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RESUMO

A contaminacdo por compostos farmacéuticos nos ambientes aquaticos e sua dificil
remocdo no tratamento convencional de &gua representam um desafio as companhias de
saneamento. O uso de carvao ativado granular (CAG) em filtros em conjunto com o
tratamento de agua em ETAs tem demonstrado resultados satisfatorios, porém apresenta uma
capacidade de adsorcdo limitada, o que requer sua regeneracao periodica nos leitos dos filtros.
Entretando, durante o funcionamento dos filtros CAG, estes sdo naturalmente colonizados por
microorganismos capazes de degradarem uma diversidade de compostos. Todavia, 0sS
farmacos sdo susceptiveis a degradacdo por microorganismos presentes na agua, nos
sedimentos e nos efluentes de esgoto organicos. Diante destes aspectos, 0 presente projeto
avaliou a remocéo dos farmacos: diclofenaco de sédio, ibuprofeno, naproxeno e amoxicilina
por meio de filtros de carvdo com atividade bioldgica (CAB) em condigdes de laboratorio
durante 24 semanas, bem como a biodegradacdo desses compostos por microrganismos
aderidos nesses biofiltros, e a identificacdo filogenética dos microrganismos participantes no
processo de degradagdo dos farmacos testados. Os resultados obtidos demonstram a remogao
expressiva dos farmacos acima de 80% em filtragdo com carvdo ativado. Foi constatada a
biodegradacdo dos farmacos, possivelmente por bactérias dos géneros Bacillus, Burkholderia,
Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella, e Sphingomonas presentes no biofilme, o que infere
sobre a participacdo destes microrganismos durante o processo de biofiltracdo. A presenca de
microorganismos com potencial de metabolizacdo pode ser uma alternativa para aumentar o
tempo de uso dos filtros carvdo nas Estacdes de Tratamento de Agua. A possibilidade de
isolar microrganismos especificos ou consércios microbianos adaptados em remover 0s
compostos farmacéuticos, a partir de &guas naturais, pode representar uma medida
consideravel para o controle e remocdo destas substancias, possibilitando aumento na
qualidade do tratamento da &gua, principalmente quando as condi¢cGes adequadas para a

biodegradacao puderem ser identificadas, e impostas em sistemas de biofiltracéo.

Palavras-chave: Tratamento de agua. Filtros de carvdo granular biologicamente ativado.

Biofilme. Compostos farmacoldgicos.



ABSTRACT

The contamination by pharmaceutical compounds in aquatic environments and its difficult
removal in the conventional water treatment represents a challenge to the sanitation
companies. The use of granular activated carbon (GAC) in filters combined with the treatment
in Water Treatment Plants (WTP) has showed satisfactory results, although presents a limited
adsorption’s capacity, which requires its periodical regeneration in the filters beds. During the
functioning of the GAC filters, though, those are naturally colonized by microorganisms
capable of degrading a whole sort of compounds. In the other hand, the drugs are susceptible
to degradation by microorganisms presents in the water, in sediments and in organic effluent’s
sewage. Given these aspects, the project evaluated the removal of the drugs: sodium
diclofenac, ibuprofen, naproxen and amoxicillin by the carbon with biological activity (BAC)
in laboratory condition during 24 weeks, and the biodegradation of these compounds by
microorganisms stucked in those biofilters, and the phylogenetic identification of the
microorganisms participating in the degradation process of the tested drugs. The results
demonstrate the expressive removal of the drugs above 80% using filtration with activated
granular carbon. It was established the biodegradation of the pharmaceuticals, possibly by
bacteries of the genera Bacillus, Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella, and
Sphingomonas presents in the biofilm, which infers about the microorganism’s participation
during the biofiltration process. The presence of the microorganisms with metabolism’s
potential might be on alternative to increase the carbon’s filter’s timing in the WTP's. The
possibility of isolating specific microorganisms or microbial consortia that are adapted to
remove the drugs compounds from natural water may represent a considerable measure for
the control and removal of those substances, enabling an increase in the water treatment’s
quality mainly when the proper conditions for biodegradation can be identified and imposed
in biodegradation systems.

Keywords: Water treatment. Filters biological activated granular carbon. Biofilm.
Pharmacological compounds.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento econdmico e social de qualquer pais esta diretamente associado a
disponibilidade de agua de boa qualidade e a capacidade de conservacdo dos seus recursos
hidricos (TUNDISI, 1999). Por se tratar de um recurso natural escasso e desigualmente
distribuido, e por desempenhar papel vital para o sustento de toda a vida, a agua atualmente
exerce grande influéncia nas relacdes politico/econdmicas globais, sendo que sua escassez e
baixa qualidade sdo fatores limitantes ao crescimento sustentavel de qualquer sociedade.
Porém, os modelos de desenvolvimento adotados pela humanidade ndo tém levado em conta,
ha muito tempo, a manutencdo do equilibrio dos sistemas ambientais, fato que pode ser
evidenciado pela queda na qualidade das aguas mundiais (TUNDISI, 1999).

Nas Ultimas décadas, a crescente expansdo dos centros urbanos, das industrias, da
agricultura, e da pecuéria, tem contribuido com o aumento na contaminacéo de rios, lagos e
reservatorios. A inexisténcia de um crescimento populacional planejado, fundamentado em
critérios ambientais, deu origem a um cenario critico, onde se observa que residuos gerados
por centros urbanos e industriais, somados as descargas difusas (de origem urbana e agricola)
despejam diariamente diversas substancias quimicas estranhas aos seres vivos, que deterioram
0s corpos hidricos.

Dentre as substancias sintéticas cada vez mais presentes nos ambientes aquaticos, estdo
0s compostos farmacéuticos, que se encontram na formulacdo de uma série de medicamentos,
tais como antimicrobianos, analgésicos, antiinflamatorios, e contraceptivos orais (FENT et al.,
2006). O surgimento no ambiente natural desses compostos advém principalmente pelo uso
intenso e extensivo no tratamento de doencas; sendo esses excretados pelo organismo na
forma ndo metabolizada ou como metabdlitos ativos, sendo introduzidos no meio ambiente,
principalmente, a partir do langamento via efluentes municipais nos corpos receptores das
aguas servidas, ou pelos efluentes de indlstrias que os utilizam em suas atividades
(CALAMARI et al., 2003 apud REIS FILHO et al., 2007; CHAPMAN, 2006; PETROVIC et
al., 2005).

Apesar das modernas tecnologias de tratamento adotadas nas Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETE), os farmacos ndo sdo eliminados completamente durante o tratamento
(GHISELLE, 2006). Esta situacdo configura um risco potencial de exposi¢cdo a satde humana
(WEBB et al., 2003) em razdo da inevitavel contaminacdo dos corpos hidricos, em especial,
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0s mananciais de abastecimento de agua potavel (FENT et al., 2006). Nas aguas naturais,
dependendo da capacidade de autodepuracdo do corpo receptor, e da estabilidade das
moléculas, os farmacos podem chegar as aguas das populacdes assentadas a jusante dos
lancamentos, e até serem transferidas para Estac6es de Tratamento de Agua (ETA), onde no
sdo removidos pelos sistemas de tratamento convencionais (JONES et al., 2005), estendendo-
se a 4gua de abastecimento humano (WEBB et al., 2003).

A presenca de farmacos em aguas aduzidas para ETA representa atualmente um desafio
para remocao destas substancias durante o seu tratamento, o que é de extrema importancia na
manutencdo do padrdo de qualidade da dgua de consumo. O desenvolvimento de métodos
alternativos no tratamento das &guas, como o uso de filtros com carvao ativado
biologicamente (CAB), em complemento aos métodos convencionais de tratamento de agua
pode representar uma proposta promissora para remoc¢éo de residuos de farmacos, entre outras
substancias presentes na dgua durante seu tratamento em uma ETA (BUNDY et al., 2007). A
utilizacdo deste sistema de biofiltragdo pode ainda representar uma otimizagdo operacional e
reducdo dos custos do tratamento da dgua em ETA, pela possibilidade de prolongar o tempo
de vida util destes filtros. Outro aspecto a ser considerado, esta na possibilidade de reduzir as
chances de transpasse de contaminantes do filtro para a agua efluente, mantendo assim a
producédo de dgua potavel com uma mesma eficiéncia (SIMPSON, 2008).

A principal caracteristica deste sistema de tratamento de agua esta na capacidade destes
biofiltros em remover compostos biodegradaveis através da acdo dos microrganismos
(SERVAIS et al., 1992). Porém, ha a necessidade de um maior conhecimento e compreensao
sobre a diversidade de microrganismos potencialmente exploraveis nos processos
biotecnoldgicos para a biodegradacdo de substancias nocivas, bem como, dos beneficios
econdmicos e estratégicos, relacionados a utilizacdo desse processo de tratamento. Em todo o
mundo, avalia¢des criteriosas vém sendo realizadas sobre os efeitos desses no meio aquético e
os limites seguros de concentracbes de farmacos na agua potavel, a fim de estabelecer
diretrizes e regulamentacfes objetivando proteger a salde humana e 0s ecossistemas naturais
dos indesejaveis efeitos destas substancias. Igualmente, vem sendo realizadas investigacdes
por processos de tratamento que promovam a remocdo adequada desses compostos da agua
potavel.



2 OBJETIVO

Avaliar a capacidade de remocdo de farmacos em filtros de carvdo granular com
atividade bioldgica (CAB) em condigdes de laboratorio. Estimar as contribuigdes dos
processos de biodegradacdo durante a remocao dos farmacos, e identificar filogeneticamente
0s microorganismos aderidos nesses biofiltros que responderiam pelo processo de degradagéo

destes compostos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Contaminacdo Ambiental por Farmacos

No inicio desse século, observa-se uma grande preocupacdo mundial com a queda na
qualidade da agua disponivel ao seres humanos, causada pelo mau gerenciamento das
questdes ambientais originado principalmente devido ao crescimento populacional continuo, a
industrializacdo, praticas de producdo de alimentos, e mudanca nos padrdes de vida (UNEP,
2010). A &gua completa seu ciclo natural oferecendo a sociedade atual uma variedade de
servicos que sustentam a vida das comunidades e influencia na economia de acordo com as
caracteristicas ambientais locais. Pela dindmica das aguas, toda a agua residual das atividades
humanas, retorna aos ecossistemas aquaticos, por meio de efluentes domésticos constituidos
por aguas negras (fezes, urina e fezes de lodo) e aguas cinza (aguas servidas de banho e
cozinha); pela &4gua de estabelecimentos comerciais e instituigdes, incluindo os hospitais;
pelos efluentes industriais e residuos da aquicultura; e atraves das aguas de drenagem pluvial
das areas urbanas e agricolas (UNEP, 2010). Todavia, 80 a 90% de toda agua utilizada pelos
humanos é devolvida aos ecossistemas em condi¢cdes inferiores as originais, impactando
diretamente na qualidade da agua (UN WATER, 2008).

As aguas residuais podem conter uma grande quantidade de diferentes componentes:
patdégenos, compostos organicos, quimicos sintéticos, nutrientes, matéria organica e metais
pesados. Os farmacos, substancias quimicas que vem sendo freqlientemente encontrados no
esgoto doméstico, sdo produtos altamente consumidos por grande parte da populacdo
mundial, que apos administrado, sdo excretados pela urina ou fezes, onde entre 50 a 90% de
uma dosagem se encontraram inalteradas (MULROQOY, 2001). De acordo com Richardson et al.
(1985), no tratamento do esgoto doméstico ha trés destinos possiveis para qualquer farmaco
individual: (i) pode ser biodegradavel, ou seja, mineralizado a gas carbdnico e agua, como por
exemplo, o &cido acetilsalicilico; (ii) pode passar por algum processo metabdlico ou ser
degradado parcialmente, como as penicilinas; (iii) pode ser persistente, como o clofibrato.

Os compostos farmacéuticos adentram 0 meio ambiente principalmente a partir do
langamento via efluentes municipais e de industrias que os utilizam em suas atividades, e
também através de descargas difusas de origem urbana e agricola, como muitos antibiéticos,

intensivamente usados como promotores de crescimento na producdo de gados, aves e suinos,
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e chegam as aguas pelas fezes que sdo aplicadas como fertilizantes na agricultura, o que
também pode contaminar as dguas subterraneas. Outra fonte de contaminacdo sdo os dejetos
da aquicultura, que utilizam os antibioticos como aditivos nos alimento (BILA; DEZOTTI,
2003).

O esquema apresentado na Figura 1 sugere as possiveis rotas dos farmacos descartados
no meio ambiente. Em varias partes do mundo, estudos relatam a ocorréncia de farmacos
residuais nos efluentes domésticos e aguas naturais, todavia, todas as producgdes cientificas
concluem que ha remocgé@o incompleta de grande parte dos compostos farmacéuticos pelas
ETE, sendo os corpos hidricos seu destino final. No Brasil, farmacos e alguns dos seus
metabdlitos foram detectados em esgoto bruto, em efluente de ETE e em aguas de rio,
demonstrando que a taxa de remocdo destes durante a passagem pelas ETE variam de 12 a
90%, dependendo do composto (GHISELLE, 2008; STUMPF et al., 1999; TERNES et al.,
1998).

Figura 1 - Fluxograma das possiveis vias de transferéncias dos compostos farmacoldgicos ao meio ambiente.
Fonte: Billa e Dezotti (2003)



Em resumo, na tabela abaixo (Tabela 1), dentre as concentracbes médias de farmacos
freqlientemente detectados, observa-se a presenca de substancias altamente persistentes as
intempéries ambientais, tais como os antibioticos, bem como moléculas biodegradaveis, que
nos corpos hidricos ndo sdo depuradas totalmente, devido a elevada quantidade e constancia
em que sdo langados ao ambiente, como os antiinflamatorios. Essas moléculas, geralmente,
estdo presentes na formulacdo dos medicamentos mais populares, de uso continuo e muitas
vezes vendido sem prescricdo médica (DOUGHTON et al., 2001; ZWIENER; FRIMMEL,
2000). Eles estardo em solucdo ou como materiais particulados e sdo carreados ao longo dos
rios por diferentes fontes. No ambiente natural, esses compostos podem bioacumular-se,
persistir e/ou reagir sinergeticamente entre si, afetando a salude e o funcionamento do
ecossistema.

