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RESUMO

Estudos recentes tém destacado a remocéo incompleta de poluentes por processos
de tratamento biolégico em efluentes, especialmente contaminantes emergentes
(também chamados de micropoluentes), indicando risco ambiental significativo devido
a sua descarga continua e de seus produtos de degradacao. Entre esses poluentes,
os medicamentos anticancerigenos, cada vez mais detectados em aguas superficiais
e efluentes, representam uma preocupagao particular devido a sua alta toxicidade.
Apesar das vantagens dos reatores anaerdbios no tratamento de aguas residuais, eles
nao apresentam altas eficiéncias de remogao para poluentes emergentes. No entanto,
pesquisas recentes sugerem que a adicdo de nanoparticulas de ferro zero valente
(nFZV) podem melhorar a digestdo anaerdbia e auxiliar na remogao de
micropoluentes, tornando-a uma estratégia promissora para o tratamento sustentavel
de aguas residuais. Para avaliar o impacto de diferentes concentragdes de nFZV (0,2;
0,5; 1, 2 e 4 g.L") na digestdo anaerdbia e degradacdo de medicamentos
anticancerigenos, ensaios em batelada foram realizados na presencga ou auséncia de
farmacos e nFZV. As nanoparticulas de ferro zero valente foram sintetizadas pela
reducdo de uma solugdo de sulfato de ferro (Il) 0,27 mol.L"'. Os farmacos
selecionados, fluorouracil, ciclofosfamida, etoposideo, citarabina e metotrexato,
comumente utilizados em tratamentos oncoldgicos, foram misturados a uma
concentragéo de 200 ug.L™", considerada ambientalmente relevante. Os reatores com
volume util de 80 mL foram hermeticamente selados e mantidos a 35°C + 2°C com
agitacéo constante até a estabilidade da produc¢ao de biogas (44 dias), com medi¢des
diarias de volume de biogas. A determinacdo do volume de biogas foi realizada
usando uma seringa de vidro, enquanto a identificagcdo e quantificagdo dos compostos
foram feitas por Cromatografia Gasosa. Os ensaios de pH, sélidos e demanda quimica
de oxigénio também foram avaliados. Os resultados indicaram que a concentragéo
ideal foi de 2 g.L”' de nFZV para cada 10 g.Kg' de sdlidos volateis do lodo, pois
mostrou acumulo de gas e produgdo de metano semelhantes aos reatores com
concentracbes mais altas de nFZV. Nos ensaios controle (sem farmaco) o nFZV
contribuiu para o incremento da velocidade de produgéo de biogas, diferentemente do
observado na mistura nFZV e farmaco, onde apenas até a concentracdo de 1g
nFZV.L" houve aumento de velocidade. Entretanto, o ferro auxiliou a reducédo da fase
de laténcia em cada condi¢do. Houve também modificacdo na producao de SMP e
EPS, sendo que a presenca de baixas concentracdes de nFZV podem aumentar e
excreta destes compostos. Assim, o uso de nFZV mostrou resultados promissores,
sugerindo seu potencial como adjuvante na digestdo anaerdbia.

Palavras-chave: Digestdo anaerdbia; nFZV; medicamento antineoplasico, aguas
residuais; biogas.



ABSTRACT

Recent studies have highlighted the incomplete removal of pollutants, especially
emerging contaminants (also known as micropollutants), by biological treatment
processes in effluents, indicating a significant environmental risk due to the continuous
discharge of pharmaceuticals and their degradation products. Among these pollutants,
anticancer medications, increasingly detected in surface waters and effluents,
represent a particular concern due to their high toxicity. Despite the advantages of
anaerobic reactors in wastewater treatment, they do not exhibit high removal
efficiencies for emerging pollutants. However, recent research suggests that the
addition of zero-valent iron nanoparticles (nZVI) may enhance anaerobic digestion and
assist in the removal of micropollutants, making it a promising strategy for sustainable
wastewater treatment. To assess the impact of different concentrations of nZVI (0.2,
0.5, 1, 2, and 4 g.L"") on anaerobic digestion and degradation of anticancer drugs, 39
bottles were inoculated under 13 conditions, including presence or absence of drugs
and nZVI. Zero-valent iron nanoparticles were synthesized by reducing a solution of
0.27 mol/L iron (ll) sulfate. The selected drugs—fluorouracil, cyclophosphamide,
etoposide, cytarabine, and methotrexate, commonly used in oncological treatments—
were mixed at a concentration of 200 ug.L™, considered environmentally relevant. The
reactors with a useful volume of 80 mL were hermetically sealed and maintained at
35°C  2°C with constant agitation until the depletion of biogas production (44 days),
with daily measurements of temperature and biogas volume. Biogas volume
determination was performed using a glass syringe, while compound identification and
quantification were done by Gas Chromatography. pH, solids, and chemical oxygen
demand assays were also evaluated. The results indicated that the optimal
concentration was 2 g.kg™' for every 10 g.kg™! of volatile solids in the sludge, as it
showed similar gas accumulation and methane production to reactors with higher
concentrations of nZVI. In trials without drugs, nZVI contributed to an increase in
biogas production rate, unlike what was observed in the nZVI and drug mixture, where
only up to a concentration of 1 g nZVI.L-! resulted in speed enhancement. However,
iron aided in reducing the latency phase in each condition. There were also
modifications in the production of EPS e SMP, with low concentrations of nZVI
potentially increasing the excretion of these compounds. Thus, the use of nZVI showed
promising results, suggesting its potential as an adjunct in anaerobic digestion.

Keywords: Anaerobic digestion; nZVI; anticancer medication; Wastewater; bioga
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1INTRODUGAO

Nos ultimos anos, estudos tém mostrado que processos de tratamento
biolégico de efluentes, sejam secundarios e/ou terciarios, ndo sado capazes de
remover completamente certos poluentes, especialmente contaminantes
emergentes (COETSIER et al., 2009; VERLICCHI et al., 2012). Entre eles, os
compostos farmacéuticos tém uma relevancia particular: suas moléculas, assim
como seus metabdlitos, foram detectadas em aguas superficiais em diferentes
concentragdes, variando de nanogramas a microgramas por litro (COETSIER et al.,
2009; NEGREIRA; DE ALDA; BARCELO, 2014). A descarga continua de
medicamentos usados na medicina humana ou animal, juntamente com os
compostos resultantes de sua degradagédo, combinados com efeitos potenciais
aditivos e/ou sinérgicos, representam um risco significativo para o meio ambiente
(ZHANG et al., 2013).

Entre esses produtos farmacéuticos, podemos mencionar medicamentos
com acao antitumoral. Nos ultimos anos, essa classe de medicamentos tem
ganhado atencdo devido a sua alta toxicidade e demanda crescente. Apos a
administragcdo, esses medicamentos sao excretados, seja inalterado ou como
metabdlitos (BOOKER et al.,, 2014). Estudos de monitoramento em aguas
superficiais ou efluentes hospitalares e urbanos foram conduzidos na Austria (LENZ
etal., 2005), China (YIN et al., 2010), Espanha (NEGREIRA; DE ALDA; BARCELO,
2014), Inglaterra (VYAS; TURNER; SEWELL, 2014) e Suiga (BUERGE et al.,
2006). Todos relataram a presenga de agentes quimioterapicos, indicando a
dificuldade em remové-los por meio de sistemas convencionais de tratamento de
efluentes (FRANQUET-GRIELL et al., 2017).

Devido a deteccdo de medicamentos antineoplasicos em efluentes
hospitalares e sua associagcdo com estudos ecotoxicolégicos mostrando riscos
potenciais (mesmo em baixas concentragbes), uma grande parte desses
medicamentos esta incluida na lista de poluentes emergentes compilada pelo
NORMAN (Rede de laboratérios de referéncia, centros de pesquisa e organizagdes
relacionadas para monitoramento de substancias ambientais emergentes), que lista

mais de 1.000 substancias que tém o potencial de ser regulamentadas por
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legislacao futura (NORMAN, 2016). Portanto, o desenvolvimento de processos
eficientes para remover esses medicamentos, que sao facilmente escalonaveis, é
essencial.

Entre os processos de tratamento de aguas residuais, o sistema anaerobico
se destaca. Reatores anaerébios como UASB (Manta de Lodo Anaerébio em Fluxo
Ascendente) e AnMBR (reator biolégico de membrana anaerébio) sdo amplamente
utilizados devido as suas vantagens, como alta idade do lodo, que auxilia na
estabilizacdo do lodo e na maior degradagcéo de matéria organica levando a uma
menor producéo de lodo, menor consumo de energia e producao de biogas (MAI,
STUCKEY; OH, 2018). Eles requerem uma area de instalagdo menor e podem ser
usados de forma descentralizada para tratar efluentes de hospitais, industrias,
areas urbanas, agroindustrias, entre outros (LATIF et al., 2011).

No entanto, os processos anaerobios utilizados por si s6 ndo sao eficientes
na remog¢ao de poluentes emergentes de aguas residuais e também podem perder
eficiéncia na remogéo de matéria organica e produgéo de biogas na presenca de
alguns desses compostos (REN; LUO; WAN, 2018; ZHAO et al., 2021). Portanto,
estudos recentes indicam que o uso de ferro zero valente (FZV) pode, além de
melhorar a digestao anaerobica e aumentar a producéo de biogas, ajudar a remover
eficientemente micropoluentes (LI et al., 2020; YE et al., 2021). Este estudo se
propde a investigar de forma abrangente os efeitos da presenca de nFZV e
farmacos antineoplasicos no processo de digestdo anaerdbia. O objetivo é entender
a interagdo desses elementos e seu impacto ndo apenas na producao de biogas
ao longo do processo, mas também na dinamica global da digestdo anaerdbia.
Além disso, busca-se identificar a concentracao ideal de nFZV de maneira objetiva
para otimizar a producao de biogas em reatores operados em batelada.

O Laboratério de Biotecnologia Ambiental (e-biotech — UFSC) vem
desenvolvendo nos ultimos anos trabalhos cujo objetivo é investigar a influéncia de
poluentes emergentes no tratamento de efluentes. Perazzoli (2015) avaliou a efeito
de nanoparticulas de oOxido de ferro sobre uma cultura mista de bactérias
oxidadoras de amoénia. Michels (2016) avaliou o efeito de nanoparticulas de prata
em uma cultura mista de bactérias oxidadoras de amdnia. Steinmetz (2016) avaliou

a inibicdo de antibidticos e promotores de crescimento, utilizados na suinocultura,
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sobre a produgao de biogas. Langbehn (2018) avaliou o efeito de dois antibidticos,
a tetraciclina e oxitetraciclina, sob uma cultura mista de bactérias nitrificantes e uma
cultura mista de bactérias nitritante. Mais recentemente Kelbert (2021) avaliou o
efeito de farmacos com acdo antitumoral em uma comunidade microbiana
anaerobia e estudou a remocgéo deste grupo de farmacos por rotas enzimaticas
juntamente com Pereira (2020). Por fim, Langbehn (2023) avaliou a remogéao de

antibioticos utilizando processos bioeletroquimicos.
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1.1 . OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi investigar a influéncia de nanoparticulas
de ferro zero valente (nFZV) no processo de digestdo anaerdbia, com a presenca

de farmacos antineoplasicos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Investigar a influéncia da presenga dos farmacos antineoplasicos
(Citarabina, Etoposido, Ciclofosfamida, Metotrexato e 5-fluorouracil)
durante o processo de DA.

e Sintetizar nFZV para aplicagado no processo de DA.

e Determinar a concentracao ideal de nFZV para otimizar a produgao de
biogas a partir da digestdo anaerdbia em reatores operados em batelada.

e Avaliar se o nFZV e os farmacos influenciam a produgao de polimeros

extracelulares e produtos microbianos soluveis.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Potencial de risco de farmacos antineoplasicos no ambiente.

Compostos farmacéuticos ativos, comumente conhecidos como farmacos,
sdo um grupo diverso de substancias biologicamente ativas que englobam
categorias terapéuticas como anti-inflamatorios n&o esteroidais, antibidticos,
antidepressivos, hormdnios, esteroides, anticonvulsivantes, reguladores lipidicos,
beta-bloqueadores, meios de contraste diagndstico e antineoplasicos. (NAS et al.,
2021). Os farmacos antineoplasicos s&o categorizados em cinco subcategorias de
acordo com suas operagdes terapéuticas funcionais: agentes alquilantes,
antimetabdlitos, alcaloides vegetais, antibidticos citotoxicos e outros agentes
antineoplasicos (YADAYV, et al., 2021).

Os agentes antineoplasicos representam uma classe de compostos
farmacéuticos utilizados como agentes quimioterapicos no tratamento do cancer.
Esses compostos organicos tém a capacidade de inibir a proliferacdo de células
que se dividem rapidamente, bem como o crescimento anormal de células em
tecidos, potencialmente atuando como células cancerosas. Essa propriedade é
conhecida como "citostatica". Os agentes antineoplasicos, ou citostaticos, circulam
no corpo humano, visando e destruindo as células cancerigenas. No entanto,
devido a sua baixa seletividade para certas células cancerigenas ou a sua natureza
nao especifica, esses medicamentos também podem ter efeitos adversos nas
células em divisdo normal de uma pessoa saudavel se houver contato com esses
compostos. Essas substancias bloqueiam a replicagdo do DNA no ciclo celular,
inibindo a atividade da topoisomerase. Adicionalmente, esses compostos podem
provocar alteragbes mutagénicas, carcinogénicas e genotoxicas na vida aquatica,
mesmo em concentragdes vestigiais presentes em aguas residuais hospitalares
tratadas (NEGREIRA et al., 2014 ; KUMMERER et al., 2016 ; NOVAK et al., 2017;
YADAV, et al., 2021).

