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RESUMO

Uma grande quantidade de farmacos de diferentes classes € consumida anualmente em todo o mundo. Os
antibiéticos constituem um caso especial, isso porque, correspondem a maior categoria de farmacos utilizados
na medicina humana e veterinaria e podem promover a resisténcia bacteriana de microorganismos em corpos
d’agua. A ecotoxicologia aquatica é uma ciéncia que surgiu para dar suporte no enfrentamento dos problemas
de contaminacdo dos corpos d'agua por compostos toxicos, a exemplo desses relacionados a contaminacdo por
farmacos. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar uma série de analises ecotoxicolégicas com Vibrio
fischeri de efluentes brutos e tratados (tratamento biolégico) contaminados com os antibidticos Sulfato de
Gentamicina ou Norfloxacino. Para tal, foram montados reatores para simulagdo de tratamento bioldgico
utilizando biomassas provenientes do processo de Lodos Ativados, UASB e Biodigestor Anaerobio. Os
reatores foram montados com lodo aclimatado ou ndo aclimatado e com Norfloxacino (15mg/L) ou Sulfato de
Gentamicina (100 mg/L). Os efluentes brutos e os provenientes dos reatores foram submetidos a teste
ecotoxicolégico com a bactéria luminescente Vibrio fischeri. As analises de toxicidade dos farmacos em seu
estado bruto esclarecem que apenas o Norfloxacino é tdxico, ja que o Sulfato de Gentamicina proporciona o
fendmeno de hormesis. Os resultados demonstram que dentre os tipos testados de tratamento biolégico, o mais
eficiente é o que utiliza biomassa proveniente de reator UASB, seguido do Biodigestor Anaerobio e, por
altimo, Lodos Ativados. Porém, verificou-se nas trés situacfes que a matéria organica biodegradavel (glicose) é
preferencialmente consumida em relacdo aos antibidticos. Ainda assim, pode-se dizer que o tratamento
bioldgico através de reator UASB e Biodigestor Anaer6bio sdo suficientes para eliminar a toxicidade dos
antibidticos, ainda que ndo proporcionem taxas expressivas de degradacdo dos farmacos. No entanto, com
relacdo ao processo de Lodos Ativados, todos os efluentes gerados sdo toxicos, sobretudo os provenientes de
reatores com biomassa aclimatada. Dentre todos os reatores testados, os efluentes mais toxicos sdo os advindos
dos reatores de Lodos Ativados e contaminados com Norfloxacino - mesmo que essa contamina¢do tenha
ocorrido apenas durante o processo de aclimatagéo.

PALAVRAS-CHAVE: Ecotoxicologia, Vibrio fischeri, Tratamento Biolégico, Norfloxacino, Sulfato de
gentamicina.

INTRODUCAO

Uma grande quantidade de farmacos de diferentes classes é consumida anualmente em todo o mundo. Estes
compostos farmacéuticos incluem antiinflamatorios, antipiréticos, analgésicos, reguladores lipidicos,
antibioticos, antidepressivos, agentes quimioterdpicos, contraceptivos e outros mais. De acordo com Gebhardt
e Schroder (2007), essas substancias quimicas, uma vez dispostas ou excretadas por residéncias, hospitais ou
industrias, tanto em sua forma original quanto em forma de metabdlitos, muitas vezes permanecem estaveis
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apds tratamentos convencionais ou mesmo avangados. Os antibidticos constituem um caso especial, isso
porque, correspondem a maior categoria de farmacos utilizados na medicina humana e veterinaria e podem
promover a resisténcia bacteriana de microorganismos em corpos d’agua (KRAUSE, 2009).

A ecotoxicologia aquatica é uma ciéncia que surgiu para dar suporte no enfrentamento dos problemas de
contaminag&o dos corpos d'agua por compostos toxicos, como farmacos (MAGALHAES; FERRAO FILHO,
2008). Seus instrumentos de andlise sdo capazes de responder preditivamente a toxicidade de substéncias
quimicas, sinalizando os potenciais ecotoxicologicos e seus mecanismos de agdo em organismos vivos, além de
levarem em consideracdo o sinergismo ou antagonismo de substancias quimicas. No Brasil, a regulamentacéao
dessas analises acontece através da Resolu¢do CONAMA 357/05 e Resolu¢cdo CONAMA 430/11.

O objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar uma série de andlises ecotoxicoldgicas com Vibrio fischeri
de efluentes brutos e tratados (tratamento biolégico) contaminados com Sulfato de Gentamicina ou
Norfloxacino.

MATERIAIS E METODOS

Para desenvolvimento do trabalho procedeu-se, inicialmente, com a preparacéo de efluentes sintéticos, um com
a concentracdo de 15 mg/L de Norfloxacino e outro com a concentracdo de 100 mg/L de Sulfato de
Gentamicina. Esses efluentes foram, entdo, submetidos ao tratamento biologico (Lodos Ativados, reator UASB
e Biodigestor Anaerdbio) — antes e ap6s aclimatacdo do lodo. Apds haver realizado o processo de tratamento
pelos métodos supracitados, realizou-se a analise ecotoxicolégica com a bactéria Vibrio fischeri das amostras
brutas e tratadas. Insta ressaltar que o monitoramento da concentragdo do Norfloxacino foi realizado através do
Analisador de Carbono Orgéanico Total (COT), marca Shimadzu, modelo TOC-Vcpy, COM amostrador
automético ASI-V e UV/VIS Perkin Elmer Lambda XL. O Sulfato de Gentamicina somente foi monitorado
através da concentracdo COT, devido & escassez de grupo croméforos na molécula deste aminoglicosideo.

Tratamento Bioldgico

A biomassa utilizada para a montagem dos reatores foi coletada na Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE)
Arrudas, localizada na regido de Sabard (Minas Gerais). Foram coletados lodos do processo de tratamento com
Lodos Ativados, reatores UASB e Biodigestor Anaerobio.

Para a aclimatacdo da biomassa, advinda dos trés processos de tratamento j& mencionados, foram montados
reatores de aproximadamente 2L, que receberam por 9 (nove) semanas carga crescente de cada antibidtico em
estudo e decrescente de solucdo de glicose e nutrientes.

Os reatores biolgicos anaerébios foram montados de acordo com metodologia proposta por FIEL et al
(1988). Em cada reator foi adicionado 200 mL de solugdo de nutrientes (Tabela 1), lodo anaerdbio aclimatado
ou ndo aclimatado e solucdo contendo o antibidtico em estudo. Ja os reatores aerobios, foram montados a
partir de uma adaptacdo da metodologia proposta por Zahn Wellens (OECD, 1995). Em cada reator aer6bio
foram adicionados 1,5 mL de solu¢do de nutrientes (CaCl,, FeCls.7H,0, MgSQO, e tampédo fosfato), lodo
aerdbio aclimatado ou ndo aclimatado e solugdo contendo o antibiotico em estudo.
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Tabela 1: Composicéo das solugdes de nutrientes para os reatores anaerobios

Solugdo de Macronutrientes (L) Solugdo de Micronutrientes (L)
Reagentes Quantidade (g) Reagentes Quantidade (g)
KHzPO4 15 FeCls.H;0 2,00
K,HPO, 6,5 Zndl, 0,05
NH CI 5,0 Cudl;.2H,0 0,03
MNa,5.9H,0 0,5 MnCl,.4H,0 0,50
CaClz2H,0 1,0 (NH4)sMo705,.4H;0 0,05
MgCl;.6H;0 1,0 MiICl;.6H;0 0,05
AlCl; 0,05
Ca(l,.6H,0 2,00
H;BO, 0,01
HC 1 mL

Analise ecotoxicoldgica com Vibrio fischeri

Todos os efluentes (brutos e tratados) passaram por teste ecotoxicolégico com a bactéria marinha luminescente
Vibrio fischeri, utilizando o equipamento MICROTOX® Modelo 500 Analyzer (SDI). Os testes foram
realizados de acordo com as determinagdes da norma ABNT NBR 15411-3: Ecotoxicologia Aquética —
Determinacdo do efeito inibitério de amostras de &gua sobre a emisséo de luz de Vibrio Fischeri (ensaio de
bactéria luminescente) e seguindo o protocolo estabelecido pelo software (MICROTOX® Omni Software,
versdo 4.1) do préprio equipamento MICROTOX® Modelo 500 Analyzer. As bactérias liofilizadas utilizadas
foram também obtidas da SDI e ficaram armazenadas a temperatura de — 20°C. A toxicidade aguda (ECso) foi
determinada a partir de 9 (nove) diluicdes, em medigdes da luminescéncia da bactéria nos tempos 5, 15 e 30
minutos.