Tabela 1- Concentra¢fes médias de farmacos detectados no meio ambiente

Substancias Uso Terapéutico Congférgi;igoes Condicoes
Acido Analgeésico 0,22 pg/L Efluente ETE/Alemanha
Acetilsalicilico g 22 1Y

0,02- 0,06 pg/L Agua superficial/Brasil
0,81 ug/L Efluente ETE/Alemanha
Diclofenaco Antiinflamatorio 0,15 ug/L Agua superficial/Alemanha
200-370 ug/L Efluente ETE/Suécia
<1-12 ng/L Agua superficial/Suécia
0,087 ug/L Agua superficial/ Canada
0,07 pg/L Agua superficial/Alemanha
Ibuprofeno Antiinflamatorio 0,37 ug/L Efluente ETE/Alemanha
0,01 pg/L Agua superficial/Brasil
1- 3,3 ng/L Esgoto doméstico/Suécia
20 ng/L Afluente de ETE/Espanha
270 ng/L Efluente de ETE/Alemanha
Naproxeno Antiinflamatorio 40 ng/L Agua superficial/Alemanha
250 ng/L Agua superficial/EUA
6,6 ng/L Afluente de ETE/Espanha
. S 0,11 ug/L Manancial/EUA
Tetraciclina Antibiotico 1,2-4,2 ng/L Agua superficial/Alemanha
- D 2,5 ng/L Efluente ETE/Alemanha
Amoxicilina Antibiotico 0.20 pg/L Manancial/EUA
Penicilina Antibidtico 1,8-5,9 ng/L Agua superficial/ Alemanha
Betaxolol B-bloqueador 0,057 ug/L Efluente ETE/Alemanha
Bisoprolol B-bloqueador 0,057 ug/L Efluente ETE/Alemanha
0,0015 pg/L Esgoto Domeéstico/ Alemanha
0,006 pg/L Efluente ETE/ Canada
0,021 ug/L Esgoto doméstico/Brasil

17p-Estradiol

Hormonio

0,009- 0,16 ng/L
2-12 pg/mulher/dia

Agua superficiallEUA
Naturalmente excretado por uma
mulher por dia

Fonte: Billa e Dezotti (2003), Coelho (2008).



A ocorréncia de farmacos residuais pode apresentar efeitos adversos em organismos
aquaticos e terrestres. O efeito pode ser em qualquer nivel da hierarquia biolégica: célula -
Orgaos - organismo - populacdo - ecossistema. De acordo com Billa e Dezotti (2003) alguns
desses efeitos podem ser observados em concentragdes na ordem de ng/L. Algumas pesquisas
vém investigando compostos quimicos presentes no meio ambiente evidenciando, desde
promocao de resisténcia bacteriana aos antibidticos, a desenvolvimento de anormalidades e
morte dos organismos expostos (BARONTI, et al., 2000; BUSER, et al., 1998a, 1998b, 1999;
DESBROW, et al., 1998; HARTIG, et al., 1999; HIRSCH, et al. 1998; JONHSON, et al.,
2000; KOLPIN, et al.; 2002; SACHER, et al., 2001; STUMPF, et al., 1999; TERNES, et al.,
1999a, 1999, 2000; XIAO, et al., 2001; WINKLER, et al., 2001). Porém, incertezas quanto o
destino final e o comportamento dessas substancias no ambiente aquéatico, ndo permitem
estabelecer um entendimento do comprometimento destas substancias sobre os diferentes
niveis troficos.

Em todo o mundo mais de 70% da agua dos corpos receptores de aguas servidas sao
utilizados como mananciais de dgua potavel pela da populacdo que habita a jusante das zonas
de contaminagdo (APPELGREN, 2004; PIMENTEL; PIMENTEL, 2008). Estudos em paises
como Alemanha, Brasil, Canada, Espanha e EUA relatam a presenca de pequenas
concentragdes de substancias farmacéuticas e seus metabdlitos em agua bruta e tratada em
ETA (DOUGHTON et al, 2001; GHISELLI, 2006; ZWIENER; FRIMEL, 2000),
demonstrando que as moléculas dos farmacos carreados ao longo dos mananciais podem ser
aduzidas as Estacdes de Tratamento de Agua (ETA), onde resistem aos tratamentos
normalmente empregados, entendendo-se a agua potavel. Em baixas concentracdes, a
probabilidade de riscos a salde humana a curto prazo é extremamente pequena, porém, a
bioacumulacdo e os efeitos sinergéticos da mistura dos compostos sdo fatores que
possivelmente acarretaram danos a salde humana a longo prazo. Apesar de algumas lacunas
no conhecimento sobre os efeitos dessa exposicao aos farmacos, alguns autores indicam que,
dependendo da dose e do tempo de exposicdo, é possivel que essas substancias estejam
relacionadas com doencas em seres humanos, como cancer de mama, testicular e de prdstata,
ovarios policisticos e reducdo da fertilidade masculina (CASTRO, 2002; FOLMAR, et al.,
2000; HARRISON, et al., 1997)



3.2 Tratamento de Agua de Abastecimento

A potabilizacdo das aguas naturais para fins de abastecimento pablico tem como funcéo
precipua adequar a agua bruta ao padrdao de potabilidade recomendada e normatizada por
6rgdos internacionais e nacionais de controle sanitario (WHO, 2004; BRASIL, 2004). O
tratamento de dgua consiste na remoc&o de particulas suspensas e coloidais, matéria organica,
microrganismos e outras substancias possivelmente deletérias a salde humana, porventura
presentes nas aguas naturais, aos menores custos de implantacdo, operacdo e manutencéo,
gerando 0 menor impacto ambiental as areas circunvizinhas. Diferentemente do tratamento de
aguas residuarias de caracteristicas predominantemente biologica, as tecnologias de
tratamento das aguas de abastecimento, na sua quase totalidade, abarcam conjunto de
processos e operagdes fisicos e quimicos.

A definicdo da tecnologia a ser empregada no tratamento de agua para consumo humano
deve-se pautar principalmente nas seguintes premissas (MONTGOMERY, 1985 apud
LIBANIO, 2005): caracteristicas da agua bruta, fator mais decisivo na escolha; custos de
implantacdo, manutencdo e operacdo; manuseio e confiabilidade dos equipamentos;
flexibilidade operacional; localizagdo geografica e caracteristicas da comunidade; disposicao
final do lodo. As tecnologias de tratamento de agua apresentam, basicamente, trés fases:
clarificacdo, filtracdo e desinfeccdo, que sdo realizadas através de vérias operacGes e
procedimentos fisico-quimicos. O modelo mais tradicional nas Estacdes de Tratamento de
Agua (ETA) do Brasil e do exterior (figura 2) compreende todo sistema que abarcar a
aplicacdo de coagulante na unidade de mistura rapida, seguida por floculacdo, sedimentacao,
filtracdo e desinfeccdo (LIBANIO, 2005).

Decantacéo
‘ Filtracdo de Escoamento Desinfecgio
Coagulagéo ‘ Floculagéo ou —  Ascendente: ou FIuoretNaQéo
~ ‘ — Descendente Correcao do pH
Flotacdo

Figura 2. Fluxograma tipico da tecnologia de tratamento convencional.
Fonte: Adaptado de Libanio (2005)

O tratamento convencional inicia-se pela coagulagdo, que consiste essencialmente na

desestabilizacdo das particulas coloidais e suspensas, realizada pela conjuncdo de acdes
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fisicas e reacfes quimicas, com duracdo de poucos segundos, entre o coagulante — usualmente
um sal de aluminio ou de ferro —, a agua e as impurezas presentes. Em solucdo aquosa, ocorre
a hidrélise dos ions metalicos de ferro e aluminio, que positivamente carregados, formam
fortes ligagBes com os atomos de oxigénio, liberando os atomos de hidrogénio e reduzindo o
pH da suspensdo. Posteriormente, promove-se a agitacdo da agua que transporta 0s produtos
da hidrdlise para o contato com as impurezas presentes, causando sua desestabilizacdo ou
envolvimento nos precipitados.

Em seguida ocorre a floculagcdo, onde com a aproximacdo e colisdo das particulas
desestabilizadas, ha formacgdo dos flocos, os quais sdo removidos pelas etapas seguintes.
Assim, o objetivo principal da coagulacdo e floculacdo é aglomerar as particulas da agua,
elevando a velocidade de sedimentagdo das mesmas, desta forma espera-se remover turbidez,
matéria organica coloidal, substancias toxicas de origem organica e inorganica, e outras
passiveis de conferir odor e sabor a agua, microrganismos em geral e os precursores da
formacdo de trialometanos. A proxima etapa finaliza a fase de clarificacdo, consiste na
remocdo dos flocos formados anteriormente, fornecendo condigdes que 0S permitam,
depositar pela acdo da gravidade; ou flotar pela injecdo de ar dissolvido. Essa operacao
objetiva diminuir o afluxo de particulas as unidades filtrantes, consistindo na Gltima etapa da
clarificagéo.

A 4gua, apos a decantacdo/flotacdo, aflui a fase de filtracdo, processo que tem como
funcdo primordial a remocdo das particulas responsaveis pela cor e turbidez, cuja presenca
reduziria a eficacia da desinfeccdo na inativacdo dos microrganismos patogénicos. Nas
estacOes de tratamento convencionais, cabe a filtragdo provavelmente a funcdo mais relevante,
por se constituir na etapa em que as falhas — porventura ocorridas na coagulagéo, floculagéo e
decantacdo/flotacdo — podem ser corrigidas, assegurando a qualidade da &gua tratada. A
referida relevancia da filtracdo estd consolidada no meio técnico, quer pela Portaria 518
(BRASIL, 2004) quer pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA — Environmental
Protection Agency), pois ambas estabelecem, embora com distintos requisitos de qualidade, a
necessidade dessa etapa na distribuicdao de agua captada em mananciais superficiais.
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Figura 3. Sistema de Tratamento Convencional de Agua. Fonte: SABESP (1997)

A filtracdo consiste na conjuncdo dos mecanismos de transporte e de aderéncia. Os
primeiros constituem-se fendmenos fisicos e hidradlicos afetados pelos parametros que
governam a transferéncia de massa. Em outro contexto, 0os mecanismos de aderéncia séo
influenciados por fenémenos predominantemente quimicos, tais como formacdo de pontes
quimicas, forcas eletrostaticas e de Van der Waals, balizados por parametros fisicos e
quimicos também intervenientes nas etapas de coagulacdo e floculacéo (O'MELIA; STUMM,
1967 apud LIBANIO, 2005). Ao mecanismo de transporte pode juntar-se a filtragdo bioldgica
realizada pelos microrganismos quando se desenvolvem no interior do meio filtrante. Nessa
etapa espera-se remover uma ampla gama de particulas que, se presentes na agua filtrada,
reduzem a eficiéncia do processo subsequente de desinfeccéo.

A ultima fase do tratamento, a desinfeccgdo, constitui-se na inativacdo de microrganismos
patogénicos por intermédio de agentes fisicos e/ou quimicos. Ainda que nas demais etapas da
potabilizacdo haja reducdo do nimero dos microrganismos agregados as particulas suspensas
e coloidais removidas, cabe a desinfeccdo inativar os microrganismos patogénicos — e também
0s organismos indicadores — porventura presentes nas aguas e prevenir 0 crescimento
microbiolégico nas redes de distribuicdo. No tratamento de agua, os dois tipos
preponderantes de mecanismos de desinfeccdo sdo a oxidacdo, com posterior ruptura da
parede celular, e a difusdo do desinfetante no interior das células, com conseqiente
interferéncia na atividade celular. A desinfeccdo pode ser realizada basicamente por dois
grupos principais de desinfetantes: agentes quimicos e fisicos. Os primeiros sdo elementos ou
compostos com potencial de oxidacéo, incluindo o cloro e seus compostos, didxido de cloro e

0zbnio, como 0s mais extensivamente empregados em tratamento de dgua. Os agentes fisicos,
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por sua vez, apresentam acao referenciada a energia de radiacdo, destacando-se a radiacdo
UV, a radiacdo gama, radiagdo solar e, em nivel domiciliar a fervura.

Independente da tecnologia empregada no tratamento de &gua, a acdo preconizada por
estes processos € a garantia que a agua distribuida a populacdo se enquadre nos padrdes de
potabilidade exigidos na legislacdo vigente. Contudo ainda € incipiente uma normatizacao e
documentos que regulamentem sobre a contaminacdo da agua por farmacos, pois ainda
fazem-se necessarias avaliacGes criteriosas sobre os limites seguros de concentracfes destas
substancias na agua potavel, bem como, os efeitos desses no meio aquatico; para por fim,
estabelecer processos de tratamento que promovam a remocgao adequada desses compostos da
agua potavel. Isso porque, véarios autores (BUNDY et al., 2007; GHISELLE, 2006; JONES et
al., 2005; HEBERER et al., 1997; HEBERER et al., 1998; ZWIENER; FRIMMEL, 2000,
entre outros) destacam que as sequéncias de tratamento de agua que envolvem coagulacéo
quimica, entre elas o tratamento convencional ndo sdo efetivas na remocdo de residuos

farmacoldgicos.
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3.2.1 Tratamento de Agua de Abastecimento com Farmacos

Segundo as atuais pesquisas, 0S pontos estrategicos do tratamento de dgua convencional
na remocdo de compostos farmacéuticos séo a filtracdo e a desinfeccdo. Especificamente, a
aplicacdo de agentes quimicos e fisicos na desinfeccdo pode promover oxidacdo e/ou
fotodegradagdo dos farmacos, ja a filtracdo pode remové-los por meio dos mecanismos de
transporte e principalmente de aderéncia, assim como faz com a materia organica (SIMPSON,
2008).

Segundo Stackelberg et al. (2007), durante o tratamento convencional, 0 processo de
clarificagdo promove em geral 15% de remogdo de farmacos, sendo a maior efetividade desse
processo observada para compostos hidrofobicos, os quais indicam remocdo por
sedimentacdo. Durante a etapa de desinfecgdo, a principal remocdo se deve a oxidacgdo
promovida pelo cloro livre, onde se observou em meédia 32% de remogdo; porém o autor
ressalta a possibilidade de que as reacfes quimicas gerem subprodutos deletérios a saude
humana. No entanto, é crescente o uso de tecnologias de consagrado sucesso e que
apresentem uma maior eficiéncia na remocéo de compostos com caracteristicas recalcitrantes
(pesticidas, hidrocarbonetos, produtos farmacolégicos e de higiene pessoal). Dentre estes, 0
emprego de carvdo ativado granular (CAG), como meio de filtragem em colunas
complementares aos processos de tratamento tradicionais, possibilita um maior resguarde a
qualidade da agua produzida e distribuida, com até 53% em se tratando na remocdo dos
farmacos.