Nos ultimos anos, estudos sobre a toxicidade em animais aquaticos e
bactérias tém recebido atencido crescente, especialmente no que diz respeito a

associacao dessa toxicidade com mutagdes genéticas (BRANDT, et al., 2012). O
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aumento significativo do cancer, classificado pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) como a segunda principal causa de morte, impulsionou a produgdo e o
consumo de medicamentos citostaticos e antineoplasicos (YADAV et al., 2021).
Estes compostos s&o reconhecidos como poluentes pseudopersistentes (JONES,
2005; HERNANDO et al., 2006). Pesquisas recentes sugerem que até mesmo
concentragcdes baixas desses medicamentos podem ser tdo toxicas quanto doses
unicas em concentracdes elevadas (ELERSEK et al., 2016; NOVAK et al., 2017). A
bioacumulacdo e bioamplificagdo desses compostos resultam em niveis
alarmantes no ambiente aquatico. No entanto, muitos desses compostos,
pertencentes a essas categorias, sdo excretados inalterados ou parcialmente
metabolizados na urina (YADAV et al., 2021), sendo posteriormente descartados
nos sistemas de esgoto, incluindo n&o apenas os de hospitais, mas também os
domeésticos. Esses farmacos, notavelmente resistentes aos tratamentos de
efluentes convencionais, chegam aos corpos d'agua praticamente inalterados
(IOANNOU-TTOFA, et al., 2020).

O tratamento de agua tradicional engloba métodos quimicos, biolégicos e
fisicos para transformar efluentes em uma forma menos prejudicial para o
ambiente, permitindo seu retorno ao ciclo da agua (PHOON et al., 2020). Nesse
contexto, o tratamento biolégico, especialmente os tratamentos bioldgicos
anaerobios, destaca-se na remogao e degradagao de farmacos. Reconhecido como
uma das solugbes mais econbmicas e ambientalmente amigaveis para tratar
efluentes contendo compostos organicos biodegradaveis, o tratamento bioldgico
envolve a degradacdo e digestdo da matéria organica por varios grupos de
microrganismos presentes no sistema. Além disso, a forma com que esses reatores
sdo operados também altera a eficiéncia de remogéo dos poluentes, sejam eles

emergentes ou nao.

1.2.2 Biotransformac¢ao de poluentes por processos biolégicos

Para que os ativos farmacéuticos sejam removidos biologicamente, os
microrganismos precisam transformar esses compostos por meio do metabolismo

microbiano ou cometabolismo (TRAN et al., 2013). O metabolismo microbiano
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envolve o uso de farmacos como substrato para os microrganismos no sistema
anaerobio. Em contraste, o cometabolismo é definido como a transformacao de
uma substancia que ndo serve como substrato - farmacos - em um substrato
(GONZALEZ-GIL et al., 2020). O cometabolismo ocorre acidentalmente, a medida
que os farmacos sofrem biotransformacao, ou seja, uma molécula de um agente
farmacéutico é decomposta em partes que a transformam em novas moléculas por
meio do cometabolismo pelos microrganismos. Essas novas moléculas podem
entdo ser metabolizadas e biodegradadas, levando a mineralizagdo completa do
poluente (TRAN et al., 2013).

O cometabolismo é provavelmente o mecanismo primario responsavel pela
biotransformacao de ativos farmacéuticos em produtos de degradagado em sistemas
anaerobicos (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2011; FERNANDEZ-FONTAINA et
al., 2016; FISCHER E MAJEWSKY, 2014; PLOSZ et al., 2010). Devido a sua
natureza altamente recalcitrante, os microrganismos precisariam gastar uma
quantidade consideravel de energia para biodegradar esses compostos. Além
disso, a baixa concentragdo (ug.L") seria insuficiente para sustentar o crescimento
celular microbiano (GONZALEZ-GIL et al., 2020). Portanto, a presenca de um
substrato € essencial para a biotransformagcao de farmacos. No entanto, o
cometabolismo pode néo ocorrer sempre de forma eficaz, pois também depende
das comunidades microbianas e de suas adaptagdes (FISCHER; MAJEWSKY,
2014).

A estrutura quimica dos farmacos também ¢é crucial para a
biotransformacao desses poluentes. Eles precisam ser quimicamente compativeis
com os sitios ativos de enzimas produzidas pelas comunidades microbianas
presentes nos digestores anaerdbios (GONZALEZ-GIL et al., 2017). Os ativos
farmacéuticos possuem moléculas grandes e complexas com varios grupos
funcionais, a maioria dos quais pode passar por diferentes reacées enzimaticas.
Prever os caminhos de biotransformacdo desses poluentes €& desafiador
(GONZALEZ-GIL et al., 2020).

A quantidade de microrganismos viaveis envolvidos na digestao
anaerobica de farmacos € imensa e permanece desconhecida. Diferentes

microrganismos podem realizar a mesma atividade biolégica por meio de vias
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metabdlicas distintas (GONZALEZ-GIL et al., 2020). As bactérias sdao mais
abundantes do que as arqueias metanogénicas, como confirmado pela analise
taxondémica em um reator anaerobio mesofilico em escala real (GUO et al., 2014).
No entanto, estudos destinados a identificar as principais comunidades microbianas
responsaveis pela biotransformacao de poluentes emergentes destacaram a
importancia de microrganismos formadores de acidos e de metano (CARNEIRO et
al., 2020; GONZALEZ-GIL et al., 2018; CETECIOGLU et al., 2016; CHANG et al.,
2005; LAHTI; OIKARI, 2011; VEETIL et al., 2012).

Atualmente, identificar as enzimas envolvidas no cometabolismo de
farmacos parece ser uma abordagem mais promissora do que focar nos
microrganismos. I1Sso ocorre porque um unico microrganismo pode produzir varias
enzimas, e diferentes microrganismos podem compartilhar vias enzimaticas
comuns. Enzimas produzidas por microrganismos metanogénicos parecem ser
cruciais para a biotransformagdo de farmacos. Uma enzima essencial na
metanogénese acetoclastica, a acetatoquinase, pode transformar certos farmacos,
como diclofenaco, ibuprofeno e naproxeno, com grupos carboxilicos e hidroxila por
meio de fosforilagdo (Figura 1). Outras quinases metanogénicas também podem
estar envolvidas nesse processo de biotransformag¢ao (DELGADILLO-MIRQUEZ et
al.,, 2011; FERNANDEZ-FONTAINA et al., 2016; FISCHER E MAJEWSKY, 2014;
PLOSZ et al., 2010.)
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Figura 1 - Vias de biotransformacao enzimatica do Diclofenaco. As categorias

enzimaticas incluem descarboxilases (EC 4.1.1.-) e acetato quinases (EC 2.7.2.1).

DICLOFENAC

NH
OH

(0]
H* ATP
EC4 11‘) b 2721
cao, ADP

@f@ Qf

FONTE: adaptado de GONZALEZ-GIL et al., 2020

As enzimas atuam como catalisadores seletivos e altamente eficientes que
aceleram reagdes quimicas especificas (GONZALEZ-GIL et al., 2019). A maioria
dos estudos tem se concentrado em enzimas de lodo ativado, particularmente
oxidoredutases. Essas enzimas catalisam reagcbes de oxidagcdo em grupos
funcionais especificos de produtos farmacéuticos. Isso pode tornar os compostos
resultantes mais suscetiveis a processos subsequentes de degradacgao
(FERNANDEZ-FONTAINA et al., 2016; KASSOTAKI et al., 2016). Em alguns
medicamentos, como compostos com grupos nitro (Metronidazol, Nitrofurantoina,

Cloranfenicol, entre outros), as oxidoredutases podem desempenhar um papel
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significativo na redugao desses grupos, tornando os compostos resultantes menos
toxicos e mais suscetiveis a degradacao subsequente.

No entanto, avancos foram feitos na exploragdo do papel de outras
atividades enzimaticas, como hidrolases (KRAH et al., 2016; ZHOU et al., 2022).
Enzimas hidrolases extraidas de lodo anaerdbico foram usadas para tratar cerca
de 35 poluentes emergentes, com uma quantidade significativa desses poluentes
sendo farmacos. Neste estudo, observou-se que uma parte substancial desses
compostos toxicos foi significativamente biotransformada (>20%) (GONZALEZ-GIL
ET AL., 2019). O resultado dessas reag¢des de hidrélise € a formagao de produtos
de degradacdo mais simples e frequentemente mais biodegradaveis. Esses
produtos podem entdo ser metabolizados por microrganismos anaerdbicos
presentes no digestor, contribuindo para a remogao eficaz de compostos
farmacéuticos do efluente (GONZALEZ-GIL et al., 2017; GONZALEZ-GIL et al.,
2020).

O tratamento de efluentes contendo farmacos em reatores anaerdbicos
depende crucialmente das atividades enzimaticas dos microrganismos. Embora as
oxidoredutases tenham sido tradicionalmente o foco dos estudos, ha uma mudanca
de perspectiva em relacdo a relevancia das hidrolases nesse contexto
(FERNANDEZ-FONTAINA et al., 2016; KASSOTAKI et al., 2016; KRAH et al., 2016;
ZHOU et al., 2022).

Portanto, se o0s microrganismos anaerdbicos forem adequadamente
estimulados pela adicdo de cofatores oxidantes ou redutores, aumentando as
atividades enzimaticas, eles sao capazes de biotransformar os farmacos com maior
eficiéncia (GONZALEZ-GIL et al., 2020).

1.2.3 Reatores anaérobios para remogao de poluentes emergentes

A digestao anaerdbia (DA) € um processo metabdlico complexo que ocorre
em condigdes anaerobicas e depende da cooperagdo de uma associacdo de
microrganismos para converter material organico em dioxido de carbono e metano.
Esse processo € dividido em quatro fases: hidrélise, acidogénese, acetogénese e

metanogénese. Cada fase é conduzida por diferentes grupos de microrganismos,
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em uma interagao sinérgica, e pode exigir condigdes ambientais distintas (AIRTON
KUNZ, et al., 2019).

Figura 2 — Processo da Digestdo Anaerobia

PROTEINAS

HIDROLISE ACIDOGENESE ACETOGENESE METANOGENESE
(FERMENTACAO)
e Aminoacido o Acidos Graxos e Acetato * CO, (25 - 45%)
e Aglicares Volatéis * CH, (50 - 75%)

e Acido Graxos * Alcoois
de Cadeia
Longa Biogas

FONTE: ADAPTADO DE CAVALEIRO; ALVES, 2020.

Comecando pela fase de hidrolise, compostos de alta massa molecular,
como lipidios, polissacarideos e proteinas, sao quebrados em substancias mais
simples e soluveis através de enzimas extracelulares. Essa etapa € crucial,
especialmente quando lidamos com materiais organicos complexos, pois pode
limitar a velocidade geral da degradacéo. A duragao da hidrolise varia dependendo
do substrato, sendo mais rapida para carboidratos e mais lenta para lignocelulose.
Na fase seguinte, a acidogénese, os mondémeros resultantes da hidrolise séo
convertidos em acidos orgéanicos de cadeia curta, alcoois e outros compostos por

26



diferentes grupos de microrganismos. Carboidratos como a glicose sdo degradados
em acido lactico ou etanol, enquanto os acidos graxos passam pela B-oxidagao,
resultando em acetato. A acetogénese, terceira etapa, é critica para o processo,
conduzida por bactérias acetogénicas que convertem acidos de cadeia longa em
acidos de cadeia curta, gerando hidrogénio e dioxido de carbono. Essas bactérias
estabelecem uma relagdo de sintrofia com arqueas metanogénicas e bactérias
homoacetogénicas para equilibrar as reagdes e favorecer a produgédo de acetato.
Finalmente, na metanogénese, ocorre a conversao do carbono em dioxido de
carbono e metano por arqueas metanogénicas, em condi¢gdes estritamente
anaerdbias. Essas arqueas podem seguir vias metabdlicas acetoclasticas
(convertendo acetato em metano) ou hidrogenotroficas (utilizando hidrogénio e
didéxido de carbono para produzir metano). A sensibilidade dessas arqueas a fatores
como pH e concentragdes de amdnia pode influenciar a dindmica do processo,
especialmente em ambientes com predominancia de certos grupos microbianos
distintas (AIRTON KUNZ, et al., 2019; CAVALEIRO; ALVES, 2020).

A DA é um tratamento biolégico conhecido por sua eficiéncia na degradagao
e estabilizacdo de substratos organicos em esgotos, mostrando resultados
promissores na degradacdo de compostos recalcitrantes, como poluentes
emergentes (BOIX et al., 2016). Além de sua eficacia, a DA é uma alternativa viavel
para a producdo de biocombustiveis por meio da geragdo de biogas, composto
principalmente por metano (CH4) e didxido de carbono (CO2). Além disso, a DA
produz um subproduto valioso, o digestato, que tem por caracteristica ser uma
carga organica semissolida rica em nutrientes que pode ser usada como
biofertilizante em praticas agricolas sustentaveis.

Entre as tecnologias anaerdbias desenvolvidas recentemente para o
tratamento de efluentes, destacam-se o reator de Mantas de Lodo Anaerébio em
Fluxo Ascendente (UASB), o Reator Sequencial em Batelada Anaerdbia (AnSBR),
o Biorreator de Membrana Anaerdobio (AnMBR) e o Biorreator de Membrana
Anaerébio com Bioencapsulagdo (AnBEMR). O AnBERMR se destaque devido a
sua propriedade de encapsulamento de microrganismos dentro de estruturas
microscépicas ou membranas, muitas vezes feitas de materiais poliméricos. Essas

capsulas ou membranas permitem que os microrganismos continuem a realizar
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suas fungdes bioldgicas especificas, como degradagao de poluentes, mesmo em
condi¢cbes adversas (PHOON et al., 2020). Uma analise critica dos resultados de
remocao de varias classes de farmacos durante o tratamento de aguas residuais
revela variagdes significativas entre diferentes compostos e condigbes
operacionais. Alguns farmacos, como Clotrimazol, Eritromicina, Sinvastatina,
Atenolol, Metoprolol, Sulfametoxazol, Estriol, Amoxicilina, Paracetamol e Acido
Mefenamico, demonstraram uma reducdo acima de 50% sob condi¢cdes
convencionais (pH 7 = 0,2 a 35°C) (ALENZI et al., 2021; TANG et al., 2020;
GONZALEZ-SALGADO et al., 2020; VASSALLE et al., 2020; BUSTO et al., 2020;
ASKI et al., 2020; AHMAD et al.,, 2019). No entanto, alguns farmacos, como
Diclofenaco, Claritromicina e Ofloxacino, representam desafios em termos de
degradagao e biotransformacdo (ABBOTT et al., 2021; GONZALEZ-SALGADO et
al., 2020; VASSALLE et al., 2020; AHMAD et al., 2019; ALENZI et al., 2021). A
presenca diversificada de farmacos, predominantemente identificados em estagcbes
de tratamento de efluentes, abrange uma ampla gama, desde hormoénios até
antibioticos. Esses farmacos exibem caracteristicas distintas, como lipofilidade,
hidrofilidade, toxicidade e concentragbes variadas, tornando os processos
bioldgicos associados a sua remogao desafiadores de controlar.