RESULTADOS
Tratamento Bioldgico

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos durante o processo de biodegradabilidade aerédbia e anaerébia,
com e sem aclimatacdo da biomassa, para o antibiotico Norfloxacino. Na figura 1 esses resultados sdo
expressos em funcdo do Carbono Organico Total (COT), ja na figura 2 esses resultados apresentam-se de
forma mais especifica, isso é, em termos de UV/VIS.
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Figura 1: Monitoramento por COT da biodegradabilidade dos reatores contendo Norfloxacino
utilizando biomassa aclimatada e sem aclimatacao.
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Figura 2: Monitoramento por UV/VIS da biodegradabilidade dos reatores contendo Norfloxacino
utilizando biomassa aclimatada e sem aclimatacéo.

Observa-se uma eficiéncia de remocdo de aproximadamente 90% de Carbono Orgéanico Total, mas quando se
avalia a remoc¢do do composto alvo de maneira especifica, observa-se uma reducdo em torno de 20%. Isso
significa dizer que a redugdo significativa de matéria organica esté relacionada a presenca de glicose que é
facilmente biodegradada, ndo a degradacdo do antibidtico.

Segundo Fernicola e Oliveira (2002) uma mistura complexa de microrganismos pode se adaptar a presenca de
determinados xenobi6ticos e aumentar a eficiéncia do processo de degradacdo. Contudo, neste caso, observou-
se um aumento muito discreto na eficiéncia da remocdo do antibidtico norfloxacino apds aclimatacdo da
biomassa (Figura 3).
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Figura 3: Eficiéncia da biodegradabilidade do Norfloxacino, em termos de COT e UV/VIS, utilizando
biomassa aclimatada e sem aclimatacéo.

Com relagdo aos reatores contendo Sulfato de Gentamicina, observa-se padrdo semelhando ao observado com
o Norfloxacino (Figura 4). Isso é, elevada remocdo de matéria organica em termos de Carbono Organico Total.
Contudo, ndo se pode afirmar que a taxa de remogdo do antibidtico foi também elevada, uma vez que ndo é
possivel monitorar o Sulfato de Gentamicina de maneira especifica.
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Figura 4: Monitoramento por COT da biodegradabilidade dos reatores contendo Sulfato de
Gentamicina utilizando biomassa aclimatada e sem aclimatag&o.

Insta ressaltar que, em termos de eficiéncia de biodegradabilidade, o lodo proveniente do reator UASB mostra-
se mais eficiente que o proveniente do Biodigestor Anaerdbio, que é ainda mais eficiente que o advindo dos
Lados Ativados, tanto para o Norfloxacino quanto para o Sulfato de Gentamicina.

Analise ecotoxicologica

As analises ecotoxicoldgicas realizadas com os efluentes brutos mostraram que o Norfloxacino a 15 mg/L €
téxico, com o0 ECso de 26,25% em 30 (trinta) minutos (Figura 5). Ja o Sulfato de Gentamicina a 100 mg/L néo
apresenta toxicidade no teste em 30 (trinta) minutos (Figura 5). Para o Sulfato de Gentaminina foi detectada
hormesis, isso €, um desvio positivo apresentado pelo organismo-teste na presenca do contaminante. Ressalta-
se que a detecgdo da hormesis ndo € sinal de que o contaminante seja benéfico ao organismo, ao contrario,
pode tratar-se de contaminante que se apresenta toxico em testes de toxicidade cronica.
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Figura 5: No grafico A, porcentagem de efeito (reducao de luminosidade) em funcgéo da concentragéo de
Norfloxacino nos tempos 5, 15 e 30 minutos. No grafico B, porcentagem de efeito (reducao de
luminosidade) em funcéo da concentracéo de Sulfato de Gentamicina nos tempos 5, 15 e 30 minutos.

