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“A verdadeira sabedoria consiste em
saber que vocé nao sabe de nada.”
Sécrates



RESUMO
Muitos residuos de farmacos sdo encontrados em efluentes de estacbes de
tratamento de esgotos e de &gua, e em outras matrizes como solo e aguas
superficiais. Alguns biosorventes como a quitina e a quitosana tem sido estudados,
e essas substancias estdo presentes nos cogumelos champignon (Agaricus
bisporus) e o shiitake (Lentinula edodes). Assim, este trabalho avaliou a eficiéncia
de biossorcéo dos talos de champignon e shiitake, e do substrato do shiitake, em
aguas contaminadas com paracetamol e 17 a-etinilestradiol (EE2). Os talos dos
cogumelos e o substrato foram secos e moidos. As particulas resultantes foram
caracterizadas fisicamente (porosidade) e quimicamente (ponto de carga zero
(PCZ), grupamentos quimicos, grau de desacetilacdo (GD) da quitosana). A
capacidade de adsorcédo das particulas foi avaliada por cinética de adsorcéo e
isoterma de adsorcdo. Na analise fisica, a maior porcentagem de porosidade e de
poros fechados e abertos foi encontrada nos talos do shiitake e do champignon. Os
resultados de PCZ se mostraram levemente acidos para todas as amostras. Com
relacdo aos grupamentos quimicos, todas as amostras presentaram bandas de
estiramento semelhantes ao padréo da quitosana. Porém, o GD da quitosana no
talo do shiitake foi maior comparado aos demais. Emrelacéo a cinética de adsorgéo
do EE2, o shiitake adsorveu 100% em 24 h, o champignon 100% em 30 min, e 0
substrato adsorveu 80% em 30 min. Para a cinética de adsorcdo do paracetamol,
o shiitake adsorveu 98% em 12 h; o champignon 99% em 24h e o substrato do
shiitake 96% nos primeiros 10 min. Na isoterma do EE2, as concentra¢cdes maxima
(gmax) de adsorcao foram 5,62, 18,95 e 0,31 mgee2/g de talo de shiitake,
champignon e substrato do shiitake, respectivamente. Para a isoterma do
paracetamol, as gmax foram 34,20 e 338,08 mg/g de talo de shiitake e champignon,
respectivamente. Assim, conclui-se que ambos os talos de cogumelos tém boa
porosidade, mas o champignon demostrou melhor comportamento quanto a
adsorcao do EE2 e do paracetamol. A reutilizacdo dos residuos da industria fungica
alimenticia pode reduzir o impacto ambiental e pode agregar valor ao produto, pois

sdo eficazes e tem baixo custo.

Palavras-chave: Agaricus bisporus. Biossorcdo. Cogumelos. Lentinula edodes.

Medicamentos.



ABSTRACT
Many drugs residues are being found in effluents from sewage treatment and water
plant and other environmental matrices such as soil and surface waters. Some
biosorbents like chitin and chitosan has been studied and these are present in the
mushroom champignon (Agaricus bisporus) and shiitake (Lentinula edodes). Thus,
this work evaluated the efficiency of the potassium and shiitake concentration and
of the shiitake substrate in waters contaminated with paracetamol and 17a-
ethinylestradiol (EE2). The stems of the mushrooms and the substrate were dried
and ground. The resulting particles were physically characterized (porosity) and
chemically (zero loading point (PCZ), chemical groups, a degree of deacetylation
(GD) of chitosan).The adsorption capacity of the particles was evaluated by
adsorption kinetics and adsorption isotherm. In the physical analysis, the highest
percentage of porosity and closed and open pores were found in shiitake and
champignon stalks.The PCZ results were slightly acidic for all samples. With respect
to chemical clusters, all samples presented stretching bands similar to the chitosan
standard. However, the GD of chitosan in the shiitake stem was higher compared
to the others. In relation to adsorption kinetics of EE2, shiitake adsorbed 100% in
24 h, 100% champignon in 30 min, and the substrate adsorbed 80% in 30 min. For
adsorption kinetics of paracetamol, shiitake adsorbed 98% in 12 h; the champignon
99% in 24h and the substrate of the shiitake 96% in the first 10 min. In the EE2
isotherm, the maximum adsorption concentrations (gmax) were 5.62, 18.95 and
0.31 mgEEZ2 / g of shiitake stalk, champignon and shiitake substrate, respectively.
For the paracetamol isotherm, the gmax were 34.20 and 338.08 mg / g of shiitake
and champignon stalks, respectively. Thus, it is concluded that both mushroom
stalks have good porosity, but the champignon showed better behavior regarding
the adsorption of EE2 and paracetamol. The reuse of waste from the fungal industry
can reduce the environmental impact and can add value to the product as it is

effective and low cost.

Key words: Biosorption. Mushrooms. Medicines. Agaricus bisporus. Lentinula

edodes
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1. INTRODUCAO

Entre os diversos poluentes organicos emergentes que estao presentes no
meio ambiente e que séo excretados pelos seres humanos e animais, podemos
citar o 17 a-etinilestradiol (EE2). O EE2 € um estrogénio sintético, utilizado em
pilulas contracepetivas (SONG et al., 2009) h4 50 anos, e 0 seu uso aumentou
70% nos paises desenvolvidos (DARROCH, 2013).

Os metabdlitos do EE2 sé@o excretados para o esgoto e nas ETE’s e nédo
se degradam, pois sua estrutura quimica é resistente a degradacdo natural
(HUANGA et al. 2013; TERNESA et al., 1999). Isso leva a bioacumulacdo em
organismos vivos (LARSSON et al., 1999), assim fazendo com que o metabdlito
do EE2 se torne um problema ambiental.

O farmaco paracetamol (acetaminofeno) € um dos compostos com maior
incidéncia no descarte de esgoto bruto e tratado em ETE’s e em aguas superficiais
(RIVERA-UTRILLA et al., 2013). O paracetamol é um analgésico com indice de
consumo alto pela populacao brasileira (RAIMUNDO, 2007) e mundial (RANDLES
et al., 2016). O descarte indevido do paracetamol também pode ocorrer pela
industria farmacéutica, hospitais e clinicas veterinarias (BEHERA et al., 2011).
Esse analgésico, se consumido em dosagem alta, pode causar necrose hepatica
(CRAIG et al.,, 2012), problemas cardiovasculares, gastrointestinais e renais
(ROBERTS et al., 2015), formacéo de tumores e doencas no sangue (WALTER et
al., 2011).

O tratamento convencional de agua e esgoto empregam processos
biologicos e fisicos, porém esses procedimentos ndo removem os farmacos
(USEPA, 2009). O processo de adsorcao faz parte do tratamento terciario que
consiste na aderéncia de uma substancia liquida ou gasosa a superficie de um
sélido, ou seja, a superficie do adsorvente e fica estabelecido um equilibrio entre
o fluido adsorvido e a fase fluida restante (FOUST et al., 1982; RUTHVEN, 1997).
As caracteristicas quimicas da solucdo e a temperatura interferem na eficiéncia
do processo de adsorcédo, assim também como as caracteristicas do adsorvente
e do adsorvato (MORENO-CATILHA, 2004).

Os biossorventes usados neste estudo, foram os cogumelos champignon
(Agaricus bisporus) e o shiitake (Lentinula edodes), por possuirem substancias

adsorventes (quitina e quitosana) (NITSCHKE et al., 2011). A quitina é um
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biopolimero celuldsico distribuido na natureza, e possui um grupamento amina,
gue tem como caracteristica uma capacidade de adsorcdo alta (ANNADURAI;
CHELLAPANDIAN; KRISHNAN, 1999). A quitosana também é um biopolimero, e
possui caracteristicas de estabilidade quimica, alta reatividade e grande potencial
de adsor¢cdo de uma ampla faixa de moléculas, incluindo compostos fendlicos,
corantes e ions metalicos. A quitosana chamou a atencéo devido ao seu baixo
custo comparado ao carbono ativado e seus altos teores de amino e grupos
funcionais com alto potencial de adsorcdo de uma ampla gama de moléculas,
incluindo compostos fendlicos, corantes e ions metalicos (CRINI, 2006).

Diversos estudos demonstram que biossorventes a base de quitosana sao
eficientes para a remocéao de corantes (DEMIEREGE et al., 2015; FRUTOS et al.,
2016). Ja existem alguns estudos utilizando os cogumelos como adsorventes de
corantes sintéticos, metais pesados (cadmio, cromo, chumbo, zinco), fendis no
meio aquoso e em antibioticos. Demierege et al., (2015) avaliaram o Agaricus
bisporus como biosorvente na remocéo de diferentes tipos de corantes téxteis.
Frutos et al., (2016) avaliaram a capacidade de adsorcao de cadmio, chumbo e
cobre, utilizando substratos das matérias-primas da producdo de cogumelos
(Agaricus bisporus e Pleurotus ostreatus) e de compostagem de cogumelo. Zhou
et al., (2014), estudaram a remocdo de antibidticos sulfonamidas usando
substrato de cogumelo.