Condi¢des favoraveis a sintrofia, observadas em reatores anaerébicos
convencionais, sdo destacadas em estudos recentes (ALENZI et al., 2021; TANG
et al., 2020; GONZALEZ-SALGADO et al., 2020; VASSALLE et al., 2020; BUSTO
et al., 2020; ASKI et al., 2020; AHMAD et al., 2019). Parametros como temperatura
e pH, que influenciam qualquer processo biolégico, podem ser mencionados. Além
disso, a eficiéncia do processo na remocao de poluentes depende de outros
parametros operacionais, como tempo de retengédo hidraulica (TRH), tempo de
retencao celular (TRC) e adaptagdo da comunidade microbiana a presencga de
poluentes emergentes. Apesar de o sistema de DA ter etapas definidas em relagao
as suas reagdes bioquimicas (Figura 1), trata-se de um tratamento biolégico, o que
significa que depende de microrganismos viaveis para ter a atividade.

A maioria das arqueias produtoras de metano exibe melhor atividade em
uma faixa de pH estreita de 7,0 + 0,4 (MOYA-LLAMAS, TRAPOTE E PRATS, 2021;

ALENZ et al., 2021). Portanto, se nao houver consumo de acidos graxos volateis
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(AGVs), produzidos na fase de acidogénese, eles se acumulardo no meio,
aumentando a probabilidade de inibir o crescimento microbiano na fase
metanogénica devido a acidificacdo do meio e a consequente redugao do pH (LV,
et al, 2021).

No estudo de Tang et al. (2020), os medicamentos anti-hipertensivos
propranolol, atenolol e metoprolol foram introduzidos em um reator UASB para
avaliar a eficiéncia de remocdo. Apesar de uma redugdo significativa nos
medicamentos (entre 60-80%), os autores relataram que, a medida que a dose dos
medicamentos no reator UASB aumentava, a produgdo de metano diminuia. Eles
observaram que os medicamentos inibiam a degradagdo do acido acético,
reduzindo o pH do meio.

Resultados semelhantes foram observados no estudo de Alenz et al. (2021),
onde diversos medicamentos, incluindo compostos farmacéuticos ativos altamente
téxicos como medicamentos antineoplasicos, foram estudados quanto a sua
degradagdo. Foi relatado que os ativos farmacéuticos causavam estresse nos
microrganismos que consumiam matéria organica, levando a um acumulo de AGVs
e afetando a producédo de biogas e, consequentemente, a produgdo de CHa.
Quando a proporgao de consumo de AGVs é menor do que a proporgao de geragao
de AGVs, ha uma concentragdo excessiva desses acidos, resultando em uma
rapida diminuigdo do pH que afeta a atividade metanogénica (LV, et al., 2021).
Portanto, a presenca de farmacos pode ocasionar acumulo de acidos, que
consequentemente reduzir o pH para uma faixa abaixo do ideal para DA.

Outro fator associado a eficiéncia biolégica da DA é a temperatura. As
melhores eficiéncias de DA estdo ligadas a temperaturas mesofilicas (30°C - 40°C,
com temperatura 6tima entre 35°C - 37°C) e temperaturas termofilicas (50°C - 65°C,
com temperatura 6tima entre 55°C - 62°C) (SANTOS; VAN HAANDEL, 2019;
SANTOS, 2010). Algumas pesquisas demonstram que, para a degradacado de
compostos toxicos, as temperaturas mesdfilicas e termofilicas mostram melhor
eficiéncia de remocao para essas substancias. Conforme destacado na pesquisa
de Zahedi et al. (2021), um digestato mesofilico anaerdbio foi introduzido em trés
reatores separados contendo 32 tipos de antibidticos e alimentados com aguas

residuais de matadouros. Os reatores foram operados em diferentes temperaturas,
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sendo que o primeiro sistema a 21°C apresentou menor remogao dos farmacos e
producao reduzida de biogas. Por outro lado, os reatores mesofilicos e termofilicos
demonstraram maior remocgdo de antibidticos em comparacdo com o reator
psicrofilico, sendo que o reator mesofilico alcangou a melhor produgao de biogas.
Em relagcdo a remogao aprimorada dos farmacos, Zahedi et al. (2021) propdem uma
possivel razdo para a remocgao mais eficiente de medicamentos em temperaturas
mais altas, atribuindo-a ao aumento da atividade metabdlica microbiana e maior
biodisponibilidade. No entanto, deve-se observar que o reator psicrofilico foi
inoculado com bactérias aclimatadas a temperaturas mesdfilas, portanto uma
possivel razdo para seu desempenho inferior pode ser atribuida ao grupo de
bactérias metanogénicas que exibem maior atividade entre 37°C e 60°C, sugerindo
que se as bactérias estivessem aclimatadas a temperatura do sistema, os
resultados poderiam ser diferentes.

Ao comparar um reator mesofilico anaerébico com uma combinagdo de um
reator mesofilico anaerdbico e um reator aerdbico termofilico, Gonzalez-Salgado et
al. (2020) concluiram que o tratamento com reatores combinados (reator mesofilico
anaerobico e um reator aerdbico termofilico) expde compostos a diferentes
condicdes REDOX e temperaturas, melhorando significativamente a eficiéncia da
remocao de farmacos em comparagao com o reator mesofilico anaerébico. Esse
aprimoramento nao deve ser considerado apenas para a remoc¢ao aumentada de
produtos farmacéuticos, mas também para a combinacdo de dois tratamentos
bioldgicos distintos, juntamente com temperaturas favoraveis para a degradagao
de compostos téxicos.

Apoiando ainda mais os resultados de Zahedi et al. (2021) e Gonzalez-
Salgado et al. (2020), Gros et al. (2020) observaram uma remogao 14% maior de
farmacos do lodo fecal em um digestor anaerdbico termofilico em comparagao com
um digestor anaerdbico mesofilico tratando o mesmo lodo. Os microrganismos
mostram adaptabilidade a varias condi¢cdes operacionais. Com essa discusséo,
pode-se concluir que a temperatura ideal para a degradagdo de compostos
farmacéuticos pode variar entre 37°C e 60°C, enfatizando a importancia de
considerar a especificidade dos microrganismos metanogénicos e a temperatura

ambiente em que o reator esta operando.
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Normalmente, a digestdo anaerdbica termofilica € empregada quando ha
necessidade de eliminar microrganismos patogénicos como Escherichia coli e
Salmonella. Essa faixa de temperatura resulta em biossdlidos com baixa
contaminagdo microbiana, tornando-os ideais para aplicacdo em solos sem
restricbes, legalmente utilizados como fertilizantes em propriedades agricolas e
jardins. Digestores termofilicos exigem menos tempo para processar materiais
brutos (substratos), mas podem incorrer em custos mais altos e representar
maiores desafios operacionais (EPA, 2023).

O TRH e o TRC sao parametros essenciais em sistemas de tratamento de
efluentes, onde ambos desempenham papéis distintos, porém interconectados, na
eficiéncia do tratamento. O TRH refere-se ao tempo médio que o efluente
permanece no reator (LANGBEHN, et al., 2021), enquanto o TRC refere-se ao
tempo médio que as células microbianas - quantidade de biomassa - permanecem
no reator. Se o TRC for muito curto em comparagdo com o TRH, pode haver um
desequilibrio entre a producéo e a remoc¢ao da biomassa, afetando a eficiéncia do
tratamento, levando a producdo excessiva de substancias poliméricas
extracelulares (SPE), esta acumulagdo excessiva desses polimeros dentro do
sistema pode causar obstru¢cdes em membranas ou filtros, comprometendo a
eficiéncia do processo. Um TRC mais longo pode permitir uma melhor adaptacéo
dos microrganismos as condi¢des especificas do sistema, incluindo a presencga de
produtos farmacéuticos. O TRH apropriado depende das caracteristicas dos
compostos farmacéuticos presentes no efluente. Um TRH mais curto pode
favorecer compostos lipofilicos, enquanto compostos hidrofilicos e persistentes
podem exigir um TRH mais longo. Determinar o TRH 6timo deve considerar a
natureza especifica dos compostos e as condigbes do sistema para garantir um
tratamento eficaz (ALVARINO, et al., 2014; AZIZAN, et al., 2021).

Relacionando esses parametros com farmacos antioneoplasico, a baixa
pressao de vapor dos farmacos anticancer € uma caracteristica importante que
afeta sua estabilidade e solubilidade em diferentes condigbes ambientais. A
pressao de vapor de uma substancia € a pressao exercida por suas moléculas
quando passam do estado liquido para o estado gasoso em equilibrio, a uma

determinada temperatura. Quando a pressao de vapor € baixa, significa que menos
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moléculas estdo escapando da fase liquida para a fase gasosa (VOUTSAS, 2007).
No caso dos medicamentos anticancer, sua baixa pressao de vapor significa que
eles possuem uma tendéncia reduzida a evaporar em condi¢gdes normais de
temperatura e presséo. Isso os torna n&o volateis (YADAV, et al., 2021; VOUTSAS,
2007). Além disso, a baixa pressdo de vapor dos medicamentos anticancer
contribui para sua maior solubilidade em agua. Em geral, o farmaco precisa ficar
mais tempo dentro do reator para permitir que os microrganismos presentes no
sistema tenham tempo suficiente para metaboliza-lo e degrada-lo, aonde um TRH
e TRC mais longo permite que os microrganismos tenham mais tempo para
metabolizar os compostos presentes nos residuos, incluindo os farmacos
anticancer (YADAV, et al., 2021). As condigbes especificas devem ser avaliadas
caso a caso para determinar os tempos ideais de TRC e TRH.

Parametros operacionais como pH, temperatura, TRH e TRC desempenham
papéis cruciais na operacao eficiente de digestores anaerdbicos para tratamento
de efluentes. O pH adequado é essencial para manter condi¢cbes 6timas para a
atividade microbiana, garantindo o manuseio eficiente da matéria organica. A
temperatura influencia diretamente a velocidade das interagdes bioldgicas, exigindo
faixas especificas para promover a atividade microbiana. O TRH determina o tempo
que o efluente permanece no digestor, afetando a eficiéncia da digestao
anaerdbica. O TRC esta relacionado ao tempo de residéncia bacteriana no sistema,
crucial para a estabilidade do processo. Portanto, otimizar essas configuragdes é
essencial para garantir o tratamento eficaz de efluentes contaminados por produtos

farmacéuticos por meio de digestores anaerdébios.

1.2.4 Adicao de particulas de ferro zero valente em processos de DA

O uso de nanoparticulas como novos aditivos na DA €& uma tecnologia
emergente explorada nos ultimos anos. Particulas de FZV com um diametro inferior
a 100 nm (nFZV) fornecem ions de ferro divalentes para o sistema (Equagéao 1),
melhorando a capacidade de ativagdo e remogao de contaminantes devido a sua
grande area superficial e alta reatividade (SHREE, NAMASIVAYAM e PANDIAN,
2023).
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Fe? + 2H,0 — Fe?* + Hz + 20H- (1)

Essas especificidades das nFZV s&o unicas, pois melhoram a producéo de
biogas e CH4 em reatores anaerodbios, fornecem mais H2 para o sistema e
promovem melhor atividade enzimatica durante as etapas de hidrélise e
acidificacado (SUANON et al., 2017; LIZAMA et al., 2019; HUANG et al., 2019).
Durante as etapas iniciais da digestdo anaerodbia, a hidrolise da matéria organica
pode resultar na produgdo de H2 como subproduto. A nFZV pode facilitar esse
processo promovendo a quebra de substratos complexos em moléculas menores,
criando condigdes favoraveis para a producdo de H2 por microrganismos
anaerdbios. Além disso, as nanoparticulas podem auxiliar na acidificagao do meio,
criando condi¢des favoraveis para a atividade enzimatica e a produgao de acidos
organicos, como acido acético e acido propidnico, por meio da quebra de moléculas
poliméricas ou complexas, consequentemente aumentando a area superficial da
matéria organica e dos poluentes para atividades enzimaticas (Figura 3). Apds as
etapas de hidrdlise e acidificagdo, os produtos intermediarios e os substratos
abundantes disponibilizados pela oxidacdo gerada pela nFZV podem ser
convertidos em CHas por microrganismos metanogénicos (SUANON et al., 2017;
BARRENA et al., 2021).

Figura 3 - Hidrogenagao do poluente organico pelo Hz2 formado a partir da oxidagéo da

nFZV. O ‘R’ representa um radical organico e o ‘X’ uma fungéo orgénica genérica.

