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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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CAPITULO 12

USO DE BIOMASSA FUNGICA PARA REMOCAO DE

Caroline Aparecida Vaz de Araujo

Pés- doutoranda do Programa de Pds-graduacgao
em Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual
de Maringa — PR

Elidiane Andressa Rodrigues

Académica do curso de Bioquimica da
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Giselle Maria Maciel
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RESUMO: Nos ultimos anos, farmacos tém
sido detectados com frequéncia no ambito
mundial em efluentes das estacbes de
tratamento de esgoto, aguas superficiais, etc.
A entrada continua de farmacos pode levar
efeitos negativos para os seres humanos e o
ecossistema aquatico. O objetivo do trabalho
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FARMACOS

foi avaliar o potencial da biomassa de Trametes
sp em absorver os antibiéticos trimetoprima e
sulfametoxazol, que sédo conhecidos por serem
resistentes a biodegradacgao. As culturas foram
feitas utilizando biomassa tratada com o calor
e/ou com solugdes acida (HCI 0.1 M), basica
(NaOH 0.1M) e salina (NaCl 0.1 M) em 50
mgL" de trimetoprima e sulfametoxazol sob
agitacao por 24 horas. A maior quantidade de
trimetoprima adsorvida foi com a biomassa
tratada apenas com o calor (53,62%) enquanto
qgue para o sulfametoxazol foi com a biomassa
submetida ao tratamento com solucéo basica
(35,74%). A reducdo da quantidade dos
farmacos foi observada por anéalises em HPLC.
PALAVRA-CHAVE: Biossorcdo, Antibioticos,
Fungos da Podridao Branca da Madeira

ABSTRACT: In the last years,
pharmaceuticalshave been detected in
effluents from sewage treatment plants, surface
water, etc. Continued entry of drugs can have
negative effects on humans and the aquatic
ecosystem. The objective of this study was
to evaluate the potential of Trametes sp. in
absorbing trimethoprim and sulfamethoxazole
antibiotics, which are known to be resistant
to biodegradation. Cultures were made using
biomass treated with heat and/or acid (0.1 M
HCI), basic (0.1M NaOH) and saline solutions
(0.1 M NaCl) in 50 mgL" trimethoprim and
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sulfamethoxazole by agitation for 24 hours. The highest amount of trimethoprim
adsorbed was with the biomass treated only with heat (53.62%) whereas for the
sulfamethoxazole it was with the biomass submitted to treatment with basic solution
(35.74%). Reduction in the amount of the drugs was observed by HPLC analysis.
KEYWORDS:Biosorption, Antibiotics, White-rot fungi

11 INTRODUCAO

Nos ultimos anos os compostos ativos farmacéuticos (CAFs) tém despertado
interesse na comunidade cientifica em consequéncia de sua ampla presenca no meio
ambiente (Cruz-Maratéet al., 2014). Muitos estudos em diferentes paises relataram a
ocorréncia de farmacos e horménios estrégenos em aguas superficiais, efluentes e
lodos de estagdes de tratamento de esgoto e aguas subterraneas, com concentragdes
variando geralmente na faixa de ng/L a pg/L (Silva et al., 2011). Estudos relataram que
apos a administracédo de medicamentos, parte significativa dos farmacos é excretada
na forma inalterada e/ou metabolizada (25-75%) pela urina e fezes (Chee-Sanfordet al.,
2001) e seu maior destino é o esgoto doméstico. A principal rota de introducao dessas
substancias em aguas superficiais sdo as estacdes de tratamento de esgoto (ETESs)
tradicionais, poisvarios farmacos e horménios ndo sdo completamente removidos nas
ETEs(Zhou et al., 2009, Liu et al., 2011). Outras fontes potencias de contaminacao de
ambientes aquaticos séo os efluentes industriais e hospitalares (Escher et al., 2011;
Sanchez et al., 2011; Sim et al., 2011).

Os farmacos séo considerados micropoluentes, e mesmo em concentra¢des
bastante reduzidas, a entrada continua nos corpos aquaticos podem levar a exposicao
cronica de baixo nivel e acumulagado com efeitos negativos potenciais na dinamica dos
ecossistemas, em seres humanos e no ambiente, como por exemplo, o surgimento de
bactérias resistentes e recombinantes mais patogénicas(Baqueroet al., 2008; Christen
et al., 2010; Lloret et al., 2010). Muitos farmacos e horménios por seremsoluveis em
agua, de dificil biodegradacao e despejados constantemente em aguas que recebem
esgoto de efluentes (rios, por exemplo) possuem potencial para bioacumulacédo e
persisténcia no ambiente (Zhou et al., 2009).