A Tabela 2 apresenta os valores de remocéo encontradas por Stackelberg et al. (2007) nas

etapas do tratamento convencional para diferentes compostos farmacoldgicos.
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Tabela2 -  Eficiéncia de remocdo de compostos farmacoldgicos durante o tratamento
convencional.

Concentracdo Média (agua: pg/L; sélidos: ng/Kg)

Fonte  Clarificacdo Desinfeccdo  Filtragdo Ef.. Rem.
Composto Solubilidade Agua/ i Agua/ final
(mg/L) Agua Sélidos Agua Sélidos Agua %
Acetaminofeno 14.000 0,015 0,006/ND ND 0,001/ND  0,0003 98
Cafeina 21.600 0,126 0,126/ND 0,116 0,004/ND 0,015 88
Carbamazepina 17,7 0,191 0,186/54 0,149 0,004/359 0,029 85
Cotinina 998.600 0,008  0,0071/ND 0,01 0,0007/ND 0,003 57
Dehydronifedipine - 0,001  0,0007/ND 0,0006 ND/ND  0,0006 40
Diphenhydramine 3.060 ND ND/26,2 ND ND/ND ND NC
Fluoxetina 60,3 ND ND/49,5 ND ND/58,6 ND NC
Sulfamethoxazole 610 0,03 0,02/ND ND ND/ND ND 100

NC: ndo calculado; ND: ndo detectado; — sem informac&o. Fonte: adaptado de Stackelberg et al. (2007).

3.3 Carvao Ativado

Desde a antiguidade ja se conhece o uso do carvdo ativado pela sua propriedade
adsortiva. No antigo Egito, 1600 A.C., o carvao ativado era utilizado na purificacdo de 0leos e
para aplicagdes medicinais. O primeiro registro do uso de carvdo ativado para fins de
tratamento de agua é datado de 1910, com a instalacdo de um filtro de carvéo ativado (a base
de lignita) para remocdo de subprodutos do cloro na dgua do municipio de Reading na
Inglaterra. Nas ultimas décadas, a presenca de compostos organicos na dgua que conferem
risco a salde humana, tais como pesticidas, toxinas, trialometanos e outros subprodutos da
desinfeccdo; despertou o interesse em técnicas de adsorcdo, e o carvdo ativado tornou-se o
adsorvente mais utilizado na busca em atender aos padrfes estabelecidos para concentracao
minima desses contaminantes na dgua de consumo humano (MASSCHELEIN, 1992).

A fabricacdo do carvao ativado envolve dois processos principais: a carbonizagdo da
matéria-prima, que consiste no tratamento térmico do material em atmosfera inerte a elevada
temperatura, e a ativacdo desse produto em atmosfera redutora (SWIATKOWSKI, 1998);
criando uma estrutura constituida internamente, por uma malha interligada de poros de varios

tamanhos (Figura 4). Conforme as normas da International Union of Pure and Applied

13



Chemistry (IUPAC), o carvao ativado € classificado de acordo com seu diametro médio
(Tabela 3), o que confere a sua particula uma elevada area superficial, que pode variar de 500
a 1200 m%/g. O carvdo ativado pode exibir-se sob a forma granular (CAG) ou pulverizado
(CAP), sendo 0 CAG normalmente mais utilizado no tratamento de d&gua como meio filtrante
(GRADY, 2000), por apresentar, em geral, maior eficiéncia em relacdo ao CAP, além das
facilidades de manuseio, e possibilidade de regeneracio. (PADUA, 2006).

Figura 4. Microfotografia tirada da superficie de granulos de carvao
Fonte: Bangash e Alam, (2009)

Tabela 3. Classificacdo dos poros conforme o diametro

Classificacao Diametro do poro
Microporos primarios <1,2nm
Microporos secundarios 1,2a<2nm
Mesoporos 2a50 nm
Macroporos > 50 nm

Fonte: Programa de Pesquisa em Saneamento Basico - PROSAB. (PADUA, 2006)
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3.3.1 Capacidade adsortiva do carvao ativado

Na filtracdo utilizando o carvao ativado granular como leito filtrante, durante o transporte
da agua por entre os granulos e, por conseguinte, pelos poros do carvao, ocorre a conjungao
de mecanismos de transporte e de aderéncia. Os primeiros constituem-se fenémenos fisicos e
hidraulicos afetados pelos parametros que governam a transferéncia de massa. Entretanto, a
relevancia da eficiéncia do carvéo ativado estd nos mecanismos de aderéncia, onde ocorrem
os fendmenos quimicos de adsorcdo. A adsorcao consiste no processo de transferéncia de um
ou mais constituintes (adsorbatos) de uma fase aquosa ou gasosa para a superficie de uma fase
solida (adsorvente). Conforme esse processo, as moléculas (adsorbato) presentes na agua séo
atraidas para a zona interfacial sdlido-liquido devido a existéncia de mecanismos
intermoleculares de atracdo entre o adsorbato e o adsorvente. Esses mecanismos relinem
pontes quimicas, interacdes eletrostaticas e forcas de Van der Walls.

Os mecanismos de transporte da agua pela elevada e irregular porosidade do carvédo
durante a filtracdo, propicia a aproximacdo do adsorbato a superficie do adsorvente, por
conseguinte, aumenta a magnitude das forgas intermoleculares de Van der Waals, que podem
acontecer entre moléculas de mesma carga, neutras ou de cargas opostas, porém seu campo de
acdo é limitado a distancias muito curtas. A alteracdo do pH da agua € irrelevante as
interacbes de Van der Waals, mas alteram significativamente as forcas eletrostaticas.
Basicamente, durante a filtracdo para as particulas com carga neutra, a adsorcéo efetua-se
devido as forcas atrativas de Van der Waals; para as que apresentarem cargas positivas, a
adsorcdo ocorrera devido a conjuncdo das forcas eletrostaticas e de Van der Waals, com as
particulas de carga negativa fomentam a prevaléncia das forcas de repulsdo, todavia, a
magnitude das forgas hidrodinamicas proporciona uma aproximacgao que permita a acao das
forcas de Van der Waals (LIBANIO, 2005).

A capacidade maxima de adsorcdo é proporcional a area superficial dos poros acessiveis
ao adsorvato. Um volume relativamente grande de microporos geralmente corresponde a uma
grande area superficial e uma grande capacidade de adsorcdo de moléculas pequenas,
enquanto que um grande volume de macroporos esta diretamente relacionado com a
capacidade de adsorcdo de grandes moléculas. Um volume de poros em uma faixa
intermediéria (mesoporos) € considerado importante para o transporte rapido de adsorvatos

para 0s poros pequenos. A quimica da superficie do carvdo ativado e as propriedades do
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adsorvato também podem afetar a adsorcdo. A capacidade de adsor¢do de uma molécula é
funcdo da sua afinidade com a agua comparada a afinidade pelo adsorvente. Segundo
Snoeyink (1990), a adsor¢édo em CAG, geralmente aumenta com o decréscimo da solubilidade
do adsorvato (PADUA, 2006).

Conforme Masschelein (1992) apud PADUA (2006), o pH pode ter efeito significativo
nas caracteristicas da adsorcdo. Para muitos compostos poluentes na &gua, a capacidade
adsortiva aumenta com o decréscimo do valor do pH (WEBER Jr., 1972; RANDTKE;
SNOEYINK, 1983). No caso de bases e acidos organicos fracos, a afinidade pelo carvéo
ativado é funcdo principalmente do pH. Quando o pH esta em uma faixa na qual as moléculas
estdo sob a forma neutra, a capacidade de adsorcdo é relativamente alta. Entretanto, quando o
pH esta em uma faixa na qual as espécies estdo ionizadas, a afinidade pela &gua é muito maior
e a capacidade de adsor¢do do carvdo ativado € muito baixa (SNOEYINK, 1990). A
temperatura € outro fator que afeta a taxa de adsor¢cdo. Normalmente, as reacGes de adsorcéao
sdo exotérmicas, portanto a adsor¢do aumenta com o decréscimo da temperatura (WEBER
JR., 1972), entretanto, para curtos periodos de tempo, uma temperatura maior favorece a
adsorcdo dos compostos (MASSCHELEIN, 1992).

A adsorcdo é uma reacdo reversivel, como observado na equacdo 1, as moléculas do
adsorvato acumulando-se na superficie do carvéo aé que a taxa de reacdo direta (—
adsorcdo), sgja igual a taxa de reacdo reversa («—dessorcdo). No momento em que se
estabelecem essas condicBes, o equilibrio é alcancado e ndo ocorrerda acumulacdo futura,
nesse ponto, o carvao deve ser reativado ou substituido por um novo (BRADY, 1997). A
literatura tem demonstrado que a vida atil do CAG em ETA, dependendo das caracteristicas
da agua bruta e do adsorvato, esta em torno de 6 a 12 meses (DUSSERT ;VAN STONE, 1994
apud SIMPSON, 2008), principalmente quando estes se destinam a adsorcéo e reducdo da
concentracdo de compostos organicos sintéticos, substancias himicas e os trialometanos -
THM. (HO, 2004; WANG et al., 2007).

A+ B2 AB (Equacéo 1)

No tratamento de agua, usualmente os filtros CAG sdo empregados como colunas de leito
fixo complementares ao tratamento convencional, promovendo uma etapa de pds-adsor¢do
que objetiva apenas remover 0s compostos organicos dissolvidos na agua (figura 5), porém a
maioria dos compostos deletérios a qualidade da dgua esta em solucdo com outros compostos

que também tem afinidade pelo adsorvente; como a matéria organica naturalmente - MON
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(COOK et al.,, 2001; HERZING et al., 1977), gerando competicdo pelos sitios de adsorcéo.
Além disso, a MON pode formar compostos complexos com as outras substancias
potencializando a contaminacdo (PIRBAZARI et al., 1992a, 1992b; CARTER et al., 1992,
SUMMERS et al., 1989).

A competicdo pelos sitios de ligacdo pode mudar o equilibrio das reacdes de adsorcéao
(MASSCHELEIN, 1992). A alteracdo do equilibrio ocorre, ainda, pela mudanca na
concentracdo dos compostos concorrentes ou por diminui¢do na concentracdo do adsorvato no
afluente, levando a dessorcéo ou transpasse do adsorvato para o efluente. A quantidade de
adsorvato que pode dessorver/tranpassar em resposta a diminuicdo na concentracdo no
afluente se eleva com o0 aumento da quantidade de compostos adsorvidos, e com a diminui¢éo
das forcas de adsorcéo, tais eventos decorrem ao longo do tempo de operagdo dos filtros, e
sdo minimizados pela promocdo de lavagens periodicas do meio filtrante, até que se faz

necessario a regeneracao do carvao ativado.

Figura 5. Opcoes de locacdo do CA no tratamento de dgua. Fonte: Padua, (2006).

Portanto, a filtragdo com carvdo ativado demonstra-se eficiente para a remocao de
micropoluentes, porém os riscos de transpasse e a frequéncia da saturacdo do meio filtrante
demandam o monitoramento periddico do efluente, e constante renovacao do leito dos filtros
e recuperacdo do carvéo saturado, que oneram e causam oscilagdes no sucesso do tratamento
(DEMPSEY et al., 2005; MERILUOTO et al., 2005). Consequentemente ha um grande
interesse no desenvolvimento dessa tecnologia para remogdo mais eficaz de micropoluentes
que interfiram na qualidade da agua. Nessa perspectiva, estudos com filtros CAG, operando
em baixas taxas de filtracdo, relatam que a filtracdo bioldgica efetuada pelos microrganismos
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que se desenvolvem no interior do meio filtrante eleva a eficiéncia dessas unidades filtrantes.
Desta forma, a filtracdo bioldgica, adjunto a capacidade adsortiva do carvdo ativado
representa um método promissor na remocdo dos compostos indesejaveis da agua, em
concordancia as atuais pesquisas em biotecnologia as quais relatam que a acdo biologica,

assim como acontece na natureza, é o principal método de degradacdo desses poluentes.

3.4 Uso de filtros bioldgicos no tratamento de agua

Apesar, do mencionado sucesso as experiéncias com o0 CAG em sistemas variados de
tratamento de agua, a habilidade para purificacdo de dgua atendendo os padrdes regulatorios
aceitaveis ao consumo humano pode ser comprometida por algumas limitacGes. Estas
limitacdes dizem respeito a capacidade de adsorcdo do CAG a longo do tempo, saturagdo do
CAG com matéria organica, o que pode dificultar seu desempenho confiavel na aplicacdo
durante o tratamento de 4gua (SIMPSON, 2008).

A principal limitag&o relacionada a reducéo da capacidade de adsor¢do do CAG de
compostos de reduzida biodegradabilidade (como PCBs, tolueno, benzeno) mediante a
presenca da MON (GHOSH et al., 1999). Um exemplo neste sentido € o decréscimo de 50%
para menos de 10% de remocdo de compostos organicos ndo biodegradaveis da agua por
filtracdo em CAG diante presenca de MON (SERVAIS et al., 1994). Acredita-se que esta
reducdo de adsorcdo do CAG decorra de dois fendmenos distintos: (1) uma associada
competitividade de adsorcdo entre estes compostos mencionados e a MON pelos sitios de
adsorcdo do CAG; (2) formacdo de complexos entre 0s compostos contaminantes e a MON
que alteram propriedades fisicas, quimicas e de transporte dos contaminantes (PIRBAZARI et
al., 1992a, 1992h, CARTER et al., 1992).

A segunda principal limitagdo no meio filtrante do CAG refere-se a sua saturagéo
pela matéria organica. Esta saturacdo decorre do efeito promovido sobre os sitios de adsor¢édo
do CAG que séo preenchidos igualmente pela matéria organica ou microrganismos. Em razao
de o CAG tornar-se totalmente saturado com matéria organica, este € considerado exausto
(SCHOLZ; MARTIN, 1997). Neste ponto, a matéria organica pode passar através do filtro
CAG, ocasionando problemas a qualidade da agua nas etapas posteriores do tratamento.