Fe?*
H.O
R
OH* + H> g
RH + X + H*

FONTE: elaborado pela autora.
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Em um estudo realizado em um reator mesofilico de 500 mL para o
tratamento de varios tipos de farmacos e produtos de cuidados pessoais, foram
adicionadas nFZV. O experimento, com duragdo de aproximadamente 30 dias,
alcangou uma producao de biogas 25% maior em comparagdo com seu controle.
Em relacdo a degradagdo dos farmacos, o losartana e o naproxeno foram
prontamente degradados durante a digestdo anaerdbia, com uma eficiéncia meédia
de remocéo superior a 50%. Fenoprofeno, codeina e cetoprofeno foram removidos
moderadamente, com eficiéncias médias de remocao de 45,4%, 39,1% e 25,5%,
respectivamente; no entanto, sildenafila, miconazol e fluoxetina ndo apresentaram
eficiéncias de remocao (SUANON et al., 2017). Em um estudo mais aplicado sobre
o antibidtico sulfadiazina encontrado em residuos bovinos, um digestor anaerobio
produziu resultados semelhantes. Nos primeiros 12 dias de digestdo, o reator
experimental apresentou maior produgao de biogas em comparagdo com seus
controles, com producao significativa de biogas iniciando apenas apos 15 dias de
estudo. Em relagdo a degradacdo do medicamento, foi observada uma reducao
média de 60% (HUANG et al., 2019). Em um estudo de Zhou et al. (2022), dois
reatores de 30 L foram testados para a biotransformagao de antibiéticos. Em um
reator, foram adicionadas duas enzimas - celulase e papaina - e, no outro reator,
foram adicionadas tanto as enzimas quanto nFZV. Ambos os reatores mostraram
uma reducdo nos niveis de produtos farmacéuticos, mas o reator com a adi¢cao de
nFZV exibiu uma reducédo maior e estabilidade do reator. Os antibi6ticos usados no
experimento foram sulfametoxazol, sulfametazina, tetraciclina, ofloxacina e
roxitromicina, com uma concentragdo de 20 ug.L"'. Para o componente ofloxacina
(redugao aproximada de 25%), uma maior redugédo foi observada apenas na
presenca de enzimas. Os componentes ativos tetraciclina, sulfametoxazol,
sulfametazina e roxitromicina (redugcao aproximada de 40%, 95%, 80% e 50%,
respectivamente) tiveram uma maior redugéo na presenga de ambas as enzimas e
nFZV. O reator com a presencga de nFZV apresentou um volume de produgao de
metano mais alto (414,30 + 9,88 mL.g DQO"' removido) em comparagdo com o
reator com apenas enzimas (357,94 + 13,52 mL.g DQO-' removido).
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Os estudos analisados destacam a eficacia do uso de nFZV nos processos
de DA para o tratamento de farmacos. Em ambos os estudos de Suanon et al.
(2017) e Huang et al. (2019), a adigdo de nFZV resultou em uma melhoria
significativa na producdo de biogas, enfatizando sua capacidade de acelerar a
digestao anaerdbia. Além disso, a degradacgao de varios farmacos foi notavel, com
eficiéncias de remocéao variadas, destacando a aplicabilidade das nanoparticulas
de ferro na remogéo desses compostos. O estudo de Zhou et al. (2022) apoiou
esses resultados, demonstrando que a adigdo de nFZV, juntamente com enzimas,
proporcionou uma redugado mais significativa na concentragdo de antibiéticos,
resultando em maior estabilidade do reator e produgao de metano. Juntos, esses
achados destacam o potencial promissor das nFZV como uma estratégia eficaz
para aprimorar a eficiéncia e o desempenho dos processos de DA para tratar
efluentes contaminados com farmacos

As nFZV atuam como substrato complementar por microrganismos durante
a DA e devem ser re-adicionadas ao digestor anaerdbio para manter a atividade de
melhoria da producéo de biogas e degradagdo da matéria organica (YANG et al.,
2013; KONG et al., 2021). Estudos sobre a cinética dessa acao sao raros para fazer
uma afirmacado sobre o tempo ideal de alimentagdo dos reatores; no entanto,
algumas pesquisas indicam que para um reator com uma concentragéo de solidos
volateis de 10 g.L-!, a concentragéo de nFZV ndo pode exceder 5 g.L-'; ao contrario,
outros afirmam que a dosagem adequada deve ser determinada com base nas
caracteristicas do substrato (BARRENA et al., 2021; KONG et al., 2019; KONG et
al., 2021). Ainda assim, na maioria dos estudos, foram encontradas concentracdes
de 5 e 10 g.L" ou até mais altas (FENG et al., 2014; ANTWI et al., 2020; CAO et
al., 2019).

A complexidade associada ao uso de nFZV em processos de DA para tratar
compostos farmacos. Embora os estudos revisados destaquem beneficios
notaveis, como melhoria na producédo de biogas e eficiéncia na degradacdo de
farmacos, eles também enfatizam desafios significativos. A dosagem precisa de
nFZV é crucial, pois 0 excesso pode inibir a atividade metanogénica, resultando na
formacao de subprodutos como hidroxilas durante a oxidagdo do ferro. Essa

dindmica pode impactar negativamente o ambiente anaerdébico, alterando o pH e
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prejudicando a atividade metanogénica. Além disso, a falta de consenso sobre a
dosagem ideal de nFZV e a variagédo nas caracteristicas do substrato complicam a
administracdo adequada. Embora as nFZV apresentem resultados promissores na
otimizacdo da DA para o tratamento de farmacos, uma abordagem critica desses
desafios é crucial para avangos significativos, exigindo uma compreensdo mais
profunda da interagao e a formulacao de diretrizes adaptaveis para aplicagao eficaz

em sistemas de DA.
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2MATERIAIS E METODOS

Neste item serédo apresentadas as metodologias dos ensaios realizados no
Laboratdrio de Biotecnologia Ambiental (e-biotech), localizado no Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos, da Universidade Federal de Santa

Catarina.

21 REATOR PARA ACLIMATACAO DO |INOCULO EM ESCALA
LABORATORIAL

O indculo foi preparado com uma mistura de dois lodos coletados de
diferentes Estagdes de Tratamentos de Efluentes (ETE), localizados em
Florianopolis (Brasil): de um reator anaerdbio utilizado para tratar esgoto doméstico
e de um reator biolégico aerébio de um hospital oncolédgico. O objetivo foi adaptar
bactérias anaerdbio facultativas com os genes de resisténcia para farmacos
antineoplasicos da ETE do hospital oncolégico a um ambiente completamente
anaerobio. Foram misturados 1,75 L, com 29,13 gST/Kg' e 1,15 L, com 31,88
gST.Kg' de lodo de ETE de esgoto doméstico e de hospital oncoldgico,
respectivamente e completados com 600 mL de Solugcdo Salina 0,05% para
completar o volume de 3,5 L.

Foram colocados em frasco 4 litros (Figura 4), deixando em headspace de
500 mL, que foi selado para manter as condicbes anaerdbias, sendo que a
temperatura foi mantida em 35°C £ 2°C, com tempo de retengado hidraulica de
(TRH) de 3,5 dias por 8 meses. Neste TRH, 120 mL da fase liquida do lodo do
reator eram removidos e substituidos por 120 mL de lodo aerdbio da ETE do
hospital oncologico. Esta adicdo de lodo servia como nutricdo para os
microrganismos ja presentes no frasco inoculado, aumentando também a carga de

microrganismos portadores de genes de resisténcia.

37



Figura 4 - Reator anaerdbio para preparo do Inéculo

FONTE: O autor.

O lodo anaerdbio aclimatado tinha composigéo fisico-quimica apresentado

na Tabela 1, antes de realizar os experimentos em batelada.

Tabela 1 - Composig¢ao Fisico-Quimicas do In6culo

Parametro Condigao Unidade
pH 7,12 Unidades de pH
DQO 749,70 + 19,31 mg O2.L"
ST 17,52+ 0,20 9.Kg™"
SF 2,49 £ 0,05 g.Kg™
SV 15,03 + 0,15 9.Kg™"

FONTE: Elaboradora pela autora.
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E importante destacar que este lodo, por ter passado por um tratamento de
8 meses, nao se caracteriza como esgoto bruto, mas sim como lodo ativado. Antes
da realizagcado dos experimentos, o TRH do reator foi interrompido para reduzir a
carga organica e deixar os microrganismos em estado de "fome". Isso foi feito para
que, quando os reatores em batelada fossem colocados em operagdo, nao
houvesse necessidade de uma adaptagao prolongada, permitindo que a coleta de

dados comecgasse em menos de 24 horas.

2.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE FERRO
ZERO VALENTE

Para a sintese das nFZV, foi empregado o método adaptado de Dutra
(2015) e Vieira (2014) (Apéndice A). Sucintamente descreve-se: uma solugao de
100 mL de Sulfato Ferroso 0,27 mol.L-" com um pH ajustado para 6,5 com Hidréxido
de Sdédio 0,1 mol.L foi reduzida com 100 mL de solugdo de Borohidreto de Sadio

1,1 mol.L-* em uma atmosfera livre de oxigénio (Figura 5).

Figura 5 - Representacao da Sintese das nFZV

NaBH: mmjies- |ig

FeSO4

FONTE: Elaborado pela autora.



As particulas obtidas foram lavadas com acetona, mantidas em uma
atmosfera inerte e imersas em acetona (Figura 6) até o uso e caracterizagao
posteriores (CHEN, et al., 2011; VIEIRA, 2014). Para preparar o material para uso,
o mesmo foi seco em um dessecador com atmosfera de acetona, minimizando

qualquer oxidagao potencial antes do uso.

Figura 6 - Material sintetizado e armazenado em acetona.

FONTE: Elaborado pela autora.

As nFZV foram caracterizados através dos ensaios de Microscopia
Eletrénica de Transmissao (MET) e Espectroscopia de Difragao de Raios-X (DRX).
Para o preparo da amostra para o ensaio de MET, dilui-se uma aliquota das nFZV
em etanol absoluto e realizou-se a agitagdo em banho-ultrassom por 20 minutos,
depositou-se com uma micropipeta uma aliquota do material em um grid de carbono
para registro das imagens (DUTRA, 2013). O equipamento utilizado foi o JEM 1011
do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC).

Para este ensaio de DRX, a amostra precisava estar extremamente seca,
sendo assim, logo apds a sintese do material, 0 mesmo foi filtrado e armazenado
em frasco de penicilina com septo e lacre purgado em gas hélio e enviado para

analise. O equipamento utilizado foi o Rigaku MiniFlex600 DRX do Laboratério
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Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN) do

Departamento de Engenharia Quimica da UFSC.

2.3 FARMACOS ANTINEOPLASICOS

Para este estudo, foram utilizados 5 farmacos antineoplasicos listados no
NORMAN (2016) para testar seu potencial de toxicidade em microrganismos
anaerobios em digestores comuns e digestores com a adigdo de nZVI. E também
foram escolhidos pois sdo largamente utilizados nas Unidades de Alta
Complexidade em Oncologia do municipio de Florianépolis (ZANCHETTA, 2021).
Os padrées selecionados foram: Citarabina (Farmacopeia Europeia, cddigo
C3350000 e pureza >99%), Etoposideo (Farmacopeia Europeia, codigo E2600000
e pureza >99%), Ciclofosfamida (Sigma-Aldrich, codigo C0768 e pureza >97%),
Metotrexato (Farmacopeia Europeia, cédigo M1000000 e pureza >99%), e 5-
fluorouracil (Sigma-Aldrich, codigo F6627 e pureza 299%).

Para o experimento, uma solucdo aquosa concentrada foi preparada
combinando todos os farmacos (0,5 mg de cada farmaco para preparar uma
solugéo final de 25 mL), resultando em uma concentragao final de 20 mg.L™" para
cada ativo farmacéutico. Aliquotas de 800 uL foram adicionadas aos reatores
experimentais em batelada (CP3, R1, R2, R3, R4 e R5) para alcancar a

concentragéo de trabalho do experimento, que foi de 200 ug.L".

24 PREPARO DOS REATORES OPERADOS EM BATELADA

Para verificar a influéncia de diferentes concentragdes de nFZV (0,2, 0,5,
1, 2 e 4 g.L") na digestdo anaerdbia, foram realizados experimentos com e sem
farmacos antineoplasicos, com e sem nFZV. Para tal, 13 condi¢cdes diferentes
foram avaliadas (Tabela 2), todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os
farmacos escolhidos, conforme citato anteriormente, foram 5-fluorouracil,
ciclofosfamida, etoposido, citarabina e metotrexato, utilizados sempre misturados,
na concentracdo de 200 pg.L', que é considerado ambientalmente relevante.

Optou-se por nao analisar a influencia destes compostos de forma individual pois,
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em ambientais naturais ou em efluentes, dificimente sera encontrado farmacos

isolado.
Tabela 2 - Composigao frascos experimentais (reatores).
Re_ator Sigla Composigao
Experimental
Controle Negativo CN Inoculo e agua
Controle Positivo 1 CP1 Inéculo, alimentagdo e agua
Controle Positivo 2.1 CP21 Inéculo, alimentagdo, agua e nFZV (0,2 g.L™)
Controle Positivo 2.2 CP2.2 Inéculo, alimentagao, agua e nFZV (0,5 g.L ")
Controle Positivo 2.3 CP2.3 Inéculo, alimentagio, agua e nFZV (1 g.L™")
Controle Positivo 2.4 CP2.4 Inéculo, alimentagéo, agua e nFZV (2 g.L™")
Controle Positivo 2.5 CP2.5 Inéculo, alimentagio, agua e nFZV (4 g.L™")
Controle Positivo 3 CP3 Inéculo, alimentagdo, agua e farmacos™
Reator 1 R1 Inéculo, alimentagéo, agua, nFZV* (0,2 g.L™") e farmacos*
Reator 2 R2 Inéculo, alimentagéo, agua, nFZV* (0,5 g.L™") e farmacos*
Reator 3 R3 Inéculo, alimentagéo, agua, nFZV* (1 g.L"") e farmacos*
Reator 4 R4 Inéculo, alimentagao, agua, nFZV* (2 g.L ") e farmacos*
Reator 5 R5 Inéculo, alimentagéo, agua, nFZV* (4 g.L") e farmacos*

* Citarabina, metotrexato, etoposido, fluorouracil e ciclofosfamida na concentragdo de 200 ug.L™'
cada ativo.

FONTE: Elaboradora pela autora.

Frascos de penicilina com um volume de 100 mL, com 80 mL de volume
util, foram usados como reatores (Figura 7). Todos os frascos foram vedados com
septos de borracha e tampas metalicas. Foram inoculados com 10 g.Kg™' de solidos
volateis. Macro e micronutrientes foram adicionados como meio nutricional (Tabela
3) com o objetivo de simular uma &agua residual de tratamento de efluentes
anaerébios (HENDRIKS, et al., 2018). Além disso, nFZV e medicamentos foram
adicionados de acordo com as concentragdes indicadas na Tabela 2.
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Figura 7 - Frasco utilizado como reator operado em bateladas

FONTE: Elaborado pela autora.

