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RESUMO

O aumento na presenca de compostos farmacoldgicos nos mananciais de abastecimento representa um desafio
aos operadores das Estagdes de Tratamento de Agua (ETAs) em razdo de sua dificil remogdo no tratamento
convencional.  Entretanto uma série de estudos reportam sobre a suscetibilidade destes compostos
xenobiodticos a degradacdo por bactérias presentes na agua, sedimento e efluentes de esgoto. Considerando
estes aspectos, o presente trabalho avaliou a biodegradagdo de trés farmacos por meio de bactérias presentes
em filtros de carvao com atividade biologica (CAB) em sistema “batch”. Para tanto, foi utilizada uma agua de
estudo contendo trés farmacos (cefalexina - 0,015 pg/mL; diclofenaco - 0,30 pg/mL; e paracetamol - 0,20
pg/mL), acrescido de um inéculo do efluente dos filtros CAB. O controle foi representado pelas mesmas
condigdes descritas anteriormente, mas sem receber o indculo. Os ensaios foram realizados em duplicata, no
escuro, com agitacdo, durante 77 dias, sendo retiradas amostras semanais para andlises dos farmacos. Os
resultados demonstraram que os farmacos foram biodegradados por bactérias presentes no meio, uma vez que
a degradagdo natural dos farmacos foi baixa. Este estudo permite inferir a capacidade de biodegradacdo de
farmacos por bactérias presentes em filtros CAB, e o possivel uso destes microorganismos como alternativo
de controle e remogao destas substancias no tratamento de agua potavel.

PALAVRAS-CHAVE: Farmacos, biodegradacio, agua potavel.

INTRODUCAO

O aumento da demanda de agua de boa qualidade associada a crescente emissdo de compostos xenobiodticos
nos ambientais aquaticos representa um desafio as companhia de saneamento em todo mundo no tratamento e
fornecimento seguro de dgua. Nas tltimas duas décadas uma atengdo especial tem sido dada pela comunidade
cientifica a presenca ¢ contaminagdo por inumeros compostos farmacéuticos em agua potavel (Fent et al.,
2006; Sodré et al., 2007).

Os farmacos representam uma classe emergente de contaminantes ambientais que se encontram em amplo
crescimento devido seu intenso uso médico em seres humanos e em animais. Este no cenario global reflete um
grau de atencdo aos operadores das estagdes de tratamento de agua, em razdo a dificil remogao destes
compostos, podendo ser encontrados em niveis proximos de pg/L e ng/L na dgua bruta (Ponezi et al., 2006).
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De acordo com Webb et al. (2003), sdo necessarias medidas e avaliagdes mais criteriosas por parte dos 6rgaos
de controle ambiental e sanitario frente aos valores limites minimos de exposi¢do humana aos farmacos
mediante casos de sua contaminacdo na agua potavel. Estes autores discorrem sobre os riscos inerentes as
populagdes humanas quando expostas indiretamente a diversas drogas ativas e seus subprodutos durante o
consumo de dgua potavel (Webb et al., 2003).

Em um estudo recente realizado por Ghiselli (2006), na regido metropolitana de Campinas (SP) foi constatada
a presenca de diferentes compostos xenobiodticos, derivados de farmacos, hormonios sexuais e produtos
industriais em aguas superficiais ¢ em adgua potavel dessa regido. Embora os valores encontrados neste estudo
para uma série de compostos xenobiodticos nao tivessem tenham caracterizado um efeito toxico, a sua simples
presenca ja implica sobre a necessidade de novos estudos direcionados ao seu monitoramente, ¢ a melhor
adequacdo nos processos de tratamento de agua para remocao dessas substancias quando detectadas (Ghiselli,
2006).

A presenca de micropoluentes organicos, como os farmacos, nos mananciais de abastecimento ¢ uma questdo
chave em relacdo a qualidade da agua potavel. Em razdo dos riscos que os compostos farmacoldgicos
representam a saude humana, como também por sua dificil remogdo no tratamento convencional de agua
(Jones et al., 2005), muitos estudos sdo direcionados ao desenvolvimento e aprimoramento de novas técnicas
para sua remog¢ao em aguas contaminadas, de modo resguardar a qualidade destas aguas no consumo humano.

A remogdo de farmacos e outros micropoluentes podem, portanto, ser assegurada apenas utilizando técnicas
mais avangadas, tais como ozonizagdo, carvao ativado ou membrana de filtragdo (Ternes et al., 2002;
Fent et al., 2006). No entanto, os custos econdmicos no investimento no uso destas tecnologias avancadas de
tratamento em uma maior escala sdo elevados (Fent et al., 2006).