Nos testes realizados com os efluentes provenientes dos reatores UASB — tanto com bactérias aclimatadas
quanto com bactérias ndo aclimatadas — ndo foi detectada toxicidade. Em todos os testes, incluindo/ o
proveniente do grupo controle (glicose), foi detectada a hormesis. Essa deteccdo provavelmente justifica-se
pelo fato de ser o UASB o método mais eficaz para a remogao dos antibidticos estudados.

J& nos testes realizados com efluentes provenientes dos Biodigestores anaerdbios, houve indicio de toxicidade
nos reatores onde foram acrescentados Norfloxacino. Isso é, os efluentes ndo estavam toxicos (ECs0>81,9%),
mas houve efeito de inibicdo de luz sob as bactérias. Nesse caso, 0s resultados sdo expressos em “maior
porcentagem de efeito”, o que significa maior efeito de inibicdo de luz detectada. No reator com Norfloxacino e
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lodo sem aclimatagdo, o maior efeito de inibicdo de luz observada foi de 12, 99% em 30 (trinta) minutos
(Figura 6). Ja nos reatores com norfloxacino e lodo aclimatado, esse efeito foi de 7,88% em 30 (trinta) minutos
(Figura 6), portanto menor que o observado na presenca de bactérias ndo aclimatadas (que sdo, de fato, menos
eficientes). Para todos os demais reatores detectou-se hormesis.
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Figura 6: No grafico A, porcentagem de efeito (reducao de luminosidade) em fungéo da concentragéo de
efluente nos tempos de 5, 15 e 30 minutos em biodigestor com lodo ndo aclimatado. No gréafico B,
porcentagem de efeito (reducéo de luminosidade) em funcéo da concentracdo de efluente nos tempos de
5, 15 e 30 minutos em biodigestor com lodo aclimatado.

E importante esclarecer que amostras cujo resultado de toxicidade é expresso em “maior porcentagem de

efeito” geralmente sdo toxicas em testes de toxicidade aguda mais longos ou, ainda, em testes de toxicidade
cronica.

Por dltimo, os efluentes provenientes de reatores com tratamento por Lodos Ativados foram os mais toxicos
dentre todos os avaliados, evento que pode ser justificado pela menor eficiéncia desse tipo de tratamento em
comparacdo aos demais. Os resultados de toxicidade dos efluentes supracitados (Tabela 2) elucidam que
aqueles derivados dos reatores com biomassa aclimatada apresentam toxicidade mais elevada que dos com
biomassa ndo aclimatada. Esse fato parece contradizer os resultados obtidos pela avaliagdo do tratamento
bioldgico, que apontam a aclimatagdo como responsdvel por discreta melhoria na capacidade de
biodegradabilidade das bactérias. Entretanto, pode-se supor que essa situacdo deve-se a formacdo de
metabdlitos tdéxicos: provavelmente as bactérias aclimatadas estdo, em verdade, degradando mais
eficientemente os farmacos, porém gerando metabdlitos mais toxicos em funcéo dessa decomposicéo.
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Tabela 2: Resultados de toxicidade (ECso) de efluentes provenientes de tratamento por Lodos Ativados
aclimatados e ndo aclimatados

Tratamento por Lodos Ativados

Reator £C30
(30 min)
g Controle 58,83%
©
o3 .
us g Norfloxacino 25,94%
=
© | Gentamicina 32%
Controle (lodo Norfloxacino) 1,31%
o
S | Norfloxacino 2,14%
-
©
% Controle (lodo Gentamicina) 8,55%
<
Gentamicina 3,58%

E importante salientar que mesmo o efluente proveniente do reator controle (glicose) de Lodos Ativados é
toxico (ECso o min) 58,83%), embora menos que os demais. 1sso sugere que a biomassa, por si s6, proporciona
toxicidade ao efluente.

