outros microrganismos e ndo somente pela relacdo entre
fonte de carbono e nitrogénio disponivel para o fungo,
como pode ser observado pelas menores absorbancias
apresentadas de 300 a 400 nm, se comparado com o
tratamento do efluente in natura.

Uma caracteristica marcante observada é que no
tratamento do efluente in natura (2A), tratado com
fungos crescidos em meio BGA, o P. sanguineus em 24 h
de tratamento, houve uma diminuicdo de absorbancia
em geral e que a partir desse tempo, a produgdo de PMS
se faz mais presente, o que pode indicar que nesse
primeiro periodo de 24 h, o fungo utiliza as fontes
organicas para sua manutencdo e logo apds esse
periodo, a producdo fungica é voltada a producdo de
PMS. Diferentemente, o S. Comunne, nas mesmas
condicGes que o P.sanguineus teve baixa producdo de
PMS, sendo mais pronunciado o consumo da matéria
organica disponivel.

O tratamento do efluente com os fungos
crescidos em meio soélido com indutor, mostrou-se com
maior producdo de PMS, possivelmente ja iniciado em
placa. Ambos os fungos apresentaram as curvas com
absorbancia maior que a do efluente in natura,
indicando que sé houve producdo de PMS, em todo o
periodo de 96 h de tratamento.
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Figura 2: Espectro de 300 a 750 nm do efluente tratado. O espectro do efluente in natura serve como comparag¢do da modificagdo do
efluente. 2a) Efluente tratado com fungo crescido em meio BGA. 2b) Efluente tratado com fungo «crescido em meio com indutor
sintético. 2c) Efluente autoclavado tratado com fungo crescido em meio BGA.
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A melhor performance da remoc¢do da cor
observada foi nas primeiras 72 horas de tratamento com
0 S. commune, o que pode ser explicado pela possivel
producdo enzimatica e ndo enzimatica (sideroforos)
ainda na placa de meio de cultura sélido, bem como
durante tratamento bioldgico (Santiago, 1999). Outra
possibilidade ¢é indisponibilidade da manutencdo do
meio ideal de crescimento bioldgico (com o
aproveitamento das fontes de carbono e nitrogénio do
meio de cultura sdlido e do efluente), pois ao se exaurir
tais fontes, principalmente a fonte de carbono mais
assimilavel (glicose), o metabolismo flngico seria
prejudicado; diminuindo assim a producdo de compostos
fungicos (Kamida et al., 2005).

As amostras tratadas com P.sanguineus
apresentaram coloracdo amarronzada a partir de 72 h de
tratamento, devido a cinabarina que é um antibidtico
natural sintetizado por tal fungo (Smania et al., 1998)
gue apresentou alta solubilidade. De acordo com Garcia
(2006), existe uma correlagdo da produgdo desse
pigmento e a produgdo de lacase, embora a produgdo
desse composto fosse detectada apods 15 dias de
crescimento em meio de cultura sélido, diferentemente
do que foi determinado no tratamento do efluente da
industria farmacéutica. Em outro estudo (SMANIA et al.,
1998), a sintese de tal composto so foi detectada depois
de 18 dias de incubagao.

Embora o S. comunne ndo tenha produzido
lacase em nossos experimentos, a literatura cientifica
mostra que ele pode produzir tal enzima (De Vriess et al.,

1986). A melhor produgdo enzimatica de lacase durante

63

o tratamento com o fungo P. sanguineus foi quando se
usou a indugdo em meio sélido (14,00 U.mL™), conforme
mostra a Figura 3. Quando n3do se usou a inducgdo
enzimatica em meio sélido, para tratar o efluente, ndo
houve produc¢do de lacase, fato que pode ser explicado
pela presenca de outros microrganismos que inibiram a
producdo dessa enzima, enquanto o fungo produzia
cinabarina, um antibidtico natural. Estudos mostram que
as fenoloxidases se mostram muito ativas em pH acido,
contudo, altamente instaveis (Palmieri et al., 1993). Em
nosso estudo, o pH apresentou varia¢des, apresentando
pH mais alto a partir de 72 h de tratamdo (Figura 4).
Garcia (2006) demonstrou que Pycnoporus sanguineus
tem maior producdo quando se utiliza indutor e a
presenca de compostos fendlicos no efluente podem ter
servido como indutores para a producdo de lacase. Além
disso, estudos mostram que o tipo de incubagdo
(estatico ou agitado) e a disponibilidade de fonte de
nitrogénio organico é um importante incrementador da
producdo de lacase fungica (Dong et al.,,2005) o que
também pode explicar a producdo enzimatica dos fungos
estudados. Ao se usar o indutor em meio sélido (efluente
in natura) verificou-se que tal procedimento inibe a
produgdo de manganés peroxidase, possivelmente
devido ao maior teor de matéria organica presente.