O sulfametoxazol (SMX) e o trimetoprima (TMP) (Figura 1) exibem atividade
antimicrobiana de amplo espectro, geralmente empregados de maneira conjunta (ex.
Bactrim e Infectrin). S&o encontrados frequentemente em aguas residuais e sao bastante
resistentes aos tratamentos biol6gicos mais utilizados nas estacdes de tratamento de
esgoto (Valcarcelet al., 2011). Ambos foram classificados como compostos de alto
risco e de elevada relevancia ambiental devido a ocorréncia em aguas superficiais
e ecotoxicidade (Besse&Garric, 2008). Os estudos de Zouet al., (2012) mostraram
qgue o sulfametoxazol ocupa o terceiro lugar em toxicidade aguda e o trimetoprima o
sexto lugar, no entanto quando se faz a comparacgao da toxicidade cronica, o TMP se

destaca ocupando o primeiro lugar.
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Véarias formas de tratamento sdo propostas para reduzir a presenca dessas
substancias em ambientes aquaticos, no entanto, é importante avaliar ndo somente a
eficdcia do tratamento de degradacéao, mas também a capacidade de eliminar a sua
atividade farmacologica.

Bioprocessos sao opcoes tecnolégicas competitivas economicamente. Métodos
baseados em tratamentos enzimaticos possuem propriedades atraentes como
consumo energético reduzido e eficiéncia em condi¢bes moderadas de pH, temperatura
e forca ibnica (Torres et al., 2003). Entre os bioprocessos, a biossorcdo pode ser
considerada uma alternativa para o tratamento de efluentes aquosos, pois tem baixo
custo relativo, alta seletividade, eficiéncia e certa facilidade operacional, visto que
a adsorcao pode, em principio, manter grandes vazdes e produzir efluentes de alta
qualidade sem produzir substéncias nocivas como o 0zdnio e radicais livres formados
a partir dos processos de fotodegradacao utilizando UV (Erdem et al., 2005; Gupta
et al., 2005). O mecanismo de biossorcédo tem se destacado por indicar uma série
de processos independentes do metabolismo (adsorcéo fisica e quimica, interacao
eletrostatica, troca ibnica, complexacéo, quelacao e microprecipitacdo), ocorrendo,
essencialmente, na parede celular de bactérias, leveduras, fungos e algas, podendo
adsorver diferentes tipos de poluentes, ao invés de oxidar por metabolismo anaerdbico
ou aeroObico (biodegradacdo). A biossor¢cdo pode ser utilizada na recuperagdo ou
descarte ambientalmente correto de efluentes (Aksu, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial biossortivo da
biomassa de Trametes sp em reduzir a quantidade dos agentes antimicrobianos
trimetoprima (TMT) e sulfametoxazol (SMZ), que sao frequentemente encontrados em
aguas residuais.

A B
NH»>
9 OCH3
§—NH I\II N
/©/ © Nm\ HZNJ\N/ OCHs
H2N ‘O CH3 OCH3

Figura 1. Estrutura quimica dos antimicrobianos sulfametoxazol (A) e trimetoprima (B).

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Condicoes de Cultura

Cinco discos de micélio (d15 mm) obtidos de placas de petri contendo batata
dextrose agar (BDA) colonizadas pelo fungo, foram transferidos para frascos
Erlenmeyer (250 mL) com 50 mL de meio de batata dextrose (BD). Os frascos foram
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incubados por 5 dias a 28°C e sob agitacdo de 120 rpm. Os pellets foram colhidos
assepticamente, lavados com agua destilada e autoclavados a 121°C por 15 minutos.
Apods a autoclavagem, parte dos pellets ficou imerso em solugdes acida (HCI 0,1
M), basica (NaOH 0,1 M) e salina (NaCl 0,1 M) por 1 hora e posteriormente lavados
sucessivamente. Aproximadamente 73 mg de peso seco foram colocados em frascos
Erlenmeyer (125 mL) contendo 50 mg/L de TMT e SMZ e deixados por 24 horas em
agitacado de 120 rpm a 28°C. O material foi filtrado em bomba a vacuo e centrifugado
(10 min, 10.000 x g, 4 °C). O processo foi realizado em duplicata.