Para manter condi¢bes anaerdbias, o frasco foi purgado com gas
nitrogénio, o qual foi borbulhado no meio por aproximadamente 1 minuto em todos
os frascos. Os frascos foram mantidos em um banho termostatico (35°C + 2°C) sob

agitacao constante até estabilidade na producgao de biogas (44 dias).
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Tabela 3 - Composi¢ao da alimentagao dos Reatores

Macronutrientes™*

Reagente Substrato Concentragio (g.L") ***
Amido soluvel Carbono 2,5
Celulose microcristalina Carbono 2,5
Extrato de Levedura Proteina e Carbono 0,2

Micronutrientes

Reagente Substrato Concentragao (ug.L™) ***

Sulfato de Ferro heptahidratado Ferro 165
Cloreto de Cobalto hexahidratado Cobalto 14
Cloreto de Niquel hexahidratado Niquel 5,41
Sulfato de Zinco heptahidratado Zinco 19
Cloreto de Cobre Cobre 5
Cloreto de Manganés tetrahidratado Manganés 3,75
Molibdato de Sédio Dihidratado Molibdénio 11
Selenito de Sodio Anidro Selénio 48
Tungstato de Sédio Dihidratado Tungsténio 0,33
Acido Bérico Boro 0,0114

** Considerando um inéculo de 10 g.Kg' de SV.

*** Em relagdo ao substrato e ndo em relagdo ao reagente.

FONTE: Elaborado pela autora.

Diariamente foram medidas a temperatura ambiente, a pressdo atmosférica

e o0 volume de biogas produzido, pelo método de deslocamento da seringa

(MENDES,2023).

2.5 QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO DO BIOGAS

A medigdo diaria do volume de biogas, realizada a cada 24 horas, foi

conduzida deslocando o émbolo de uma seringa de vidro no septo do frasco reator.

A produgcdo de biogas foi expressa em Volume nas Condicbes Normais de

Temperatura e Pressao (NTP), e calculada conforme a Equacao 2 descrita abaixo

(MENDES, 2023):
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Vx (P+P,) x T,
VnTp= T hxT (2)

Onde, Vntp € 0 volume de gas normalizado (mL), V é o volume de gas lido
(mL), P é a presséo da fase gasosa no momento da leitura (mbar), Pw € a pressao
de vapor d’agua como fungao de temperatura ambiente (mbar), Tn € a temperatura
normal (273 K), T € a temperatura do gas (K) e Pn € a pressao normal (1013 mbar).

O biogas foi caracterizado por Cromatografia Gasosa (GC) (Shimadzu,
modelo GC-2014ATFSPL) equipada com Detector de lonizagdo de Chama (FID) e
Detector de Condutividade Térmica (TCD) (corrente 45 mA) e uma coluna 60/80
Carboxen-1000 (Supelco, numero de série 12390-U). Uma amostra de 300 L foi
injetada com uma taxa de fluxo de 30 mL.min"" de argénio (99,999%) como gas de
arraste. A temperatura inicial do forno foi ajustada para 180°C, aumentando a uma
taxa de 1°C.min"" até atingir 210°C. Este ensaio foi realizado préximo ao final do
periodo experimental no Laboratério de Energia e Meio Ambiente (LEMA), da

Universidade Federal de Santa Catarina.

2.6 DETERMINACAO DA VELOCIDADE MAXIMA DE PRODUCAO DE
BIOGAS

Para determinar a velocidade maxima de producao de biogas (Qmax biogas ),

utiliza-se a equagao de Monod (1949), expressa por:

qd = Qmax m (3)

Onde q é a taxa de produgao de biogas, gmaxbiogas € a velocidade maxima de
producao de biogas, S é a concentragdo do substrato e Ks € a constante de semi-
saturagao.

No entanto, a identificacdo precisa do intervalo em que ocorre a maxima
velocidade de producao pode ser desafiadora. Para superar essa dificuldade, foi

elaborado um grafico que representa a variagao da velocidade de producéo de

45



biogas em fungdo do tempo. A velocidade de produgao de biogas (q) foi plotada
ponto a ponto ao longo do tempo, permitindo a visualizagao do pico de producgao.
Este pico indica o ponto em que a taxa de produgado de biogas atingiu seu
valor maximo, correspondendo a gmax . Para uma analise mais detalhada, foi
tracada uma tangente a curva dos dados cinéticos. A inclinagéo dessa tangente
representa a velocidade maxima de produgéo de biogas (mL.L™".d™"). A abordagem
descrita pode ser resumida pela seguinte equagao de derivada, que identifica o

ponto de maxima velocidade:

d(q)
“dt |pico =0 (4

Onde a derivada da taxa de producgéao de biogas (q) em relacéo ao tempo (t)
€ igual a zero no ponto de maxima producgdo. Esta metodologia assegura uma
analise cinética mais robusta e precisa, facilitando a identificacdo do ponto exato

onde a taxa de produgao de biogas atinge seu valor maximo.

2.7 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

A medicdo do pH, da série de sdlidos totais e da demanda quimica de
oxigénio (DQO) seguiram a metodologia descrita na 23? edicdo dos Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2017). A analise de
pH (Quimis - Q402M) foi medida imediatamente apdés a conclusdao dos
experimentos. Amostras para o teste de DQO foram centrifugadas, sendo apenas
0 sobrenadante analisado, e o precipitado desconsiderado. As amostras foram
preservadas por congelamento. As amostras de sodlidos foram preservadas sob

refrigeracao e ao longo de uma semana foram analisadas.

2.8 PRODUTOS MICROBIANOS SOLUVEIS E SUBSTANCIAS POLIMERICAS
EXTRACELULARES

As substancias poliméricas extracelulares (SPE) sdo polimeros que se

encontram ligados a superficie celular de microrganismos, formando uma matriz
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extracelular que envolve as células microbianas, conhecida como biofilme. Por
outro lado, os produtos microbianos soluveis (PMS) sao os compostos liberados
em quantidades significativas na solugdo onde os microrganismos estao presentes.
Esses produtos resultam da lise celular, a ruptura das células microbianas, e da
hidrolise das SPE. Dessa forma, os PMS sdo compostos soluveis que derivam da
decomposigcao das células e dos polimeros extracelulares, contribuindo para a
composi¢ao quimica do ambiente circundante onde os microrganismos est&o ativos
(WANG et al., 2014).

No final do experimento, as amostras de biomassa do reator foram
centrifugadas a 4°C e 12000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante resultante foi
fitrado e congelado para analises posteriores, enquanto uma aliquota desta
amostra foi utilizada para a determinagao dos PMS, os quais foram quantificados
imediatamente apds o descongelamento. A biomassa remanescente foi congelada
para analise futura. As SPE foram extraidas da biomassa centrifugada seguindo o
meétodo descrito por Ramesh et al. (2006). Em ambas as amostras, a quantificagao
de proteinas e polissacarideos foi realizada. A analise de polissacarideos foi
conduzida utilizando o método fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al.,, 1956),
enquanto a analise de proteinas foi realizada utilizando o método de Coomassie

Plus — Bradford (Thermo Scientific, versao vigente).
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3RESULTADOS

3.1  PRODUCAO DE NANOPARTICULAS DE FERRO ZERO VALENTE

As nanoparticulas de FZV obtidas por sintese inorganica foram
caracterizadas para comprovar se de fato ela teria sido formada, além de e
comparar seu tamanho e morfologia com outros compostos sintetizados em
estudos anteriores. Através do ensaio de Espectroscopia de Difracdo de Raios-X
(DRX), os resultados obtidos mostraram maior intensidade em 45,1°, 65,4° e 82,8°
(Figura 8), indicando a presenca de nZVI, semelhante ao que foi encontrado na
literatura (CHEN, et al., 2011; VIEIRA, 2014; DUTRA, 2015).

Figura 8 - Difratograma das nanoparticulas de ferro zero valente.
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FONTE: Elaborado pela autora.
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Em todas as referéncias tedricas citadas (CHEN, et al., 2011; VIEIRA, 2014;
DUTRA, 2015), nFZV foi obtido com um tamanho de 100 nm. Com o ensaio de
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). Contudo no presente trabalho o
tamanho das nanoparticulas, que variaram de 100 nm a 200 nm, e confirmar a
morfologia (forma esférica, nos tons de preto a cinza escuro, tamanho variado e
tendéncia a aglomeracgéo) da substancia. A nFZV tende a ser menor que 100 nm,
mas, como podemos observar nas imagens abaixo (Figura 9 A e B), as
nanoparticulas naturalmente tendem a se aglomerar, tornando dificil a medi¢ao das
particulas (VIEIRA, 2014).

Figura 9 - Microscopia das nanoparticulas de FZV produzidas indicando A)
Aglomerado de nFVZ e B) Morfologia das nFZV.
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FONTE: Elaboradora pela autora.

A estrutura agregada do nFZV ¢ atribuida as forgas magnéticas e forgas de
van der Waals entre a nFZV, como Fe®, devido a sua instabilidade eletronica,
constantemente buscando estabilidade (CHEN, et al., 2011). Quando as particulas
entram em contato com um sistema rico em oxigénio livre, tendem a oxidar-se por
meio de reagdes quimicas redox, ja que as forgas magnéticas e de van der Waals
sd30 mais fracas e ndo proporcionam a estabilidade que o Fe® busca. Assim, a

presenca do composto alvo é confirmada.
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3.2 INFLUENCIA DAS NFZV NA PRODUCAO BIOGAS

Durante o periodo experimental de 34 dias, os volumes normalizados de
biogas acumulado variaram entre as condi¢cdes aplicadas nos frascos. As Figuras
10 e 11 ilustram o volume acumulado de biogas ao longo do experimento em
diferentes condi¢cdes. A Figura 10 representa a situagdo de controle, sem a
presenga de farmacos, exceto no caso de CP3 (sem nFZV e com farmaco). Por
outro lado, a Figura 11 retrata a situagdo com a presenca de farmacos e nFZV. E
claramente observavel que a inclusdo de nFZV resulta em um incremento na
producao de biogas, conforme evidenciado pelas curvas de CP1 a CP2.4 (sem ferro

e com 2 g.L", respectivamente).
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Volume de biogas (L)

0.8

Figura 10 - Acumulo de biogas nos frascos controle.

Tempo (Dias)

——CP1——-CP21——CP22 —~—CP23
—+—CP24—~—CP25—CP3

Fonte: Elaboradora pela autora.
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Nos frascos de controle CP1 e CP3 (ambos sem nFZV, CP1 sem farmaco e
CP3, com farmaco), os volumes acumulados foram de 059 L e 042 L,
respectivamente. Para os frascos de controle CP2.1, CP2.2, CP2.3, CP2.4 e CP2.5
(com concentragbes crescentes de nFZV 0,2; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g.L*! e todos sem
farmacos) os volumes acumulados foram de 0,58 L, 0,64 L, 0,60 L, 0,66 L e 0,63 L,
respectivamente. E, por fim nos reatores R1, R2, R3, R4 e R5 (com as concentragbes
de nFZV, crescentes, igualmente aos CPs, mas com adigdo de 200ug.L-! da mistura
de farmacos), os volumes foram de 0,46 L, 055 L, 0,64 L, 0,66 L e 0,73 L,
respectivamente. Em relagdo ao controle positivo 3, os frascos cem nFZV e farmaco,
tiveram ganhos de porcentuais de 10,22; 31,16; 52,77; 9,52 e 75,85% para R1, R2,
R3, R4 e R5, respectivamente, de volume acumulado de biogas, ficando ainda mais
nitido que a presenga de concentragées cada vez maiores de nFZV trazem ganhos
significativos, mesmo com compostos inibitérios como os farmacos.

Estudos indicam que a inclusdo de nFZV em reatores anaerdbicos pode
melhorar a produc¢ao de biogas e consequentemente de metano (CHa4) (LIZAMA et al.,
2019; SU et al., 2013). O nFZV é conhecido por aumentar a atividade enzimatica nas
etapas de hidrolise e acidificagao, promovendo o crescimento de microrganismos que
consomem gas hidrogénio (Hz2), como bactérias homoacetogénicas e metanogénicas
hidrogenotroficas (SUANON et al., 2017; BARRENA et al, 2021). Esses
microrganismos podem fornecer elétrons diretamente ou gerar hidrogénio por meio da
oxidagao anaerdbica do ferro (LIU et al., 2012; FOLGOSA et al., 2015). Os resultados
deste estudo demonstram que a adicdo progressiva de nFZV nos reatores esta
associada a uma melhoria no volume de biogas produzido, como evidenciado nas
Figuras 10 e 11. Este aumento na quantidade de nFZV resulta em uma maior
eficiéncia do processo anaeroébio, indicando seu potencial como um agente promissor
para otimizar a producdo de biogas. Em relagdo aos reatores CP2.4 e CP2.5 (2
gnFZV.L-' e 4 gnFZV.L" e sem adigdo de farmacos, respectivamente), o reator com 2
gFZV.L"apresentou o maior acimulo de biogas quando comprado com o reator com
a maior quantidade de nFZV. Esse resultado pode ser atribuido a duas suposicoes
principais: a primeira diz respeito a possibilidade de inibigdo microbiana e instabilidade
causadas pelo nFZV no sistema; a segunda considera a ocorréncia de erros

estatisticos e humanos durante a coleta do biogas.
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Volume de biogas (L)

0.8

Figura 11 - Acumulo de biogas nos frascos com nFZV e farmacos

5 10 15 20 25 30 35
Tempo (Dias)
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—+—R5——CP3

Fonte: O autor.
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Mas, apesar do acumulo de biogas ser um bom indicativo que nFZV estao
contribuindo positivamente para a possivel degradagao dos farmacos e producéo de
biogas, é interessante avaliar a velocidade de producgao afim de identificar possiveis
inibicbes e adaptacbes da microbiota. A taxa maxima de producéo de biogas (Qqmax
biogas) €M cada uma das condigdes experimentais (Tabela 4) também é afetada pelo
nFZV. Ao analisar apenas os dados dos ensaios sem farmacos e com nFZV (CP2.1
ao CP2.5), observa-se um aumento na velocidade de produgao de biogas a medida
que a concentracao de ferro aumenta. No entanto, ao analisar os dados contendo
nFZV e farmacos (R1 a R5), ndo se observa uma tendéncia clara. Hd um aumento até
o R83, seguido de flutuacdo nos dados. Assim, ha uma tendéncia de aumento da
velocidade até uma concentragédo de 1 g.L" de nFZV (R3), e acima disso, pode-se
afirmar que o nFZV nao contribui para aumentar gmax biogas. Em outras palavras,
quando ha um inibidor presente (farmacos), o ferro ndo tem uma influéncia significativa
nas velocidades.