A maior variagdo de pH durante o tratamento
com P. sanguineus, nas amostras tratadas com fungos
com indutor no meio sélido e quando o efluente foi
autoclavado, contudo, foi observado que em geral as
amostras mantiveram pH entre 2,5 e 4,5, o que favorece
a manutencdo da viabilidade celular fungica.
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Figura 3: Determinagdo da atividade enzimatica da lacase nos caldos filtrados da amostra em relagdo ao tempo de reagdo.
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Figura 4-Variacdo do pH durante as trés formas de tratamento bioldgico.

Diferentemente da lacase, indugdo em meio
sélido ndo fez aumentar a producgdo de manganés, mas o
tratamento do efluente usando os fungos crescidos em
meio BGA foi o Unico que apresentou maior producdo. A
Figura 6 mostra a concentragdo da enzima, apds 5 min
de oxidacdo do vermelho de fenol, nos diferentes
tempos de tratamento. Estudos mostram que existe uma
relagdo entre a atividade de manganés peroxidase e a
concentragao de peréxido de hidrogénio, sendo essa

relacgdo um fator limitante do processo enzimatico. O
oxigénio dissolvido (OD) também tem demonstrado que
a reagao do Mn*" e H,0, gera oxigénio que se acumula
no caldo filtrado, atingindo valores de até 12,0 mg de O,
L". Também foi constatado que em baixos niveis de
oxigénio dissolvido, a enzima apresentou maior
atividade, possivelmente devido a relagdo ideal entre o
perdxido e a enzima (Lépez et al., 2004). Tal constatacdo
pode ser comprovada pela baixa concentra¢do de OD do

efluente (3,10 mg de 0,.L™").
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Figura 5: Determinagdo da atividade de manganés peroxidase dos caldos filtrados do efluente tratado, com fungo crescido em meio BGA, ap6s 5 min
de incubagdo a 302 C em pH 4,5 e vermelho de fenol como substrato.
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Para se avaliar o decaimento da matéria
organica presente no efluente tratado, foi avaliado a
DQO
membrana 0,45 um), conforme a Figura 6. Por se tratar

(soluvel, pois os caldos eram filtrados em
de um sistema heterogéneo, em que se diferencia a fase
sélida (micélio, agar e particulados) da fase liquida
(soluvel), a bioatividade fungica (variagdo de pH, sintese
enzimatica, etc.) pode ir modificando a proporc¢édo entre
as duas fases, levando a resultados em que a relagdo de
DQO seja superior a 1,00. Entretanto, valores abaixo de
1,00 (degradagdo), ndo podem ser interpretados como
reducdo da matéria organica presente no efluente
tratado, pois tal
organica contida na amostra, sendo que os Produtos

metodologia avalia toda matéria

Microbianos SollUveis estavam presentes no meio,
impossibilitando a interpretacdo dos resultados.

DQO (Figura 6)
observada nas formas de tratamento bioldgico foi

A maior diminuicdo da
guando se usou 0 S. comunne apos 48 h de tratamento
(93%) e o efluente tratado pelo mesmo fungo, com
(78%).

indugdo em meio sélido A presenga de
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microrganismos no efluente mostrou-se positivo para o

tratamento fungico, diferentemente do que foi
observado quando se utilizou-se o efluente autoclavado,

que apresentou maior producdo de produtos

microbianos soluveis, o que inviabilizou a observagao da
diminui¢cdo da matéria orgdnica no meio reacional. Para
o P. sanguineus, pdde-se relacionar a indugdo em meio
sélido com a produco de lacase (14,00 U mL") e a
degradacdo da matéria organica (61% em 96 h de
tratamento). Contrariamente, tal correlacdo nido pode
ser aplicada para o S. Comunne.