Portanto, no contexto acima exposto fica evidente a necessidade de
realizar estudos para conter esses poluentes organicos emergentes, para que
haja uma reformulacdo na legislacdo de controle desses poluentes e um avanco
tecnolégico eficiente nos processos de tratamento de agua e esgoto,
compreendendo a sustentabilidade que visa processos que priorizem 0 baixo
custo, beneficios para a populacdo e que seja desenvolvido de forma

ambientalmente correta.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Apébs a ingestdo, muitos produtos farmacéuticos ndo sdo completamente
eliminados pelo corpo humano, e mais de 50% das substancias que sao ingeridas
sdo excretados pelas fezes ou urina de forma inalterada ou biotransformada
(metabolitos) (HEBERER, 2002). De acordo com Mulroy (2001), de 50 % até 90
% da concentracdo de um farmaco € eliminado sem alteragdes, pois possuem a
caracteristica de baixa biodegrabilidade, consequente contaminando o meio

ambiente, aguas superficiais e subterraneas (figura 1).

Figura 1 - Possiveis rotas da chegada de farmacos no meio ambiente
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Fonte: Aquino, S. F. et al. Remocao de farmacos e desreguladores enddcrinos em estacdes de
tratamento de esgoto: revisdo da literatura. Engenharia Sanitaria e Ambiental, v. 18, n. 3, p.
187-204, 2013.

Na década de 70, os Estados Unidos documentaram a presenca de
produtos farmacéuticos em efluentes de aguas residuais (GARRISON; POPE;
ALLEN, 1975; HIGNITE; AZARNOFF, 1977). Foram encontrados diversos
produtos farmacéuticos (antibiéticos e analgésicos), incluindo produtos de
cuidados pessoais (anti-sépticos) (HALLING-SORENSEN et al., 1998;
DAUGHTON; TERNES, 1999). Entre os diversos poluentes organicos emergentes
gue estdo presentes no meio ambiente e que sdo excretados pelos seres
humanos e animais, podemos citar os horménios estrogénicos e os analgésicos

e antipiréticos de venda livre no Brasil.
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2.1 17 a-etinilestradiol

Os estrogénios podem ser classificados em estrogénios naturais E1
(estrona), E2 (17B-estradiol), E3 (estriol), que sao importantes para manter a
saude dos tecidos reprodutivos como 0s seios, a pele e o cérebro (SILVA;
OTERO; ESTEVES; 2012) e horménios sintéticos EE2 (17a-ethinilestradiol)
(SONG et al., 2009), de acordo com suas estruturas quimicas mostradas na figura
2.

Figura 2 - Estrutura quimica dos estrogénios naturais (Estrona (E1), Estradiol (E2), Estradiol(E3), e

composto estrogénico sintético 17 a-etinilestradiol (EE2)
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Fonte: Adaptado de Hamid, H., Eskicioglu, C. Fate of estrogenic hormones in wastewater and
sludge treatment: A review of properties and analytical detection techniques in sludge matrix.

Water Research, v.46, p. 5813-5833, 2012.

O EE2 é um estrégeno utilizado em formulacBes de contraceptivos orais
(SONG et al., 2009) e em aplicacdes da terapia de reposicdo de estrogénio e na
suspensao de amamentacao (ARIS; SHAMSUDDIN; PRAVEENA,; 2014). Por ser
sintético, esse hormbnio € frequentemente encontrado em aguas superficiais e
aguas residuais (SONG et al., 2009).

Algumas ETA’s municipais tém recebido residuos de fontes industriais e
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domeésticas, e eles tem detectado frequentemente hormdnios estrogénicos nos
efluentes de dguas residuais, justificado pelas taxas de excre¢ao urinaria humana
(LIU; KANJO; MIZUTAN., 2009).

A metabolizacdo do EE2, acontece no figado (Figura 3), e seus metabdlitos
séo excretados pelos rins (GAMAGE et al., 2006), em forma de glucuronideo inativo
e conjugados de sulfato (JOHNSONS; WILLIAMS, 2004). A sulfonacdo e a
glucoronidacao séo as etapas de conjugacéo que produzem os compostos inativos
e sollveis, que posteriormente sdo excretados pelos rins ou pelo trato intestinal (via
bile) (NAKAMURA et al., 2008).

Figura 3 - Metabolismo do 17 a-etinilestradiol no figado
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METOXI-ETINILESTRADIOL- METOXI-ETINILESTRADIOL-
SULFATO GLUCORONIDEO

Fonte: Adaptado de Stegeman et al. Genetic variation in the first-pass metabolism of
ethinylestradiol, sex hormone binding globulin levels and venous thrombosis risk. European
Journal of Internal Medicine, v. 42, p. 54-60, 2017.

A presenca de estrogénios no meio ambiente € um problema emergente,
devido aos possiveis efeitos negativos sobre os ecossistemas e aos seres Vivos
(SILVA; OTERO; ESTEVES, 2012). Em mulheres, eles podem aumentam o risco
de trombose venosa (VANDENBROUCKE et al.,, 1994), podem interferir no
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sistema endocrino, no metabolismo de horménios endégenos (ANNAMALAI;
NAMASIVAYAM, 2015), podem influenciar no desenvolvimento neurolégico e
sofrer alteragdes na fertilidade (CARNEVALI et al. 2017), em alguns estudos
foram observados aumento nos indices de cancer de mama, Utero
(endometriose), testiculo, prostata e processos reprodutivos anormais
(MARTINEZ et al. 2012; BILA; DEZOTTI, 2007).

Apesar da concentragdo baixa nos corpos d’agua, os estrogénios estao
interferindo nas funcbes das células, 6rgdos e nos sistemas endoécrinos de
organismos aquaticos (BILA; DEZOTTI, 2003).

A bioacumulacédo dos estrogénios ocorre pela eliminagcéo da urina, além de
descarte inadequado de esgoto sanitario e industrial (CLARA et al., 2005). Os
produtos que sdo excretados se acumulam em ambientes aquaticos,
principalmente em peixes. Os peixes sdo frequentemente utilizados como
bioindicadores ambientais, para examinar a toxicidade em ambientes aquaticos
(OECD, 1992).

No Reino Unido, foram encontrados casos de feminizacdo de peixes, e
nessas aguas constaram a presenca de compostos de 17 B-estradiol e 17 a-
etinilestradiol (PURDOM et al., 1994; JOBLING et al., 1998; SUMPTER, 1998).

Bila e Dezotti (2007), relataram a diminuicdo na eclosdo de ovos de
passaros, peixes e tartarugas, problemas no sistema reprodutivo de répteis,
passaros e mamiferos e alteracbes no sistema imunologico de mamiferos
marinhos.

Vosges, Braguer e Combarnous (2008) administraram o 17 a-etinilestradiol
em agua potavel para ratos machos (10 ng mL?), pelo periodo de trés semanas
foi verificado na ninhada gerada um aumento de 25 % comparada a ninhada do
grupo controle. Garriz; Menendez-Helman; Miranda, (2015) utilizaram o peixe
Odontesthes bonariensis, que foi exposto ao EE2 e E2. Os autores observaram a
gualidade do espermatozoide, fertilidade e sobrevivéncia do embrido. Foi
constatado uma diminuicdo na motilidade espermatica, em comparacdo com o
grupo controle. Na fertilidade houve uma alteracao no grupo que foi exposto com
as maiores doses (1400 ng mL*de E2 + 180 ng mL'de EE2) comparado ao grupo
controle e na sobrevivéncia de embrides houve uma diminuicdo nas mesmas

concentragodes.
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Santos, Matos e Coimbra (2014), utilizaram embriées do peixe Danio rerio
(peixe-zebra), para avaliar batimentos cardiacos, malformacgfes, e mortalidade,
expondo os embrides ao EE2, entre 2h a 6 dias ap0s a fertilizacdo. Esse estudo
demonstrou um aumento da mortalidade, diversas malformacdes e diminuicao da
frequéncia cardiaca nos estagios inicias do peixe zebra. Os autores concluiram
gue existe uma ameaca para 0s organismos aquaticos durante a embriogénese,
uma vez que prejudicam o processo de fisiologia essencial para um

desenvolvimento normal e consequentemente para a sobrevivéncia.

2.2 Paracetamol

O paracetamol € um composto utilizado como analgésico e antipirético
(TIMBRELL, 2000; DEWALL; MACDONALD; WEBSTER, 2010). Esse composto
consiste em um po branco, com baixa solubilidade em agua, facilmente soltvel
em alcool e quase insoluvel em éter (BALES; NICHOLSON; SADLER, 1985). Sua

estrutura quimica esta presente na Figura 4.

Figura 4 - Estrutura quimica do paracetamol
ll{
NCOCH,

OH

Fonte: James, L. P. et al. Effect of N-acetylcysteine on acetaminophen toxicity in mice:
relationship to reactive nitrogen and cytokine formation. Toxicological Sciences, v. 75, p. 458—
467, 2003b.

O paracetamol (ou acetaminofeno) € um analgésico com alto indice de
consumo pela populacao brasileira (RAIMUNDO, 2007) e mundial (RANDLES et
al., 2016). Esse composto € utilizado para dor e febre (MUIR et al., 1997). O
paracetamol também é um dos compostos com maior incidéncia no descarte de
esgoto bruto e tratado em ETE e em aguas superficiais (RIVERA-UTRILLA et al.,
2013).

