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RESUMO

A contaminacdo dos ambientes aquaticos por compostos farmacéuticos e sua dificil remogdo no tratamento
convencional de &gua representam, atualmente, um desafio a muitas companhias de saneamento. Na busca por
solugdes tecnologicas, o uso da filtragdo com carvdo ativado granular (CAG) em conjunto ao tratamento de
4gua nas Estacbes de Tratamento de Agua (ETA) tem demonstrado resultados satisfatorios; porem, para
garantir a eficiéncia do tratamento, devido a propriedades intrinsecas do carvdo, se faz necessario maior
manutencdo durante o funcionamento do sistema, bem como regeneracdo periddica dos leitos dos filtros.
Entretanto, pesquisas relatam que quando operado em filtracdo lenta, os filtros CAG sdo naturalmente
colonizados por microorganismos que degradam uma diversidade de compostos retidos nos filtros,
contribuindo com a remog&o destes, demonstrando ser uma alternativa promissora aos problemas operacionais
da filtragdo. Os farmacos sdo compostos suscetiveis a degradacdo por microorganismos presentes na agua, nos
sedimentos e nos efluentes de esgoto orgéanicos. Diante deste aspecto, o presente estudo avaliou a remocdo dos
farmacos: diclofenaco de sédio, ibuprofeno, naproxeno e amoxicilina por meio de filtros de carvdo com
atividade bioldgica (CAB) em condi¢des de laboratério 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 remogéao
expressiva dos farmacos acima de 80% e a presenca de bactérias dos géneros Bacillus, Burkholderia,
Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella, e Sphingomonas presentes no biofilme, inferindo a participacdo destes
microrganismos durante o processo de biofiltragdo. A presenca de microorganismos com potencial de
metabolizagdo pode ser uma alternativa para aumentar o tempo de uso dos filtros de carvdo nas ETAs. A
possibilidade de isolar, a partir de aguas naturais, microrganismos especificos ou consoércios microbianos
capazes de remover os compostos farmacéuticos pode representar uma medida considervel para o controle e
remocao destas substancias, possibilitando aumento na qualidade do tratamento da agua, principalmente
quando as condi¢Oes adequadas para a biodegradacdo puderem ser identificadas e impostas aos sistemas de
tratamento.
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Compostos farmacoldgicos.

INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a crescente expansao dos centros urbanos, da indUstria, da agricultura, e da pecuaria, tem
contribuido com o aumento na contaminacao de rios, lagos e reservatérios. 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 os 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, antiinflamatérios, 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, introduzidos no meio
ambiente, principalmente, a partir do lancamento via efluentes municipais nos corpos receptores de aguas
servidas, ou pelos efluentes de indUstrias 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). Nas aguas naturais,
dependendo da capacidade de autodepuracdo do corpo receptor, e da estabilidade das moléculas, os farmacos
podem chegar as aguas das populages assentadas a jusante dos langamentos e até serem transferidas para
Estacdes de Tratamento de Agua (ETA), onde ndo sdo removidos pelos sistemas de tratamento convencionais
(JONES et al., 2005), estendendo-se a agua de abastecimento humano, configurando um risco potencial de
exposicdo a salde humana (WEBB et al., 2003).

A presenca de farmacos em &guas aduzidas para ETA representa atualmente um desafio para remocéo destas
substancias durante o seu tratamento, 0 que é de extrema importancia na manutencao do padrdo de qualidade
da agua de consumo. O desenvolvimento de métodos alternativos no tratamento das adguas, como o uso de
filtros com carvéo ativado biologicamente (CAB), em complemento aos métodos convencionais de tratamento
de &gua pode representar uma proposta promissora para remoc¢do 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 biofiltracdo pode ainda representar uma otimizacdo operacional e reducdo dos custos do tratamento
da &gua em ETA, pela possibilidade de prolongar o tempo de vida Util destes filtros. Outro aspecto a ser
considerado, estd na possibilidade de reduzir as chances de transpasse de contaminantes do filtro para a agua
efluente, mantendo assim a producéo de agua potavel com uma mesma eficiéncia (SIMPSON, 2008).