2.2 Analise de Biossorcao por HPLC

A analise da quantidade de trimetoprima e sulfametoxazol adsorvidos foi feita em
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As amostras foram filtradas (0,2
mm, Millipore, Bedford, MA) e injetadas em um sistema aparelho Shimatzu, coluna de
5mm C18 120 A (4,6 mm x 250 mm), com detector equipado com arranjo diodo e com
software LC-Solution. A coluna foi mantida a 40 °C durante toda a analise e a detecgéo
foi em 265 nm. Para analise isocratica, a fase moével usada foi uma mistura de acido
formico (0,1%)-acetonitrila a 77:23 (v/v) com um vazao de 0,5 mLmin" e volume de
injecéo de 10 pL. A quantidade de farmacos adsorvido no micélio (mgg™ de biomassa
seca) foi calculada de acordo com a equacgao (Pimentel, 1995):

g=(C—-Co)x VIim
onde:
g = quantidade de farmaco adsorvido em uma unidade de biomassa (mgg™)
Co e C = concentragao de farmaco na solucgdo inicial (mgL™") e ap0s a biossor¢cao
V = volume da solucéo de farmaco
m = quantidade de biomassa (g) utilizada no experimento

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O potencial de Trametessp. em processos biossortivos para a remocao de
trimetoprima e sulfametoxazol foi avaliado submetendo a biomassa a 4 tipos de
tratamentos. De acordo com os resultados, houve aumento na capacidade biossortiva
para TMT com a biomassa tratada apenas com o calor (adsorcéao de 53,62%) quando
comparado com os tratamentos submetidos a solucéo acida e salina (adsor¢éo 37,45%
e 39%, respectivamente). Para SMZ a maior adsor¢céo ocorreu quando a biomassa
foi tratada com solugcao basica (35,74%). Em geral, a biomassa fungica teve maior
absorcéo do antibiético TMT (Tabela 1).
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Tipos de Biossorcéao mg de TMT Biossorcéao mg de SMZ

Tratamentos (%) TMT adsorvido/g de (%) SMZ adsorvido/g de
biomassa seca biomassa seca
Apenas calor 53,62 9,18 29,60 5,07
NaOH 41,29 7,07 35,74 6,11
HCI 37,45 6,41 32 5,48
NaCl 39 6,68 29,62 5,97

Tabela 1. Taxa de biossor¢cédo em % e mg/g de biomassa seca de trimetoprima (TMT) e
sulfametoxazol (SMZ) a 50 mg/L.

A diferenca na quantidade dos farmacos adsorvidos na biomassa fangica
pode ser atribuida as mudancas ocorridas na parede celular do micélio. Adsorcéo
de solutos a partir de solugées ou materiais sélidos em suspensao (adsorventes)
ocorre principalmente através de um dos seguintes mecanismos: troca de moléculas
a partir da solucéo ao adsorvente, adsorcéo fisica, devido a forgcas de van der Waals
e quimissorcédo (Bhole et al., 2004). As analises em HPLC mostraram que o tempo de
retencéo para TMT foi de aproximadamente 5 minutos e para SMZ de 10 minutos e
gue houve reducao da quantidade dos antibidticos nas solu¢des contendo os farmacos
e os pellets de Trametessp.ap6s 24 horas de contato (Figura 1).
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Figura 2. Cromatografia das amostras ap6s 24 horas de contato dos pelletsde Trametes sp.com
as solucbes contendo os farmacos: padrdes trimetoprima e sulfametoxazol (—), biomassa
tratada apenas com o calor (—), solug¢do acida (—), solugéo bésica (—) e solucéo salina (—).

41 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que Trametes sp foi capaz de reduzir as concentragdes
de sulfametoxazol e trimetoprima a partir de processos de adsor¢céo. Os resultados
mostram que para a melhor remocéo de trimetoprima, por meio de biossor¢cédo a
utilizacdo da biomassa tratada apenas com o calor foi mais eficiente. Embora n&o
tenha havido diferenga entre os tipos de tratamento da biomassa usada na remog¢ao
de sulfametoxazol, a biomassa tratada com solucéo basica foi capaz de adsorver mais
este farmaco. Sendo assim, Trametes sp pode ser utilizado como biossorvente no




tratamento complementar de aguas residuais contendo este tipo de poluente.
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