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TREATMENT OF FORMALDEHYDE RESIDUES BY PHYSICAL AND BIOLOGICAL
TECHNIQUES

The formaldehyde is a liquid extremely irritant to the mucous membranes and very aggressive to
the environment, due to its high toxicity and volatilization. Currently, Instituto Federal Catarinense
- Campus Araquari, has no viable techniques for the recovery and treatment of aqueous solutions of
formalin for use in the anatomy laboratory. In order to minimize the costs involved and the
environmental impacts generated, physical and biological tests involving sewage sludge residues
were carried out to treat the effluent produced in institutional activities. Biological tests were
carried out to prospect for microorganisms from activated sludge, where only fungi resistant to
concentrations of 0.1% formaldehyde were isolated. It is presumed that this fungus belongs to the
genus Aspergillus, due to structural similarities and the resistance itself to the antimicrobial action
of the formalin. Also, the possibility of generating activated carbon from the sludge cake was tested.
However, it was mineralized rather than carbonized, a factor that prevented the formation of coal
and the possible use as an adsorbent.

Keywords: Formaldehyde; Sewage Sludge; Active Carbon; Treatment; Fungal Resistance.



INTRODUCAO

A contaminacdo dos recursos hidricos proveniente do despejo indevido de formaldeido resulta em
uma cadeia de problemas ambientais e de saude publica. A formalina (CH,0O) ¢ um composto
organico extremamente toxico e volatil, largamente utilizado em solugdo aquosa na conservacao de
pecas anatOmicas empregadas em laboratorios de anatomia humana e animal. O descarte
inadequado de efluentes domésticos ou industriais pode levar a desequilibrios ambientais,
exigindo-se assim tratamento prévio.' Esses efluentes sdo recebidos e tratados em estagdes de
tratamento de esgoto (ETEs), cujo principal processo de tratamento ¢ a nitrificagdao, que utiliza
microrganismos nitrificantes para a remog¢do de formas reduzidas de nitrogénio e de organismos
degradantes de matéria organica. A matéria sélida, contendo a massa microbiana, proveniente do
processo de tratamento, se deposita formando o lodo ativado.** Este lodo, na sequéncia, ¢é
desidratado e torna-se a torta de lodo, a qual nao possui aplicacao direta pelas ETEs e representa um
custo para a destina¢do.” Uma alternativa vidvel para este descarte seria a produgido de carvdo a
partir da torta de lodo e a exploracdo da massa microbiana do lodo ativo para o tratamento e
recuperacdo de efluentes contaminados com formol.”® Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
buscar formas alternativas (fisica e bioldgica) para tratar residuos de formaldeido. Assim, buscou-se
isolar microrganismos a partir de lodo ativado capazes de metabolizar formaldeido, além da
preparagao de carvao ativado a partir da torta de lodo, com o intuito de tratar fisicamente amostras
aquosas de formaldeido provenientes da conservacdo de pecas anatomicas do laboratorio de
anatomia do IFC Campus Araquari.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostragem

As amostras de efluentes de formol foram coletadas no laboratorio de anatomia do IFC - Campus
Araquari, onde estdo acumulados quatro galdes de 50 L cada, contendo residuos de formalina com
concentragdo desconhecida. Foram coletadas duas amostras de um litro de apenas um dos galoes,
selecionado aleatoriamente. As amostras foram preservadas em frascos escuros de capacidade para
um litro e armazenadas sob refrigeracdo a 6°C.

As amostras de lodo ativado e torta de lodo foram obtidas a partir da Estagdo de Tratamento de
Esgoto (ETE) do Servico Auténomo Municipal de Agua e Esgotos (SAMAE), localizada no
municipio de Jaragud do Sul - SC, bairro Sdo Luis. Essas amostras foram armazenadas em
recipientes de trés litros e mantidas refrigeradas a 6°C.