Quando a MON e outros nutrientes (amdnia e fosforos) ndo sdo suficientes removidos durante
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o0 tratamento de agua, bactérias podem proliferar nos sistemas de distribuicdo. O crescimento
de bactérias no interior dos sistemas de distribuicdo de agua pode ocasionar a deterioracdo da
qualidade desta agua (gosto e odor), acelerando a corrosdo e promovendo risco de
disseminagdo de doencas e patdgenos para os consumidores finais (OKABE et al., 2002).
Como exemplo, o CAG tem um limite de vida util de aproximadamente 6 a 12 meses
(dependendo das taxas de nutrientes carreados) (DUSSERT; VAN STONE, 1994). Desde que
a lavagem contracorrente (“backwashing”) ndo remova a matéria organica adsorvida das
particulas granulares do carvdo, 0 meio exausto de carvdo deve ser substituido ou
seguidamente regenerados termicamente para restaurar sua eficiente capacidade filtrante
(GHOSH et al., 1999).

3.5 Filtros bioldgicos de carvao

Dentre os métodos biotecnoldgicos avangados utilizados no tratamento de agua, o
processo de filtracdo (biofiltracdo) utilizando o carvao ativado biologicamente representa uma
proposta emergente que supera as diversas limitacbes associadas com 0s processos de
tratamento convencional de agua. O processo de biofiltracdo estabelece o uso do CAG como
meio filtrante da dgua para remocdo de microrganismos e material organico e inorganico
indesejavel. Durante o funcionamento dos filtros de carvao ativado biologicamente (CAB),
observa-se que a superficie porosa do leito de carvdo granular favorece um meio acessivel
para fixacdo e colonizacdo microbioldgica, propiciando o crescimento em seu interior de uma
significante biomassa ou biofilme (SCHOLZ; MARTIN, 1997). A principal vantagem da
filtracdo em CAB no tratamento de agua é a habilidade para remover compostos que integram
a maior fracdo da matéria organica indesejavel (SERVAIS et al., 1992). Um beneficio
adicional da biofiltracdo em CAB e a significante reducdo da potencial formacdo de
trialometanos (THMs) e demanda de cloro no tratamento de agua (GRAHAM, 1999). A
atividade bioldgica sobre o filtro CAG pode ser utilizada com outros processos (e.g., pré-
ozonizagdo e membrana pos-filtracdo) para formar uma elevada e efetiva multi-barreira para

tratamento de agua. Apdés o processo de biofiltracdo, uma desinfec¢do final eficiente é
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extremamente necessaria para assegurar uma protecdo microbiolégica no sistema de
distribuicdo (PERNITSKY et al., 1995).
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3.6 Funcionamento de um filtro CAB

Um filtro de carvdo ativado biologicamente (CAB) funciona como um biorreator,
onde dois processos distintos ocorrem simultaneamente, a adsorcdo e a biodegradacao.
Durante o processo de biodegradacéo, os diferentes compostos organicos sao constantemente
metabolizados por microrganismos formadores do biofilme (SERVAIS et al, 1994,
SEREDYNSKA-SOBECKA et al. 2006). O processo de biodegradacdo liberta os sitios
adsortivos do carvdo, aumentando a capacidade de adsor¢do do carvao ativado e como
consequéncia, a remoc¢do de compostos ndo biodegradaveis da agua é realcada. Este processo
de metabolizacdo das substancias quimicas adsorvidas promove a biorregeneracdo do carvao
ativado. Com a biorregeneracéao, o tempo de uso do filtro CAB pode ser estendido, reduzindo
a freqlente necessidade de regeneracdo do carvao ativado no leito filtrante (SPEITEL,;
DIGIANO, 1987; SEREDYNSKA-SOBECKA et al., 2006; AKTAS; CECEN, 2007).

A combinacgdo dos processos de adsorcao e biodegradacdo em conjuntos nos filtros
CAB minimiza as flutuagdes da qualidade da agua tratada (SIMPSON, 2008). Em condigdes
de elevadas concentracGes de poluentes, 0s processos de adsor¢cdo apresentam dominio em
relacdo a biodegradacdo, mas quando esta concentracdo de poluentes reduz, a biodegradacéo
assume este papel (SPEITEL; DIGIANO, 1987). Alguns autores sugerem que a absor¢do da
matéria organica pelos microrganismos aderidos ao carvao ativado € um mecanismo adicional
de remocdo da MON. Durante este processo a remog¢édo de compostos organicos dissolvidos e
coloidais, metais e compostos inorganicos em uma solucdo aquosa ocorrem por absor¢do das
moléculas para o interior ou superficie do biofilme (CARLSON; SILVERSTEIN, 1997).

3.7 Composicao do biofilme no CAB

O biofilme presente no filtro de CAB consiste em células microbianas imobilizadas
na superficie do CAG (substrato) ou incrustados na matriz de polimeros organica extracelular
microbiana (GHOSH et al., 1999), conforme observa-se na figura 6. A composicao tipica dos
biofilmes esta constituida por agua, microrganismos, substancias poliméricas extracelulares

(EPS), particulas retidas e substancias dissolvidas e adsorvidas. A agua é a fragdo mais
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significativa da massa do biofilme, podendo variar entre 70 a 95% de sua massa total
(FLEMMING, 1993). Alguns autores referem que a razdo massa de agua/massa de biofilme
pode estar proxima de 99% ou mesmo atingir valores superiores (CHRISTENSEN;
CHARACKLIS, 1990; AZEREDO; OLIVEIRA, 2000).

Os biofilmes possuem uma enorme diversidade de espécies microbianas, estando
freqlientemente representados por microrganismos, como microalgas, fungos, protozoarios,
bactérias e virus (CHARACKLIS et al., 1990). Destes grupos encontrados, as bactérias se
destacam como o0s microrganismos predominantes, em razdo de sua ampla versatilidade e
resisténcia. Uma série de caracteristicas intrinsecas das bactérias, como tamanhos reduzidos,
elevadas taxas de reproducéo, grande capacidade de adaptacao e de produgéo de substancias e
estruturas extracelulares que as protegem do meio circundante, as elegem dentre todos o0s
microrganismos, como excelentes produtoras de biofilme (CHARACKLIS et al., 1990).

A composicdo quimica das substancias poliméricas extracelulares que constituem a
matriz € muito complexa e heterogénea, sendo em sua maioria composta por polissacaridos
(até 65%), proteinas, acidos nucléicos e lipidios (HORAN; ECCLES, 1986; WIMPENNY et
al., 1993). Contudo, a matriz polimérica pode também ser constituida por proteinas, acidos
nucléicos, lipidios, substancias himicas e heteropolimeros, como glicoproteinas (NIELSEN et

al., 1996). A matriz polimérica é responsavel pela morfologia, estrutura, coesdo, integridade

funcional dos biofilmes. A composicdo desta matriz e um fator determinante para a maioria
das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dos biofilmes (FLEMMING; WINGENDER,
1999).

Figura 6. Microfotografia de biofilme formado em particulas de carvdo ativado em laborat6rio, com matriz de

exopolissacarideo densa e estruturada evidenciando uma complexa comunidade de bacilos e cocobacilos (a) e
cocos e bacilos (b). Fonte: Adaptada de Silva et al. (2006).
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3.8 Formacéao de biofilmes

Para a formacéo do biofilme séo necessarias algumas condicdes especificas do meio
liquido e da superficie de contacto do substrato o qual ira se aderir, de modo a promover seu
crescimento. Estas condicdes podem ser representadas em 7 etapas distintas, os quais
destacam-se:

1. Adsorcdo de substancias organicas dissolvidas a uma superficie sélida em contato com
um meio aquoso, formando-se um “filme condicionador”;

2. Transporte de microrganismos e outras particulas do meio aquoso para a superficie
solida condicionada;

3. Adesao firme dos microrganismos a superficie;

4. Transporte de nutrientes da fase liquida para a interface liquido-biofilme, bem como
no interior do filme microbiano;

5. Producgéo de biofilme devido ao consumo dos nutrientes, conseqliente crescimento e
reproducdo dos microrganismos aderidos e sintese de polimeros extracelulares;

6. Transporte de subprodutos do biofilme para o exterior;

7. Desprendimento de porcdes de biofilme devido a fendmenos de erosdo superficial ou
descolamento subito (“sloughing off”).

Para cada um dos processos envolvido na formacéo do biofilme existem condigcdes
que possibilitam seu aumento (processos de deposicdo ou ganho) ou para a diminuicdo
(processos de remocédo, desprendimento ou perda) da quantidade de biomassa acumulada
numa determinada superficie solida. O desenvolvimento de biofilme esta intimamente
dependente, em cada instante do balanco entre os ganhos e as perdas de biomassa
(GJALTEMA, 1996). Esta seqiiéncia descrita de etapas estéa ilustrada na figura 7a.

Entre os processos que mais contribuem para 0 aumento da quantidade de biofilme
temos a adesd@o de células microbianas a superficie solida, o seu crescimento e reproducdo e a
adesdo de células suspensas ao biofilme (BRYERS, 1983). O desprendimento de biofilme, a
respiracdo enddgena, a morte celular, a lise celular e o ataque por predadores sdo 0s principais
fendmenos responsaveis pela diminuicdo da quantidade de biofilme. De acordo com Bott
(1993), a acumulagdo de biofilme é um processo natural, que ocorre segundo um padrédo
sigmoidal (Figura 7b), como resultado de um balanco entre varios processos fisicos, quimicos

e biolégicos que ocorrem em simultaneo.
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Figura 7. Principais processos envolvidos na formagéo de um biofilme (A) e acumulagéo de biofilme ao longo
do tempo (B). Fonte: Adaptada de Pereira (2001).

3.9 Atividade do biofilme no CAB

Com a atividade microbiana do biofilme sobre 0 CAG é notadamente observado um
aumento expressivo da capacidade adsortiva no meio. Diversos pardmetros tém sido aceitos
para contribuirem no aumento da atividade do biofilme. Uma hip6tese é que sobre o biofilme
aderido na superficie do CAG, células de bactérias sofram modificacbes fisioldgicas
promovidos por determinados genes (DAGOSTINO et al., 1991). Uma segunda teoria
estabelece que as mudancas no biofilme sdo promovidas por células de bactérias adjacentes
que aumentam a concentracdo de nutrientes, oxigénio e enzimas (GHOSH et al., 1999) ou
limitem a invasdo de substancias tdxicas ou de substéncias inibidoras (BLENKINSOPP;
COSTERTON, 1991).

Para avaliar a atividade do biofilme do CAB existem alguns métodos comuns de
estimativa, 0s quais consistem no uso de testes bioquimicos para medi¢do de uma quantidade
especifica de enzimas ou produtos do metabolismo bacteriano (LAZOROVA; MANEM,
1995). A quantidade de adenosina trifosfato (ATP) é uma forma de medicdo da atividade do
biofilme que também fornece um indicativo, especialmente, sobre a atividade bacteriana (e.g.,
taxa de crescimento da biomassa, taxa de remoc¢do de substrato e estado fisiologico das
bactérias) (NOUVION et al., 1987). Especificadamente, o ATP apresenta uma expressiva
correlagdo com o numero de células viaveis do biofilme e taxa de consumo do oxigénio

(ATLAS, 1982; JORGENSEN et al., 1992). Deste modo, alteracfes no oxigénio dissolvido
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(OD) do material filtrante podem refletir mudancas sobre a atividade do biofilme
(ANDREOTTOLA et al., 2002; SCHOLZ; MARTIN, 1997).

Relativas mudancas sobre a quantidade de bactérias e protozoarios no leito do CAB
séo expressivos indicadores da atividade microbiana do biofilme (SCHOLZ MARTIN, 1997,
SIBELLE et al., 1998). A presenca de um nimero elevado de protozoarios ciliados e rotiferos
livres na porgdo aquosa destes filtros esta diretamente correlacionada a elevadas
concentragdes de bactérias no biofilme que, subsequentemente, é uma referéncia para uma
melhor remocdo do carbono organico dissolvido por estas bactérias aderidas na superficie do
CAG ou incrustados na matriz extracelular (SCHOLZ MARTIN, 1997; MADONI et
al., 2001). Razdes entre as bactérias e protozoarios podem produzir crescimento otimizado do
biofilme sobre 0 CAB, o que promove alteracdes do pH, OD e niveis de nutrientes no leito do
filtro CAB (SCHOLZ MARTIN, 1997; SEREDYNSKA-SOBECKA et al., 2006).

3.10 Remocdao de substancias na agua pelo biofilme do CAB

As caracteristicas do carvao ativado utilizados na filtragdo em CAB estabelecem o
suprimento de nutrientes neste ambiente que podem sustentar uma ampla variedade de
microrganismos naturalmente ocorrentes. O CAG € amplamente utilizado com leito fixo, visto
sua elevada porosidade (Figura 8a). Tendo em vista, que pequenas cargas eletro-positivas do
CAG oferecem uma elevada area de superficie o qual permitem adsorver (atrair)
contaminantes na agua com cargas eletro-negativas, como a MON soltuvel (Figura 8b)
(SCHOLZ; MARTIN, 1997). Deve-se ressaltar que neste ambiente 0s microrganismos sdo
habeis na colonizacédo sobre a superficie do CAG, promovendo a biosorcao, além de proliferar
em seu interior um biofilme que se sustenta do rico suprimento adsorvente, capaz de aderir a

matéria organica, nutrientes e outros microrganismos presente na agua (SIMPSON, 2008).
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Figura 8. Superficie do carvéo ativado granular (A) com destaque aos contaminantes adsorvidos e difusos no
interior dos poros (B). Fonte: Adaptado de Wang et al. (2007). e Simpson et al. (2008), respectivamente

O modo em que os filtros CAB e o biofilme associado removem ou elimina o
carbono organico dissolvido (COD) na &gua ocorre através de processos em trés estagios
(Periodos A, B e C). Uma tedrica representacdo do estagio de remocdo do COD é
demonstrada na figura 9 (DUSSERT; VAN STONE, 1994). Os periodos A, B e C séo
caracterizados por processos de adsorcdo fisica, simultaneamente adsorcdo/degradacao
bioldgica e degradacdo bioldgica, respectivamente.