Observa-se, ainda, que os efluentes contaminados com Norfloxacino e tratados por Lodos Ativados sdo ainda
mais toxicos que os contaminados com o Sulfato de Gentamicina nas mesmas circunstancias. Resultado
semelhante foi também observado através da medicdo de toxicidade dos efluentes brutos (Figura 5), onde o
Norfloxacino apresentou toxicidade e o Sulfato de Gentamicina proporcionou hormesis. Levando-se esse fato
em consideracdo, a toxicidade mais elevada dos efluentes contaminados com Gentamicina em comparagdo ao
controle (glicose), sugere a formacdo de metabdlitos téxicos no processo de degradacdo do antibiético. Outra
hipdtese seria uma possivel relacéo sinérgica, em termos de toxicidade, entre a biomassa de Lodos Ativados e 0
Sulfato de Gentamicina. Caso nenhuma das duas hipGteses fossem verdadeiras, ndo haveria adicdo de
toxicidade pela presenca do Sulfato de Gentamicina, ja que o antibidtico bruto apenas proporciona hormesis.

Conforme ja mencionado, os efluentes mais tdxicos dentre todos os testados sdo, portanto, 0s provenientes dos
reatores de Lodos Ativados e contaminados com Norfloxacino — mesmo que essa contaminacdo tenha ocorrido
apenas durante o processo de aclimatacéo (Figura 7).
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Figura 7: No gréfico A, porcentagem de efeito (reducdo de luminosidade) em funcao da concentracdo de
efluente nos tempos de 5, 15 e 30 minutos em reator controle de Lodos Ativados com biomassa
aclimatada com Norfloxacino. No gréfico B, porcentagem de efeito (reducdo de luminosidade) em
funcéo da concentracdo de efluente nos tempos de 5, 15 e 30 minutos em reator de Lodos Ativados
contaminado com Norfloxacino e utilizando biomassa aclimatada.

Salienta-se que o estudo ainda estd em andamento. Destarte, andlises continuam sendo realizadas para
confirmar os resultados. Acontecerdo, ainda, novas analise que buscardo detectar a formacéo e identificar a
natureza dos metabdlitos gerados durante o processo de degradagdo do Norfloxacino e do Sulfato de
Gentamicina.

CONCLUSOES

Dentre os tipos testados de tratamento biologico, o mais eficiente € o que utiliza biomassa proveniente de
reator UASB, seguido do Biodigestor Anaer6bio e, por ultimo, Lodos Ativados. Porém, verificou-se nas trés
situacBes, que a matéria organica biodegradavel (glicose) é preferencialmente consumida em relacdo aos
antibioticos. Exemplo disso é o fato de que, embora 90% da glicose tenha sido degradada, apenas 20% do
Norfloxacino foi decomposto. Essa situa¢do suscita a investigacdo de novas alternativas de tratamento. Com
relacdo a aclimatacdo da biomassa, ela foi exitosa no objetivo de melhorar as taxas de degradabilidade dos
antibiéticos, porém de forma muito discreta.

Quanto aos testes ecotoxicoldgicos, pode-se dizer que o tratamento biol6gico através de reator UASB e
Biodigestor Anaerdbio sdo suficientes para eliminar a toxicidade dos antibidticos, ainda que ndo proporcionem
taxas expressivas de degradacéo dos farmacos. No entanto, com relacéo ao processo de Lodos Ativados, todos
os efluentes gerados sdo toxicos, sobretudo os provenientes de reatores com biomassa aclimatada. Essa questdo
aponta para possivel geracdo de metabolitos téxicos durante o processo de degradacdo dos antibioticos
estudados, bem como para a possibilidade de a propria biomassa de Lodos Ativados atribuir toxicidade ao
efluente.

No contexto ecolégico, os farmacos diluidos em corpos d’agua apresentam elevado poder de ocasionar
distdrbios negativos, alterando o desempenho de varios organismos no meio ambiente. Apesar disso, no Brasil,
estudos sobre a reducdo da toxicidade em efluentes contaminados séo incipientes e pouca informacéo esta
disponivel. E necesséario desenvolver o conhecimento a respeito da eliminagdo dos farmacos por técnicas de
tratamento de agua. O monitoramento da contaminacdo do meio ambiente por medicamentos é, portanto,
aconselhavel. Nesse sentido, os resultados dos estudos ecotoxicoldgicos sdo de grande auxilio. Eles podem ser
empregados como instrumentos de vigilancia, podendo ser utilizados como marcadores cientificamente
aprovados das alteracGes ambientais significativas.
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