A principal caracteristica deste sistema de tratamento de &gua estd 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 compreensdo da diversidade de microrganismos potencialmente
exploraveis nos processos hiotecnolégicos para a biodegradacdo de substancias nocivas, bem como, dos
beneficios econdmicos e estratégicos, relacionados a utilizagdo desse processo de tratamento. Em todo o
mundo, avaliagdes criteriosas vém sendo realizadas sobre os efeitos desses no meio aquatico e os limites
seguros de concentragdes de farmacos na &gua potével, a fim de estabelecer diretrizes e regulamentagdes
objetivando proteger a salide humana e 0s ecossistemas naturais dos indesejaveis efeitos destas substancias.
Igualmente, vem sendo realizadas investigacfes de processos de tratamento que promovam a remocao
adequada desses compostos da agua potéavel.

OBJETIVO

Avaliar a capacidade de remoc¢do dos farmacos ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco de sddio e amoxicilina na
agua em filtros de carvao granular com atividade bioldgica (CAB) em condigdes de laboratorio. Estimar a
biodegradacdo destes compostos farmacoldgicos por microrganismos presentes nos filtros CAB, e identificar
filogeneticamente estes microorganismos aderidos nestes biofiltros de carvéo.
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METODOLOGIA

O estudo foi realizado em trés etapas distintas: 1) inicialmente foi realizado, o experimento de remog¢éo dos
compostos farmacol6gicos em filtros de carvéo ativados, em bancada de laborat6rio; 2) na segunda fase foi
avaliado a biodegradacdo de farmacos por microorganismos em condigdes controladas em laboratério; 3) e
finalmente a etapa de identificacéo filogenética dos microrganismos associados aos filtros bioldgicos de carvéo.

Para o experimento, foi utilizada agua natural coletada no reservatorio localizado no Bairro Ipé, no municipio
de Ilha Solteira — SP. A éarea de captacdo 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 &gua. Estudos de caracterizagdo para
abastecimento publico, realizados por Tavares (2008) mostraram que a agua da Lagoa do Ipé se enquadra aos
limites estabelecidos por Di Bernardo; Branddo e Heller (1999) para filtragdo lenta desde que seja submetida a
um pré-tratamento.

ENSAIO DE FILTRACAO BIOLOGICA DOS FARMACOS

Para esse ensaio, agua de estudo foi filtrada em filtro de celulose (1,0 pm) e esterilizada (120 °C — 15 min),
recebendo posteriormente a adi¢do dos compostos farmacoldgicos: um grupo de antiinflamatérios, constituido
pelo diclofenaco (1,0 pg.L™), ibuprofeno (1,0 pg.L™), naproxeno (1,0 pg.L™), e um antibi6tico, este
representado pela amoxicilina (1,0 pg.mL™), cujas caracteristicas estdo apresentadas na tabela 1. As
concentragdes utilizadas reproduzem valores que podem ser encontrados em aguas 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 4gua de estudo uma solucdo de azida de
s6dio (4 mg.L™) durante todo o experimento.

O carvdo ativado granular utilizado nos filtros foi escolhido com base em ensaios prévios realizados em
projetos de pesquisa do Laborat6rio de Saneamento da FEIS - UNESP. O carvdo selecionado foi de casca de
coco, com granulos de 0,35 a 0,50 mm. Este carvao, ap0s ensaios sobre o potencial de adsorcao realizados em
estudos anteriores no Laboratério de Saneamento, apresentou isoterma do tipo 11, segundo a classificacdo BET
(Brunauer-Emmer-Teller) descrita por Brunauer et al. (1938). A isoterma do tipo Il, segundo proposto por
Gilles et al. (1960) se assemelha a isoterma H4, se caracteriza pela alta afinidade com o soluto adsorvido e onde
a adsorcdo aumenta com o aumento da concentragdo do soluto na fase liquida até atingir um platd, em que o
soluto ndo mais responde ao aumento da concentracao e a adsorgdo é interrompida.