Inicialmente, a maior remoc¢do do COD ocorre através de adsorcdo fisica deste para o
meio CAG onde as bactérias associadas ao biofilme estdo em fase de aclimatacdo (Periodo
A), que levam aproximadamente de 2 a 3 meses (SERVAIS et al., 1994). A remocé&o eficiente
do COD ocorre nesta fase, com valores variando entre 40 e 90% (RHIM, 2006). Uma vez que
as bactérias estdo aclimatadas, a remocao do COD por adsor¢do decresce gradualmente visto
que os sitios de adsor¢do do CAG tornam-se saturado com o COD, como se observa no
Periodo B. O grau de degradagédo biologica do COD aumenta significativamente durante
periodo. Deste modo, o Periodo B exibe simultaneamente processo de adsorcao e degradacdo
biolégica do COD. No Periodo C, a razao de remocdo do COD na &gua estabelece um relativo
estado estacionario. Nesta fase, a degradacdo biolégica é o processo predominante
responsavel para remocdo do COD uma vez que a maior parte da capacidade adsortiva do
CAG esta exaurida (DUSSERT; VAN STONE, 1994; WOO et al.,, 1997). Durante este
estagio, a processo de filtracdo da agua, a eficiéncia de remocdo do COD atinge um éxito
entre 15 a 45% (SERVAIS et al., 1994; SCHOLZ; MARTIN, 1997), enquanto a remocdo de
THMs e HAA tem sido reportada com eficiéncia variando entre 20 e 70 % (DUSSERT; VAN

STONE, 1994; XIE; ZHOU, 2002). Os microrganismos que colonizam a superficie externa e
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interior das particulas de macroporos do CAG podem ser removidos (desprendimento) com a
agua efluente ao invés de construir uma biomassa fixa no carvao ativado. Este
desprendimento decorre por maioria dos microrganismos presentes no CAG durante este

periodo podem néo estarem adaptados a permanecer aderidos (SERVAIS et al., 1994).
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Figura 9. Representacédo tedrica do carbono organico dissolvido (COD) removido por adsorcao e degradacédo
biolégica ao longo do tempo. (Nota: Linha tracejada e s6lida no grafico representa a quantidade de COD
removido afluente por processo de adsorcdo e degradacdo bioldgica, respectivamente). Fonte: Adaptado de
Simpson (2008).

Em adigdo a degradacdo bioldgica e adsor¢do, ha ainda um mecanismo no CAB que
contribui para remoc¢do de contaminantes presentes na agua. O biofilme microbiano no CAB
apresenta a capacidade de desorver (desprender) substancias toxicas que estdo adsorvidas no
carvao ou presas na matriz formada com o material particulado (GHOSH et al., 1999). Deste
modo, o biofilme no CAB pode regenerar parcialmente as particulas adsorvidas no CAG e
lentamente metabolizar estas, biodegradando-as (JAHANGIR, 1994).

A biodegradacdo de todo material adsorvido serve para manter a regeneragdo
bioldgica e prolongamento de uso do leito filtrante do CAG (aproximadamente 2-5 anos) e
limitar a necessidade de regeneracdo térmica (SCHOLZ; MARTIN, 1997; GHOSH et al.,
1999). Especificadamente, o biofilme pode biodegradar substancias carregada na agua como a
matéria organica dissolvida (o qual removeram uma significativa fragdo do carbono orgéanico

dissolvido (COD), carbono organico assimilavel (COA), compostos quimicos organicos (e.g.,
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atrazina, simazina, PCB), inorganicos (e.g., aménia), subprodutos pré-cursores da desinfeccao
(e.g., THM, HAA) (SCHOLZ; MARTIN, 1997; GHOSH et al., 1999; OKABE et al., 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Saneamento do Departamento de
Engenharia Civil da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS) da UNESP de llha
Solteira, SP, em parceria com o Laboratorio de Biotecnologia do Departamento de Fitotecnia,
Tecnologia de Alimentos e Sécio-Economia (DEFTASE) da FEIS — UNESP e o Laboratorio
de Bioquimica de Plantas e Microorganismos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da UNESP de Jaboticabal.

O estudo foi dividido em trés etapas distintas: 1) um primeiro momento foi avaliado a
acdo de biodegradacdo de farmacos por microorganismos em condi¢des controladas de
laboratdrio; 2) uma segunda fase foi realizada um experimento de remocdo dos compostos
farmacoldgicos em filtros de carvdo ativados biologicamente em condigdes de bancada; 3) e
finalmente uma etapa de identificacdo filogenética dos microrganismos associadas aos filtros

bioldgicos de carvéo.

4.1 Caracteristicas da agua utilizada no experimento

Para o experimento, foi utilizada agua natural coletada no reservatério localizado no
Bairro 1pé (ponto A — figura 10), no municipio de Ilha Solteira — SP. A érea de captagdo da
microbacia da Lagoa do Ipé apresenta aproximadamente 286 ha, de uso urbano-rural, com
grande presenca de pastagem e cultivos agricolas anuais e perenes. Segundo Basso &
Carvalho (2007), o indice de Qualidade de Agua — IQA, da Lagoa do Ipé apresenta média
igual a 58, que conforme Escala de IQA (CETESB, 2004), indica qualidade boa da &agua.
Estudos de caracterizacdo para abastecimento publico, realizados por Tavares (2008)
mostraram que a agua da Lagoa do Ipé se enquadra aos limites estabelecidos por Di Bernardo;
Brandao e Heller (1999) para filtracdo lenta desde que seja submetida a um pré-tratamento.

Na tabela 4 sdo apresentados os limites de qualidade da &agua bruta propostos por Di
Bernardo, Branddo e Heller (1999) para aplicabilidade de alguns arranjos de tratamento
baseados na filtracdo lenta e os resultados encontrados por Tavares (2008) na caracterizacéo
da agua da Lagoa do Ipé.

29



UHE Ilha Solteira

.

Rio Sao José
dos Dourades

-

Figura 10. Localizacdo da Lagoa do Ipé (A), Municipio de Ilha Solteira, SP. Fonte: Google Earth (escala -

1:50.000)

Tabela 4. Qualidade da &gua para tratamento por meio da filtracdo lenta e as caracteristicas
da agua da Lagoa do Ipé.

Tratamento por meio de filtracéo lenta Lagoa do Ipé

Parametros Di Bernardo; Brandao e Heller (1999) Tavares (2008)
A B C

Turbidez 100% <25 100% <50 100% <200
(uT) 95% <10 95% <25  95% <100 <10
Cor Verdadeira 100% <10 100% <25 100% <25
(uH) 050 <5 9506 <10  95% <10 <15
Solidos Suspensos Totais 100% <25 100% <50 100% <200
(mg/L) 9506 <10 95% <25 950 <100 <15
Coliformes Totais 100% <1000 100% <10000 100% <20000
(NPM/100 mL) 950 <500  95% <5000  95% <10000 <30
Coliformes Fecais 100% <500 100% <5000 100% <10000
(NPM/100 mL) 950 <250  95% <1000  95% <5000 <10
Concentragéo de Algas 100% <500 100% <1500 100% <5000 < 1000

(UPA/mL)

95% <250 95% <1000 95% <500

A: Filtracdo Lenta; B: Pré-filtracdo dinamica + filtracdo lenta; C: Pré-filtracdo dinamica + pré-filtracdo em

pedregulho + filtracdo lenta
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4.2 Ensaio de Biodegradacao dos farmacos

4.2.1 Preparacdo da agua do estudo com farmacos

Para 0 experimento, a 4gua coletada no reservatério Ipé foi filtrada em filtro de celulose
(1,0 um), esterilizada (120 °C — 15 min), recebendo posteriormente a adicdo do grupo de
antiinflamatdrios compostos por ibuprofeno (20 ug/L), naproxeno (20 pg/L) e diclofenaco de
sodio (20 ug/L) cujas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 5. Os farmacos utilizados
nos ensaios foram obtidos junto a Sigma—Aldrich, os quais demonstraram ter 97-98% de grau
de pureza. As concentracdes utilizadas reproduzem valores que podem ser encontrados em
aguas superficiais segundo alguns autores (GHISELLE, 2006; DOUGHTON et al., 2001;
ZWIENER; FRIMMEL, 2000).

4.2.2 Delineamento do ensaio de biodegradacéo de farmacos

Neste ensaio, a &gua de estudo foi acondicionada em galdo de vidro (4L), ambar,
esterilizado (Figura 11). Ao galdo foram inoculados 10% (v/v) de uma solucdo aquosa,
filtrada (1.0 um) contendo o biofilme presente em um filtro biolégico de carvao da Instalagdo
Piloto de Filtracdo em Mdltiplas Etapas do Departamento de Engenharia Civil (DEC) da
FEIS-UNESP. Para o controle foi usado um galdo sob as mesmas condi¢Ges descritas
anteriormente, sem o acréscimo do inoculo com microorganismos, e ainda recebendo azida de
sodio (4 mg/L) a agua de estudo, a fim de inibir qualquer atividade metabdlica de
microorganismos. O ensaio foi realizado durante 180 dias, no escuro, mantido em agitacéo
orbital (100 rpm) e temperatura aproximada de 23 # 2°C. Foram recolhidas amostras (100
mL) semanalmente, para leituras do pH (Digimed DM 20) e a quantificacdo das
concentracdes dos farmacos (HPLC - Prominence, Shimadzu).
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Figura 11. Tratamentos contendo os farmacos, com destaque para (a) galdo inoculado com microorganismos e
(b) sem inoculo.

4.3 Ensaio de Filtracdo Bioldgica dos Farmacos

4.3.1 Preparacdo da agua do estudo com farmacos

Para esse ensaio, agua de estudo foi filtrada em filtro de celulose (1,0 um), esterilizada
(120 °C — 15 min), recebendo posteriormente a adicdo dos compostos farmacolégicos: um
grupo de antiinflamatérios, constituido pelo diclofenaco (1,0 pg/L), ibuprofeno (1,0 pg/L),
naproxeno (1,0 ug/L), e um antibiotico, este representado pela amoxicilina (1,0 ug/L), cujas
caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 5. As concentracdes utilizadas reproduzem
valores que podem ser encontrados em 4aguas superficiais segundo alguns autores
(GHISELLE, 2006; DOUGHTON et al., 2001; ZWIENER; FRIMMEL, 2000). Para prevenir
a colonizagdo dos filtros CAG por microrganismos, foi adicionada a dgua de estudo uma

solucdo de azida de sodio (4 mg/L) durante todo o experimento.
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Tabela 5. Caracteristicas dos compostos farmacolégicos em estudo.

Composto Diclofenaco Ibuprofeno Naproxeno Amoxicilina
Formula C14H1:CLNO; Ci13H1802 C14H1403 C16H19N305S
Peso Mol 296.14 g.mol™ 206,3 g.mol*  230.24 g.mol™ 365.38 g.mol™
/L OH
0
0 .
]/ -
Estrutura
Quimica 0 o NH
OH i
OH N
OH
Uso .. L. .. , . .. , . L
Antiinflamatério  Antiinflamatério Antiinflamatério Antibiotico

terapéutico

4.3.2 Selecdo do Carvao Ativado Granular

O carvéo ativado granular utilizado nos filtros foi escolhido com base em ensaios

prévios realizados em projetos de pesquisa do Laboratdrio de Saneamento da FEIS - UNESP.

O carvao selecionado foi de casca de coco, com granulos de 0,35 a 0,50 mm. Este carvao,

apos ensaios sobre o potencial de adsor¢éo realizados em estudos anteriores no Laboratoério de

Saneamento, apresentou isoterma do tipo 11, segundo a classificagdo BET (Brunauer-Emmer-

Teller) descrita por Brunauer et al. (1938) apresentada na Figura 12. A isoterma do tipo II,

segundo proposto por Gilles et al. (1960) se assemelha a isoterma H4, onde o adosorvente

possui uma alta afinidade pelo soluto adsorvido e onde a adsor¢do aumenta com o aumento da

concentracdo do soluto na fase liquida até atingir um platd, em que o soluto ndo mais

responde ao aumento da concentracao e a adsorcao é interrompida.
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Figura 12. Classificacdo BET de isotermas de adsor¢do. Fonte: Brunauer et al. (1938)

4.3.3 Preparacdo dos filtros de carvao ativado bioldgico

Para os ensaios de bancada foram utilizados quatro filtros de carvdo ativados (CAB)
confeccionados em colunas de vidro (borosilicato) de 10 cm, com didmetro interno de 1,2 cm,
preenchidos por 3 cm de uma camada do carvédo ativado biologicamente, aproximadamente
3,5 gramas (peso Umido), conforme observa-se na Figura 13. O carvao utilizado proveio do
leito filtrante de uma coluna de polimento contendo carvao biologicamente ativado de uma
Instalacdo Piloto de Filtracdo em Multiplas Etapas do Departamento de Engenharia Civil
(DEC) da UNESP, Campus de Ilha Solteira. Em laboratério este carvdo foi mantido em
alimentacdo continua com agua natural provinda do reservatorio Ipé, por um periodo de 2
meses. Para o controle foram utilizados quatro filtros semelhantes (CAG) sem a inoculagéo
de biofilme, e de modo a inibir qualquer atividade metabdlica de microorganismos foi
previamente adicionado azida de sodio (4 mg/L) a &gua de exposicdo. A atividade bioldgica
dos filtros CAB foi determinada pela taxa de consumo do oxigénio, em comparagdo com o

controle.

34



Figura 13. Filtros de carvao confeccionados para os ensaios de remocao de farmacos (a), com
detalhamento de sua estrutura (b).

4.3.4 Delineamento do ensaio de remocao de farmacos em filtros CAB em laboratorio

Para o ensaio, as duas configuragdes de filtros (CAB e CAG) foram expostos a agua de
estudo em fluxo continuo por uma bomba peristaltica multicanais (Ismatec RS 232 IN),
conforme representado na figura 14. Os filtros foram operados sob fluxo ascendente com taxa
de filtracdo constante e igual a 4 m*m?.d, vazdo ascensional de 0,3 mL/min e tempo de
contato de 11 min. O experimento foi realizado durante 180 dias, sendo recolhidas amostras
(200 mL) afluente e efluente dos filtros semanalmente, para leituras do pH (DIGIMED DM
20); determinacéo das concentragfes dos farmacos (HPLC - Prominence, Shimadzu); e niveis
de carbono organico dissolvido (TOC 5000-A, Shimadzu).
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Figura 14. Configuragdo do sistema experimental com filtros de carvéo colonizados e ndo colonizados por
microrganismos.