A troca da agua destilada pelo efluente contendo fenol
para a preparacdao do meio de cultura em meio sélido
teve pouco impacto no crescimento micelial (5 dias) do
fungo Schizophyllum commune, difererentemente do
observado co P. sanguineus, que apresentou 100% de
proliferacdo da placa de Petri, mas com maior formacdo
de biomassa. A Figura 7 demonstra a relagdo do
crescimento micelial dos fungos que foram afetados pela
substituicdo do meio de cultura sélido. Cabe salientar
que o P. sanguineus ndo apresentou a producdo de
cinabarina, quando se usou o indutor em meio sélido.
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Figura 6: Variagdo da DQO durante o tratamento bioldgico.

Figura 7: Fotos comparativas dos meios sélidos, utilizando-se o meio BGA (a) e meio com adigdo de indutor sintético (b).
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3.2 Processo Combinado de Biorremediacdo seguido de
Fotocatalise

O processo combinado, com o tratamento
bioldgico seguido do tratamento fotocatalitico com
catalisador disperso apresentou baixo rendimento, pois
ao se adicionar o catalisador, havia uma adsor¢cdao do
catalisador com os biocompostos flngicos, o que
inviabilizou o processo de oxidacdo dos contaminantes
organicos. Estudos mostram que a adsor¢do da matriz
leva

organica e inorganica presente no efluente
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formagdo de espécies complexas com o catalisador
(“TiOH,"—Cl —“ Wizniowski et al., 2004), diminuindo a
eficiéncia do processo de degradagdo. De acordo com
Ziolli e Jardim (1998), compostos hidrofilicos tendem a
serem adsorvidos pelo catalisador e como os PMS sdo
tal
comportamento impede que a superficie de reagdo

hidrofilicos, assim como o catalisador,

tenha sua eficiéncia no processo de fotodegradagdo. As
Figuras 8 e 9 mostram a distribuicdo de massas,
analisadas por espectrémetro de massa.
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Figura 8: Espectro de massa do efluente tratado, em modo positivo, com relagdo m/z entre 50 e 1000 Da.
(a) P. sanguineus (b) S. comunne.
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Figura 9: Espectro de massa do efluente tratado, em modo positivo, com relagdo m/z entre 50 e 1000 Da.

(c) Efluente ndo tratado.

Observando-se as Figuras 8 e 9, nota-se um
aumento na distribuicdo de massas, comparando-se com
o efluente ndo tratado. Tal aumento é proporcional ao
aumento de PMS, que inviabilizara o tratamento
fotocatalitico apds o tratamento com fungos.

A Figura 10 mostra a evolugdo do tratamento
fotocatalitico inicialmente tratado por Pycnoporus
sanguineus. Observando-se as curvas, constatou-se um

aumento da coloragao em 400 nm, sendo que em 16 min
de tratamento, houve redugdo de apenas 10% da DQO, o
que mostra que o processo catalitico como processo de
pds tratamento por fungos, ndo apresentou viabilidade
de um pré-tratamento bioldgico. Para o fungo S.
comunne, os PMS’s tiveram importancia marcante para a
inviabilidade do processo fotocatalitico com catalisador
disperso, o que fez com que ndo houvesse degradagdo
nem mudanca da curva de varredura.
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Figura 10: Espectro de 300 a 750 nm da amostra tratada com P. sanguineus em 96 h de tratamento, com posterior tratamento fotocatalitico.
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3.3 PROCESSO COMBINADO DE FOTOCATALISE

SEGUIDA DE BIORREMEDIAGAO

A segunda parte do tratamento combinado foi

realizada utilizando-se o efluente tratado
fotocataliticamente por 8 min. Escolheu-se esse tempo
de tratamento, pois a degradagdao do fenol foi de 50%
neste periodo, sendo que o fenol residual pode ser um
indutor para a producdo de lacase, o que pode vir a
melhorar o processo de degradacdo de compostos
organicos. O tratamento com os fungos foi monitorado
espectrofotometricamente, de acordo com a Figura 10.
Para efeito de comparac¢do, foi inserida a curva do
efluente in  natura e do efluente tratado
fotocataliticamente em oito min. Devido ao bom
desempenho na producdo de lacase, quando do
tratamento bioldgico, o tratamento do efluente
fotocataliticamente tratado foi com fungo crescido em
meio BGA com indutor (efluente).