Para os ensaios de bancada foram utilizados quatro filtros de carvdo ativados (CAB) confeccionados em
colunas de vidro (borosilicato) de 10 cm, com diametro interno de 1,2 cm, preenchidos por 3 cm de uma
camada do carvdo ativado, aproximadamente 3,5 gramas (peso Umido), conforme observa-se na Figura 1. O
carvdo utilizado proveio do leito filtrante de uma coluna de polimento contendo carvdo ativado da FIME. Em
laboratorio este carvao recebeu, continuamente, agua natural provinda do reservatorio Ipé por um periodo de 2
meses. Para o controle foram utilizados quatro filtros semelhantes (CAG) sem a inoculacéo de biofilme, e de
modo a inibir qualquer atividade metabolica de microorganismos foi previamente adicionado azida de sddio (4
mg.L™) & 4gua de exposicdo. A atividade biolégica dos filtros CAB foi determinada pela taxa de consumo do
oxigénio, em comparacdo com o controle.
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Tabela 1. Caracteristicas dos compostos farmacolégicos em estudo.

Composto Diclofenaco Ibuprofeno Naproxeno Amoxicilina
Férmula C14H11C|2N02 C13H1302 C14H1403 C16H19N305S
Peso Mol. 296.14 g.mol* 206,3 g.mol™ 230.24 g.mol* 365.38 g.mol*
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Figura 1. Filtros de carvao confeccionados para os ensaios de remocéo de farmacos (a), com
detalhamento de sua estrutura (b).

Apos esse periodo de maturagdo, as duas configuracdes de filtros (CAB e CAG) foram expostos a dgua de
estudo em fluxo continuo por uma bomba peristaltica multicanais (Ismatec RS 232 IN), conforme representado
na figura 2. Os filtros foram operados sob fluxo ascendente com taxa de filtracdo constante e igual a 0,003
m3/m?.d, vazéo ascensional de 0,3 mL.min™ e tempo de contato de 12 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); determinagdo das concentragdes dos farmacos (HPLC - Prominence, Shimadzu); e niveis
de carbono organico dissolvido (TOC 5000-A, Shimadzu).
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Figura 2. Configuracéo do sistema experimental com filtros de carvéo colonizados e néo colonizados por
microrganismos.

ENSAIO DE BIODEGRADAGAO DOS FARMACOS

Para o0 experimento, a agua 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 antiinflamatérios compostos por ibuprofeno
(20 pg.L™), naproxeno (20 pg.L™) e diclofenaco de sédio (20 pg.L™) cujas caracteristicas estdo apresentadas
na Tabela 5. Os farmacos utilizados nos ensaios foram obtidos pela Sigma—Aldrich, os quais demonstraram ter
97-98% de grau de pureza. As concentracGes utilizadas reproduzem valores que podem ser encontrados em
aguas superficiais segundo alguns autores (GHISELLE, 2006; DOUGHTON et al., 2001; ZWIENER;
FRIMMEL, 2000).

Neste ensaio, a agua de estudo foi acondicionada em galdo de vidro ambar (4L) esterilizado. Ao galdo foram
inoculados 10% (v/v) de uma solugdo aquosa, filtrada (1.0 pm) contendo o biofilme presente em um filtro
biologico de carvao da Instalagdo Piloto de Filtragdo em Mdltiplas Etapas do Departamento de Engenharia
Civil (DEC) da FEIS-UNESP. Para o controle foi usado um galdo sob as mesmas condigBes descritas
anteriormente, sem o acréscimo do inéculo com microorganismos, e ainda recebendo 4zida de sdio (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 agitac&o 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
concentragdes dos farmacos (HPLC - Prominence, Shimadzu).

ANALISE DOS COMPOSTOS FARMACOLOGICOS EM CROMATROGRAFO LIQUIDO DE
ALTA EFECIENCIA

Para a extracdo dos farmacos foi empregada a técnica de extracdo em fase solida (SPE) com cartuchos do tipo
C18, conforme metodologia adaptada de Nebot et al. (2007). A determinacdo dos farmacos utilizados no
estudo foi realizada em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu), equipado com detector
"Photodiode Array" (SPD-M20A), duas bombas de alta pressdo (LC-20AT e LC 20AD), em coluna de fase
reversa C-18 (modelo Shim-pack), com 4,6 x 250 mm e didmetro de particula de 5 pum, segundo Nebot et al.
(2007), com adaptacGes. A fase mdvel foi constituida por metanol e gua acidificada com 0,1% (v/v) de &cido
trifluoracético (TFA), sendo utilizado um fluxo de 1 mL/min e um tempo de corrida de 18 minutos para cada
amostra analisada, em triplicata.
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A identificacdo de cada farmaco foi efetuada de acordo com 0s seus respectivos tempos de retencdo e também
através 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 quantificagdo (LQ) (ug.mL™) também foram obtidos por meio de
planilha de validacdo proposta por Ribeiro e Ferreira (2008). A seguir estd apresentado o perfil cromatogréafico
(Figura 3) dos padr@es utilizados como base de reconhecimento para os farmacos estudados nas amostras