A maior parte das doses terapéuticas, absorvidas pelo organismo humano,

do paracetamol sdo metabolizadas no figado através da reacdo de conjugacao
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com o acido glucurénico, acido sulfarico e cisteina. Uma menor proporgédo é
metabolizada, produzindo o metabdlito quimicamente reativo NAPQI (N-acetil-p-
benzo-quinona imina) (figura 5), que é inativado por conjuga¢édo com a glutationa
(GSH) (MAZER; PERRONE, 2008).

A toxicidade ocorre quando o paracetamol € ingerido saturando a
depuracdo metabdlica (sulfatacdo e/ou glicuronidacdo), e assim formando
guantidades maiores de NAPQI, que desencadeia efeitos tdxicos para o figado
(HERSH; PINTO; MOORE, 2007). Também pode causar faléncia renal (CRAIG et
al., 2012), problemas cardiovasculares e gastrointestinais (ROBERTS et al.,

2015), formagéao de tumores e doengas no sangue (WALTER et al., 2011).

Figura 5 - Representacédo esquematica do metabolismo do paracetamol
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Fonte: John C. LaMattina e David E. Golan. Principios Fundamentais da Farmacologia. 32 edi¢ao.
2014.

Além da excrecao urinaria da populacdo que faz uso do paracetamol, o
descarte desse farmaco pode ocorrer inadequadamente pela indastria
farmacéutica, hospitais, farmacias e clinicas veterinarias (BEHERA et al., 2011).

Blecharz-Klin et al., (2015), administraram paracetamol em ratos Wistar no
periodo pré-natal, lactacdo seguindo até o final do segundo més de vida, e o grupo
controle recebeu somente &gua. Foi observado que o paracetamol criou

mudancas no conteado de alanina e taurina, assim prejudicando a
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neurotransmissdonoradrenérgica, dopaminérgica e serotoninérgica.

2.3 Tratamentos de residuos

O tratamento convencional de dgua e esgoto emprega processos que
muitas vezes retém apenas compostos organicos. Dentre 0s processos habituais
de tratamento encontram-se o gradeamento, decantagéo, aeracao, coagulagéo,
floculacdo, filtracdo, entre diversos outros procedimentos. Porém, esses
procedimentos nao sdo especificos para remoc¢éao de farmacos (USEPA, 2009).

O processo de adsorcéao faz parte do tratamento terciario. A adsorcao € um
procedimento que consiste na aderéncia de uma substancia liquida ou gasosa a
superficie de um sélido (Figura 6) ou seja, forcas intermoleculares de atracdo das
moléculas na fase fluida e da superficie sélida sdo maiores que as forgas atrativas
entre as moléculas do fluido. Assim, tipos de moléculas do fluido aderem a
superficie do adsorvente sélido e fica estabelecido um equilibrio entre certas
particulas do fluido adsorvido e a fase fluida restante (FOUST et al., 1982;
RUTHVEN, 1997). As forcas intermoleculares da solucdo e a temperatura
interferem na eficiéncia do processo de adsorcdo, assim também como as
caracteristicas do adsorvente e do adsorvato (MORENO-CATILHA, 2004).

Figura 6 - Representagdo esquematica de adsorvato, adsortivo e adsorvente

Adsorvato
4
a o
® ° ry O Adsodivo

.'-". L JaPey

Adsorvente

Fonte: Butt, H. J.; Graf, K.; Kappl, M. Physics and chemistry of interfaces. 2 2 edi¢&o.
Weinheim: Wiley-VCH VerlagGmb Hand Co. KGaA, 2006.

De acordo com o modelo de Freundlish, o processo de adsor¢ao ocorre em
superficies heterogéneas e a capacidade de adsorcdo esta relacionada a
concentracdo de soluto em equilibrio (FREUNDLICH,1906). As forcas de Van der
Waals e a forca eletrostatica causam a adsorcao fisica, que ocorre entre as
moléculas de absorbato e os atomos que fazem parte da superficie do absorvente.

A reacdo quimica envolve a troca ou partilha de elétrons entre as moléculas
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de adsorvato e a superficie do adsorvente, resultando em uma nova ligagéo
quimica (ATKINS, 1999). Natabela 1, as caracteristicas de cada adsor¢cédo podem
ser observadas.

Tabela 1 - Diferencas de adsorc¢éo fisica e quimica

ADSORCAO FISICA

ADSORCAO QUIMCA

Baixo calor de adsorgéo (2 ou 3
vezes menor que o calor latente de
vaporizacgao)

Naoespecifica

Monocamada ou multicamada
Nenhuma dissociacao das espécies
adsorvidas

Significante somente a temperaturas
relativamente baixas

Réapida, néo ativada, reversivel
Sem transferéncia de elétrons
Polarizacéo do adsorvato pode

ocorrer

Alto calor de adsorcéo (2 ou 3 vezes
maior que o calor latente de
vaporizacao)

Altamente especifica

Somente monocamada
Pode envolver dissociacéo

Possivel em uma ampla faixa de
temperatura

Ativada, pode ser lenta eirreversivel
Transferéncia de elétrons com
formacéao de ligacbes entre

adsorvato e adsorvente

Fonte: Ruthven, D. M. Principles of adsorption and adsorption processes. New York: Wiley, 1984.

2.4 Biossorcao

O termo biossorcdo é usado para denotar uma variedade de processos:

interacdo eletrostatica, adsorcao fisica e quimica, permuta iénica, quelacéo,
complexacdo e microprecipitacdo em materiais de origem biolégica ou seus
derivados (AKSU; TEZER, 2005).

A biossor¢cédo € uma tecnologia alternativa de baixo custo e ecofriendly de
acordo com as tecnologias existentes de tratamento de agua, com base na
interacéo do poluente com o agente adsorvente. As pesquisas atuais neste campo
demonstram que diferentes tipos de biossorventes interagem com corantes,
metais pesados e outras substancias organicas, removendo com grande

eficiéncia esses contaminantes de meios aquosos (AKAR et al., 2008; HERRERO
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et al., 2008; JU et al., 2008; MELGAR; ALONSO; GARCIA, 2007; PARK et al.,
2007; QUINTELAS et al., 2006; TUNALI et al., 2007; VOLESKY; WEBER; VIERIA,
1999).

Diversos tipos de biossorventes podem ser utilizados, como a casca de
laranja (KHALED et al.,, 2009), casca de banana (HOSSAIN et al., 2012),
microalgas (ESMAELI et al., 2013), folhas de jacinto de agua (GUERRETO-
CORONILLA; MORALES-BARRERA; CRISTIANI-URBINA, 2015), casca de feijao
largo (HAMEED; EL-KHAIARY, 2008), bagaco de cana-de-acucar (TSAI et al.
2001), casca de arroz (SAFA; BHATTI, 2011), palha de trigo (OLSSON, 2006),
bagaco de malte (FONTANA et al., 2015), residuo de tomate (YARGIC et al.,
2014), entre outros.

2.4.1 Cogumelos

A quitina € um biopolimero celuldsico distribuido na natureza, e possui um
grupamento amina, que tem como caracteristica uma alta capacidade de
adsorcdo (ANNADURAI; CHELLAPANDIAN; KRISHNAN, 1999). A quitosana
também € um biopolimero, e possui caracteristicas de estabilidade quimica, alta
reatividade e grande potencial de adsorcdo de uma ampla faixa de moléculas,
incluindo compostos fendlicos, corantes e ions metalicos. Esses biopolimeros
estdo presentes nos cogumelos (NITSCHKE et al., 2011). Diversos estudos
demonstram que biossorventes a base de quitosana séo eficientes e possuem
alta afinidade para muitas classes de corantes, além de serem versateis, pois
permite que o sorvente seja usado em diversas formas, desde flocos a géis
(CRINI, 2006; PANDEY et al., 2013; LONG et al., 2014; PINTO et al., 2016).

Pandey et al. (2013), utilizaram o champignon (Agaricus bisporus) para
biossorcao de corantes catidnicos (Violeta Cristal e Verde Brilhante). Esse estudo
verificou os parametros, valor de pH, tempo de contato e temperatura. Foi
observado que o corante Violeta Cristal apresentou melhor adsorcédo pelo
Agaricus bisporus. Para ambos os corantes o processo de adsorcédo foi
espontaneo e exotérmico. Os autores concluiram que os dados de biossor¢céo séao
ecolégica e economicamente favoravéis e que podem ser aplicados para a
remocao dos corantes Violeta Cristal e Verde Brilhante.

Long et al. (2014), removeram o chumbo de aguas residuais utilizando pé
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do cogumelo Agaricus bisporus. Para melhor desempenho apds alguns testes, o
Agaricus bisporus foi modificado com NaOH. O teste foi feito em coluna, onde foi
analisada a concentracdo de chumbo, cobre e niquel. Foram tratados 300 mL de
agua residual, ajustadas para o valor de pH 5,5. Foi observado a remocéao
eficiente de varios ions metalicos.