Nas primeiras 24 h de tratamento, o caldo
filtrado apresentou reducdo de absorbancia, verificado
em todos os fungos. A partir de 72 h de tratamento,
houve um aumento da absorbancia, caso ja citado por
Aquino (2003), em que o tempo de tratamento se
relaciona com o aumento da coloracdo do efluente
tratado e aumento de PMS. O P. sanguineus apresentou
maior coloragcdo relacionada a cinabarina, a partir de

48 h de tratamento, caso similar as outras formas de
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tratamento ndo combinada. Observar que a partir de
72 h de tratamento com o P. sanguineus, ndao houve
modificacdo do espectro, sendo que em 400 nm, houve
um aumento significativo em relagdo ao efluente in
natura e o efluente previamente tratado. Para o S.
comunne, em 72 h de tratamento, ocorreu uma
diminuicdo da coloragdo, tanto em relacdo do efluente in
natura, quanto do efluente fotocatalitimente tratado,
mas em 96 h de tratamento, a coloracdo do efluente foi
maior que o efluente in natura, indicando que para a
diminuicdo de cor, o ideal é usar o S. comunne durante
72 h de tratamento.

A atividade da
conforme mostra a Figura 11, mas o comportamento das

lacase foi acompanhada

curvas apresenta que o fungo Pycnoporus sanguineus em
96 h de tratamento apresentou maior atividade
enzimatica em 3 min de reacdo (13,90 U.mL™).
Novamente, o S. comunne ndo apresentou sintese de tal
enzima. A variagdo do pH dos caldos filtrados foi
monitorada como mostra a Figura 12, sendo que o
intervalo diminuiu entre o valor maximo e minimo
alcangado durante o tratamento, significando que
compostos fungicos foram produzidos em menor
quantidade, o que também pode ser comprovado pela
Figura 13. Nessa forma de tratamento combinado, o pH
continuou acido, sendo o valor mais alto monitorado de
4,1.
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Figura 11: Absorbancia do intervalo de 300 a 750 nm da amostra previamente tratada por processo fotocatalitico, durante oito min. O
espectro do efluente in natura e do tratado fotocaliticamente serve como comparagdo da modificagdo do efluente.
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Figura 13: Variagdo do pH durante o tratamento do efluente pré-tratado fotocataliticamente, durante 8 min.

Diferentemente do efluente tratado
biologicamente, a produgdo de manganés-peroxidase
ndo foi expressiva (50 vezes menor que no tratamento
fungico). Uma das possiveis causas foi o aumento da
toxicidade do efluente fotocataliticamente tratado em 8
min (dado ndo mostrado). Além disso, em 8 min de
tratamento, a DQO reduziu apenas 5%, o que pode ter
produzido moléculas mais todxicas, conforme ja
comprovado pelo teste da toxicidade. A Figura 14 mostra
a produgdo de Manganés-peroxidase, durante o
tratamento combinado. Outra caracteristica apresentada
foi que o S. comunne ndo produziu manganés-
peroxidase, o que também pode ser explicado pela
diminuicdo de manganés disponivel no efluente pré
tratado (0,50 mg L™).