recolhidas afluente e efluentes dos filtros de carvdo colonizados (CAB) e ndo colonizados por microrganismos
(CAG).
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Figura 3 - Perfil cromatografico de padrdes 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 Cyg
(250 mm x 4.6 mm ID, paticulas de 5,0 pm), comprimentos de onda (240 e 280 nm).

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA DOS MICRORGANISMOS NOS FILTROS
CAB

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos ao processo de isolamento e caracterizagdo
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 diluicGes decimais de uma aliquota (1 mL) em solugédo
de Ringer para o posterior plaqueamento em meios s6lidos contendo meio de cultura PCA. As placas (Figura
4ab) foram incubadas a 25 °C, no escuro, por uma semana.

Apds incubagdo, foram observadas as principais caracteristicas das coldnias obtidas. O isolado de cada coldnia
foi obtido por meio de sucessivos plagueamentos por esgotamento em estrias (figura 4c), e entdo transferidas
para tubos de ensaio contendo o meio de cultivo inclinado (figura 4d), e mantidas em refrigeracdo a 25°C. Para
cada coldnia isolada foram observadas caracteristicas morfolégicas (coloragdo, tamanho e tipo de borda das
colbnias), coloracdo diferencial de Gram, e verificagcdo da formagdo de esporos (TORTORA; FUNKE; CASE,
2003), de modo a obter informagdes dos possiveis grupos microbianos presentes nos filtros, em seguida, foi
realizado a producéo massiva de cada isolado para extracdo do DNA e identificacdo filogenética.

6 ABES — Associacgdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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Figura 4 Crescimento das col6nias de bactérias apds o plaqueamento (A e B). Plaqueamento por
esgotamento em estrias (C). Tubos de ensaio contendo o meio de cultivo inclinado (D).

Os microorganismos isolados foram cultivados em tubos Falcon com o meio de cultura durante 24 horas. Os
cultivados foram centrifugados a 5000 rpm durante 9 minutos, sendo os precipitados (5 mL) encaminhados
para a extracdo do DNA ao Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas da UNESP de Jaboticabal.
A extracdo do DNA dos isolados foi realizada utilizando o Kit FastDNA® SPIN Kit for Soil (BIO 101-
Quantum Biotechnologies), seguindo as instruces do fabricante. O gene 16S rRNA do material genético
extraido de cada amostra foi amplificado pela técnica de PCR. Os amplicons gerados foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose e visualizado em um fotodocumentador (Gel Doc 1000).

Os produtos de PCR do gene 16S rRNA foram seqiienciados em um seqtienciador de capilar modelo ABI 3700
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As seqiéncias 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 0s bancos de dados de genes ribossomais: Ribosomal Database Project 11 (RDP II), através
do programa Classifier e National Center for Biotechnology Information (NCBI), por meio do programa
Blast. Todas as sequiéncias do gene 16S rRNA obtidas neste estudo foram cadastradas no Banco Internacional
de Genes (GenBank).

ANALISE DOS RESULTADOS OBTIDOS

Os resultados obtidos durante o estudo foram armazenados em planilhas eletrdnicas Excel 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.

RESULTADOS
REMOGAO DOS FARMACOS EM FILTROS CAB E CAG

Os resultados exibiram a remocdo dos quatro farmacos no filtro CAB durante o periodo avaliado, sendo os
valores ligeiramente maiores registrados préximos aos encontrados no efluente dos filtros CAG. Embora os
filtros colonizados com microrganismos tenham apresentado um maior percentual de remog¢do (>80%) para
todos os farmacos em relacéo aos filtros ndo colonizados (<80%), nao foi verificada uma diferenca estatistica
significativa (p<0,05) na remogao dos farmacos entre os filtros testados. Os filtros CAG apresentaram eficiéncia
média acima de 80% apenas para naproxeno e ibuprofeno, sendo que neste tratamento, essas substancias
apresentaram maiores niveis de remocéo. Os resultados estéo apresentados na figura 5 a seguir
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Figura 5. Distribuicdo dos valores de remocao nos filtros CAG e CAB.