Outro aspecto importante a considerar é a duracdo da fase de laténcia em
cada condicdo, que foi observada nos dias 18, 13, 14, 12, 9 e 9 para CP1, CP2.1,
CP2.2, CP2.3, CP2.4 e CP2.5, respectivamente. E importante ressaltar que o CP1
nao contém adicdo de nFZV, enquanto o CP2.5 possui a maior concentragao (4 g.L-
). Quando adicionamos 200 ug.L' de farmacos, observamos um aumento claro na
duragédo da fase de laténcia, especialmente no CP3 (sem nFZV), onde a fase de
laténcia é encerrada por volta do dia 20. Em comparagao com os sistemas que contém
adicao de ferro e farmacos, observamos uma redug¢ao no tempo da fase de laténcia,
sendo que quanto maior a concentracio deste aditivo, menor o tempo necessario para
atingir o fim da fase de laténcia. Especificamente, foram observados os dias 24, 20,
14, 10 e 9 para R1, R2, R3, R4 e R5, respectivamente. As figuras 10 e 11 fornecem

uma representacao visual parcial das fases de laténcia.
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Tabela 4 - Taxa Maxima de Produgao de Biogas em Cada Condigdo Experimental.

Reatores Taxa Maxima de Producgio de Biogas (¢max biogas) (L.d)

CP1 0,0280
CP2.1 0,0229
CP2.2 0,0215
CP2.3 0,0236
CP2.4 0,0263
CP2.5 0,0285

CP3 0,0134

R1 0,0170

R2 0,0205

R3 0,0270

R4 0,0229

R5 0,0264

FONTE: Elabora pela autora.

Resultados cinéticos semelhantes ndo foram obtidos sob as mesmas condigdes
experimentais em outras investigagbes. Até 0 momento, apenas tendéncias cinéticas
gerais foram identificadas, especialmente em relagdo a producdo de biogas em
sistemas anaerobios, considerando especificamente o papel de aditivos como o ferro
(nFZV) na eficacia do processo. Estudos recentes tém se dedicado a examinar o
impacto do ferro, tanto na forma de nanoparticulas de ferro zero valente quanto em
outros materiais de ferro, na producdo de biogas em sistemas anaerdbios. Por
exemplo, HOU et al. (2023) investigaram o efeito da circulagdo de biogas em sistemas
de digestdo anaerdbica suplementados com nFZV. Eles observaram um aumento na
producado de metano em comparagdo com os sistemas de controle, sugerindo que a
presenca de nFZV pode promover a atividade metanogénica. Da mesma forma,
BAKARI et al. (2023) analisaram o impacto de materiais de ferro na produgao de
biogas em digestores anaerdbios. Eles constataram uma produgdo cumulativa de
metano significativamente maior em digestores auxiliados por materiais de ferro,

indicando uma melhoria na eficiéncia do processo de digestdo anaerdbica. No
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entanto, é crucial ressaltar que a influéncia do ferro na produgao de biogas pode ser
afetada pela presenga de inibidores, como poluentes emergentes ou farmacos.
BAKARI et al. (2023) observaram que, na presenga de farmacos, o efeito positivo do
ferro na produgéo de biogas pode ser atenuado, sugerindo uma interagédo complexa

entre o ferro, os microrganismos e os substratos organicos.

3.3 COMPOSICAO E QUALIDADE DO BIOGAS

Observa-se que o nZVI influencia a proporg¢ao entre metano (CH4) e diéxido de
carbono (COz2) na amostra. A Figura 12 indica que tanto nos ensaios sem farmacos
(CP2) quanto com farmacos (R), ha uma maior porcentagem de metano quanto maior
for a concentracdo de nZVI. Também ha um maior acumulo de produgédo de biogas
nos reatores com farmacos do que sem (por exemplo, CP2.5 e R5). Como o nZVI
influencia a etapa de hidrdlise, pode ter auxiliado na quebra dos farmacos, tornando-
0s mais biodisponiveis para os organismos, ou pode ter disponibilizado outros
compostos no meio nutriente que ndo estavam presentes nos ensaios sem ferro
(FISCHER e MAJEWSKY, 2014; GONZALEZ-GIL et al., 2020). O cometabolismo &
provavelmente o principal processo responsavel pela transformagao de farmacos
antineoplasicos em produtos de degradagao (DELGADILLO-MIRQUEZ et al., 2011;
FERNANDEZ-FONTAINA et al., 2016; FISCHER e MAJEWSKY, 2014; PLOSZ et al.,
2010). Enquanto o metabolismo microbiano envolve o uso de poluentes como
substratos para microrganismos no sistema anaerdbio, o cometabolismo precede
esse processo. No cometabolismo, uma substancia sem carater de substrato - um
farmaco - é transformada em substrato por meio de reagdes impulsionadas por
microrganismos. Esse processo ocorre de forma acidental, onde uma molécula do
agente farmacéutico é quebrada em partes que formam novas moléculas.
Posteriormente, essas novas moléculas podem ser metabolizadas e biodegradadas,
resultando na completa mineralizagdo do poluente (TRAN et al., 2013). Na presenca
de nZVI, esse processo € potencializado, fazendo com que 0s microrganismos gastem
menos energia para quebrar essas moléculas recalcitrantes e concentrem sua agao

na metabolizagcao desses compostos, favorecendo assim a producéo de biogas.
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Figura 12 - Concentracdo de metano e dioxido de carbono no biogas.
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FONTE: Elaboradora pela autora.

E evidente que os farmacos antineoplasicos inibem a producdo de biogas
(Figura 10 - CP3) e metano (Figura 12 - CP3). Devido a acidificacdo do ambiente
(Tabela 5), as bactérias metanogénicas e arqueias estido inibidas e ndo conseguem
degradar acidos para a produgao de metano (LV, et al., 2021). Com o aumento na
producgéao de biogas (Figura 11) e metano (Figura 12) em amostras contendo farmacos
e nFZV, ha a suspeita de que estes foram degradados e seus subprodutos utilizados
no cometabolismo. Assim, o uso de nFZV como aditivo a digestdo anaerdbia tem

mostrado ser promissor.
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3.4  CONDICOES FISICO-QUIMICAS FINAIS

A atividade metanogénica tem sua melhor eficiéncia na faixade pHde 7 £ 0,4
(MOYA-LLAMAS, TRAPOTE e PRATS, 2021; ALENZ et al., 2021). O reator CP3, que
continha a adicdo de farmacos em sua composigdo, atingiu um pH de 6,5+0,17
(Tabela 5). Assim como o reator R1, que continha em sua composi¢ao, além de
farmacos, a dose minima de nFZV chegou em pH de 6,6 +0,31 o que pode contribuir

para a reduc¢ao da producgéo de biogas devido a acidificagdo do meio.

Tabela 5 - Condigodes fisico-quimicas finais dos reatores experimentais

Reatores pH DQO (mg. O,.L") ST (g9.Kg™) SF (g.Kg™) SV (g.Kg™)
CN 7,3+£0,01 407,41 £17,84 11,00 £ 0,12 1,68 £ 0,06 9,32 + 0,11
CP1 6,8 t0,05 1454,99 + 138,35 10,54 £ 2,73 1,85+£0,24 8,69 + 2,52

CP21 6,8 +0,03 1422,31 £ 164,69 13,78 £ 0,13 2,04 +0,12 11,74 £ 0,18
CP2.2 6,7+0,05 1560,59 + 75,55 12,42 + 2,03 1,55+ 0,83 10,87 + 1,22
CP2.3 6,8+0,10 719,28 + 177,16 13,73 £ 0,56 2,23 +£0,58 11,50 + 0,04
CP2.4 6,8 £0,06 539,93 £ 56,52 13,97 £ 0,19 2,90 £ 0,05 11,07 £ 0,14
CP2.5 6,9 £ 0,05 615,36 £ 53,29 14,56 £ 0,30 3,80 £ 0,55 10,76 £ 0,61
CP3 6,5+0,17 1143,34 + 373,06 13,37 £ 0,37 2,10 £ 0,05 11,27 £ 0,32
R1 6,6 £ 0,31 1042,77 * 86,56 13,87 £ 3,40 1,40 £ 0,38 12,47 £ 3,05
R2 6,8+0,11 1161,78 £ 164,66 13,81 £ 1,39 2,23 +0,29 11,58 £ 1,19
R3 6,8+0,04 1104,79 + 102,68 13,60 + 0,22 2,391+ 0,06 11,21+ 0,18
R4 6,9+0,03 969,02 * 95,54 13,67 + 1,05 3,10+ 0,43 10,57 +1,32
R5 6,9+0,07 612,01 +113,78 15,58 + 3,65 3,65 £0,54 11,93 +1,14

FONTE: Elaboradora pela autora.

O pH é importante para o equilibrio quimico das reagdes bioquimicas no
sistema anaerdbio, com um pH mais acido inibindo o crescimento de microrganismos
responsaveis pela digestdao da matéria organica. A acidificacdo do sistema cria um
ambiente hostil para os microrganismos metanogénicos, que sao sensiveis a
variagdes extremas de pH. A medida que o pH diminui, alguns substratos necessarios
para o metabolismo dos microrganismos metanogénicos podem se tornar menos

biodisponiveis, onde microrganismos acidofilos podem prosperar em pH acido,
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competindo com o0s microrganismos metanogénicos por recursos e substratos,
reduzindo assim a atividade metanogénica (LV, et al., 2021).

Uma consequéncia direta do ambiente mais acido nos reatores € a maior DQO.
Substratos complexos podem se tornar menos acessiveis para degradagao pelos
microrganismos, reduzindo a taxa de degradagdo da matéria organica e,
consequentemente, a DQO. A analise da redugdo da matéria organica nos reatores,
com foco na Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), revela a eficiéncia desses
sistemas na degradacdo da matéria organica presente. A Tabela 5 destaca que os
reatores CP2.4, CP2.5, R4 e R5 obtiveram as menores concentracgdes finais de DQO,
indicando uma maior eficiéncia na redugdo da matéria organica. Reatores como
CP2.4, que apresentou uma DQO final de 539,93 mg O2.L", mostraram uma remocao
significativa da matéria orgénica em comparacdo aos valores iniciais e a outros
reatores. Esse desempenho superior esta relacionado as condigbes operacionais,
como o pH proximo ao neutro e a presenga de nFZV, que melhoram a degradagao da
matéria organica. Além disso, ha uma correlagao direta entre a remogéo de DQO e a
producao de biogas, com reatores que apresentaram maior remog¢ao de DQO também
mostrando maior produgdo de biogas, indicando uma digestdo anaerdbia mais
eficiente. Esses resultados demonstram que a DQO é um parametro fundamental para
avaliar a eficiéncia dos reatores na reducdo da matéria organica, com reatores
otimizados apresentando melhor desempenho tanto na remog¢ao de DQO quanto na
producao de biogas.

Quanto a série de sdlidos, houve pouca variagéo entre os valores. O fator que
se destaca sao os valores de Solidos Fixos (SF). Os SF consistem em materiais
organicos e principalmente inorganicos que nao se dissolvem em agua (APHA, 2017).
Portanto, nos reatores CP2.4, CP2.5, R4 e R5, ha um maior acumulo de SF devido a

maior concentracao de nFZV, sendo essas particulas s&o inorganicas.

3.5 PRODUTOS MICROBIANOS SOLUVEIS E SUBSTANCIAS POLIMERICAS
EXTRACELULARES

A determinagao de polissacarideos e proteinas das substancias poliméricas

extracelulares (SPE) ocorre por meio da biomassa do reator, onde a maioria das
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comunidades microbianas estd presente. Quando expostas a substéncias mais
téxicas, como farmacos e nanoparticulas de ferro zero valentes (nFZV), essas
comunidades microbianas tendem a produzir uma quantidade aumentada de
polissacarideos e proteinas, a fim de formar biofilmes para se proteger da toxicidade
desses compostos (JUDD, 2011; BOKHARY et al., 2018; PEDROSO, et al., 2023).
Por outro lado, os produtos microbianos soluveis (PMS) consistem em compostos
menos complexos, como agucares, aminoacidos, acidos graxos de cadeia curta, entre
outros, indicando a presenca abundante de substratos no meio. Uma concentracao
elevada de PMS pode denotar uma alta atividade metabdlica (WANG et al., 2014). Na
literatura, as concentracdes de SPE e PMS sao consideradas variaveis determinantes
para o desenvolvimento de biofilme e (JUDD, 2011; BOKHARY et al., 2018), atuando
como uma barreira protetora contra substancias recalcitrantes e téxicas (PEDROSO,
et al., 2023).
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Concentragao de proteinas

Figura 13 - Concentracdes de SPE e PMS. A) Concentracéo de proteinas e B) Concentragao de polissacarideos.
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FONTE: Elaboradora pela autora.
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Através dos dados obtidos, conseguimos observar que a quantidade de
polissacarideos nas amostras € muito superior a de proteinas (os polissacarideos
estdo na concentragdo de mg.L-! enquanto as proteinas estdo na concentragdo de
ug.L' — Apéndice E). Também é observavel que a quantidade de produtos
microbianos soluveis € superior as substancias poliméricas extracelulares. As
comunidades microbianas tendem a aumentar a producdo de SPE, como parte de
uma estratégia para formar biofilmes protetores (PEDROSO, et al.,, 2023). Os
biofilmes sado estruturas microbianas complexas que proporcionam protecado contra
estresses ambientais, incluindo a toxicidade de substéncias quimicas. Em alguns
casos, 0s microrganismos podem aumentar a producédo de determinados PMS como
parte de sua resposta ao estresse (JUDD, 2011; BOKHARY et al., 2018).