Pinto et al., (2016), utilizaram o shiitake (Lentinula edodes) na degradacao
de quatro praguicidas (Difenoconazol, Diflufenicano, Terbutilazina e
Pendimetalina). Esse teste durou 120 dias, usando corti¢a, Lentinula edodes e o
solo. A remocéo dos praguicidas foi mais rapida quando foi utilizado as biomisturas
em comparagdo com o solo. Apds o tratamento com a Lentinula edodes, verificou-
se uma reducdo na toxicidade global, demonstrando a degradacé&o dos quatro
praguicidas.

No presente estudo, foram utilizados os cogumelos shiitake (Lentinula
edodes), champignon (Agaricus bisporus) como biossorventes. Os talos e o
substrato sdo descartados, e neles ha a presenca de quitina e quitosana. A
reutilizacdo ambientalmente correta pode ser uma das alternativas para o

descarte sustentavel dos talos e podendo agregar um novo valor econémico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar a eficiéncia de adsorcdo dos talos de cogumelos champignon
(Agaricus bisporus), shiitake (Lentinula edodes) e o substrato do shiitake na
descontaminacao de dguas contaminadas com medicamentos (paracetamol e 17

a-etinilestradiol).

3.2 Objetivos Especificos
e Produzir particulas de talos de cogumelos e avaliar sua granulometria;
e Ultilizar as particulas de talos de cogumelos e substrato em agua contaminada

por paracetamol e estradiol para avaliar seu potencial adsorvente.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Preparagao da amostra

Os talos do cogumelo Lentinula edodes (shiitake), bem como o residuo de
seu substrato, foram fornecidos pela Empresa Yuri Cogumelos, localizada na
cidade de Sorocaba, parceira da Universidade de Sorocaba. Entende-se por
substrato, uma mistura de serragem de eucalipto utilizada para cultivo dos
cogumelos, com granulometrias diferentes, contendo farelos de arroz e trigo,
carvao e carbonato de célcio (para correcdo do pH). Os cogumelos permanecem
neste substrato de 4 a 7 meses, até que estejam prontos para a colheita. Os talos
do cogumelo Agaricus bisporus (champignon) foram fornecidos pela Empresa Zilda
Natalina Sperandio, localizada na cidade de Braganca Paulista/SP.

Os experimentos foram realizados no LAPETOX (Laboratorio de Pesquisa
Toxicologica) da Universidade de Sorocaba. As amostras dos cogumelos in natura
foram picadas e secas em estufa. O material seco foi submetido & moagem em
moinho de faca (Marconi® - MA340 Série 0004201) e passou por peneira
granulométrica de diferentes tamanhos (mesh). As particulas foram avaliadas e
agrupadas referente ao intervalo granulométrico das malhas, conforme as peneiras
da marca (tamises) BERTEL 0-180, 0,600-0,425 e 0,300-0,250 mm, que
correspondem respectivamente as malhas n° 30/40, 50/60 e maior que 80 mesh

(figura 7).

Figura 7 — Preparo das amostras

-
Granulometrias 2180; 0,600-
0,425 e 0,300-0,250 mm

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.2 Ponto de Carga Zero — PCZ
O Ponto de Carga Zero (PCZ) indica o desempenho elétrico, superficial

das particulas de um adsorvente, referente as cargas de cations e anions em
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funcéo do valor de pH presente no mesmo. Este parametro é muito importante pois
indica o valor de pH eletricamente nulo na superficie do material, assim definindo
se a adsorcao sera eficaz ou ndo. Neste teste, foi determinado o PCZ dos talos dos
cogumelos champignon e shiitake e de seu substrato. Para avaliar o
comportamento da adsorcdo em meio aquoso, o PCZ foi feito através da aferi¢cdo
de 11 valores de pH (2 a 12), conforme metodologia utilizado por Regalbuto e
Robler (2004), e que o valor do pH de cada solucao € aferido e o valor de PZC é
determinado através da curva dos valores de pHinicia versus pHeinal.

O procedimento, foi delineado conforme figura 8, segundo metodologia
Regalbuto e Robler, (2004), e consistiu em adicionar 20 mg do adsorvente (p6 do
talo do shiitake, champignon e do substrato) em 20 mL de solugcdo aquosa,
composta de agua destilada e NaCl (0,1 mol.L?), sob as 11 diferentes condi¢cdes
de pH inicial (ajustados com solu¢des de HCI ou NaOH 0,1 mol.L?). Ap6s 24 h sob
agitacdo a 100 rpm e temperatura (25 + 2 °C), o valor de pH final de solucéo foi
aferido.

Figura 8 — Esquema do procedimento de realizacdo do Ponto de Carga Zero (PCZ)
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Determinacéo do pH final

Fonte: Elaboragéo proépria.

O PCZ corresponde ao ponto em que o valor do pH se mantém constante,
depois do sistema ter atingido o equilibrio. Este foi calculado fazendo-se uma média

aritmética dos pontos em que o valor do pH final se manteve constante.

4.3 Microtomografia dos biossorventes
A analise microestrutural das amostras de talos dos cogumelos
champignon e shiitake e de seu substrato foram realizadas no Laboratorio de Fisica

Nuclear (LAFINAU) da Universidade de Sorocaba, em Microtomégrafo 3D de
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bancada via transmissao de raios X (SkyScan 1174 - Bruker microCT), utilizado

para analises ndo destrutivas, conforme mostrado na Figura 9.

Figura 9 - Microtomégrafo de bancada SkyScan 1172

SKYSCAM

[ISSssona iV
Fonte: http://www.teknogem.com/x-ray/Bruker_mikroCT_SkyScan_1173.htm

A tabela 2 descreve as caracteristicas do microtomografo utilizado.

Tabela 2 - Especificagdes do MicrotomégrafoSkyscan 1172

Tamanho do pixel e magnificacéao
o 6 a 30 um
maxima

Fontes de Raios-X 34 Kev, 40 W de poténcia maxima

_ 1.3 MP CCD acoplado ao cintilador por
Detector de Raios-X
lentes com zoom de 1:6

Tamanho maximo do objeto para 5-30 mm de diametro e 50 mm de

reconstrucao comprimento (percurso vertical)

o <1 uSv/hA 10 cm da superficie do
Seguranca de radiacéo .
instrumento

Fonte: Elaboracéo prépria, adaptada de OLIVEIRA JR. et al., 2005.

O procedimento foi realizado para analise microestrutural, quantitativa e
gualitativa dos talos secos e do substrato, permitindo calcular & area superficial e
interna, volume dos intersticios e escaneamento tridimensional das amostras,

gerando imagens em 3D, foi feita uma tomada de cada tipo amostral. A técnica


http://www.teknogem.com/x-ray/Bruker_mikroCT_SkyScan_1173.htm

31

empregada para obter uma imagem tomografica envolve a aquisicdo de um grande
namero de radiografias do objeto (imagens fatiadas), obtidas pela medicdo da
intensidade dos raios-X transmitido através da amostra, em diferentes posicoes.

Para tanto, para viabilizar a analise microestrutural os talos e o substrato
foram afixados em um suporte com uma massa de modelar, obtendo assim um
alinhamento vertical para evitar deslocamentos durante a movimentacéo angular e
manutenc&do no campo visual do detector de radiacao (OLIVEIRA JR. et al., 2005).
Foram escaneadas projecdes da parte interna de cada amostra, que resultaram em
imagens 3D, e informac¢Bes quantitativas, através do software de andlise para o
processamento das imagens tomograficas foi o CTVox ™ (verséo 2.6.0 r908-64bit,
da Bruker microCT) e o CTan ™ (versdo 1.13.5.1-64bit, da Bruker microCT).

4.4 Caracterizacédo quimica dos cogumelos

As caracteristicas quimicas das substancias podem ser identificadas atravées
do espectrofotdmetro com transformada de Fourier, que detecta os comprimentos
de onda emitidos pelos grupos funcionais na estrutura da molécula (HOLLER;
SKOOG; CROUCH, 2009).

A caracterizacdo dos grupamentos quimicos da quitina e da quitosana
presente nos talos do shiitake, champignon e no substrato do shiitake, foi realizada
pelo Espectrofotometro Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
(Shimadzu, FTIR IRAffinity-1S, Kyoto, Japan) usando modo de transmitancia, que
absorve a radiacdo em uma frequéncia caracteristica do espectro infravermelho.
Esta andlise foi realizada no Laboratério de Adsorvetes e Nanotecnologia
(LaBNUS) da Universidade de Sorocaba. Para essa analise foram feitas pastilhas
de brometo de potéassio, a partir de uma mistura de 300 mg de KBr, previamente
secos em estufa a 80 °C e 2 mg de amostra, homogenizadas em um almofariz de
agata. As pastilhas foram comprimidas em um pastilhador sob a pressédo de 90 KN
por 10 min, para formar uma pastilha de 0,20 mm de espessura e posteriormente
foi feita a leitura das pastilhas no FTIR, usando uma varredura na regido de onda
entre 4000 e 400 cm™.