4.4 Extracao dos farmacos das amostras

Para a extracdo dos farmacos foi empregada a técnica de extracdo em fase sélida (SPE)
com cartuchos do tipo C18. A metodologia utilizada foi adaptada de Nebot et al. (2007). Para
tanto, realizou-se uma pre-ativacdo das colunas de fase reversa C-18 a base de silica
(AccuBond Il ODS-C18 de 500 mg) com 5,0 mL de metanol 100% (J.T.Baker grau HPLC),
seguida posteriormente de 5,0 mL de agua Milli-Q (pH proximo de 3,0) e finalmente com a
passagem da amostra com velocidade de fluxo de 3,0 mL/min com auxilio de bomba a vacuo.
Posteriormente, as colunas C-18 foram lavadas com 5,0 mL de agua Milli-Q (pH proximo de
3,0) e na seqliéncia permaneceram em repouso para secagem a temperatura ambiente por 1 h.
Com a secagem foi adicionado e recolhido o eluato, representado por 2,5 mL de acetona
seqguido por 5,0 mL de metanol 100%. O eluato recolhido foi evaporado a 55°C e
ressuspendido em 500 pL de metanol 100% para realizacdo das andlises cromatogréfica
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4.5 Analises dos farmacos em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A determinacdo dos farmacos (afluente e efluente dos filtros) foi efetuada em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu) munido de duas bombas LC-20AT e LC-
20AD; Communication Bus Module-CBM-20A (Prominence Communications Bus Module);
Injetor Rheodyne (Rohnert Park, CA, USA) equipado com valvula do tipo loop de 20 pL.
Detector SPD-M20A (Prominence Diode Array Detector) e empregando software LCsolution.
As separacgdes dos picos cromatograficos foram realizadas em uma coluna cromatogréafica LC
Column Shim-pack C18 (250 mm x 4.6 mm ID, particulas de 5,0 um).

As fases moveis constituiram-se de metanol (100%) (fase A) e agua Mili-Q (fase B),
ambas acrescidas de 0,1 % de acido trifluoracético (TFA). O uso de um gradiente linear de
95-50 % de A por 15 minutos (a temperatura de 25 °C) com fluxo de 1,0 mL/min utilizado na
separacgdo dos picos cromatogréaficos. O volume de injecdo das amostras foi de 25,0 uL, sendo
as amostras analisadas em triplicata. A identificacdo de cada farmaco foi efetuada de acordo
com 0Ss seus respectivos tempos de retencdo e também atraves de cada perfil
espectrofotométrico, nos comprimentos de onda especificos de deteccdo para cada composto.

As curvas analiticas foram efetuadas através do método do padrdo interno,
concomitantemente os limites de deteccdo (LD) e os limites de quantificacdo (LQ) (ng/mL)
também foram obtidos por meio de planilha de validacdo proposta por Ribeiro e Ferreira
(2008). A seguir esta apresentado o perfil cromatografico (Figura 15) dos padrées utilizados
como base de reconhecimento para os farmacos estudados nas amostras recolhidas afluente e
efluentes dos filtros de carvéo colonizados (CAB) e ndo colonizados por microrganismos
(CAG).
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Figura 15 - Perfil cromatogréafico de padrGes de farmacos: 1- Amoxilina (T.R: 8.36); 2- Naproxeno (T.R: 11.38),
3- Diclofenaco (T.R: 12.33) e 4- Ibuprofeno (T.R: 12.50). Coluna: LC Column Shim-pack C;g (250 mm x 4.6
mm ID, paticulas de 5,0 um), comprimentos de onda (240 e 280 nm).

4.6 Remocao dos farmacos

Para a avaliacdo de remocdo dos farmacos testados foi estabelecida por meio da
equacéo (1).
G-F
R=---100 (o)

Onde:

R=remocdao dada em porcentagem (%);

G= valores quantificados na amostra afluente do filtro;

F= valores quantificados na amostra efluente do filtro.

4.7 lIsolamento e caracterizacao fenotipica dos microrganismos nos filtros CAB

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos ao processo de
isolamento e caracterizacdo filogenética, por meio da retirada de um volume (1 mL) de
amostra na superficie e interior dos filtros CAB. O material recolhido foi homogeneizado,
sendo realizadas diluigBes decimais de uma aliquota (1 mL) em solucdo de Ringer para o

posterior plaqgueamento em meios s6lidos contendo meio de cultura PCA, composto por 5g/L
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peptona, 2,5 g/L extrato de levedura, 1 g/L glicose e 20 g/L agar. As placas (Figura 16) foram

incubadas a 25 °C, no escuro, por uma semana.

Figura 16 Crescimento das coldnias de bactérias apds o plaqueamento.

Apobs incubacdo, foram observadas as principais caracteristicas das coldnias obtidas. O
isolamento de cada coldnia foi obtido por meio de sucessivos plagueamentos por esgotamento
em estrias (figura 17a), e entdo transferidas para tubos de ensaio contendo o meio de cultivo
inclinado (figura 17b), e mantidas em refrigeracdo a 25°C. Para cada coldnia isolada foram
observadas caracteristicas morfolégicas (coloracdo, tamanho e tipo de borda das col6nias),
coloracdo diferencial de Gram, e verificacdo da formacédo de esporos (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2003), de modo a obter informag6es dos possiveis grupos microbianos presentes nos
filtros, sendo posteriormente realizadas producdes massivas de cada isolado para extracéo do

DNA e identificacdo filogenética.
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Figura 17. (A) Plagueamento por esgotamento em estrias e (B) tubos de ensaio contendo o meio de cultivo
inclinado.

4.8 Caracterizacdo genotipica dos microrganismos nos filtros CAB

Os microorganismos isolados foram cultivados em tubos Falcon com o meio de cultura
composto por peptona (5 g/L), extrato de levedura (2,5 g/L), glicose (1 g/L), durante 24 horas.
Os cultivados foram centrifugados a 5000 rpm durante 9 minutos, sendo os precipitados (5
mL) encaminhados para a extragio do DNA ao Laboratério de Bioquimica de

Microrganismos e Plantas da UNESP de Jaboticabal.

4.8.1 Extracdo de DNA dos isolados e amplificagéo do gene 16S rRNA

A extracdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando o Kit FastDNA® SPIN Kit for

Soil (BIO 101-Quantum Biotechnologies), seguindo as instrugdes do fabricante. O gene
16S rRNA do material genético extraido de cada amostra foi amplificado pela técnica de
PCR. Na reagédo foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores fD1 (posi¢cdo 8 —27) e rD1
(posigdo 1524 - 1540) do gene 16S rRNA em Escherichia coli estirpe K12, de acordo com
Weisburg et al. (1991) e as condicdes acrescidas de modificagdes: Tampdo PCR 1X [20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KCI], 200 uM de cada dntp, 2 mM de MgCl,, 1,25 U de Taq
Polimerase, 5 pmols de cada iniciador, 35 ng de DNA e &gua ultra pura completando o
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volume final de 50 uL nareacdo. Nestaandlise foi o utilizado um termociclador (MJ Research
Inc., modelo PTC — 200) ajustado com programacao de: 94°C por 2 min, 35 ciclos a 94°C por
30 s, 55°C por 50 s, 72°C por 2 min e 72°C por 5 min. Os amplicons gerados foram
confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5 mg/mL de brometo de
etideo, tampdo TBE (Tris 89 mM; Acido Bérico 89 mM e EDTA 2.5 mM, pH 8,3) e
visualizado em um fotodocumentador (Gel Doc 1000) com luz UV (Bio Rad, USA).

Os produtos de PCR do gene 16S rRNA foram sequenciados usando 0,5 uL de
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare); 5 pmols do
oligonucleotideo iniciador fd1; 150 ng de DNA em um volume final de 10 pL. As condicdes
no termociclador foram: 2 min a 95°C, 40 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 15 s, 60°C por 2
min. Os amplicons foram seqlienciados em um seqienciador de capilar modelo ABI 3700
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.8.2 Analises das seqliéncias

As seqliéncias foram analisadas com o auxilio do programa Sequencing Analysis 3.4 e
pelo programa Phred/Phrap (EWING et al., 1998; EWING; GREEN, 1998) e comparadas
com os bancos de dados de genes ribossomais: Ribosomal Database Project 1l (RDP II),
através do programa Classifier e National Center for Biotechnology Information (NCBI), por
meio do programa Blast. Todas as seqliéncias do gene 16S rRNA obtidas neste estudo foram
cadastradas no Banco Internacional de Genes (GenBank).

4.9 Tratamento estatistico dos dados obtidos

Os resultados obtidos durante o estudo foram armazenados em planilhas eletronicas
Excel (Anexos) e submetidos a analises estatisticas com o teste de Tukey (p<0,05) através do
Software Estatistico SPSS 11.5 for Windows, de modo a avaliar o desempenho dos filtros,
bem como o comportamento destes frente a outros parametros fisicos e quimicos da agua de

estudo.
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5 RESULTADOS

5.1 Biodegradacéo dos farmacos

Os resultados obtidos demonstram que houve a biodegradacdo dos farmacos testados
durante o experimento de biodegradacdo. Pode-se verificar que o composto ibuprofeno foi o
que apresentou 0s maiores niveis de biodegradacdo (Figura 18), seguidos pelo diclofenaco de
sodio (Figura 19), enquanto que o naproxeno (Figura 20) apresentou valores ligeiramente
reduzidos. O ibuprofeno apresentou uma rapida biodegradacdo entre a segunda e terceira
semana de ensaio, enquanto que o diclofenaco e 0 naproxeno obtiveram uma degradacéo
significativa, somente ap0s a sexta semana de experimento, comprovando a estabilidade
dessas moléculas e sua dificil degradabilidade no meio natural. De modo geral, cada
composto farmacoldgico apresentou um padrdo distinto de biodegradacdo e degradacédo
natural.

Foi verificada expressiva degradacdo natural apenas do composto ibuprofeno, o que
representa um parametro a ser considerado na comparacdo do balanco final da remocéo dos
farmacos. J& com o naproxeno e o diclofenaco observou-se uma reduzida degradacdo natural,
comprovando a estabilidade dessas moléculas no meio aquético. Deve ser ressaltada uma
elevacdo abrupta do diclofenaco de sédio durante a 17° semana de ensaio, 0 que pode ser
decorrente acimulo do composto por contamina¢cdo da amostras nos cartuchos de silica (C18)
utilizados durante a extracdo e concentracdo dos farmacos antes de sua quantificacdo no
cromatégrafo. O pH entre os tratamentos testados (dados ndo apresentados) revelaram um

comportamento de semelhanca entre estes, com valores proximos da neutralidade.
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Figura 18. Concentraces de ibuprofeno quantificados entre os tratamentos testados durante o ensaio.

Figura 19. Concentraces de diclofenaco de sodio quantificados entre os tratamentos testados durante o
ensaio
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Figura 20. ConcentracOes de naproxeno quantificados entre os tratamentos testados durante o ensaio.

As substancias avaliadas nesse estudo representam importantes grupos de drogas com
diferentes estruturas quimicas e modos de acdo. Nenhum dos compostos avaliados foi
sintetizado rapidamente, visto que no ensaio de biodegradacdo foram necessarias 5 semanas
para se observar niveis de degradacao biol6gica. Contudo, os resultados indicaram capacidade
de metabolizacdo dos farmacos pelos microrganismos presentes no meio inoculante.

De modo geral, a persisténcia inicial dos compostos farmacolégicos durante as primeiras
5 semanas, possivelmente esteve associado a presenca de elementos orgéanicos na agua, sendo
esses fontes primarias de carbono e energia cuja sintese ¢ mais simples. Entretanto, com o
declinio dos elementos nutricionais, 0s microrganismos passaram a utilizar os farmacos como
fonte de carbono e energia, o que proporcionou a degradacdo. Uma situacdo semelhante foi
observada por Park et al. (2001) no trabalho de degradacdo de microcistina, que verificaram
tempo de degradacdo do contaminante quatro vezes superior em agua com auséncia de
nutrientes organicos.

De modo geral verificou-se que a degradacdo dos farmacos testados durante todo o
experimento atingiu valores proximos a 90% para diclofenaco e naproxeno e 99% para o
ibuprofeno, evidenciando a capacidade de metabolizagdo desses compostos por
microrganismos (bactérias) presentes nos filtros biolégicos de carvao. Esta capacidade dos

microrganismos em metabolizar (biodegradar) os farmacos durante o presente estudo
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apresentou concordancia ao descrito em outros trabalhos envolvendo o uso de bactérias como

uma via de degradacdo de farmacos em ensaios de laboratério (CHUA et al., 1996).

5.2 Filtracdo bioldgica dos farmacos

5.2.1 Influéncia dos valores de pH durante o ensaio de remocéo de farmacos

Durante o periodo de preparacdo dos filtros (maturacéo) os valores de pH mantiveram-
se proximos da neutralidade, entre 6 e 7. No decorrer do ensaio, observou-se que o pH na
agua de estudo afluente e efluente dos filtros testados mantiveram-se levemente abaixo da
neutralidade, com valores proximos, em média, durante todo ensaio (Tabela 6).

De modo geral ndo foram constatadas diferencas significativas (p < 0,05) nos valores
de pH registrados entre os filtros de carvao colonizados (CAB) e ndo colonizados (CAG) com
microrganismos. Contudo, o fato dos valores de pH no ensaio ter-se mantido neutro pode ter
potencializado a adsorcdo dos farmacos e a colonizacdo dos microrganismos. Alteracées no
pH pode causar aumento ou diminuicdo da repulsdo eletrostéatica entre os contaminantes e o
meio filtrante, bem como afetar as propriedades superficiais dos microorganismos e das
superficies solidas, interferindo no processo de adsorcdo das moléculas, e de adesdo dos
microorganismos as superficies dos substratos (LIBANIO, 2005). Ademais, a estabilidade do
pH contribui para a manutencdo, logo, crescimento da camada bioldgica, além de ser um
parametro seletor da composicdo do biofilme.