Os resultados das concentragcdes SPE e PMS podem ser observados na Figura
13. Esperavamos encontrar uma maior quantidade dessas substancias nos reatores
com nanoparticulas de ferro zero valente (nFZV) e farmacos (CP2, CP3 e R). No
entanto, ao compararmos o reator CP1 (sem farmacos e nFZV) com o CP3 (com
farmaco), percebemos que o CP3 produziu menos dessas substancias em
comparagdo com o CP1 (CP1: 80,29 mgSPE.L-" e 171,39 mgPMS.L-'; CP3: 52,11
mgSPE.L" e 178,74 mgPMS.L"). Os reatores com nFZV se destacaram nesse
aspecto. Os farmacos, por ndo serem compostos volateis, tendem a permanecer em
suspensao na fase liquida dos reatores (YADAYV, et al., 2021; VOUTSAS, 2007). Isso
sugere que os produtos microbianos soluveis (PMS) podem ser produzidos em maior
quantidade, uma vez que os farmacos preferem permanecer em suspensio.
Notavelmente, o reator CP3 apresenta uma concentragdo maior de PMS em
comparacao com o CP1. Essa resposta era esperada, ja que os microrganismos
tendem a desenvolver mecanismos de defesa quando expostos a substancias toxicas,
como farmacos (JUDD, 2011; BOKHARY et al., 2018; PEDROSO, et al., 2023).

Os reatores CP2.1, CP2.2 e CP2.3 (com farmacos nas seguintes
concentragdes 0,2; 0,5 e 1 g.L" respectivamente), mostraram um aumento gradativo
na quantidade total PMS e SPE, em comparagao com o reator CP1 (sem farmaco e
nFZV). O reator CP2.3 em particular, apresentou a maior formacdo dessas
substancias (69,11 mgSPE.L"' e 242,31 mgPMS.L™"). No entanto, os reatores CP2.4
e CP2.5, com maiores concentragbes de nFZV (2 e 4 g.L" respectivamente)

mostraram as menores concentragdes dessas substancias. Esse padrao também foi
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observado nos reatores R4 e R5, que receberam tanto farmacos quanto nFZV. Esses
dados sugerem que baixas concentragbes de nFZV (< 1 g.L') podem ser mais
prejudiciais para as comunidades microbianas do que o préprio farmaco. A
combinagdo de farmacos com nFZV torna o ambiente ainda mais desafiador para
essas comunidades microbianas.

A formacdo de um complexo estavel entre ions de ferro e substancias
poliméricas extracelulares pode reduzir parcialmente a formacado de produtos de
passivacdo que normalmente retardam a corrosdao do ferro, o que poderia
potencialmente acelerar a taxa de corrosao do nFZV, o que resulta em uma liberacéo
mais rapida de hidrogénio (Hz). A presenga de SPE pode funcionar como uma barreira
eficaz para atenuar a toxicidade do nZVI, mas os efeitos sobre a atividade da DA séo
dependentes da dosagem de SPE. Dosagens mais elevadas de SPE podem reduzir
a inibigdo do nZVI na DA, enquanto dosagens mais baixas podem nao ter um efeito
significativo (HE, et al., 2020).

3.6 ANALISE INTEGRADA DOS RESULTADOS

A presenca de farmacos antineoplasicos no substrato tem um impacto
significativo na atividade microbiana em um reator anaerdbio, essas substancias séao
conhecidas por sua toxicidade e podem agir como inibidores, prejudicando a
capacidade dos microrganismos de realizar a digestdo anaerébia de forma eficiente
(ALENZ et al., 2021). Quando os farmacos antineoplasicos estdo presentes em
concentracdes elevadas, podem interferir no metabolismo microbiano, resultando em
uma redugao na produgao de biogas, ja que a degradacdo da matéria orgéanica é
comprometida (LV, et al., 2021).

Através da analise dos dados obtidos, partindo do reator CP1 como o reator
padrdao em condigdes normais (sem adicdo de nFZV e farmacos), conseguimos
observar que o reator CP3 (com adigdo de farmacos) teve um decaimento de 28,8%
na producgao de biogas. Em relagédo a qualidade do biogas, foi 0 que teve a maior taxa
de COz2 (50,16%), ja em relagdo a qualidade do lodo, 0 mesmo encontrava-se abaixo
do pH adequado (710,4).

O pH acido afeta negativamente os microrganismos metanogénicos, que sao

responsaveis pela produ¢ao de CH4 durante o processo de digestdo anaerdbia. Esses
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microrganismos sao sensiveis a variagbes extremas de pH e tém uma faixa de pH
otima para o seu crescimento e atividade metabdlica, que geralmente esta proxima de
neutra ou ligeiramente alcalina (MOYA-LLAMAS, TRAPOTE e PRATS, 2021; ALENZ
et al., 2021). Quando o pH do reator se torna acido demais devido a presencga de
farmacos antineoplasicos, os microrganismos metanogénicos podem nao ser capazes
de sobreviver ou prosperar nessas condi¢oes, resultando em uma produgao reduzida
de CH4 (LV, et al., 2021). Em vez disso, o metabolismo microbiano pode se desviar
para rotas metabdlicas alternativas que produzem mais CO2 em comparagao com o
CHa. Isso leva a um aumento na producéo de CO2 em detrimento do CH4, o que pode
diminuir a eficiéncia global do processo de digestdo anaerdbia e reduzir a quantidade
de biogas util produzido.

A adicdo de nFZV se apresentou como uma estratégia promissora para
melhorar a eficiéncia dos reatores anaerdbios na producdo de biogas e CHs4. Os
reatores CP2 (CP2.2, CP2.3, CP2.4 e CP2.5) obtiveram uma melhora média de 7,2%
na produgéo de biogas, aonde o reator CP2.4 (2 g/L") destaca-se pela melhora na
producéo de biogas com 11,86% de rendimento a mais. Em relagéo a qualidade do
biogas produzido, os reatores CP2.4 e CP2.5 destacam-se, pois mais que a metade
do conteudo do biogas era composto por metano (51,11% para o CP2.4 e 54,24%
para o CP2.5). Essas nanoparticulas desempenharam um papel importante no
cometabolismo de compostos promovendo uma maior disponibilidade de substratos
para os microrganismos presentes nos reatores (FISCHER e MAJEWSKY, 2014;
GONZALEZ-GIL et al.,, 2020). Esse processo resultou em uma produgdo mais
consistente de biogas e em uma melhoria na qualidade do CH4 produzido. Em relacéo
ao reator CP2.1 nao foi observado melhoramento na produgdo de biogas, sendo
assim, observa-se que 0,2 g/L"' de nFZV para cada 10 g.Kg' de SV nao exerce
atividade significativa no sistema.

Analisando os reatores R (com adicdo de nFZV e farmacos), conseguimos
observar que os reatores R1 e R2 quando comparamos com o reator CP3, tiveram
uma pequena melhora, porém comparando com seus respectivos controles 2 (CP2.1
e CP2.2) observamos que a producgao de biogas e qualidade do mesmo teve uma
queda (decaimento de 20,69% para o R1 e 14,04% para o R2 de biogas). Ja sabendo
que os farmacos dificultam a eficiéncia dos reatores anaerdbios (ALENZ et al., 2021),

também podemos concluir que para 10 g.Kg' de SV, menos que 1 g.L-'de nFZV nao
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possui melhora significativa no sistema. Os microrganismos presentes nos reatores
anaerobios podem enfrentar dificuldades na degradacao de farmacos antineoplasicos
mesmo com a adi¢gao de nFZV, se este nao estiver na quantidade adequada para o

sistema.

Figura 14 - Acumulo de Biogas dos reatores R1 e R2 em comparagdo com seus

controles.
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No entanto, a presenga de uma concentragdo maior nFZV (acima de 1 g.Kg™")
pode facilitar a quebra desses compostos, aumentando a disponibilidade de
substratos para os microrganismos e promovendo uma maior producao de biogas
(DELGADILLO-MIRQUEZ et al.,, 2011; FERNANDEZ-FONTAINA et al., 2016;
FISCHER e MAJEWSKY, 2014; PLOSZ et al., 2010). Os reatores R3 e R5 tiveram
uma melhora significativa na produgao de biogas, destacando o reator R5, com um
rendimento de 13,69% a mais quando comparado com seu controle CP2.5 e com um
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rendimento de 23,73% a mais quando comparado com o reator CP1. Desta forma,
conseguimos destacar que quando a um agente de inibicdo da atividade
metanogénica (farmacos antineoplasicos) comprovada através dos reatores CP3, R1
e R2, as nFZV mantem a atividade do reator anaerdbio em condi¢des suficientes para
além de biotranformar a alimentacao sintética adicionada, cometabolizar os farmacos,
pois houve uma melhora na produgado de biogas quando comparados com 0s seus
respectivos controles 2 (apenas com adi¢dao de nFZV). Os resultados obtidos sao
semelhantes aos encontrados por SUANON et al. (2017), onde em seu reator
anaerobio de 500 mL, houve um aumento de 25% na produgdo acumulada de biogas
apods 30 dias de experimento, ao tratar farmacos de diversas classes, em comparacao

com o grupo de controle.

Figura 15 - Acumulo de Biogas dos reatores R3 e R5 em comparagdo com seus

controles.
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O reator R4 ndo obteve maior acumulo de biogas quando comparado com o
seu controle CP2.2 e obteve uma pequena melhora na qualidade do biogas (1,33%
de rendimento a mais de metano). O reator R5, apesar de ter uma melhora
extremamente significativa no acumulo de biogas, acabou tendo uma queda de 5,16%
de metano na composigao do seu biogas. Sendo assim, observa-se que existe uma
possibilidade de que valores iguais ou acima de 4 g/L" de nFZV para cada 10 g.Kg™"
de SV nédo possuia uma estabilidade no sistema e melhora significativa na qualidade
do metano produzido. Sendo assim, entende-se que para cada 10 g.Kg' de SV seja
ideal 2 g/L-"de nFZV, pois o sistema apresentou a melhor estabilidade e qualidade do
metano.

Em sintese, a presenca de farmacos antineoplasicos no substrato exerce um
impacto significativo na atividade microbiana dos reatores anaerdbios, sendo
reconhecidos por sua toxicidade e capacidade de inibigdo, comprometendo a
eficiéncia da digestdo anaerdbia (ALENZ et al., 2021). A analise dos dados revelou
que a adigao desses farmacos resultou em uma redugao substancial na produgao de
biogas, com aumento correspondente de COz2, e em um pH mais acido no lodo do
reator CP3. Esse ambiente acido €& desfavoravel para os microrganismos
metanogénicos, responsaveis pela producdo de CH4 durante a digestdo anaerdbia.
Com um pH inadequado, esses microrganismos enfrentam dificuldades em
desenvolver, levando a uma producao reduzida de CH4 e um aumento proporcional
na produgao de COz2 (LV, et al., 2021). No entanto, a adicdo de nFZV emerge como
uma estratégia promissora para mitigar esses efeitos negativos.

Os reatores CP2, particularmente o CP2.4, mostraram melhorias significativas
na producgao de biogas e na qualidade do CH4, evidenciando a eficacia das nFZV em
promover um ambiente propicio ao cometabolismo de compostos e na
disponibilizacdo de substratos para os microrganismos (FISCHER e MAJEWSKY,
2014; GONZALEZ-GIL et al., 2020). Por outro lado, a auséncia ou insuficiéncia de
nFZV nos reatores R1 e R2 resultou em uma redugdo da producédo de biogas,
demonstrando a importancia da concentragao adequada dessas nanoparticulas para
0 sucesso do processo. Em suma, essa abordagem representa um avango
significativo no tratamento de efluentes contaminados com farmacos, contribuindo
para a eficiéncia e sustentabilidade dos processos de digestao anaerdbia. A pesquisa

continua nesse campo é essencial para otimizar a aplicagao das nFZV e aprimorar a
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eficacia dos reatores anaerdbios em ambientes contaminados com farmacos
antineoplasicos.

A complexa interacao entre a presenca de farmacos, nFZV e as respostas das
comunidades microbianas em reatores anaerobicos revela uma estratégia adaptativa
das comunidades microbianas frente a exposicdo a compostos téxicos. Conforme
observado por Judd (2011), Bokhary et al. (2018) e Pedroso et al. (2023), a produgéo
aumentada de polissacarideos e proteinas, principalmente nos reatores com presenca
de farmacos e nFZV, sugere a formacao de biofilmes protetores contra a toxicidade
desses compostos. Por exemplo, os reatores CP2.3, com concentracdo de farmaco
de 1 g.L-', apresentaram a maior formagéo de SPE, com uma concentragdo de 69,11
mgSPE.L"". Por outro lado, a maior concentragdo de PMS, indicativa de uma resposta
metabdlica as condigdes estressantes do ambiente, pode ser observada em reatores
com farmacos. Wang et al. (2014) destacam que uma alta concentragdo de PMS pode
denotar uma alta atividade metabdlica.

A difusdo dos farmacos no biofilme ocorre através do transporte passivo e
ativo, onde as moléculas de farmacos penetram no biofilme, interagindo com a matriz
extracelular e as células microbianas. Dentro do biofilme, a concentracido de farmacos
pode ser heterogénea devido a variagdo na densidade celular e na composigcédo da
matriz extracelular, que atua como uma barreira fisica e quimica, dificultando a difusao
uniforme dos compostos (Judd, 2011, Bokhary et al., 2018, Pedroso et al., 2023). As
enzimas no biofilme desempenham um papel crucial na biotransformagao dos
farmacos. Estas enzimas, produzidas pelas comunidades microbianas, podem estar
localizadas tanto na matriz extracelular do biofilme quanto no interior das células
microbianas. A presenca de enzimas especificas, como oxidoredutases e hidrolases,
facilita a degradagdo dos farmacos, tornando-os menos toxicos e mais
biodegradaveis. Fora do biofilme, as enzimas podem se encontrar dissolvidas no meio
liquido ou associadas a particulas sdlidas, onde continuam a catalisar reagdes
quimicas especificas, contribuindo para a degradacdo dos farmacos presentes no
ambiente anaerdbico dos reatores (FERNANDEZ-FONTAINA et al., 2016; KASSOTAKI
et al., 2016, KRAH et al., 2016; ZHOU et al., 2022).