Um importante processo na remog¢do dos farmacos na agua, principalmente em efluente de esgoto ¢ a
biodegradacao destas substancias por meio do uso de microorganismos (bactérias), inativando parcialmente
e/ou totalmente estes compostos sem a geragdo de subprodutos com efeitos semelhantes. A possibilidade de
uso de microorganismos capazes de degradarem os farmacos na agua representa uma medida alternativa para a
remogao e controle destes compostos em aguas destinadas ao abastecimento publico.

Deste modo, o uso de filtros de carvdo biologicamente ativado pode representar uma medida alternativa e/ou
complementar para a remo¢do de compostos com propriedades recalcitrantes em ETAs, desde que sejam
avaliados todos os parametros de adequagdo deste sistema em condi¢des controladas de laboratorio, para
futuramente serem implantadas em sistemas de grande escala.

OBJETIVO

O presente estudo avaliou a biodegradacdo dos compostos farmacoldgicos paracetamol, cefalexina e
diclofenaco de sddio na agua por meio de bactérias presentes em filtros bioldgicos de carvdo em condigdes de
laboratorio.

METODOLOGIA UTILIZADA

Para o experimento foi utilizada uma agua de estudo coletada em um reservatdrio proximo, esterilizada (120°
C — 15 minutos), contendo os compostos farmacoldgicos paracetamol (0,20 pug/mL), cefalexina (0,015 pg/mL)
e diclofenaco de sodio (0,30 pg/mL). O ensaio foi realizado em dois galdes de vidro (4L), ambar, esterilizado,
totalizando um tratamento. Foram usadas bactérias presentes no efluente de filtros biologicos de carvéo
(CAB) de uma pesquisa em curso no laboratorio. Foram inoculados 10% (v/v) do efluente coletado de filtros
CAB nos galdes contendo a agua de estudo e os farmacos. Para o controle foram usados dois galdes de vidro
(4L), ambar, esterilizado, mantido sob mesmas condigdes, mas sem receber o inoculo de bactérias. O pH do
meio foi corrigido em 7,9 +0,1, e os ensaios realizados no escuro com agitagdo orbital (200 rpm) a
temperatura de 23° C.
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Inicialmente no experimento, foi recolhida uma amostra (200 mL) de cada um dos tratamentos (tempo zero),
seguida por coletas consecutivas semanais, para leitura do pH e determinacao das concentra¢des dos farmacos
testados. Este experimento teve a duragdo maxima de 77 dias.

A determinacdo dos farmacos (Figura 1), utilizado no estudo foi realizada em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu), equipado com detector "Photodiode Array" (SPD-M20A), duas bombas de alta pressao
(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 pm, segundo Nebot et al. (2007), com adaptagdes. A fase movel foi constituida por metanol e
agua acidificada com 0,1% (v/v) de écido trifluoracético (TFA). Foi utilizado um fluxo de 1 mL/min e um
tempo de corrida de 18 minutos para cada amostra analisada, em triplicata.

Figura 1. Perfil cromatogréfico obtido por CLAE-DAD de farmacos (controle). 1)
Paracetamol (11.09), 2) Cefalexina (14.74) e 3) Diclofenaco de sédio (22.09). Coluna
LC Column Shim-pack Ci;g (250 mm x 4.6 mm ID, paticulas de 5,0 pm),
comprimento de onda de 240 nm.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos demonstraram que ocorreu a biodegradagio dos trés farmacos avaliados. Foi constatado
que composto farmacoldgico apresentou uma elevada degradagdo na primeira semana de experimento, sendo
esta biodegradacdo atenuada nas semanas seguintes por periodos de 1 até 5 semanas (Figura 2), sendo
retomada esta biodegradac@o até o final do ensaio. Foi também constada a degradacdo natural dos compostos
analisado, sendo esta diferenciada para cada composto.

O composto cefalexina foi aquele que apresentou a maior biodegradacao entre aqueles testados em laboratdrio
(Figura 2a), seguido posteriormente do diclofenaco de sodio (Figura 2b) e por fim o paracetamol (Figura 2c).
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Figura 2. Degradacdo dos compostos farmacoldgicos cefalexina (a), diclofenaco de sodio (b) e paracetamol

(c) entre os tratamentos testados durante o ensaio.
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De modo geral foi verificado que a degradacdo dos farmacos testados durante todo o experimento. Os
percentuais de biodegradagdo destes compostos foram elevados com valores maximos de 100% para
cefaloxina, 99% para o diclofenado de sodio e 97% para o paracetamol (Tabela 1). O tratamento controle do
experimento revelou que houve a degradacdo natural dos farmacos, sendo esta consideravel ao final do
experimento, com valores em medias de 57 e 56% para cefalexina e paracetamol, respectivamente, enquanto
que o diclofenaco de sodio, que apresentou valores de até 75% em relagdo ao valor inicial utilizado (Tabela

1.