Caracteriza¢do Fisico-Quimica do Efluente de Formol

A caracterizacdo dos residuos de formol foi realizada considerando-se os seguintes parametros
fisico-quimicos: pH, Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e so6lidos totais. Os procedimentos
foram executados como descrito pelo Standart Methods for Examination of Water of Wastewater.’



Isolamento de Microrganismos e Preparacio de Carvao Ativado

As amostras de lodo ativado e torta de lodo coletadas na ETE foram utilizadas para a prospeccao e
isolamento de microrganismos com potencial para degradacdo de formaldeido e preparacao de
carvao ativado para o tratamento fisico de residuos de formol.

Prospecgao e Isolamento Microbiano

A prospecgdo e isolamento de microrganismos capazes de degradar residuos de formaldeido a partir
de lodo ativado foi primeiramente realizado em meios de cultivo solido agar nutriente (extrato de
carne 1,0 g.L"'; extrato de levedura 2,0 g.L'!; peptona 5,0 g.L'; NaCl 5,0 g.L"! e 4gar 15,0 g.L"!, pH
6,8) para o crescimento de bactérias e agar Sabouraud Dextrose (peptona 10,0 g.L"'; D-glicose 40,0
gL' edagar 15,0 gL', pH 5,3) para o crescimento fungico. Uma amostra de 1,0 mL de lodo ativado
foi semeada nos meios, seguido de incubagdo a 30°C por 24 a 48 horas, ou até a observagdo do
crescimento de microrganismos. Estes foram entdo repicados e inoculados em meio livre e
suplementado com formaldeido (0,1%, 0,5% e 1,0%) e seu crescimento foi monitorado por 5 dias.
A caracterizagdo microscopica dos isolados foi efetuada de acordo com a metodologia proposta pela
ANVISA, modulo VIL' Primeiramente, colocou-se sobre uma lamina para microscopia esterilizada
um cubo de meio de cultivo dgar Sabouraud Dextrose. Os fungos foram semeados em duplicata a
partir de repiques nos quatro lados dos cubos de 4gar e recobertos com uma laminula esterilizada e
mantidos em um placa de Petri estéril. Uma camara umida foi feita adicionando 1,0 a 2,0 ml de
agua destilada estéril no fundo de cada placa para que se evitasse o ressecamento do meio de cultura
durante o crescimento do fungo (Figura 1). Por fim, as placas foram tampadas e incubadas a 30°C
em torno de 5 a 7 dias, até que o crescimento das hifas fossem observadas.

it 3 estrias com indculo
da levedura

Agua estéril sobre
* papel de filtro

Figura 1. Método de isolamento de fungo para posterior caracterizagao

Fonte: ANVISA (2004)

Os microrganismos isolados a partir de meio de cultivo suplementado com formaldeido foram
também inoculados em meio liquido (Caldo Sabouraud Dextrose), suplementado com a mesma
concentragdo de formaldeido para acompanhamento do crescimento celular. O crescimento
microbiano foi monitorado espectrofotometricamente no comprimento de onda de 660 mn.



Para o armazenamento, a espécies fungica isolada foi cultivada em caldo Sabouraud Dextrose nas
mesmas condi¢des descritas acima, seguido da adi¢do de glicerol para uma concentragao final de
50% e armazenamento a -20°C.

Producdo de Carvdo Ativado

O carvao ativado foi preparado por meio da carbonizacdo total de aproximadamente 30 g da torta de
lodo (lodo desidratado) durante variadas temperaturas e intervalos de tempo (800°C/2h, 800°C/3 h,
800°C/6h e 1000°C/5h) em forno mufla.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacao das amostras de residuo de formaldeido

Primeiramente, caracterizou-se os residuos de formaldeido provenientes do laboratorio de anatomia
do IFC Araquari. Os valores de pH medidos se mostraram relativamente baixos, assim como 0s
valores de so6lidos suspensos totais (SST) (Tabela 1), quando comparados com os dados obtidos por
Limberger (2011),(cujas amostras apresentaram soélidos totais variando entre 2.300 mg/L e 7. 414
mg/L) para andlise de um residuo semelhante. Em relagdo a DQO, os resultados se mantiveram
dentro dos valores relatados na literatura, uma vez que conhecendo-se o teor de matéria organica, ¢
possivel definir o melhor tratamento para o residuo.