4.5 Grau de desacetilacédo da quitosana

Com base nos dados do FTIR, que caracteriza os agrupamentos quimicos
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presentes nos talos do shiitake, champignon e no substrato do shiitake, foi feito o
grau de desacetilacdo (GD) da quitosana por potenciometria.

A quitosana, um dos agrupamentos encontrados nos cogumelos, € um
derivado da quitina, obtido através de um tratamento alcalino (JIANG; CHEN,;
ZHONG, 2003). A quitosana foi encontrada no p6 do talo do shiitake, champigon e
no substrato do shiitake, através do FTIR (demonstrados na sessdo de
Resultados).

O GD é determinado por uma reacao de hidrélise que origina grupos amino;
assim, € possivel identificaras bandas de estiramento em que o valor do pH sofre
uma brusca alteracdo. A titulacdo portenciométrica € um método simples, rapido e
confidvel, em que uma curva linear é obtida apés a plotagem gréafica dos pontos do
gradiente de valor de pH em funcéo do volume da solu¢cdo de NaOH.

Em um erlenmeyer, 100 mg de cada amostra foi adicionada a uma solugéo
de 250 mL de acido acético (200 mg/mL). Essa solucao foi mantida sob agitacéo
mecanica durante todo o procedimento. Em uma bureta, uma solu¢cdo de NaOH 0,1
M foi adicionada, e a titulacéo foi realizada sobre erleynmeyer. Os valores do pH
da solucao contendo o acido acético e os valores dos volumes de NaOH utilizados
foram aferidos conforme a titulacdo acontecia. O teste finalizou quando o valor de
pH se manteve constante. A porcentagem do grau de desacetilacdo (%GD), para

todas as amostras, foi calculada pela equacgéo (Equacéo 1).

__ (161 x[NaOH] x (V2-V1)
- m

GD

x 100 (Equacao 1)

Onde:

%GD = grau de desacetilacao

161 = massa molar da unidade D-glucosamina em g.mol™.
[NaOH] = 0,12 concetragéo da solugdo de NaOH (g mol?)
V1 = volume inicial de NaOH (mL)

V2 = volume final de NaOH (mL)

m = massa da quitosana (mg)
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4.6 Cinética de adsorcéo da adsorcéo

A cinética de adsor¢ao de adsorcdo € um parametro que determina o tempo
ideal de contato necesséario para que haja uma adsorcdo efetiva da substancia
analisada (neste caso o 17 a-etinilestradiol e o paracetamol) em uma massa fixa
de adsorvente (neste caso, o p6 dos talos dos cogumelos e do substrato).

Para avaliar o melhor tempo de adsorcdo do EE2, 0,5 g de cada amostra,
foram adicionados em 60 mL de solucdo de EE2 a 2 ug L. Para analisar o
paracetamol, 0,5 g de amostra foram adicionados em 60 mL de solugcdo de
paracetamol 2 g/L.

Para cada amostra, as solu¢gdes foram ajustadas conforme o valor de pH,
sendo para o shiitake 4,66, para o champignon 6,28 e para o substrato do shiitake
4,51. Os sistemas foram mantidos em agita¢ao por 24 h (figura 10) a 100 rpm na
incubadora shaker (Nova Técnica — modelo NT 715) previamente calibrada em
temperatura de 25 + 2 °C.

As amostras foram coletadas nos tempos de 10, 20, 30, 45 min, 60 min,
120 min, 240 min, 360 min, 720 min e 1440 min e posteriormente filtradas a vacuo
(Millipore — Sterifil), com filtro de 0,45 um (Allcrom) para remover completamente
0 po (sdlido) das amostras do meio aquoso. O EE2 foi posteriormente analisado
no Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (modelo LC—10AD vp,
SHIMADZU®) e o paracetamol foi posteriormente analisado em
espectrofotometro-UV visivel (modelo Lambda 35, PERKIN-ELMER®).
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Figura 10 - Ensaio de cinética de adsor¢éo da adsor¢éo de EE2 e de paracetamol nos
adsorventes

Espectrofotometro de UV
visivel (leitura do paracetamol)
0,5 mg de amostra 60 ml com solucéo de: Agitacdo de 10 min & 24h, 25°C,
paracetamol 2 g/L 100 rpm
EE22 gL

CLAE (Cromatografia
Liquida de alta eficiéncia)
(leitura do EE2)

Fonte: Elaboragao propria

4.7 Isoterma de adsorcao

A isoterma de adsorcédo determinou a capacidade do adsorvente em reter
em sua superficie o adsortivo (amostras), baseado nos resultados da cinética de
adsorcao.

Para avaliar o tempo em que os cogumelos agem como biosorventes do
EE2, 0,5 de cada amostra dos cogumelos foram adicionadas em 60 mL de solucéo
de EE2, em diferentes concentracdes: 2,0; 1,6; 1,2; 0,8 e 0,4 mg L. Para analisar
o paracetamol, 0,5 g de cada amostra foram adicionados em 60 mL de solucéo de
paracetamol, em diferentes concentracdes: 540, 200, 100, 40 e 10 mg/L. Os
sistemas foram mantidos em agitacdo por 24 h realizada na incubadora shaker
(Nova Técnica — modelo NT 715) previamente calibrada na temperatura de 25 + 2
°C (figura 9).

As amostras foram coletadas em 24 h e posteriormente filtradas a vacuo
(Millipore — Sterifil), em filtro de 0,45 um (Allcrom) para remover completamente a
amostra do meio aquoso. O EE2 foi posteriormente analisado no Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) e o paracetamol foi posteriormente analisado

em espectrofotdmetro-UV visivel (figura 11).
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Figura 11 - Andlise da isoterma da adsor¢éo

e " | Espectrofotometro de UV visivel
P} (leitura do paracetamol)
0,5 mg de amostra 60 ml de solucao Agitacdode 24h, 25°C, 100 rpm

paracetamol: 540, 200, 100, 40 e 10 mg/L

EE2:2,0;1,6;1,2; 0,8e 0,4 mgL-

CLAE (Cromatografia
Liquida de alta eficiéncia)
(leitura do EE2)

Fonte: Elaboragao propria

4.8 Avaliacdo do EE2 por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Para quantificar o EE2 remanescente nas solugdes, foi utilizada a técnica
analitica por CLAE, ou do inglés High Performace Liquid Chromatography (HPLC).

As amostras dos ensaios de cinética de adsorcdo e da isoterma de
adsorcao foram analisadas através do cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu — model Class-VP, utilizando coluna C18 de 125 mm de altura, por 4,60
mm de diametro e preenchimento de 5 um (Thermo Scientific) a 37 °C no forno.
Os resultados foram coletados com injecéo de 20 uL e tempo de corrida de 6 min
com deteccéo a 202 nm. A fase movel era composta por 70 % acetonitrila padrao
HPLC (Sigma-Aldrich) e 30 % de agua ultrapura — Milli-Q, em sistema isocratico
(UNRUH, 2011).

Uma curva analitica nas concentracdes 0; 0,4; 0,8;1,2; 1,6 e 2,0 mgL™* de
EEZ2 foi construida atraves da analise das areas sob a curva dos picos. A equacéo
da reta foi obtida (equacao 2), com a qual calculou-se a concentracao final de EE2

nas amostras do ensaio de cinética de adsorcao e isoterma de adsorcao.

y = 110087x + 413,04 (Equacéo 2)
Onde:
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y= &rea do pico
X= concentragéo de EE2 encontrada

4.9 Avaliacédo da concentragcdo de paracetamol por espectrofotometria

As amostras foram coletadas e filtradas das analises da cinética de adsorcao

e da isoterma de todas as amostras realizados com o paracetamol e foram

analisados por espectrofotometria-UV visivel, segundo metodologia adaptada de

Shihana et al., 2010. Para isso, foi adicionado NaNO2 as amostras de agua,

levando a nitracdo (formacdo do composto 2-nitro-5-acetaminofenol). Reacao que

produz um nitroderivado, que em meio basico (acrescido de NaOH 50%) torna-se
amarelo (azocorante), sendo absorvido em comprimento de onda de 430 nm.

Para a curva analitica, foi feita uma solucéo padréo de acetaminofeno com 2

g/L e posteriormente foram feitas diluicbes para obtencéo das concentracdes 2,77,

5,69, 11,38, 28,46 e 56,92 mg/L. As analises das amostras da curva (equacao 3)

seguiram o mesmo procedimento experimental acima. Assim foi realizada a tomada

de dados.

y = 0,0133x + 0,0012 (Equacgéo 3)
Onde,
y= area do pico

x= concentracdo de EE2 encontrada

4.10 Célculos de remocéao do EE2
A capacidade de adsorcdo de todas as amostras e a porcentagem de
remocao (%R) foram determinadas pelas equacfes abaixo (Equacdes 4 e 5

respectivamente):
Remogao de EE2 (%) = 2= x 100 (Equagdo 4)
0

Onde:
EE2 (%) = percentual de 17 a-etinilestradiol
Co = Concentracao inicial (mg/L)

Ce = Concentracao final (mg)
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ge =2%  (Equagdo 5)
Onde:
q. = Quantidade adsorvida (mg/g)
Co= Concentragao inicial (mg/L)
Ce = Concentragéo encontrada (mg)
V = volume total da solugéo (L)

m = massa do adsorvente (g)

Em que Cg é a concentracao inicial, Ce € a concentracao encontrada apos

0 contato com a amostra, V é o volume total da solu¢cdo e m é a massa da amostra.
Os resultados dos dados foram expressos como valor absoluto ou ainda

como porcentagem de sorgao.