Estes resultados apontam para a capacidade de metabolizacdo dos compostos farmacologicos testados por
microrganimos (bactérias) presentes nos filtros bioldgicos de carvdo. A capacidade dos microrganismos
promotores da biodegradagdo dos farmacos no presente estudo apresentou concordancia ao observado em
outros trabalhos envolvendo o uso consorcios de bactérias como uma via de degradacdo de farmacos em
ensaios de laboratorio (Chua et al., 1996).
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Tabela 1. Valores percentuais (%) de biodegradacado e degradacéo natural dos farmacos testados
durante o estudo.

Composto Biodegradacao Degradacao natural
Cefalexina 100 57
Diclofenaco de sédio 99 70
Paracetamol 97 56

As substancias avaliadas nesse estudo representam importantes grupos de drogas com diferentes estruturas
quimicas e modos de agdo. Nenhum dos compostos avaliados foi biodegradado rapidamente, visto que o
tempo necessario para essas substincias atingirem valores ndo detectaveis foi entorno de 63 a 70 dias de
ensaio. Contudo, os resultados indicaram capacidade de metabolizagdo dos farmacos por microrganismos
presentes no meio inoculante. De modo geral, o elevado decréscimo inicial dos compostos farmacologicos
durante os primeiros 7 dias de experimento, possivelmente esteve associado a presenca de comunidades de
microrganismos que estariam utilizando esses compostos como fonte de carbono e energia.

Uma possivel explicagdo para a elevada degradagdo dos farmacos durante a primeira semana de experimento
seria em decorréncia da presenca dos compostos [-lactdmicos, como por exemplo, a cefalexina e seus
metabolitos que podem ser uma fonte de nutriente na etapa de ambientacdo microbiana, segundo dados
experimentais na literatura (Namiki et al., 1987; Sanyal et al., 1992). Os antibidticos do tipo cefalosporina,
dentre os quais inclui-se a cefalexina, apresentam em sua estrutura o anel B-lactdmico, os quais sdo
extremamente susceptiveis a degradacdo em solugdo aquosa. Intimeros outros fatores podem atuar
conjuntamente, influenciando o processo de degradagao dos antibidticos B-lactamicos, dentre esses destacam-
se a temperatura, o pH, os teores de B-lactamicos ¢ a tensdo de oxigénio dissolvido (Sanyal et al., 1992).

A diversidade microbiana presente no efluente dos filtros CAB possivelmente foi beneficiada por
microrganismos que apresentavam atividade na produgdo da enzima [(-Lactamase (Figura 3), o qual sdo
altamente seletivas para substratos que contenham anel B-lactamico (Blau et al., 2006). Portanto, presume-se
que na primeira fase que correspondente a deplecdo inicial dos farmacos, a cefalexina poderia estar sendo
utilizado como fonte de carbono e nitrogénio na atividade microbiana resultando em seu metabolismo
energético.

Figura 3. Atuacdo da enzima B-Lactamase no anel B-lactamico.
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De forma similar descrita para cefalexina, a deplecdo inicial do paracetamol também poderia estar
apresentando o mesmo comportamento frente a adaptacdo da comunidade microbiana em estar utilizando esse
composto como fonte de carbono e energia. No ambiente aquatico o paracetamol pode estar sob a forma de
um sub-produto como o 4-aminofenol, o qual este ¢ resultante de uma possivel reacdo de desacetilacdo.
Sistematicamente o 4-aminofenol também pode ser sintetizado por outros tipos de vias, incluindo a via de
rearranjo da fenilhidroxiamina através de uma soluc¢do sulfurosa (Sone et al., 1980). A sua presenca no
ambiente, ocorre quando os microrganismos ndo sdo habeis em degradar este tipo de composto (Atlas, 1986).

O diclofenaco ¢ uma droga antiinflamatdria ndo esteréide (AINEs), qual apresenta uma relativa persisténcia
no ambiente (Groning, et al., 2007). Um estudo realizado por Quintana et al. (2005) constatou que
concentragdes de diclofenaco (20,0 mg/L) apresentaram-se inalteradas no lodo ativado de uma ETEs durante
um periodo de 28 dias. Contudo, Paje et al. (2002) reportou o crescimento de um biofilme l6tico sob a
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presenca de elevadas concentra¢des de diclofenaco (100,0 pg/L) na dgua. Estes autores inferem a capacidade
desses microrganismos constituintes do biofilme em metabolizar o diclofenaco como fonte de energia.