Outro aspecto a ser considerado, sdo os valores do pH das amostras efluentes dos
filtros CAB (entre 6,33 e 7,14), que apresentaram pequena reducdo em relacdo aos valores
registrados no afluente deste filtro (entre 6,24 e 7,46). Esta tendéncia na reducdo do pH
apresentou concordancia com o estudo realizado por Seredynska-Sobecka et al. (2006) em
ensaios de laborat6rio com biofiltros de carvdo. Uma possivel explicacdo para o decréscimo
nos valores de pH nos efluente dos filtros biologicos estaria associado a intensa atividade
bioldgica promovida por microrganismos aderidos nas paredes dos filtros, que durante a
metabolizagdo dos compostos organicos estariam produzindo e liberando substancias
acidificadas para o meio (CALDWELL et al., 1992).
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Tabela 6. Valores médios de pH da agua de estudo afluente e efluente dos filtros testados
durante o ensaio.

Tempo CAB CAG
(dias)  Afluente Efluente Afluente Efluente
30 6,81 6,63 7,08 6,85
60 6,24 6,33 6,23 6,56
90 7,04 6,85 6,97 6,84

120 7,46 6,97 7,19 6,99
180 7,32 7,14 7,28 7,14

5.2.2 Efeito da temperatura nos ensaios de remocéo de farmacos

No periodo de maturagdo dos filtros a temperatura manteve-se estavel em 26,5°C, no
decorrer do ensaio, ndo foram observadas variacdes da temperatura, cuja média foi a mesma
do periodo de preparacdo (26,5°+1,98°C). A temperatura, assim como o pH, interferem nas
forcas intermoleculares da adsorcdo das moléculas, e na adesdo dos microorganismos ao
carvdo. Durante o estudo, a temperatura dos tratamentos pode ter contribuido no
desenvolvimento do biofilme, proporcionando condi¢cBes favoraveis no crescimento de
organismos capazes de metabolizar tanto os constituintes orgéanicos quanto os farmacos
testados durante o estudo. O processo de biodegradacdo esta diretamente condicionado a
temperatura de exposicdo, a temperatura do ensaio permaneceu entre o intervalo (22 a 30°C),
fato este que alguns autores consideram ideal para favorecimento da degradagdo microbiana
(PARK et al., 2001; WANG et al., 2007).

5.2.3 Quantificacdo do Carbono Organico Dissolvido (COD) nos filtros de carvao

Os resultados demonstraram pequena remocao de carbono organico dissolvido (COD)
em ambos os filtros testados. Os filtros CAG apresentaram valores menores no efluente final
em relacdo aos filtros CAB. Embora, os filtros CAG tenham apresentado 0s percentuais

ligeiramente maiores de remogdo do carbono, ndo foi observada diferenca significativa
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(p<0,05) nos valores de remogdo do COD em relagdo aos filtros CAB. Em relacdo aos
resultados de remocdo de COD nos filtros CAB constatou-se que 0S niveis mantiveram-se
semelhantes entre o efluente e a agua de estudo ou ligeiramente maiores no efluente em
alguns momentos. Uma explicagdo ao fato seria o desprendimento do biofilme ou por seus
metabdlitos produzidos, excretados e carreados pelo efluente. Na Tabela 7 estdo apresentados
os valores maximo, médio e minimo de COD no afluente e efluente das unidades filtrantes e

os valores maximo, médio e minimo de remoc¢édo em relacdo a dgua bruta de cada filtro.

Tabela 7. Valores maximo, médio e minimo de COD do afluente e efluente dos filtros
testados durante o ensaio e remoc¢do em relacdo a dgua bruta de cada filtro.

COD Percentual de remocéo (%)
Filtro Amostra |Minimo Maximo Média |Minimo Maximo Média

CAG Afluente |227 418 282
Efluente |204 254 254

-9 39 9

cap Afluente |90 402 248

-139 15 -15
Efluente |176 472 273

Os maiores percentuais de remo¢do demonstrado nos filtros CAG (39%) corroboram
com os relatos de eficiéncia na remocdo de COD da maioria dos sistemas convencionais de
tratamento da agua que se encontram em torno de 30 % (RANDTKE, 1988; SIMPSON,
2008). O desempenho observado nos filtros CAB no presente estudo esta em concordancia
aos descritos por Wang et al. (2007), em que o biofilme formado em filtros CAG foram

incapazes de remover eficientemente 0 COD presente na agua utilizada.

5.2.4 Quantificacdo do Oxigénio Dissolvido nos filtros de carvao

Os valores médios de oxigénio dissolvido registrados nos efluentes dos filtros
demonstraram reducdes em relacdo ao afluente (4gua de estudo) durante todo o ensaio (Figura
21). Os resultados obtidos nos filtros CAB demonstram que houve maior reducéo de oxigénio,
quando comparadas aos valores encontrados nos filtros CAG nédo colonizados, em média de
19%, contra 8% em CAG. A maior reducdo do oxigénio nos filtros CAB pode refletir sobre a
atividade biolégica no meio filtrante (ANDREOTTOLA et al., 2002; SCHOLZ; MARTIN,

1997). O oxigénio pode estd sendo consumido pelos microrganismos associados ao carvao
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durante a metabolizacdo e biodegradacdo dos componentes organicos presentes na agua, o que

corrobora para o efeito do consumo dos farmacos na dgua pelos microrganismos no biofilme.

Percentual de redugdo (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Semanas

Figura 21. Percentual de reducdo do oxigénio dissolvido nos filtros CAB e CAG.

5.2.5 Remocao dos farmacos nos filtros bioldgicos de carvédo

Os resultados exibiram a remocao dos quatro farmacos no filtro CAB durante todo o
periodo avaliado, sendo os valores ligeiramente maiores registrados proximos aos encontrados
no efluente dos filtros CAG. Embora os filtros colonizados com microrganismos tenham
apresentado um maior percentual de remocdo (>80%) para todos os farmacos em relacéo aos
filtros ndo colonizados (<80%), ndo foi verificada uma diferenca estatistica significativa
(p<0,05) na remocdo dos farmacos entre os filtros testados. Os filtros CAG apresentaram
eficiéncia media acima de 80% apenas para naproxeno e ibuprofeno, sendo que neste
tratamento, essas substancias apresentaram maiores niveis de remocdo. No Anexo 1 estdo
apresentados os valores maximo, médio e minimo de remocdo em relacdo a agua bruta de

cada unidade. Os resultados estdo apresentados nas figuras 22 a 25 a seguir.
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Remogao (%)

Figura 22. Distribuicao dos valores de remocdo de amoxilina nos filtros CAG e CAB.
° —resultados extrapolados
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Figura 23. Distribuicdo dos valores de remocéo de naproxeno nos filtros CAG e CAB.
° —resultados extrapolados
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Figura 24. Distribuicao dos valores de remocéo de diclofenaco nos filtros CAG e CAB.
100,00
80,00 |
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"
40,00 *
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00 T T
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Figura 25. Distribuicdo dos valores de remocéo de ibuprofeno nos filtros CAG e CAB.

Tratamentos

* g 9 —resultados extrapolados
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Pode-se constatar que os filtros apresentaram um padrdo semelhante de elevada
remocdo dos compostos farmacologicos, demonstrando que o carvdo ativado granular
utilizado, assim como as condigdes experimentais foram favoraveis para a elevada capacidade
de adsorc¢éo das substancias farmacéuticas durante o experimento. A baixa disperséo relativa
nos percentuais de sua remocao dos quatro compostos testados durante o ensaio nos filtros
CAB (CV < 15), com residuais no efluente dos filtros em média menores que 0,5ug/L (Anexo
2) comprovam que combinacdo dos processos de adsorcdo e biodegradacdo minimizam a
flutuacdo da concentracdo dos contaminantes na dgua afluente (AKTAS; CECEN, 2007). No
Anexo 2 estdo apresentados os valores maximo, médio e minimo da concentracdo dos
farmacos no efluente das unidades. As figuras 26 a 29 mostram os valores quantificados de
cada farmaco nas amostras afluentes e efluentes dos filtros durante todo experimento.

Nos filtros CAG, a maior dispersdao temporal na eficiéncia de remocao dos farmacos
deve-se principalmente pela oscilacdo da concentracdo afluente dos contaminantes. A
diminuicdo na concentracdo do adsorvato no afluente altera o equilibrio da reacdo de adsorcéao
em CAG. Na reacdo reversivel de adsorcdo as moléculas do adsorvato acumulando-se do
meio de maior concentracdo (agua) para a superficie de menor concentragdo (carvdo), a queda
na concentragdo do adsorvato no afluente diminui a taxa da reagdo de adsorcdo, gerando
menor remocdo dos farmacos nesses momentos (BRADY, 1997). Caso a concentragdo dos
farmacos no afluente seja menor que a concentracdo do carvdo poderd ocorrer a reacao
reversa (dessor¢do), porém este efeito ndao foi observado no presente estudo.

A literatura tem demonstrado que a vida Util do CAG em ETA, dependendo das
caracteristicas da agua bruta e do adsorvato, esta em torno de 6 a 12 meses (DUSSERT; VAN
STONE, 1994 apud SIMPSON, 2008). A reducdo da vida util do carvédo no leito filtrante pode
ser observada pela perda significativa na eficiéncia de adsorcdo e pelo transpasse de
concentracdes consideraveis das moléculas adsorvidas para a agua (HO, 2004; WANG et al.,
2007). No presente estudo ndo foi observado saturagdo dos sitios de ligacdo do carvao durante

0 6 meses de ensaios realizados.
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Figura 26 - Valores quantificados de amoxicilina nas amostras afluentes (Agua Estudo) e efluentes dos
filtros CAB (a) e CAG (b).
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Figura 27. Valores quantificados de naproxeno nas amostras afluentes (Agua de Estudo) e efluentes dos
filtros CAB (a) e CAG (b).
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Figura 28. Valores quantificados de diclofenaco nas amostras afluentes (Agua de Estudo) e efluentes dos
filtros CAB (a) e CAG (b).
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Figura 29. Valores quantificados de ibuprofeno nas amostras afluentes (Agua de Estudo) e efluentes dos
filtros CAB (a) e CAG (b).
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Durante o experimento os filtros CAB apresentaram a caracteristica de perda de carga
mais rapidamente que os filtros CAG. Esta situacdo pode ser explicada pelo elevado
crescimento microbiano sobre a area superficial do carvdo, o qual promoveu a formagéo de
uma densa camada de biofilme entre os granulos de carvdo, reduzindo desta forma a
passagem da agua no espaco intersticial no leito filtrante. Segundo Simpson (2008), com a
atividade, o biofilme nos granulos de carvao (CAB) cresce em espessura até determinado
ponto critico, aumentando a pressao de queda no filtro, resultando em picos de contaminantes,
e elevagdo da turbidez da &gua. Para restaurar a taxa de filtracdo foram feitas retrolavagens,
acdo que promove o desprendimento das bactérias e exige um periodo de readaptacdo destas
nos filtros. Porém, a eficiéncia dos filtros ndo apresentou flutuacdo consideravel nestes
momentos devido ao aumento da adsorcdo que é favorecido apds a lavagem pela liberacdo
dos sitios de ligagdo do carvdo. De modo geral verificou-se que a remogdo dos farmacos
testados durante todo o experimento atingiu valores maiores que 80%. Os resultados
observados no presente estudo apresentaram concordancia ao descrito em outros trabalhos
envolvendo o uso consorcios de bactérias como uma via de degradacdo de farmacos em
ensaios de laboratorio (CHUA et al., 1996).

5.2.6 Caracterizagéo do biofilme dos filtros de carvdo biologicamente ativado

A partir do material isolado e cultivado dos filtros CAB segundo os métodos
microbioldgicos tradicionais, foram obtidas 31 amostras de microrganismos, sendo estas
representadas em sua totalidade por coldnias bacterianas integrantes dos filos Firmicutes (19),
Proteobacteria (12). Conforme descrito na tabela 8, através das seqiiéncias do gene 16S rRNA
amplificadas a partir do DNA das amostras isoladas foram identificados um total de 6 géneros
distintos (Bacillus, Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella, e Sphingomonas),
com destaque ao género Bacillus, o qual apresentou predominio nas amostras. Em uma destas
amostras foi possivel a classificacdo somente a nivel de familia (Pseudomonadaceae).

A andlise realizada sobre a diversidade bioldgica de microrganismos associados ao
biofilme dos filtros CAB constatou a dominancia de bactérias do género Bacillus. Este género
é composto por microorganismos considerados ubiquos podendo ser isolados do solo, da agua
doce e salgada e em géneros alimenticios. Algumas espécies do género Bacillus aderem

fortemente a diversas superficies sélidas, as estruturas responsaveis na adesdo nao Ssdo
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totalmente conhecidas, porém no caso do Bacillus cereus sabe-se que a presenca de

filamentos semelhantes ao pili (apéndice filiforme encontrado na superficie de algumas

bactérias) facilita sua fixacdo. A elevada capacidade de fixacdo promove a adesdo das
bactérias a camada filtrante beneficiando a formagdo do biofilme (HUSMARK; RONNER,

1990).

Tabela 8. Caracterizacao dos isolados obtidos dos filtros bioldgicos de carvao e
disponibilizados no GeneBank.

Isolados Acesso ao Organismo % similaridade
GenBank
R1 GU826150.1 Bacillus anthracis 97%
R2 FJ390475.1 Bacillus methylotrophicus 93%
R3 FJ957720.1 Bacillus pumilus 91%
R4 HM441232.1 Bacillus sp. 94%
R5 GU122951.1 Bacillus sp. 89%
R6 GU374115.1 Bacillus sp. 94%
R7 EF428970.1 Bacillus sp. 97%
RS HM152752.1 Bacillus sp. 93%
R9 EU333143.1 Bacillus sp. 93%
R10 HM836048.1 Bacillus sp. 92%
R11 HM836926.1 Bacillus sp. 88%
R12 HM775374.1 Bacillus sp. 93%
R13 EU333117.1 Bacillus sp. 92%
R14 FJ950671.1 Bacillus sp. 93%
R15 FJ686822.1 Bacillus sp. 93%
R16 GU566355.1 Bacillus sp. 98%
R17 HM776394.1 Bacillus sp. 88%
R18 FJ959367.1 Bacillus subtilis 93%
R19 CP001903.1 Bacillus thuringiensis 99%
R20 AB091183.1 Burkholderia fungorum 90%
R21 AJ884809.1 Burkholderia sp. 90%
R22 AB545639.1 Burkholderia sp. 86%
R23 GU969241.1 Cupriavidus sp. 86%
R24 EF511678.1 Pseudomonadaceae 89%
R25 GU969239.1 Pseudomonas panipatensis 89%
R26 AMO083997.1 Pseudomonas sp. 92%
R27 GQ332344.2 Pseudomonas sp. 89%
R28 FR682932.1 Pseudomonas sp. 92%
R29 AB285481.1 Shinella yambaruensis 83%
R30 FJ382941.1 Sphingomonas sp. 84%
R31 DQ337548.1 Sphingomonas sp. 86%

Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI) e Ribosomal Database Project (RDP)

A prevaléncia do género Bacillus provavelmente foi favorecida pela introducdo de

amoxicilina na agua de estudo, o que promoveu a colonizacdo dos filtros por bactérias

resistentes a presenca desse antibidtico. A amoxicilina € um antibidtico beta-lactdmico, que
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atua destruindo a parede das células bacterianas, pois se une a uma grande variedade de
proteinas responsaveis pela producdo de enzimas que sintetizam os alimentos, deixando-as
sem agéo.