Tabela 1 - Resultados das andlises fisico-quimicas das amostras de residuos

Amostras pH SST (mg.L™") DQO (mg O,.L™")
1 3,69 2420 8767.23
2 4,16 2380 9486.41

Fonte: Autores (2018)

As amostras apresentaram baixo pH, que segundo Limberger (2009), provoca mudanca na
coloragio da solu¢do, como visualizado no tom amarelado das amostras.'? Os baixos valores de SST
devem-se ao fato da amostragem ter sido feita mais superficialmente, ndo abrangendo
completamente os solidos decantados, apesar do galdo de armazenamento do efluente ter sido
agitado para homogeneiza¢do no momento da coleta de amostra.

Prospeccao e Isolamento de Microrganismos Resistentes 2 Formaldeido

Por meio da metodologia utilizada para a pesquisa e isolamento de microrganismos a partir de
meios de cultivo suplementados com formaldeido, ndo foi observado crescimento bacteriano.
Entretanto, foi observado apenas o crescimento de fungos filamentosos a partir das amostras de
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lodo ativado (Figura 2). Fungos filamentosos precisam da metade da quantidade de nitrogénio que
as bactérias necessitam, sendo assim, este seria um fator que os deixam em vantagem sobre as
mesmas. " Isso sugere que a amostra de lodo ativado utilizado para a prospec¢do de microrganismos
possuia uma carga fingica com vantagem competitiva em comparacao as bactérias, aumentando a
possibilidade de isolamento de espécies flingicas resistentes a formaldeido em detrimento do
isolamento de espécies bacterianas.

Outro fator que acentua o maior desenvolvimento fungico observado ¢ a menor sensibilidade dos
fungos filamentosos, pois sdo capazes de se proliferarem em lodos ativados com caréncia de
nutrientes ¢ pH &cido.'* Logo, mesmo que as bactérias constituem aproximadamente 95% da
biomassa microbiana, supdem-se que as mesmas nao tiveram mais nutrientes disponiveis para a sua

proliferacdo devido a auséncia de matéria organica disponivel na fra¢do sélida do lodo coletado.'*!3

Figura 2. Fungo filamentoso isolado de amostra de lodo ativado

Fonte: Autores (2018)

Para a avaliacdo do crescimento celular, a difusdo da espécie fungica isolada foi monitorada em
meio solido 4gar Sabouraud Dextrose suplementado com 0,10, 0,50 e 1,0% de formaldeido, através
da medi¢ao do didmetro de crescimento micelial (Tabela 2) - uma vez que o papel filtro utilizado
para a inoculacao continha 6 mm- assim como o caldo Sabouraud suplementado com as mesmas
concentragdes de formaldeido, o qual foi avaliado pela densidade dptica ao longo do tempo (Tabela
3).

Tabela 2 - Diametro do crescimento fingico em placa de petri com meio s6lido

Tempo (dias) Diametro (mm)
0% 0,1% 0,5% 1,0%
0 6 6 6 6
60 6 7 7
2 90 6 7 8




Tabela 3 - Absorbancia lida em espectrofotometro do crescimento fingico em caldo Sabouraud

Tempo (dias) Absorbancia (%)
0,0% 0,1% 0,5% 1,0%
1 1,017 0,075 0,06 0,086
2 1028 0,008 0,006 0,003
3 1180 0,007 0,011 0,009
4 1304 0,049 0,054 0,06

Com base nos resultados, pode-se observar que ndo houve crescimento significativo em nenhuma
das concentracdes, tanto no meio liquido quanto no so6lido. Apesar da espécie fungica ter sido
isolada em meio de cultivo contendo 0,2% de formaldeido, o pequeno crescimento observado nos
meios sélidos e liquidos sugerem que, apesar de resistir a presenca de formaldeido, houve inibigao
do crescimento, uma vez que na auséncia do formol, a espécie isolada volta a se desenvolver
normalmente.