5. RESULTADOS

5.1 Ponto de carga zero - PCZ
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O PCZ foi calculado a partir da média aritmética dos pontos que se
apresentaram constantes para o valor de pH final. Os valores de PCZ para o talo
de shiitake foram 5,35 *+ 0,33, 5,30 + 0,13 e 4,66 £ 0,16 nos intervalos de malhas

30/40, 50/60 e 80 mesh, respectivamente, conforme figura 12.

Figura 12 - Comportamento do valor de pH para o ensaio do talo de shiitake em diferentes tamanhos

de particulas (Lentinula edodes)
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Fonte: Elaboragéo prépria
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Os valores de PCZ para o champignon foram 6,11 + 0,11, 5,83 + 0,08 e

6,28 + 0,16 nos intervalos das malhas 30/40, 50/60 e 80 mesh, respectivamente,
conforme figura 13.

Figura 13 - Comportamento do valor de pH para o ensaio do talo do champignon (Agarius bisporus)
em diferentes tamanhos de particulas
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Fonte: Elaboragéo prépria

Para o substrato do shiitake, os valores de PCZ foram de 4,39 + 0,18, 4,45
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+ 0,17 e 4,51 + 0,22 nos intervalos das malhas 30/40, 50/60 e 80 mesh,

respectivamente, conforme figura 14.

Figura 14 - Comportamento do valor de pH para o ensaio com 0 p6 do substrato do shiitake em

diferentes tamanhos de particulas
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Fonte: Elaboragéo prépria
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5.2 Microtomografia
Os valores absolutos das analises microestruturais 3D estdo descritos na
tabela 3. Os resultados das quantificages sao referentes a porosidade (%), poros
fechados (%) e poros abertos (%) das amostras dos talos dos cogumelos shiitake,
do champignon e do substrato do shiitake. Essa representacédo do volume da

microestrutura € por voxels (ou pixels tridimencionais).

Tabela 3 — Resultado da andlise microestrutural 3D para amostra de particulas de cogumelos e
substrato

PROPRIEDADES SHIITAKE CHAMPIGNON SUBSTRATO
Porosidade (%) 71,28 70,09 67,23
Poros fechados (%) 0,50 0,25 0,05
Poros abertos (%) 71,14 70,01 67,22

Fonte: Elaboracéo propria

No parametro de porosidade o shiitake demonstrou maior porcentagem em
relacdo ao substrato do shiitake. Quanto aos poros fechados, a menor
porcentagem foi encontrada no substrato do shiitake, com 0,05%, este baixo valor
representa uma menor eficiéncia no processo de adsorcdo. O maior percentual
de poros abertos foi encontrado no shiitake com 71,14 %. O volume total de poros
e o volume dos poros abertos foram avaliados, entretanto os resultados néo foram
apresentados pois os dados ndo podem ser comparados entre si, uma vez que 0
volume utilizado das amostras analisadas ndo foi 0 mesmo.

As imagens tridimensionais das amostras estdo apresentadas nas figuras
15, 16 e 17. As imagens foram ajustadas de modo a aumentar o contraste entre
as regides externas das amostras, que sdo mais densas que no interior. Portanto,
as cores mais escuras (indicadas pelas setas rosas) e intensas indicam maior
densidade do pd, e as cores mais claras indicam menor densidade (setas

brancas).



Figura 15 - Imagens 3D do Shiitake (Lentinula edodes)

Fonte: Elaboracgéo propria
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Figura 16 - Imagens 3D do Champignon (Agarius bisporus)

Fonte: Elaboragéo propria
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Figura 17 - Imagens 3D do Substrato do shiitake

Fonte: Elaboracgéo propria

44
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5.3 Caracterizacdo quimica dos cogumelos
Os espectros de infravermelho, apresentados na figura 18, comparam 0s
espectros vibracionais do pé dos talos do shiitake, do champignon e do substrato
do shiitake com o padrao de quitosana.

Figura 18 - Espectro do talo do Shiitake, do talo do Champignon e do substrato do shiitake
comparado ao padrédo da quitosana obtido por FTIR
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Fonte: Elaboragéo prépria

No espectro de absor¢édo do padrdo da quitosana, destacaram-se 8 bandas
de estiramento. A partir desse padrdo foi possivel constatar a presenca de
guitosana nas amostras (tabela 4), jA que 7 bandas de estiramento foram
observadas, exceto as bandas de aldeido. Nao mostrado pelo grau de pureza das

amostras.



Tabela 4 - Comparacéo das bandas de estiramento dos espectros obtido, dos talos de Shiitake,
Champignon e do substrato do Shiitake com o padréo de quitosana pelo Espectrofotdmetro
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

PICOS
GRUPAMENTOS  Padrao Quitosana Shiitake Champignon Substrato
Ligacao de Hidrogenio 3404,36 3402,94 3448,72 3412,08
Acido carboxilico 2920,23 2927,94 2926,01 2926,01
Aldeido 287779 | e e e
Amida 1662,64 1660,71 1653 1639,49
Grupo Nitro 1375,25 1377,17 1377,17 1373,32
Avril-alquil-éter 1153,43 1149,57 1151,5 1157,29
Avril-alquil-éter 1076,28 107628 | = - | e
Avril-alquil-éter 1029,99 1039,63 1031,92 1035,77

Fonte: Elaboracao propria

As curvas potenciométricas da quitosana do shiitake, do champignon e do
substrato do shiitake foram determinadas em triplicata e estdo apresentadas nas
figuras 19, 20 e 21, respectivamente.

Os volumes iniciais de solucdo de NaOH para o GD do shiitake foram de 49,
50 e 49 mL, e os volumes finais foram 80, 78 e 78 mL. A porcentagem média do
GD do shiitake foi de 28,3 + 1,5%.

Figura 19 - Curva portenciométrica da quitosana do shiitake
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Fonte: Elaboragéo prépria

Os volumes iniciais de NaOH para o GD do champignon foram de 41, 44 e
44 mL, e os volumes finais foram de 67, 67 e 66 mL. A porcentagem média do GD
do champignon foi de 11,43 £ 1,01%.

Figura 20 - Curva portenciométrica da quitosana do champignon
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Fonte: Elaboracédo prépria

Os volumes iniciais de NaOH para o GD do substrato foram de 60, 60 e 59
mL, e os volumes finais foram de 77, 76 e 77 mL. A porcentagem média do GD do
substrato shiitake foi de 8,21 + 0,48%.
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Figura 21 - Curva portenciométrica da quitosana do substrato do shiitake
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Fonte: Elaboragao propria

5.4 Cinéticade adsorcao de Adsorcao
Os resultados da cinética de adsorcéo de adsor¢cdo do EE2 nas amostras
dos talos do shiitake, champignon e no substrato do shiitake, referente a

granulometria menor que 80 mesh estédo apresentados na figura 22.
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Figura 22 - Cinética de adsorgéo de adsorgéo do 17 a-etinilestradiol

-o—- Shiitake Champignon -+ Shiitake Substrate
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Fonte: Elaboracéo propria

Para o shiitake, a maior adsorcéao ocorreu de 20 a 45 min,de4ha6he
depois em 24 h, com 100 % de remocao. Nos demais tempos, houve uma boa
adsorcao, mas ao mesmo tempo houve dessorcdo. Para o champignon, a maior
adsorcao (100 % de remocao) ocorreu em 30 min e de 2 a 6 h. Para o substrato
do shiitake, a maior adsor¢cdo ocorreu em 30 min, com 80 % de remocdo. O
substrato do shiitake foi o Unico que ndo apresentou taxa de 100 % de adsorcao.

Ja os resultados da cinética de adsorcdo de adsorcéo do paracetamol nas
amostras dos talos do shiitake, champignon e no substrato do shiitake, referente

a granulometria 80 mesh, estédo apresentados na figura 23.
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Figura 23 - Cinética de adsorc¢do de adsorgdo do paracetamol
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Fonte: Elaboracao propria

Para o paracetamol, a adsorcdo se mostrou promissora em ambos os
cogumelos e também no substrato do shiitake, nas condicdes estudas. No
shiitake, a maior adsorcdo ocorreu em 12 h, com 98 % de remocéao; o equilibrio
de adsorcao ocorreu entre 6 e 24 h com remocéao de 97 %.

Entretanto, para o champignon, ocorreu o equilibrio da adsorcéo entre 30
min e 2 h com 98% de remocéo, e a maior adsorcdo ocorreu em 24 h com 99%
de remocéo.

Ocorreu para o substrato do shiitake a melhor adsorcdo, com 96% de

remocao, nos primeiros 10 min.