No entanto, a presenca de nFZV em concentragbes mais elevadas parece ter
um efeito negativo sobre a producdo dessas substancias, sugerindo um impacto

diferenciado dependendo da concentracdo de nFZV. Essa observacao € evidenciada
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pela menor formagéao de SPE e PMS nos reatores CP2.4 e CP2.5, com concentragdes
de nFZV de 2 e 4 g.L", respectivamente, assim como nos reatores R4 e R5, que
receberam tanto farmacos quanto nFZV. Esses resultados sugerem que baixas
concentragdes de nFZV (< 1 g.L-1) podem ser mais prejudiciais para as comunidades
microbianas do que o proprio farmaco (HE, et al., 2020). A combinagao de farmacos
com nFZV torna o ambiente ainda mais desafiador para essas comunidades
microbianas.

Além disso, a formagdo de um complexo estavel entre ions de ferro e as
substancias poliméricas extracelulares pode reduzir parcialmente a formacao de
produtos de passivagao que normalmente retardam a corrosao do ferro, o que poderia
potencialmente acelerar a taxa de corroséo do nFZV, resultando em uma liberagao
mais rapida de hidrogénio (Hz2). Essa interagdo é discutida por He et al. (2020). A
presenca de componentes do SPE, como a riboflavina, pode atuar como receptores
de elétrons, diminuindo a liberagédo de H2 do nFZV, ao mesmo tempo em que promove
a producao de CHas pela fixagdo enddgena do COz, tornando a digestdo anaerdbica
(DA) mais eficiente. No entanto, a eficacia dessa resposta parece ser dependente da
dosagem de SPE (HE, et al., 2020). Esses achados destacam a importancia de
considerar ndo apenas a preseng¢a de compostos téxicos, como farmacos e nFZV,
mas também as interagcdes entre esses compostos e os processos metabdlicos das
comunidades microbianas em sistemas anaerobicos.

Em suma, os farmacos antineoplasicos exercem um impacto substancial na
atividade microbiana dos reatores anaerdbios, resultando em uma redugao
significativa na produgao de biogas e na qualidade do metano produzido. A adi¢gao de
nanoparticulas FZV emerge como uma estratégia promissora para mitigar esses
efeitos negativos, promovendo um ambiente propicio ao cometabolismo de compostos
e disponibilizando substratos essenciais para os microrganismos. Os resultados
obtidos evidenciam a importancia da concentragao adequada de nFZV para o sucesso
do processo, destacando sua eficacia na melhoria da producdo de biogas e na
estabilidade do sistema. Desta forma, essa abordagem representa um avango
significativo no tratamento de efluentes contaminados com farmacos, contribuindo
para a eficiéncia e sustentabilidade dos processos de digestao anaerdbia. A pesquisa
continua e o aprimoramento das técnicas de aplicagao das nFZV sao essenciais para

69



maximizar os beneficios dessas tecnologias em ambientes contaminados com

farmacos antineoplasicos.
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4CONCLUSAO

O objetivo geral desta dissertacdo foi investigar a influéncia das
nanoparticulas de ferro zero valente (nFZV) no processo de digestdo anaerdbia na
presenca de farmacos antineoplasicos. A pesquisa demonstrou que a adicdo de nFZV
pode mitigar os efeitos negativos desses compostos no processo anaerobio,
otimizando a producéo de biogas. As nFZV atuam facilitando o cometabolismo dos
farmacos e proporcionando condigbes favoraveis para a atividade microbiana,
resultando em uma produg¢ao mais eficiente de biogas e metano de alta qualidade. A
identificacdo da concentragao ideal de nFZV foi fundamental para alcangar esses
resultados positivos, destacando a importancia de dosar corretamente as
nanoparticulas para maximizar os beneficios.

A presencga de farmacos antineoplasicos no processo de digestdo anaerdbia
apresentou um impacto adverso significativo, reduzindo a eficiéncia na producao de
biogas e a qualidade do metano. Estes compostos interferem negativamente na
atividade microbiana, essencial para a decomposi¢cdo da matéria organica e produgao
de biogas. As analises mostraram que os reatores contendo farmacos apresentaram
uma diminuigdo na produc¢ao de biogas e na concentragdo de metano, evidenciando
a necessidade de estratégias para mitigar esses efeitos.

A adicdo de nanoparticulas de ferro zero valente demonstrou ser uma
estratégia eficaz para mitigar os impactos negativos dos farmacos antineoplasicos no
processo de digestdo anaerdbia. As nFZV promovem a formacao de complexos
estaveis com substancias poliméricas extracelulares, reduzindo a passivacgao do ferro
e melhorando a disponibilidade de hidrogénio para a produ¢do de metano. Com a
adicado de nFZV, observou-se uma melhora na produgao de biogas e na qualidade do
metano, com concentragbes superiores a 50% de metano nos reatores tratados. A
concentracdo ideal de nFZV foi determinada em aproximadamente 2 g.L™,
proporcionando um aumento médio de 7,2% na producgao de biogas.

A pesquisa também explorou a dinamica global da digestdo anaerdbia na
presenca de farmacos antineoplasicos e nFZV. As nanoparticulas de ferro zero
valente ndo apenas mitigaram os efeitos negativos dos farmacos, mas também

promoveram um ambiente mais favoravel para a atividade microbiana, essencial para
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a decomposicdo da matéria organica e produgdo de biogas. As analises de
substancias poliméricas extracelulares e produtos microbianos soluveis indicaram
uma interagao positiva entre as nFZV e os componentes microbianos, resultando em
uma digestao anaerdbia mais eficiente e robusta.

A dissertagao conclui que a adicdo de nanoparticulas de ferro zero valente é
uma solugdo promissora para melhorar a eficiéncia dos processos de digestdo
anaerobia em ambientes contaminados com farmacos antineoplasicos. Os resultados
indicam que as nFZV podem mitigar os efeitos adversos desses compostos,
otimizando a produgéo de biogas e melhorando a qualidade do metano. A pesquisa
contribui significativamente para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis e
eficientes no tratamento de efluentes hospitalares, destacando a importancia de
estratégias inovadoras para a remocgao de poluentes emergentes e a melhoria dos

processos de digestdo anaerobia.
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APENDICE A - SINTESE DE NANOPARTICULAS DE FERRO ZERO-
VALENTE (NFZV)

’ » UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
d PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENGENHARIA QUIMICA
e-bilotech LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

Procedimento Operacional Padrao

Sintese de Nanoparticulas de Ferro Zero-valente (nFZV)

1. Materiais e Reagentes

e Sulfato de Ferro (1) Heptaidratado;
e Boroidreto de Sddio;

e Hidroxido de Sdédio;

o Hez;

e Suporte e garras;

e Agua purificada;

e Beéquer de 250 mL;

e Baldo de 100 mL;

e Balao de fundo redondo com trés bocas de 250 mL;
e Mangueira;

e Bureta de 50 mL;

e Acetona

2. Equipamentos
e Peagbmetro;

e Balanca;

e Bomba a Vacuo;
e Estufa a vacuo;

e Dessecador.
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3. Procedimento

i. Preparo da Solugao de Sulfato de Ferro (ll) 0,27 mol.L-1 (DUTRA, 2015)

e Em um béquer de 150 mL, pese cerca de 7,50627 g de Sulfato de Ferro (Il)
Heptaidratado;

e Adicione 50 mL de agua purificada e homogeneizar o sal;

e Coloque a solugao em um baldo volumétrico de 100 mL,;

e Faca lavagens do béquer em que a solugao estava para recuperar 0 maximo de
sal e adicione as aliquotas no baldo volumétrico de 100 mL;

e Complete o volume do baldo com agua purificada até o menisco.

e Homogeneizar por inversao;

e Ajuste o pH entre 6 a 7 com solugdo de NaOH 1 mol.L-1.

ii. Preparo da Solucao de Borohidreto de Sédio 1,1 mol.L-1 (DUTRA, 2015)

e Em um béquer de 100 mL, pese cerca de 4,1613 g de Boroidreto de Sadio;

e Adicione 50 mL de agua purificada e homogeneizar o sal,

e Coloque a solugdo em um baldo volumétrico de 100 mL;

e Faca lavagens do béquer em que a solugao estava para recuperar o maximo de
sal e adicione as aliquotas no baldo volumétrico de 100 mL;

e Complete o volume do baldo com agua purificada até o menisco.

e Homogeneizar por inversao;

iii. Sintese (DUTRA, 2015; CHEN, 2011)

e Em um baldo de fundo redondo com trés bocas de 250 mL, coloque a solugcao
Sulfato de Ferro 0,27 mol.L-1;

e Monte um sistema de titulagdo, onde a boca central deve estar na direcado da
bureta;

e Tampar a boca central,

e Em uma boca da extremidade do baldo, purgue Hez na solugdo de Sulfato de
Ferro, na outra boca da extremidade coloque uma mangueira (sem tocar na solugao).

A outra ponta da mangueira deve estar introduzida em um béquer com agua;
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Imagem 01: Sistema para Sintese de nFZV.

Fonte: DUTRA, 2015.

e Deixar o sistema purgado com He2 por 10 min;

e Apés este processo, abra a boca central e inicie a titulagdo. A titulagdo deve
acontece com o He2 purgado no sistema;

e A solugao titulante sera o Boroidreto de Sédio 1,1 mol.L-1, a mesma deve ser
dispensada 1,7 mL — 2 mL por minuto.

e Colocar o baldo de fundo redondo em banho de gelo, a agitagdo se dara pelo
borbulhamento de He2;

e Apos total titulacao, realizar filtragdo a vacuo com a mistura, fazendo lavagens

com agua purificada e acetona na mesma proporgao;

Fe(H20)s?* + 2BHs— — Fe?| + 2B(OH)s + 7TH2}
Fonte: CHEN, 2011

4. Armazenamento

As particulas de nFZV podem ser armazenadas em solvente organico, como acetona
(VIEIRA, 2014) e etanol (DUTRA 2015), ou em atmosfera modificada, ou seja, um
dessecador purgado com He2 (CHEN, 2011).

5. Caracterizagao
Para a caracterizagdo do material deve ser realizado analises de Difracao de Raios-
X, Difragao a Laser e Microscopia Eletrénica de Transmissao, para determinacao de

composicao, estrutura e tamanho de particula (VIEIRA, 2014).
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APENDICE B — CURVA DE CALIBRAGAO PARA DETERMINAGAO DE

DQO
C?r:;eggiﬁio Absorbancia I:":SS'? Dp cv
0 0,027]0,032|0,028|0,027|0,028|0,027| 0,028 |0,0019| 6,9
40 0,043]0,043|0,044 0,044 0,044|0,045| 0,044 |0,0008| 1,7
100 0,069 |0,068|0,070|0,069|0,068|0,069| 0,069 |0,0008| 1,1
300 0,146 |0,146|0,152 /0,152 | - - 0,149 |0,0035| 2,3
400 0,194 10,187|0,206/0,198(0,190|0,191| 0,194 |0,0068| 3,5
500 0,235/0,236|0,226 /0,224 |0,231|0,230| 0,230 |0,0048| 2,1
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APENDICE C — CURVA DE CALIBRAGAO DAS PROTEINAS

Concentracao (ug/mL) | Absorbancia

0 0,3771

1 0,3958

5 0,4858

10 0,5825

15 0,6525

20 0,7175

25 0,7802

50 1,0855
125 1,1893
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APENDICE D — CURVA DE CALIBRAGAO DOS POLISSACARIDEOS

Concentragao (mg.L-') | Absorbancia
0 0,000
10 0,062
30 0,364
50 0,563
80 0,904
100 1,065
140
120
100
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APENDICE E - CONCENTRACAO DE PRODUTOS MICROBIANOS
SOLUVEIS E SUBSTANCIAS POLIMERICAS EXTRACELULARES

Substancias Poliméricas Extracelulares

Polissacarideos Proteinas
Reator Concentragio (mg.L™) Concentragao (ug.L™)
CN 38,29 + 1,16 14,81 £ 2,34
CP1 80,26 + 4,96 28,93 + 3,37
CP2.1 56,29 + 10,14 26,31 £ 3,35
CP2.2 61,60 £ 2,12 29,27 + 3,15
CP2.3 69,08 + 11,28 25,73 £4,23
CP2.4 42,72 +7,50 23,33 +£4,63
CP25 33,57 + 5,96 21,53 +2,71
CP3 52,08 + 11,92 31,05 + 3,47
R1 74,08 + 3,57 30,68 + 2,87
R2 47,90 £ 1,79 28,1 +1,63
R3 69,99 + 2,26 26,31 7,72
R4 64,60 + 4,21 15,67 £ 4,13
R5 49,51 £ 1,44 26,34 + 3,58
Produtos microbianos soluveis
Polissacarideos Proteinas
Reator ~ . ~ .
Concentragao (mg.mL") Concentragao (ug.mL")
CN 7,32 +£0,90 15,00 + 1,06
CP1 171,35 + 35,41 41,89 + 6,68
CP2.1 211,76 + 56,30 49,54 + 3,11
CP2.2 210,27 + 40,08 47,83 £ 2,99
CP2.3 242,27 + 3,53 39,95+ 10,32
CP2.4 60,43 + 11,82 31,43 £2,09
CP2.5 88,65 + 10,62 38,5+ 3,11
CP3 178,71 £ 87,70 133,1 + 14,16
R1 225,57 + 57,38 120,92 + 67,54
R2 238,68 + 44,37 116,17 + 16,88
R3 255,60 + 6,09 130,4 + 13,68
R4 177,95 + 82,16 35,42 + 5,99
R5 135,86 + 62,23 38,64 + 2,53




ANEXO A — INSTRUCOES DO COOMASSIE PLUS (BRADFORD) ASSAY
REAGENT (THERMO SCIENTIFIC)

Link para acesso do procedimento disponibilizado pelo fabricante:
https://assets.fishersci.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MAN0011344 CoomassiePlus Bradford Asy Reag UG.pdf
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