Paralelo a isso, testes preliminares de inoculagdo do fungo resistente a 0,2% nas amostras coletadas
do laboratdrio, foram realizadas apresentando um aumento significativo da absorbancia da solugado
no intervalo de sete dias. A leituras da amostra com o fungo inoculado aumentou mais do que o
dobro da absorbancia feita no primeiro dia de observagdo - de 0,329 para 0,827-, indicando que a
concentragdo média dos residuos possa estar em torno de 0,2%.

Caracteriza¢do dos Microrganismos Resistentes

A caracterizagdo das espécies fungicas isoladas foi baseada no microcultivo para fungos
filamentosos descrita pela ANVISA no modulo VIL' Os resultados apontaram aparentemente para
a presenga de dois tipos de fungos, um obtido diretamente da amostra de lodo coletada sem
suplementagdo (Figura 3 - A) e outro isolado a partir de amostra de lodo (50 mL) suplementada
com 0,2% de formol (Figura 3 - B).



Figura 3. Estruturas fingicas encontradas ap6s observagdo microscopica

Fonte: Autores (2018)
Legenda:
A- Fungo cultivado em meio suplementado com concentragédo de 0,2% de formol

B - Fungo cultivado em meio isento de formol

As imagens obtidas permitem a observacao da possivel presenca de células melanizadas com hifas
hialinas e septadas (Figura 3-A) nas estruturas fingicas dos fungos semeados em meio de cultivo
suplementado. Este fungo apresenta grande taxa de crescimento, tanto pelo fato de ocupar
completamente a placa de cultivo em apenas dois dias, assim como pela quantidade de esporos
visualizados em sua estrutura, o que o caracterizaria como fungo filamentoso, facilitando seu
cultivo e prolifera¢do.'®

O segundo fungo foi isolado a partir da amostra de lodo ativado suplementado com formol.
Identificou-se a presenca de hifas hialinas septadas (Figura 3 - B), porém, em comparagdao com o
primeiro, ndo apresentou células melanizadas em sua estrutura, nem crescimento filamentoso,
exprimindo sua menor velocidade de proliferagao.

As coldnias formadas pelo fungo observado assemelham-se ao processo de formagdo de colonias do
fungo do género Aspergillus (Figura 5), frequentemente presente em ambientes com climas
tropicais e subtropicais, cuja principal caracteristica macroscopica utilizada para a sua
caracterizagdo ¢ o crescimento de forma expressiva a olho nu, podendo apresentar pigmentos
verdes, marrons, cinzas, pretos, brancos e amarelos, em suas colonias.'”"” Neste caso, a colora¢do
observada no crescimento fingico foi marrom e branca (Figura 3).

Quanto a sua caracterizagdo microscopica, este género possui hifas hialinas septadas, com
ramificagdes e producao de conidios, apresentando conidiéforos com vesiculas terminais compostas
por conidios (Figura 4) que assumem formatos hemisféricos, esféricos, alongados ou elipticos,
semelhantes as estruturas circulares destacadas encontradas no fungo isolado da Figura 3 -A 2!



Conidios

Figura 4. Estrutura fingica de fungos do género Aspergillus

Fonte: Minter (1985)22

Figura 5. Comparagdo das estruturas fiingicas do microrganismo isolado com Aspergillus niger
Legenda:
A - Fungos isolado cultivado em meio suplementado com formol 0,2%

B - Fungo Aspergillus niger isolado e cultivado.”