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 condi¢Oes
experimentais, foram favoraveis para a elevada capacidade de adsor¢do das substancias farmacéuticas durante o
experimento. A baixa dispersao relativa nos percentuais de remog¢do 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'l
comprovam que a combinagdo dos processos de adsor¢do e biodegradacdo minimizam a flutuacdo da
concentragdo dos contaminantes na gua afluente (AKTAS; CECEN, 2007).

Nos filtros CAG, a maior dispersdo temporal na eficiéncia de remocao dos farmacos deve-se principalmente
pela oscilagdo da concentracfo afluente dos contaminantes. A diminui¢cdo na concentragdo do adsorvato no
afluente altera o equilibrio da reacdo de adsorcdo em CAG. Na reacdo reversivel de adsor¢do, as moléculas do
adsorvato acumulando-se do meio de maior concentracdo (&gua) para a superficie de menor concentragdo
(carvdo), com a queda na concentragdo do adsorvato no afluente, a taxa da reacdo de adsor¢do diminui,
gerando menor adsor¢do dos farmacos (BRADY, 1997). Caso a concentragdo dos farmacos no afluente seja
menor que a concentragdo do carvao podera ocorrer a reagdo reversa (dessorcdo), porém este efeito ndo 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, estd em torno de 6 a 12 meses (DUSSERT; VAN STONE, 1994 apud SIMPSON, 2008). A
redugdo da vida util do carvdo no leito filtrante pode ser observada pela perda significativa na eficiéncia de
adsorcdo e pelo transpasse de concentrages consideraveis das moléculas adsorvidas para a agua (HO, 2004;
WANG et al., 2007). No presente estudo ndo foi observado saturacdo dos sitios de ligacdo do carvdo durante
0s 6 meses de ensaios realizados.

8 ABES — Associacgdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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ENSAIO DE BIODEGRADAGCAO DOS FARMACOS

A biodegradacdo dos farmacos durante o experimento foi observada, pode-se verificar que o composto
ibuprofeno foi o que apresentou os maiores niveis de biodegradacao (Figura 6A), seguidos pelo diclofenaco de
sodio (Figura 6B), enquanto que o naproxeno (Figura 6C) apresentou valores ligeiramente reduzidos. O
ibuprofeno apresentou rapida biodegradacdo entre a segunda e terceira semana de ensaio, enquanto que o
diclofenaco e o naproxeno obtiveram uma degradacdo significativa, somente ap6s 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 degradacdo
natural.

Foi verificada expressiva degradagdo natural apenas do composto ibuprofeno, ja& com naproxeno e diclofenaco
observou-se uma degradacéo natural reduzida, comprovando a estabilidade dessas moléculas no meio aquético.
O pH entre os tratamentos testados revelaram um comportamento de semelhanca entre estes, com valores
préximos a neutralidade.
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Figura 6. Concentragdes dos compostos farmacoldgicos 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 agdo. Nenhum dos compostos avaliados foi sintetizado rapidamente, visto que no ensaio
de biodegradagdo foram necessarias 5 semanas para se observar niveis da degradagdo biolégica. Contudo, os
resultados indicaram capacidade de metabolizacdo dos farmacos pelos microrganismos presentes no meio
inoculante.

De modo geral verificou-se que a degradacdo dos farmacos testados durante todo o experimento atingiu
valores préximos a 90% para diclofenaco e naproxeno e 99% para o ibuprofeno. Em concordancia com outros
trabalhos envolvendo o uso de bactérias como uma via de degradacdo de farmacos em ensaios de laboratdrio
(CHUA et al., 1996), o presente estudo evidencia a capacidade de metabolizacdo desses compostos por
microrganismos (bactérias) presentes nos filtros bioldgicos de carvao.

Com base nos resultados estima-se que o declinio dos elementos nutricionais ao longo do tempo induz os
microrganismos a utilizar os farmacos como fonte de carbono e energia, proporcionou a degrada¢do. Uma
situacdo semelhante foi observada por Park et al. (2001) no trabalho de degradacdo de microcistina, que
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verificaram tempo de degradacdo do contaminante quatro vezes superior em dgua com auséncia de nutrientes
organicos.