O género Bacillus, o qual se demonstrou dominante nos cultivos desse experimento,
possui varias espécies produtoras da enzima p-lactamase, responsaveis pela resisténcia a
antibiéticos B-lactdmicos. Esta enzima quebra o anel de quatro 4&tomos conhecido como -
lactama (Figura 30), desativando as propriedades antibacterianas da molécula. Presume-se
que a dominancia desse género de bactérias corresponde a resisténcia a amoxicilina e sua
elevada capacidade de sintetiza-lo e utilizado como fonte de carbono e nitrogénio (BLAU et
al., 2006). Deve-se considerar que além da acdo de enzimas especificas no efeito de quebra da
molécula do farmaco, hd combinacdo com outros fatores que podem atuar conjuntamente,
influenciando o processo de degradacdo dos antibidticos P-lactdmicos, dentre esses se
destacam a temperatura, o pH, os teores de p-lactdmicos e a tensdo de oxigénio dissolvido
(SANYAL et al., 1992).
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Figura 30 - Atuacdo da enzima B-Lactamase no anel 3-lactdmico.

Com base nos resultados, pode-se verificar a presenca do género Pseudomonas. Segundo
Smith et al. (1990) este género sob condicGes aerdbicas, também apresenta a habilidade em
utilizar uma diversidade de compostos recalcitrantes como fontes de energia e carbono. A
versatilidade do género Pseudomonas em crescer e metabolizar diferentes compostos
organicos o torna amplamente descrito na literatura, especialmente quanto ao seu uso no
tratamento de esgoto (KHAN et al., 2006). Este mesmo género de bactéria é descrito em razéo
de sua ampla capacidade em utilizar uma variedade de substratos organicos, como fonte de
carbono, além da excepcional habilidade de colonizar nichos ecoldgicos diversos, nas quais a
oferta de nutrientes é limitada. A capacidade das Pseudomonas em sobreviver por longos
periodos em ambientes Umidos variados contribuem para as suas caracteristicas ubiquitarias

(KHAN et al, 2006). Um estudo recente realizado por Minillo et al. (2009) apontou a
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capacidade de microrganismos formadores do biofilme em filtros bioldgicos de carvao em
biodegradarem compostos farmacoldgicos. Segundo estes autores bactérias gram-negativas,
estas representadas, principalmente pelo género Pseudomonas bactérias promoveram a
deplecéo de trés compostos farmacoldgicos (cefalexina, diclofenaco de sddio e paracetamol).

A ocorréncia de representantes dos géneros Burkholderia, Shinella e Sphingomonas nas
amostras analisadas representa que esses grupos potencialmente sdo capazes de participar
diretamente no consumo de farmacos. Estudos realizados por Murdoch e Hay (2005)
revelaram diversas estratégias metabdlicas realizadas pelas Sphingomonas na degradacéo de
ibuprofeno, propondo que a sequéncia de reacdes ocorre conforme figura 31. O género
Sphingomonas também vem sendo descrito em trabalhos de filtracdo bioldgica em carvéao e
areia, onde isolados especificos de Sphingomonas foram inoculados no sistema filtrante com
objetivo de remover microcistinas da agua potavel (BOURNE et al., 2006; WANG et al.,
2007).

Figura 31 —Possivel rota de degradacéo de ibuprofeno por Sphingomonas sp.
Fonte: Murdoch e Hay (2005, 2006).

A presenca de bactérias do género Burkholderia nos isolados cultivados dos filtros CAB
evidencia o potencial desses microrganismos em biodegradarem compostos farmacéuticos,
visto que, trabalhos realizados sobre a degradacdo de antibidticos destacam o género
Burkholderia como um dos microrganismos do ambiente natural capazes de consumir esses
compostos (DANTAS et al., 2008). Estudos realizados por Lemes et al. (2008) com outros
compostos recalcitrantes ao tratamento de agua, reportam sobre a ampla capacidade do género
Burkholderia em degradar eficientemente cianotoxinas, demonstrando seu potencial de
utilizacdo em processos de filtracdo bioldgica. O género Cupriavidus classificado na familia
Burkholderiaceae, apesar de nenhum relato sobre degradacdo de farmacos, possivelmente
contém as mesmas caracteristicas genéticas das espécies Burkholderia sp., que 0s

proporciona a habilidade em consumir os compostos analisados.
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O presente estudo demonstra claramente que alguns géneros de bactérias participaram
ativamente e de forma conjunta na degradacdo dos compostos farmacéuticos. Na ordem de
elucidar a degradacdo microbioldgica dos farmacos nos tratamento avaliados, devemos focar
a importancia da atividade sinérgica dos microrganismos formadores da microflora no
biofilme dos filtros de carvdo como agentes da metabolizacdo deste composto. Através dos
relatos sobre a capacidade dos géneros Cupriavidus e Shinella em degradar outros
micropoluentes (IWAKI; HASEGAWA, 2007; BAI et al., 2009) podemos inferir que esses
microrganismos de forma direta ou indireta participam nas reacdes de degradacdo dos
compostos em estudo. Todavia, no entanto fica claramente demonstrado o potencial da grande
variedade de géneros de bactérias que podem degradarem estes compostos, como ja tem sido
demonstrada em outros estudos (KAGLE et al., 2009).

Deve ser destacada a possivel presenca de linhagens de bactérias que eventualmente néo
se desenvolveram nas placas de cultivo, mas que poderiam atuar no consumo dos farmacos de
forma direta ou, em consorcios microbianos formados no microecossistema do biofilme no
filtro biologico de carvdo. O isolamento e o cultivo de microrganismo é o método tradicional
para caracterizacdo microbiana, mas somente uma pequena parcela variando de 0,1% a 1,0%
bactérias sdo cultivaveis utilizando os métodos padrao de cultivo (TORSVIK, et al. 2002 apud
PAIXAO, 2009). Desta forma, torna-se imprescindivel a realizacdo de uma varredura da
diversidade microbiana presente no biofilme dos filtros biol6gicos de carvéo, o que auxiliaria
na verificacdo da presenca de grupos bacterianos que estariam atuando conjuntamente na
metabolizacdo dos farmacos utilizadas no estudo.

Através desse estudo, foi possivel comprovar a importancia de microrganismos como
agentes degradadores de compostos farmacéuticos, demonstrando que o uso das técnicas de
biorremediacdo pode ser um método explorado no controle e remocdo de farmacos em
ambientes contaminados. O processo conhecido como biorremediacdo, é realizado em
ambientes abertos, ndo esterilizados, de modo a permitir a interacdo de uma grande variedade
de microrganismos presentes no meio. As bactérias estdo entre os organismos que melhor
interagem na dindmica de biorremediacdo, muitas vezes, assumindo o papel central na
biorremediacdo, em razdo da sua capacidade de degradar uma série de poluentes, enquanto
que outros organismos (e.g., fungos e protozoarios) podem favorecer ou mesmo afetar esta
dindmica (WATANABE, 2001).

Segundo Lépez et al. (2005) a remoc¢do de um determinando composto xenobidtico (e.g.,
farmacos) deve oferecer uma boa alternativa na relagéo custo-eficacia entre os métodos néo

bioldgicos utilizados para o tratamento de aguas e solos contaminados. Os resultados
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encontrados nesse estudo evidenciaram uma eficacia da atividade microbiana promovida por
bactérias como agentes de degradacdo de farmacos na agua. Este padrdo corrobora a
tendéncia reportada na literatura sobre a importancia das vias metabolicas dos
microrganismos como uma forma de quebra das moléculas de alguns compostos xenobioticos
(SCHRAP et al., 2000; JOHNSEN et al., 2001).

A possibilidade de isolar microrganismos especificos ou consorcios microbianos
adaptados em remover poluentes a partir de aguas residuais ou agua potavel, pode representar
uma medida consideravel para o controle e remocdo destas substancias, possibilitando
aumento na qualidade do tratamento da agua. Desta forma, sdo necessarios novos estudos
envolvendo processos ndo convencionais para o tratamento de agua contendo pesticidas
(filtros biolégicos de carvdo) combinados aos processos convencionas em operagcao nas
Estacdes de Tratamento de Agua (ETA) para aumentar a eficiéncia na remog&o dos mesmos.

61



6 CONCLUSOES

e Sobre as condicBes empregadas no presente estudo, taxa de filtracdo 4 m*/m?.dia, foi
constatada a dos compostos farmacolégicos em ambos os filtros testados superiores a
80%; sendo que os filtros de carvdo colonizados por microrganismos apresentaram
capacidade de retencdo dos farmacos proxima aos filtros de carvdo ndo colonizados
por microrganismos;

e A remocdo média de remocao nos filtros CAG foi de 77% para amoxilina, 94% para
naproxeno, 77% para diclofenaco, 88% para ibuprofeno. Nos filtros CAB a média de
remocdo foi de 83% para amoxilina, 91% para naproxeno, 90% para diclofenaco e
81% para ibuprofeno;

e Os filtros de carvéo ativado, nas condi¢des empregadas nesse estudo, demonstraram-
se favoraveis como suportes para o desenvolvimento de microrganismos (biofilme)
capazes de metabolizar os compostos farmacoldgicos testados;

e Foram constatada o predominio de bactérias como microrganismos associados aos
filtros de carvao, sendo estas capazes de degradar os compostos, utilizando-o0s como
fonte de carbono no seu metabolismo;

e Foram registrados seis géneros distintos de bactérias formadoras do biofilme (Bacillus,
Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella, e Sphingomonas) com destaque
ao género Bacillus que apresentou dominio;

e O sucesso da capacidade destes microrganismos (bactérias) em degradarem 0s
compostos farmacoldgicos testados neste estudo sugere sua potencial utilizacdo em
processos de biofiltracdo em ETAS;

e O uso de linhagens especificas de microrganismos capazes de metabolizarem
eficientemente estes farmacos pode vir a representar uma proposta para a ativacao
biolégica no leito de filtros de carvdo, o que poderia contribuir no aumento da
eficiéncia na remocdo destes compostos durante o tratamento de agua;

e O uso de filtros biolégicos de carvdo pode representar uma medida alternativa no
tratamento de &gua para remocdo de farmacos e outros compostos organicos que

contaminem os mananciais de abastecimento publico.
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7 RECOMENDACOES

De acordo com os dados obtidos nesse estudo, somados aos da literatura, € importante
considerar os esforcos em preservar 0s mananciais, reduzindo os fatores que favorecem o
aporte de compostos farmacolégicos aos corpos hidricos. Esses fatores estdo relacionados,
principalmente, ao tratamento dos efluentes liquidos das cidades.

Como sugestdo, os futuros trabalhos devem elucidar outros parametros de projetos, no
intuito de experimentar essa tecnologia em escala mais proxima das utilizadas nas Estacdes de
Tratamento de Agua. O estudo quimico dos contaminantes deve ser aprofundado. Bem como
um melhor esclarecimento dos genes envolvidos na sintese de enzimas produzidas pelas
bactérias presentes nos filtros biologicos avaliados, possibilitando estabelecer a trajetoria
encarregada de degradacdo destes compostos. A analise no sequenciamento dos genes dos
isolados bacterianos obtidos no presente estudo, pode confirmar de forma precisa, a presenca
dos genes que manifestam potencial em degradacdo efetiva dos farmacos. Conjuntamente, a
possibilidade de isolamento e uso das linhagens das bactérias com potencial em degradarem
0s compostos farmacéuticos, representa uma base tecnolédgica a ser consolidada em trabalhos
direcionados no uso destes microrganismos no tratamento biolégico de dguas contaminadas
por estas substancias. As investigacdes incluem a aplicabilidade das espécies de larga escala
de uso no tratamento de agua, principalmente quando as condi¢cGes adequadas para a
biodegradacao puderem ser identificadas, e impostas sobre os filtros biologicos.
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ANEXO —ANALISES ESTATISTICAS DESCRITIVAS DOS RESULTADOS

Anexo 1. Analises estatisticas descritiva dos resultados de eficiéncia de remocao dos filtros

CAG e CAB.

Filtros Farmacos N Minimo Maximo Meédia Desvio Coeficiente
Padrdo Variacao

Amoxilina 19 35 94,9 76,9 15,2 20
Naproxeno 19 88,2 98,9 93,7 2,6 3

CAG Diclofenaco 19 54,1 96,7 77,3 16,7 22
Ibuprofeno 19 48,3 98,1 87,5 11 13
Amoxilina 19 64,4 95,8 83,1 10,5 13
Naproxeno 19 83,9 97,8 91,1 4,1 5

CAB " Diclofenaco 19 748 954 898 55 6
Ibuprofeno 19 39,5 95,9 81,1 14,1 15

Anexo 2. Analises estatisticas descritiva dos valores quantificados de farmacos nas amostras
efluentes dos filtros CAG e CAB

Filtro  Farmaco N Minimo Maximo Média Desvio Coeficiente
Padrdo Variacéo
Amoxilina 19 0,1 1,28 0,49 0,32 65
CAG Naproxeno 19 0,11 0,66 0,34 0,17 50
Diclofenaco 19 0,13 0,75 041 0,18 44
Ibuprofeno 19 0,09 0,85 0,38 0,117 45
Amoxilina 19 0,13 0,76 0,41 0,15 37
Naproxeno 19 0,07 0,46 0,19 0,1 53
CAB .
Diclofenaco 19 0,17 0,77 0,45 0,18 40
Ibuprofeno 19 0,16 0,62 0,34 0,14 41
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