5.5 Isotermas de adsor¢édo do EE2 e do paracetamol

As isotermas de adsorcdo do EE2 nas amostras de talos do shiitake estao
apresentadas na figura 24. Foi possivel observar que os 3 intervalos
granulométricos tiveram uma isoterma linear, o que indica que a quantidade de EE2

foi adsorvida é proporcional a concentracao do fluido. Nas condicGes dos ensaios,
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0 R? (coeficiente de determinacéo) foi igual 1,0 e a capacidade maxima de adsorcéo

(gmax) do shiitake foi de 5,6244 mg EE2/g de cogumelo.

Figura 24 - Isotermas de adsorcdo do EE2 pelo Shiitake
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Fonte: Elaboragéo prépria

As isotermas de adsorcdo do EE2 pelos talos do champignon estéao
apresentadas na figura 25. As isotermas de adsorcdo demonstraram, em cada
granulometria, um comportamento diferente do outro. A partir dos calculos
matematicos empregados pelo software, obteve-se o R? de 0,92817 e uma (max de
18,956 mg EE2/g de cogumelo. A granulometria de 80 mesh demonstrou um

comportamento linear para a adsorcao.
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Figura 25 - Isotermas de adsorcdo do EE2 pelo Champignon
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Fonte: Elaboracéo prépria

As isotermas de adsorcdo do EE2 pelo substrato do shiitake estdo
apresentadas na figura 26. Todas as granulometrias, as amostras em diferentes
intervalos granulomeétricos, apresentaram adsorcao semelhante, sendo do intervalo
de 30/40 a Unica a apresentar R? e gmax diferente, 0,97906 e 0,31 mg EE2/g de

cogumelo, respectivamente.
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Figura 26 - Isotermas de adsorcdo do EE2 pelo substrato de shiitake

0,24 + m  Substrato (30/40)
® Substrato (50/60)
A Substrato (<80)

0,20

~ 0,16
(@)
(o))

=
0 0,12
(@)

0,08

0,04 -

0,4 0,8 1.2 1,6 2,0
C,(mgL")

Fonte: Elaboragao prépria

Com base nos resultados obtidos € possivel observar que as amostras em
diferentes intervalos granulométricos, apresentam melhor adsorcdo do EE2 do que
as granulometrias maiores. Pode-se atribuir este fato a maior area de superficie.
Por conta disto, optou-se por realizar as analises posteriores (cinética de adsorcao
de adsorcdo do EE2, isotermas e cinética de adsorcdo de adsor¢cdo do
paracetamol) apenas com as amostras em diferentes intervalos granulométricos
menor (80 mesh).

A figura 27 corresponde a isoterma de adsor¢ao do paracetamol pelo talo do
shiitake. Foi possivel identificar um R? de 0,99209 e (gma) de 34,199 mg de
paracetamol/g de cogumelo.
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Figura 27 - Isoterma de adsorcéo do paracetamol pelo Shiitake
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Fonte: Elaboragao prépria

Na figura 28, correspondente a isoterma de adsorcdo do paracetamol pelo
champignon, o R? foi de 0,99583 e a gmax foi de 338,088 mg de paracetamol/g do
champignon.

Figura 28 - Isoterma de adsor¢éo do paracetamol pelo Champignon

40

30

20

q,(mgg’)

. ® g, Champignon 80

Isoterma de Sips

T T 7 T v T T T v T v

0 100 200 300 400 500 600
-1

C,(mgL")

Fonte: Elaboragéo prépria
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Na andlise com o substrato do shiitake, ndo foi possivel obter resultados
para a isoterma de adsorcao do paracetamol uma vez que o substrato, por si s0,
resultou em uma coloracdo amarelo-esverdeada, coloracdo esta que também
absorve cor no comprimento de onda caracteristico do paracetamol. Assim, as

leituras ndo se mostraram confiaveis.
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6. DISCUSSAO

O PCZ de um biomaterial € um parametro importante para se avaliar pois a
adsorcao pode ser potencializada conforme o valor de pH da solugédo. Quando um
material s6lido entra em contato com uma solug¢éo com valor de pH abaixo do PCZ,
a superficie do material é carregada positivamente, e um grande nimero de anions
€ adsorvido para balancear as cargas positivas, aumentando a afinidade com o
solvente (agua). Em solu¢des com valor de pH maior do que o PCZ, a superficie
do material é carregada negativamente, e adsorve cations (GUILARDUCI et al.,
2006). Portanto, é importante garantir que haja uma diferenca nas cargas positivas
e negativas presentes na superficie do adsorvente e no adsorvato, pois ela interfere
na eficiéncia da adsorcéo.

Para todas as amostras, os valores do PCZ foram levemente acidos. Portanto
as solucdes com os contaminantes que tiverem um comportamento mais acido
serdo adsorvidas mais favoravelmente.

Honorio, Veit e Tavares (2015) que utilizaram cascas de arroz como
adsorvente de hormoénios presentes nos residuos gerados nas atividades de
suinocultura. O valor do PCZ da casca de arroz in natura foi 7,20 e para a casca de
arroz lavada foi de 7,34, ou seja, solu¢gbes mais proximas a neutralidade sao
melhores adsorvidas. Sousa (2015) avaliou a adsorcédo de EE2 na casca de banana
e pelas folhas da Typha angustifolia L. tratados em meio acido. Para a casca de
banana in natura o PCZ foi 5,60, para a casca de banana tratada em &cido foi de
4,30 e para a tratado em meio basico foi de 6,50. Para as folhas da Typha
angustifolia L., o PCZ encontrado foi 5,50 in natura, 4,50 em meio &acido e 6,40 em
meio basico. Assim, observou-se que para as amostras in natura o PCZ foi
semelhante ao encontrado no estudo que realizamos.

Os poOs das cascas de arroz, banana, coco, laranja, mamao, maracuja,
melancia e meldo também foram testados para o PCZ. Os resultados encontrados
foram de 5,38, 7,21, 4,43, 6,73, 5,36, 4,94, 6,05 e 6,31, respectivamente. Portanto,
conclui-se que a adsorcéo de cétions € favorecida quando o valor de pH é maior
gue o PCZ e a adsorcéo de anions é favorecida quando o pH é menor que o PCZ
(FREITAS et al., 2015).

O PCZ tem grande influéncia na qualidade e na quantidade do material

adsorvido. Porém, tamanho de poro e porosidade também sdo parametros muito
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importantes. Assim, levando isso em consideragao, o ensaio de microtomografia
computadorizada foi realizada para conhecermos quantitativamente os parametros
fisicos dos intersticios das estruturas internas que possibilitam interpretarmos a
distribuicdo e conectividade dos poros das amostras dos cogumelos e do substrato.
Além disso, com a microtomografia consegue-se avaliar a densidade de cada
material. Os talos de shiitake e de champignon demonstraram que sdo mais
porosos do que o substrato do shitake, ou seja, é de se esperar que a adsorcdo
seja maior nos talos dos cogumelos do que no substrato.

A microtomografia computadorizada foi realizada para investigar os meios
porosos internos das amostras, pois 0 meio poroso é um dos fatores determinantes
analiticos que determina a permeabilidade das amostras. Essas porosidades
permitiram conhecer a direcdo preferencial e conectividade dos poros para
investigar novas perspectivas para uso em outras formas de adsorcéo.

Uma vez que ndo foram encontrados na literatura estudos avaliando a
microestrutura de cogumelos, estudos com rochas foram utilizados para fins
comparativos de porosidade. Cunha et al. (2015) determinaram a permeabilidade
das amostras absoluta de rochas a partir de imagens microtomograficas. Nas
amostras areniticas, a porosidade experimental encontrada foi de 28,3 %, muito
inferior a porosidade encontrada no shiitake (71,28 %). No estudo de
caracterizacdo de rochas por microtomografia de raios-X desenvolvido por
Palombo et al. (2015), os autores verificaram uma porosidade de 20,50 % na
amostra do arenito BS (BentheimerSandstone),11,42 % no arenito GBS
(GreyBereaSandstone), 18,97 % no calcario DPL (Desert Pink Limestone) e uma
porosidade de apenas 1,58 % no célcario IL (Indiana Limestone). Comparando com
um produto natural, Favaro et al., 2018, avaliaram os frutos de Jussara (Euterpe
edulis Martius), e encontraram 0,45 % de poros fechados, 38,49 % de poro abertos
e a porosidade foi de 38,77 %, muito menor que a porosidade dos talos de
cogumelos.

O PCZ e a porosidade sdo importantes caracteristicas, mas nao as unicas
propriedades capazes de determinar se biomateriais tém ou ndo uma boa
capacidade adsortiva. O conhecimento da estrutura quimica e dos grupamentos
funcionais de um bioproduto também é de grande relevancia. Diante disso, um

ensaio utilizando o Espectrofotdmetro Infravermelho com transformada de Fourier
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(FTIR) foi realizado, o qual é capaz de caracterizar os grupos funcionais das
amostras.

A caracterizacdo dos grupamentos quimicos das amostras foi feita pela
interpretagéo de espectros, comparativamente com os achados da literatura e com
0 padrédo de quitosana utilizado (LOPES; FASCIO, 2004). Um dos principais
achados nos talos e no substrato foi 0 grupamento que caracteriza a quitosana. A
quitosana é oriunda do processo de desacetilacdo da quitina, e essas duas
substancias tem alta capacidade de adsorcéo.