Supdem-se que o fungo A encontrado faga parte do género dos fungos Aspergillus, pois além das
semelhancas estruturais, como a presenga de conidiéforos e conidios comparados na figura 5 acima,
este género ja demonstrou resisténcia a acao antimicrobiana do formol em diferentes concentragdes
em estudos realizados por Przybysz e Scolin (2009) e Spitcher e Peters (1976).%*%

Resistividade fungica ao formol

Segundo Chen et al (2016), o formaldeido tem acao toxica nas células principalmente por conta da
sua alta reatividade como eletrdlito.”® Na célula, o composto reage rapidamente com grupos livre de
amina e tiol, em proteinas ¢ DNA. Quando o formaldeido ¢ exposto aos componentes celulares,



graves danos sdo gerados nas proteinas e no proprio DNA, por meio da formacdo de adutos

irreversiveis de formaldeido, ligagdes cruzadas proteina-proteina, DNA-DNA e DNA-proteina.*’

Desta forma, quando em contato com a superficie das células fingicas que possuem diferentes
grupos funcionais, como amina (-NH,), hidroxido (-OH), carboxila (-COOH), tiois (-SH) e fosfato
(-PO,*), o formol reage com estes promovendo a morte dos microrganismos.’’ Entretanto, foi
identificado que fungos do tipo Aspergillus niger apresentam resisténcia ao formol utilizado a 10%
nos laboratérios de anatomia.**

Fungos do género Aspergillus exibem propriedades de remogao de metais pesados do ambiente,
justamente por apresentarem maior resisténcia a substincias tdxicas, proporcionando seu
desenvolvimento em meios com altas concentragdes destes elementos.*® Especificamente, o
Aspergillus niger ¢ conhecido por produzir grandes quantidades de citrato e gluconato, sendo estes
capazes de lixiviar ou precipitar metais como cobre, zinco e outros de cinzas de residuos sélidos
urbanos incinerados por lixiviagdo de 4cido organico.” Porém, seus verdadeiros mecanismos de
remoc¢do de compostos toxicos do ambiente ainda sdo desconhecidos.’

A bioacumulagdo de metais por microrganismos ocorre principalmente por fendmenos de
superficie, tendo adsor¢do, de forma estequiométrica, com os radicais anionicos dos envoltorios
celulares, na qual pode haver precipitagdo ou ndo dos mesmos.*’

Assim, como a remog¢do de metais pesados do meio ambiente pode ser feita também por meio de
atividade metabdlica através do transporte pela membrana plasmatica, reforgado pelo fato dos
fungos filamentosos serem microrganismos adequados para a degradacdo de hidrocarbonetos,
sugere-se que produtos metabolicos, como enzimas extracelulares, possam ter sido geradas pela
espécie fiingica isolada neste trabalho para degradar o carbono presente no formol.>*! Isso permite a
incorporacdo do mesmo em suas atividades metabolicas, resultando no crescimento volumoso em
meio fermentado com formol a 0,2%. Também, foram encontrados alguns produtos metabdlicos
gerados pelo fungo Aspergillus niger ao degradar sacarose, a qual ¢ hidrolisada pelo seu potente

micélio ativo em pH acido.>*

Producao de Carviao Ativado

Pirolise e rendimento da amostra

Ap0s a carbonizacdo de todas as amostras, independente da diferenca de temperatura e tempo de
exposicdo, ambas demonstraram produtos ndo carbonizados (Figura 6), com média de rendimento
de 1,81% em massa, muito menor do que o rendimento encontrado por Reis (2015) de 23,87% e
Chen et al (2015) de 17,71 a 28,35%, diferencas que podem ser atribuidas a constitui¢do e
propriedades fisico-quimicas dos lodos utilizados e condigdes da pirdlise.""** O produto apresentou
carater argiloso, de cor laranja avermelhada, e nenhum sinal de queima de matéria organica.
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Figura 6. Amostra mineralizada de torta de lodo apds 2h em 800 °C

Fonte: Autores (2018)