O decaimento da DQO mostrou que o fungo S.

comunne apresentou a degradacdo de 90 % em 72 h de

tratamento da matéria organica, demonstrando que esse
fungo possui um sistema de degradagdo que ndo envolve
as enzimas Manganés-peroxidase, Lignina peroxidase e
lacase. Entretanto, mesmo o P. sanguineus também
apresenta degradagdo da matéria organica de 90% em
96 h de tratamento, mesmo com a mesma quantidade
de lacase detectada no tratamento bioldgico, portanto,
para o P. sanguineus, a sintese de lacase e Manganés-
peroxidase ndo estd relacionada com a degradacdo da
matéria organica. A Figura 15 mostra a relagdo de DQO,
quando se usou o efluente contendo fenol como meio de
inducdo enzimatica, para um efluente pré-tratado
fotocataliticamente. Para melhor avaliagcdo do potencial
de degradagdo do método bioldgico proposto, o estudo
de contaminantes especificos da industria farmacéutica
deve ser usado, como a cromatografia liquida, acoplada
a espectrémetro de massa (Aquino, 2003).
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Figura 15: Relagdo entre a DQO final e a DQO inicial da amostra. A linha mais escura indica o que abaixo
dela, observa-se a degradagdo da matéria organica do efluente in natura.

Para efeito de comparacdo dos resultados de
toxicidade para Artemia saling, compararam-se 0s
resultados do tratamento bioldgico e do tratamento
combinado (Figura 16). Para o fungo P. sanguineus, a
maior diminuicdo da taxa de mortalidade foi usando-se o
tratamento bioldgico, com o efluente autoclavado. De
acordo com os dados, a producdo de cinabarina pelo
fungo é o maior responsavel pela toxicidade do efluente
tratado. Inversamente, o efluente tratado
biologicamente com fungo S. comunne crescido em meio
BGA teve a menor taxa de mortalidade, sendo que o
tratamento combinado apresentou a maior taxa de

mortalidade, o que pode estar relacionado com a

diminuicdo do nivel de nitrogénio no meio, aumentando
o stress metabdlico do fungo.

Ndo foi possivel determinar a atividade de
Lignina peroxidase durante o tratamento e nem mesmo
houve producdo desta enzima no meio de cultura sélido.
Em nenhuma forma de tratamento foi detectada essa
enzima, o que pode ser explicado pela falta de um
indutor (lignina) ou mesmo a baixa concentragdo de
oxigénio presente no efluente original Belinky et al.
(2003) associa a concentragdo de oxigénio a sintese de
Lignina peroxidase , o que nos leva a crer que o oxigénio
dissolvido foi um importante fator inibitério para a
sintese de tal enzima.



P.deT. F. Sales, L.C.Campos, F.Schimidt, M. C. Valadares, M. F. Santiago

REEC — Revista Eletrénica de Engenharia Civil Vol 5 - n21 (2012)

35

71

30

25

20

15

Mortalidade - %

10

PS

Fungos

SC

O Efluente in natura tratado com fungo

O Efluente tratado com indutor no meio sélido M Efluente autoclavado tratado com fungo

@ Controle

Figura 16: Mortalidade dos nauplius de Artemia salina, nas diferentes formas de tratamento.

Ndo foi possivel determinar a atividade de
Lignina peroxidase durante o tratamento e nem mesmo
houve producdo desta enzima no meio de cultura sdlido.
Em nenhuma forma de tratamento foi detectada essa
enzima, o que pode ser explicado pela falta de um
indutor (lignina) ou mesmo a baixa concentragdo de
oxigénio presente no efluente original Belinky et al.
(2003) associa a concentragdo de oxigénio a sintese de
Lignina peroxidase , o que nos leva a crer que o oxigénio
dissolvido foi um importante fator inibitério para a
sintese de tal enzima.

4. CONCLUSAO

O melhor resultado para diminuicdo da matéria
organica (DQO) foi o tratamento biolégico como fungo S.
comunne, crescido em meio BGA com indutor sintético.
Além disso, o método de avaliagio de DQO ndo se
mostrou especifico, devido a interferéncia dos meios de
cultura adicionados ao sistema, fazendo-se necessario o
uso de um método mais restritivo para identificacdo e
quantificagdo de um grupo de moléculas presentes no
efluente da inddstria farmacéutica. A partir dos
resultados apresentados, o tratamento biolégico com
fungos apresentou melhores resultados na diminuigdo da
DQO que o método combinado com fotocatalise, o que
pode ser explicado pela heterogeneidade do efluente
coletado, pois a inducdo da producdao de PMS tem papel
importante na eficiéncia dos métodos combinados com
fotocatalise.
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