CARACTERIZAGAO DOS MICRORGANISMOS PRESENTES NOS FILTROS CAB

A partir do material isolado e cultivado dos filtros CAB segundo os métodos microbiolégicos 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 2, 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 dgua doce e salgada e em géneros alimenticios.
Algumas espécies do género Bacillus aderem fortemente a diversas superficies solidas, as estruturas
responsaveis na adesdo ndo sdo 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 formagéo do biofilme (HUSMARK; RONNER, 1990).

A prevaléncia do género Bacillus provavelmente foi favorecida pela introducdo de amoxicilina na 4gua de
estudo, o que promoveu a colonizacdo dos filtros por bactérias resistentes a presenca desse antibidtico. A
amoxicilina é um antibidtico beta-lactamico, que 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 acéo.

O género Bacillus, o qual se demonstrou dominante nos cultivos desse experimento, possui varias espécies
produtoras da enzima [-lactamase, responsaveis pela resisténcia a antibidticos p-lactamicos. Esta enzima
quebra o anel de quatro atomos conhecido como [-lactama (Figura 7), desativando as propriedades
antibacterianas da molécula. Presume-se que a dominéncia desse género de bactérias corresponde a resisténcia a
amoxicilina e sua elevada capacidade de sintetiza-la e utiliza-la 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, ha combinagdo com outros fatores que podem atuar conjuntamente, influenciando o processo de
degradacédo dos antibidticos B-lactdmicos, dentre esses se destacam a temperatura, o pH e a tensdo de oxigénio
dissolvido (SANYAL et al., 1992).

Com base nos resultados, pode-se verificar a presenca do género Pseudomonas. Segundo Smith et al. (1990)
este género sob condicOes aerdbicas, também apresenta a habilidade de utilizar uma diversidade de compostos
recalcitrantes como fontes de energia e de 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 razdo 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 imidos variados contribuem
para as suas caracteristicas ubiquitarias (KHAN et al, 2006). Estudo realizados por Minillo et al. (2009)
apontaram a capacidade de microrganismos formadores do biofilme em filtros biolégicos de carvdo em
biodegradar compostos farmacolégicos. Segundo estes autores bactérias gram-negativas, estas representadas,
principalmente pelo género Pseudomonas promoveram a deplecdo de trés compostos farmacoldgicos
(cefalexina, diclofenaco de sddio e paracetamol).

10 ABES — Associacgdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



26° Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental

A

# 26°

e Ambiental

& Sanitar

il Cogresso Brasilein de
—

Tabela 2. Caracterizacdo dos isolados obtidos dos filtros biologicos de carvdo e disponibilizados no

GeneBank.
Isolados Acesso GenBank Organismo % similar
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%
R8 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).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/292486097?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7STZFYN801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/212293502?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6V65BWKZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238836040?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHF0F1U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300834508?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SYGUAVN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268053231?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6T052JA901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289188184?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6V1DGA7T01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126570239?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6V5VHHWN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300433174?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6V6FG6P801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169125770?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6V4ZZBBR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302729125?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6V6P77NT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302730003?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6V79RJEC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302334427?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7SU4ZH74013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169125744?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7SUSNN1D013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/239829445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7SVC2SAX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224549848?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7SWW2FNS01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291062076?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7SX1DRD401P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302379165?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SJ197JG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/284431809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6V27ECPG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296321890?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SW2WT0501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283132332?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7XSHT6Y801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/117306830?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6STYYYD0016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300669431?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6V09RY9301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294999832?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=7SW5UTZV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/138240892?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7SWPN675013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294999830?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6V713H1A01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/77415813?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7SUK6UY7012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268619175?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7SVPCP8J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304656971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7SX5WAZU01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148537253?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6T8A7NWU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/222433073?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6V7J5N1N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/85001974?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7SV0S3EN013
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Figura 7 - Atuagdo da enzima B-Lactamase no anel B-lactamico.