Para que o processo de obtencdo de carvao ativado seja realizado com sucesso, as amostras devem
conter alto grau de decomposigdo e baixo teor de cinzas (matéria inorganica).** Apos o processo de
pirdlise, a ndo volatilizagdo e retengdo dos compostos inorginicos na amostra indicam o alto teor de
cinzas, dado que estes compostos fixam-se na superficie da amostra do material carbonéaceo.*

Carvao Ativado €, geralmente, microporoso, contendo também macro e mesoporos, que sdo de
extrema importancia para a acessibilidade das moléculas do adsorbato para o interior das particulas,

46

principalmente em fase liquida.*® Esse carvdo ativado é preparado a partir de um material

carbonaceo poroso que deve apresentar uma forma microcristalina, ndo grafitica.***

Como pode-se observar na figura 6, o produto final gerado ao término da queima nao apresentou
aspecto carbonaceo, pois o processo de carbonificagdo produz uma massa de carbono fixa e uma
estrutura porosa primdaria. Pelo contrario, apresentou aspecto argiloso.**” Quando ha fragdo
argilosa, esta apresenta CTC (troca de cations), logo, o material fica submetido & condigdes
climaticas que favorecem a mineralizagdo da matéria orginica presente.”® Desta forma, o aspecto
argiloso ¢ um indicativo de mineralizacdo da matéria organica, invidvel para o processo de
carbonificagao.

Uma forma de aprimorar o processo de pirolise do carvao ativado, obtendo-se ao final da queima
um material carbonificado sem a interferéncia de materiais inorganicos, ¢ a separagao entre matéria
orginica e matéria inorganica por processos de beneficiamento, utilizando-se a lavabilidade, um
pardmetro extremamente importante da grade dos carvdes.*

CONCLUSAO
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Foi isolada uma espécie fungica resistente a formaldeido na concentracdo de 0.2%, que
posteriormente foi inoculada em amostras de residuo de formol - coletadas do laboratorio de
anatomia - apresentando crescimento significativo na solugdo, indicando que a mesma deva possuir
em torno de 0,2% de formol. Presume-se que para o fungo resistir a essa concentrag@o baixa, tenha
adaptado seu processo metabdlico utilizando o carbono presente no formol, assim como Carvalho e
Vieira (2011) encontrou produtos metabodlicos gerados pelo fungo Aspergillus niger ao degradar
sacarose.’ Na tentativa de produgdo de carvio ativado, com o baixo rendimento alcangado (1,81%)
de massa final em relagdo a inicial, ¢ com base nos aspectos resultantes da queima do material,
concluiu-se que se faz necessario um tratamento prévio da amostra, para que os componentes
organicos e inorganicos possam ser separados a fim de que se evite a mineralizagdo da mesma.
Embora ambos os testes ndo tenham sido aplicados diretamente na recuperagdo ou tratamento do
efluente, este trabalho colocou luz a um problema rotineiro em um dos laboratérios da instituigdo,
evidenciando assim, os riscos ao meio ambiente e a necessidade de politicas de recuperagdo e
minimiza¢do da utilizacdo da 4gua no Campus, bem como a preocupacao com o passivo ambiental
gerado a partir das atividades institucionais.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1S. Acompanhamento da pirdlise das amostras de torta de lodo

Tentativa X Tentativa 1 Tentativa 2 Tentativa 3 Tentativa 4

Temperatura/hora 800 °C/2h 800 °C/3h 800 °C/6h 1000 °C/5h
Peso da amostra inicial 23,76 g 22,05 ¢g 2452 ¢ 20,12 g
Amostra poés-mufla 043 ¢g 041 g 0,40 g 0,39 ¢g
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Rendimento

1,81%

Figura 18. Crescimento fungico em cubo de meio para observa¢ao microscopica conforme

metodologia proposta pela Anvisa (mod. VII)
Fonte: Autores (2018)

Figura 28. Material solido (torta de lodo) coletado para a submissdao em mufla
Fonte: Autores (2018)

Figura 3S. Crescimento fingico em caldo sabouraud
Fonte: Autores (2018)
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