A deplegdo do diclofenaco de sddio durante o periodo inicial desse estudo poderia estar associada a uma
prévia adaptacdo nas comunidades microbianas, as quais estariam utilizando esse composto como fonte de
energia, como foi citado anteriormente para cefalexina e paracetamol. Embora nesse experimento ndo tenha
sido utilizada agua com sedimentos, os relatos cientificos apresentados quanto ao uso de biofilmes
demonstram haver uma remogdo significativa para esses tipos de farmacos, por meio de processos de
adsor¢do, o que nao foi o caso. Porém, se for considerada a presenca de uma diversidade bioldgica no efluente
dos filtros de carvdo biologicamente ativados utilizados como meio de indculo dos ensaios, possivelmente
estariam sendo promovida uma atividade microbiana nessa dgua de estudo com os farmacos testados.

Segundo Lopez et al. (2005) a remocdo de um determinando composto xenobiotico (e.g., pesticida) 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
das bactérias como agentes de degradagdo dos farmacos na dgua. Este padrdo corrobora a tendéncia reportada
na literatura sobre a importancia das vias metabolicas dos microorganismos como uma forma de quebra das
moléculas de alguns compostos xenobidticos (Schrap et al., 2000; Johnsen et al., 2001).

A biodegradagdo ¢ um importante processo em sistemas de tratamento de esgoto para remogdo de diversas
substancias quimicas. O monitoramento sobre a eficiéncia na remocdo dos farmacos em sistemas de
tratamento ¢ de grande importancia, pois, cada vez mais sfo necessarias adapta¢des, ou mesmo implantagdo de
sistemas complementares de tratamento para a remogdo destes compostos, uma vez que os sistemas
convencionais de tratamento de dgua ndo possibilitam uma remog¢do segura na agua para consumo humano
(Ponezi, 2006).

A presenga de farmacos no meio ambiente representa um risco, cada vez mais pesquisado no pais, contudo
associada a esta questdo encontra-se uma normatizagdo sanitaria incipiente que regula a sua presenga em
aguas destinadas ao consumo humano. No que tange ao tratamento da agua, a possibilidade de uso de isolar
microrganismos especificos ou consorcios microbianos adaptados em remover os compostos farmacéuticos, a
partir de aguas residuais ou agua potavel, pode representar uma medida consideravel para o controle ¢
remog¢ao 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
farmacos (e.g., uso de filtros biologicos de carvdo) combinados aos processos convencionas ja em operagao
nas Estacdes de Tratamento de Agua (ETAs) para aumentar a eficiéncia na remogao dos mesmos.

Em um segundo momento desta pesquisa, estd prevista a caracterizagdo fenotipica e filogenética dos
microrganismos responsaveis pela degradagdo dos farmacos utilizando técnicas moleculares de sequencimento
com base em analises da regido conservada do 16S rRNA do DNA metagendmico, este amplificado por meio
da rea¢do de PCR. Esta ctapa seqiiencial representa um passo essencial para identificagdo e selecdo dos
consorcios de microbianos (e.g., bactérias) que degradam estas substincias, com objetivo de suprirem seu
metabolismo. Um avango neste sentido poderd aumentar a eficiéncia de remogdo dos compostos
farmacoldgicos em sistema de tratamento de &gua, por meio de microrganismos especializados na
biodegradacdo de farmacos como agentes colonizadores no leito de filtros de carvdo, aumentando a eficiéncia
na remo¢ao destes micropoluentes quando presentes em aguas ao aduzidas em ETAs.

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Foi verificada a biodegradagdo dos farmacos por microorganismos presentes nos filtros de carvdo com
atividade bioldgica, sendo esta eficiente nas condigdes experimentais utilizadas;

A degradacdo natural dos farmacos foi um fator significante durante o experimento, sendo este um parametro
a ser considerado conjuntamente no processo de metabolizacdo destes compostos pelos microrganismos;

O uso de microorganismos presentes em filtros de carvdo com atividade bioldgica pode representar uma
importante ferramenta de remogao de farmacos em sistemas de tratamento de 4gua para o consumo humano;
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Novos estudos sdo necessarios nesta proposta, principalmente na caracterizagdo fenotipica e genética destas
bactérias associadas aos filtros bioldgicos de carvdo capazes de biodegradar farmacos, e seu uso como
indculos em filtros bioldgicos de carvao.
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