A ocorréncia de representantes dos géneros Burkholderia, Shinella e Sphingomonas nas amostras analisadas
demonstram a participagcdo diretamente destes grupos no consumo de farmacos. Estudos realizados por
Murdoch e Hay (2005) revelaram diversas estratégias metabolicas realizadas pelas Sphingomonas na
degradacdo de ibuprofeno, propondo que a seqiiéncia de reacBes ocorre conforme figura 8. O género
Sphingomonas também vem sendo descrito em trabalhos de filtracdo biol6gica em carvéo 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).
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Figura 8 — Possivel rota de degradacgéo 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
degradacéo de antibioticos 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 utilizagdo em processos
de filtragdo 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 os proporciona a habilidade em consumir os compostos analisados. Estudos relatam a
capacidade dos géneros Cupriavidus e Shinella em degradar outros micropoluentes (IWAKI; HASEGAWA,
2007; BAI et al., 2009). Todavia, demonstrou-se o potencial de grande variedade de géneros de bactérias que
podem degradar estes compostos, conforme outros relatos (KAGLE et al., 2009).

O presente estudo demonstra que alguns as bactérias participam 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. Deve ser destacada a possivel presenca de linhagens de
bactérias que eventualmente ndo se desenvolveram nas placas de cultivo, mas que poderiam atuar no consumo
dos farmacos de forma direta ou, contribuindo com a formagéo dos consércios microbianos. O isolamento e o
cultivo de microrganismo € 0 método tradicional para caracterizagdo microbiana, mas somente uma pequena
parcela variando de 0,1% a 1,0% de bactérias sdo cultivaveis utilizando os métodos padrfes de cultivo
(TORSVIK, et al. 2002 apud PAIXAO, 2009). Desta forma, torna-se imprescindivel a realizagdo de uma
varredura da diversidade microbiana presente no biofilme dos filtros biologicos de carvdo, o que auxiliaria na
verificacdo da presenca de grupos bacterianos que estariam atuando conjuntamente na metabolizacdo dos
farmacos utilizadas no estudo.
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Através desse estudo, podemos inferir que esses microrganismos de forma direta ou indireta participam nas
reacOes de degradacdo dos compostos em estudo, e 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. As bactérias estdo entre os organismos que melhor interagem na dindmica de biorremediacéo,
muitas vezes, assumindo o papel central na biorremediacéo, em razéo da sua capacidade de degradar uma série
de poluentes, enquanto que outros organismos (e.g., fungos e protozoérios) podem favorecer ou mesmo afetar
esta dindmica (WATANABE, 2001).

Segundo Ldbpez et al. (2005) a remogdo de um determinando composto xenobidtico (e.g., farmacos) deve
oferecer uma boa alternativa na relagdo custo-eficacia entre os métodos ndo bioldgicos utilizados para o
tratamento de aguas e solos contaminados. Os resultados 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 importdncia das vias metabdlicas dos
microrganismos como uma forma de quebra das moléculas de alguns compostos xenobiéticos (SCHRAP et al.,
2000; JOHNSEN et al., 2001).

A possibilidade de isolar microrganismos especificos ou consércios microbianos adaptados em remover
poluentes a partir de &guas 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 necessdrios novos estudos envolvendo processos ndo convencionais para o tratamento de &gua
contendo pesticidas (filtros biol6gicos de carvdo) combinados aos processos convencionas em operagao nas
EstacOes de Tratamento de Agua (ETA) para aumentar a eficiéncia na remocg&o dos mesmos.

CONCLUSOES

Sobre as condigcBes empregadas no presente estudo, foi constatada a remogdo dos compostos farmacologicos
em ambos os filtros testados; sendo que os filtros de carvdo colonizados por microrganismos apresentaram
capacidade de retencdo dos farmacos préxima aos filtros de carvao ndo colonizados por microrganismos;

Os filtros de carvdo ativado, nas condicbes empregadas nesse estudo, demonstraram-se favordveis como
suporte para o desenvolvimento de microrganismos (biofilme) capazes de metabolizar os compostos
farmacoldgicos testados;

Foi constatado o predominio de bactérias como microrganismos associados aos filtros de carvéo, sendo estas
capazes de degradar os compostos, utilizando-os como fonte de carbono no seu metabolismo;

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;

O sucesso da capacidade destes microrganismos (bactérias) em degradarem os compostos farmacol6gicos
testados neste estudo sugere sua potencial utilizagdo em processos de biofiltracdo em ETAS;

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

O uso de filtros bioldgicos de carvdo pode representar uma medida alternativa no tratamento de agua para
remocao de fArmacos e outros compostos organicos que contaminem os mananciais de abastecimento publico.
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