Uma vez que o FTIR consegue caracterizar qualitativamente o0s
grupamentos quimicos, uma curva potenciométrica de quitosana foi feita para
conseguir quantificar o grau de desacetilacdo, ou seja, a porcentagem de quitosana
presente nas amostras dos talos dos cogumelos do substrato do shiitake. Quanto
maior a % GD, maior a concentracdo de quitosana. O maior grau de desacetilacéo
encontrado foi no talo do shiitake, seguido pelo talo do champignon e substrado do
shitake. Considerando um meio acido, maior € a adsorcéo; por isso foi de grande
importancia, pelo PCZ, identificar os valored de pH das amostras, inicialmente.

Lopes et al. (2017) avaliaram o GD de cepas isoladas do fungo
Cunninghamella sp. Uma das amostras que teve maior rendimento de quitina, foi a
amostra UFT Cell, que teve o rendimento de 30,33 % referente a quitina e um
rendimento de 5,91 % de quitosana. A amostra UFT Ce09 teve um rendimento de
16,02 % de quitina e 7,43 % de quitosana. Amorim et al. (2001), extrairam quitosana
do micélio de Cunnighamella elegans resultou em um GD de 20 % em 24 h de
cultivo.

Vendruscolo e Ninow (2014) avaliaram o bagaco de maca como fonte de
carbono para a producdo de quitosana fungica através do fungo Gongronella
butleri. O bagaco de maca teve um GD de 89,42 %, e se mostrou com um bom
potencial para a producao de quitosana fungica.

Pelos ensaios de PCZ, microtomografia, FTIR e GD, os talos de shitake e de
champignon tém grande potencial de serem bons adorventes. Quando se avalia a
cinética de adsorcdo do EE2, este parametro determinou o tempo minimo de
contato para que houvesse uma adsorcao efetiva. A absorcao foi de 100 % para 0s
talos do shiitake e para os talos do champignon. Para o substrato do shitake, a

cinética de adsorcdo também foi muito eficiente, mas ndo chegou a 100%. Ja a
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cinética de adsorcdo do paracetamol foi menos efetiva comparada a cinética de
adsorcdo do EE2. O substrato adsorveu cerca de 91 %, ap06s 120 min,
corroborando com os achados de porosidade e grupamentos quimicos.

Quando se compara nossos achados com a literatura (Tabela 5), percebe-se
gue os talos dos cogumelos se mostraram muito eficientes na remoc¢ao do
hormonio, destacando-se o shiitake, que foi obtido 100 % de adsorgdo em 20 min
de contato com medicamento, muito acima do método padrdo que € o carvao
ativado. Honorio, Veit e Tavares (2015) estudaram a cinética de adsorcédo do EE2
presente nos efluentes da suinocultura, utilizando casca de arroz como adsorvente.
Os autores encontraram um Qmax de 0,675 mg/g em 120 min. Assim, podemos
concluir que o carvao ativado € um excelente adsorvente em relagdo ao tempo de
adsorcao (Ferreira et al. 2015) porém no presente estudo o0s cogumelos
adsorveram 100% do hormonio em 20-30 min de contato.

Para o paracetamol, estudos comparativos também s&o apresentados na
tabela 5. Rheinheimer (2016) investigou a cinética de adsorc¢ao do paracetamol em
carvao ativado. Ele verificou que a remocéao de paracetamol atingiu a estabilidade
de remocao de 90% a partir de 180 min. O autor concluiu que a quantidade
adsorvida é proporcional ao volume dos microporos que o0 adsorvato possuli,
corroborando nossos achados. Portanto o estudo realizado com o paracetamol teve
um resultado interessante, pois o valor de pH resultante do contato da solucéo e

do adsorvente aumentou, facilitando a adsorcéo do paracetamol.
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Tabela 5 - Comparacéo dos valores encontrados para os talos de cogumelos e substrato de
shiitake com dados da literatura.

Paracetamol EE2
Champignon 1440 min —100% 30 min — 100 %
Shiitake 720 min — 100 % 20 min — 100 %
Substrato 10 min — 96 % 30 min —80 %

_ 30 min-96,2%-5°C
Carvao ativado granular (Unruh, 2011) - 30 min —95,4 % - 18° C
30 min —96,9% - 31° C

Casca de amendoim (Procopio, 2017) - 1440 min — 89,76 %

Carvao ativado do cocd de dendé
(Massias et al. 2015)

240 min — 57,64 % -

Carvao de dendé e babucu (Ferreira et al.
2015)

Fonte: Elaboracéo propria

120 min — 83 % -

As isotermas de adsorcgao obtidas para os talos do shiitake em relagdo ao EE2
(figura 22), tiveram um comportamento linear para as 3 granulometrias do shiitake
(30/40, 50/60 e 80 mesh). A isoterma linear, dos modelos de Langmuir e Freudnlich,
apresenta a quantidade adsorvida do composto proporcional a concentracao no
fluido (MCCABE et al., 1993), ou seja, ndo indica uma capacidade maxima para
adsorcao. Para o talo do champignon (figura 23), apenas a granulometria 80 mesh
se comportou de forma linear, ocorrendo a adsorcéo, porém nao ha sua capacidade
maxima. Para o substrato do shiitake, as maiores granulometrias (30/40 e 50/60
mesh) tiveram uma absorcéo linear, e a granulometria de 80 mesh desenvolveu
uma isoterma convexa, as quais sdo consideradas favoraveis, pois uma grande
guantidade de adsorvato pode ser adsorvida a baixas concentracdes no fluido
(MCCABE et al., 1993). Esse comportamento favoravel indica que houve uma
adsorcao alta mesmo em niveis de concentracdo baixa de adsorvato no fluido
(figura 25). J& as isotermas concavas sao consideradas ndo favoraveis, uma vez
gue quantidades relativamente baixas de soluto sdo adsorvidas e também sé&o
consideradas raras, mas auxiliam na compreensdo do processo de dessorcao
(MCCABE et al., 1993).

As isotermas de adsorcédo do paracetamol, em relagcéo ao talo do champignon

com a menor granulometria foi mais favoravel do que a isoterma do talo do shiitake.
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Mesmo que o shiitake tenha apresentado maior %GD, o talo do champignon
mostrou isoterma mais favoravel a adsorcao.

J& para os ensaios do substrato, ndo foi possivel obter resultados na leitura
realizada em espectrofotometro, pois o substrato do shiitake liberou uma coloragao
verde escura, aumentando falsamente o valor de absorbancia encontrado (ou seja,
nao foi possivel fazer a leitura no espectrofotdmetro).

Estudos comparativos quanto a capacidade maxima de adsor¢cdo sao
apresentados na tabela 6. Podemos verificar que a casca de banana e as folhas de
Typha angustifélia L. ndo tem boa capacidade de adsorcdo. Ja o carvao ativado
granular e o carvao do coco de dendé séo adsorventes muito bons, comparaveis
aos talos do shiitake. Por outro lado, os talos do champignon se sobressairam, com
capacidade de adsorcao até trés vezes maior para o EE2 e de 5 a 10 vezes maior
para o paracetamol.

Tabela 6 - Estudos comparativos quanto a capacidade maxima de adsorcgéo.

Paracetamol EE2
Champignon 338,08 mg /g 18,95 mg/g
Shiitake 34,19mg/g 5,16mg/g
Substrato NAO TEVE LEITURA 0,31mg/g
Casca de banana (Sousa, 2015) 1,17mg/g -
Folhas da Typha angustiflia L.
0,19mg/g -

(Sousa, 2015)

Carvao ativado granular (Unruh, 516mg/g-5°C

2011 - 0,91mg/g-18°C
) 0,74mg/g-31°C

Carvao ativado do coc6 dendé 60,20 mg/g—pH 2

csing ot al. 2015 64,95 mg/g—pH 6,6 i
(Massias et al. ) 53,27 mg /g — pH 10

Fonte: Elaboragéo propria
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7. CONCLUSAO

A utilizacao de residuos/descartes naturais no tratamento de efluentes pode ser
atil ndo s6 para 0 meio ambiente, auxiliando no problema da eliminacdo dos
residuos soélidos gerados, mas também na economia, com um novo aproveitamento
do que seria descartado.

Os talos dos cogumelos demostraram uma boa porosidade, e esta propriedade
fisica tem um impacto significativo no sucesso da adsorcédo. Além dos valores de
pH, a distribuicdo dos intersticios dos poros caracteriza se a adsor¢cao sera bem-
sucedida. Os talos do shitake e do champignon tiveram os melhores
comportamentos quanto a adsor¢do do EE2 e do paracetamol, quando comparados
ao substrato, fato explicado pela porosidade dos biomateriais. Entretanto, o
champignon apresentou maior adsorcdao dos farmacos, apesar da menor % GD
comparado ao shiitake.

Assim, entendemos que os talos do cogumelo champignon podem ser
considerado uma fonte alternativa promissora para a extragdo de quitina e
guitosana, estimulando a induastria biotecnolégica com base nos métodos

avancados para adsor¢cdo de medicamentos em meio aquoso.
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