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Uso de filtros de carvao ativado granular associado
a microrganismos para remocao de farmacos no

tratamento de agua de abastecimento
Use of granular activated carbon filters associated with
microorganisms to remove pharmaceuticals in drinking water treatment

Rivea Medri Borges', Alessandro Minillo?, Eliana Gertrudes de Macedo Lemos?,
Heloiza Ferreira Alves do Prado#, Edson Pereira Tangerino®

RESUMO

O modo de vida das sociedades modernas originou o aporte didrio, nos
ambientes aquaticos, de farmacos e outras inimeras moléculas de uso
continuo, compostos emergentes, com potencial de risco a saude humana
principalmente pela exposicdo em razdo da inevitavel contaminacdo dos
mananciais de abastecimento de dgua e da transferéncia para as estacées de
tratamento de dgua (ETA), onde ndo sdo removidos. O uso de carvao ativado
granular na filtracdo demonstra ser uma opcdo viavel para ETA, porém, uma
eficiéncia satisfatoria requer regeneracdo periddica do material, onerando
o tratamento. Contudo, observa-se que em baixas taxas de filtracdo a
colonizacao natural dos filtros por microrganismos — formagdo de biofilme —
pode ser uma alternativa para aumentar o tempo de vida util do carvao, bem
como para decompor essas moléculas complexas em elementos minerais
assimilaveis, reintroduzindo-os nos ciclos biogeoguimicos naturais. Este
trabalho avaliou, durante 24 semanas, em condicoes de laboratdrio, o carvao
ativado com biofilme como meio filtrante para remogao dos farmacos:
diclofenaco de sodio, ibuprofeno, naproxeno e amoxiciling; experimentou em
sisterna batch o potencial dos microrganismos colonizadores de filtros em
degradar os farmacos testados, assim como identificou filogeneticamente
0S microrganismos predominantes na biodegradacdo. Os resultados
demonstram a remocao dos farmacos acima de 80%. Constatou-se a
presenca das bactérias dos géneros Bacillus, Burkholderia, Cupriavidus,
Pseudomonas, Shinella, e Sphingomonas. Este estudo permite inferir a
capacidade de remogdo de farmacos por bactérias presentes em filtros
de carvdo ativado e o possivel uso dessa tecnologia como alternativa de
controle e remocdo dessas substancias no tratamento de agua potavel.

Palavras-chave: tratamento de agua de abastecimento; contaminantes

emergentes; remogdo de farmacos; carvao ativado granular; biofilme.
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ABSTRACT

The way of life of modern societies has originated the daily intake of
pharmaceuticals and numerous other molecules of continuous use in
aquatic environments, emerging compounds that brings potential risk
for human health mainly due to exposure resulted from the inevitable
contamination of sources of drinking water supply and its transference to
the water treatment plants (WTP) where they are not removed. The use of
granular activated carbon in filters proves to be a viable option for WTP,
but satisfactory efficiency requires periodic regeneration of the material,
burdening the treatment costs. However, it is noted that under low filtration
rates, the natural colonization of filters by microorganisms — biofilm
formation — may be an alternative for increasing the lifetime of carbon, as
well as to decompose these complex molecules into assimilable mineral
elements, thereby reintroducing them to the natural biogeochemical
cycles. This study evaluated the activated carbon with biofilm as the filter
media, during 24 weeks, under laboratory conditions, considering the
removal of the pharmaceuticals diclofenac sodium, ibuprofen, naproxen
and amoxicillin; experienced under batch system the potential of the
microorganisms adhering to the filters in degrade the tested drugs, as
well as phylogenetically identified the predominant microorganisms in
biodegradation. The results show drug removal over 80%. It was observed
the presence of the bacteria genus Bacillus, Burkholderia, Cupriavidus,
Pseudomonas, Shinella and Sphingomonas. This study allows us to infer the
capacity to remove pharmaceuticals by the bacteria present in the activated
carbon filters, and the possible use of this technology as an alternative for
control and removal of these substances in drinking water treatment.

Keywords: drinking water treatment; emerging contaminants;

pharmaceuticals removal; granular activated carbon; biofilm.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a crescente expansdo dos centros urbanos, das
industrias, da agricultura e da pecudria tem contribuido com o aumento
na contaminagao de rios, lagos e reservatorios por diversos compostos
orgénicos sintéticos, estranhos aos seres vivos, conhecidos como com-
postos emergentes. Atualmente sdo mais de 3 milhdes de compostos
orgénicos sintéticos, nimero que aumenta numa taxa de aproximada-
mente 5 a 10% ao ano. Estima-se que pelo menos 100 mil desses com-
postos sdo produzidos regularmente, um equivalente a 200 milhdes de
toneladas por ano, dos quais 20 a 30% podem certamente chegar aos
ambientes aquaticos.

Apesar de poucos estudos, tem-se comprovado que muitos dos
compostos emergentes causam efeitos em nivel bioquimico, com
consequéncias sobre o sistema endécrino e, em alguns casos, podem
acarretar deficiéncia no sistema imunoldgico, carcinogenia e muta-
genia. Dessa forma, apesar de ser impossivel avaliar a sua real mag-
nitude, o crescente emprego desses compostos representa um risco
ambiental concreto, principalmente pela incapacidade de acompa-
nhar o comportamento, a velocidade de distribuigdo, os niveis e
efeitos ambientais.

Dentre os compostos emergentes estdo os firmacos representa-
dos por uma série de medicamentos, tais como antibiticos, analgé-
sicos, anti-inflamatdrios e contraceptivos orais (FENT; WESTON;
CAMINADA, 2006). A ocorréncia no ambiente natural advém prin-
cipalmente pelo uso intenso e extensivo no tratamento de doengas,
sendo esses excretados pelo organismo na forma nido metabolizada
ou como metabolitos ativos, introduzidos no meio ambiente, princi-
palmente a partir do langamento via efluentes municipais nos corpos
receptores de dguas servidas, bem como por efluentes de atividades
industriais (REIS FILHO et al., 2007; CHAPMAN, 2006; PETROVIC
et al., 2005).

Apesar das modernas tecnologias de tratamento adotadas nas
estagdes de tratamento de esgoto (ETE), os farmacos nao sao com-
pletamente eliminados (GHISELLI, 2006). Nas dguas naturais sio
lipofilicos, persistentes e, dependendo da capacidade de autodepu-
ragdo do corpo receptor e da estabilidade das moléculas, podem
chegar as dguas das populagdes assentadas a jusante dos langamen-
tos, e se transferir para estagdes de tratamento de dgua (ETA), onde
nao sao removidos pelos sistemas convencionais (JONES; LESTER;
VOULVOULIS, 2005), estendendo-se a 4gua de abastecimento
humano, configurando um risco potencial de exposi¢do a saude
humana (WEBB et al., 2003).

A presenga de firmacos em dguas aduzidas para ETA representa
atualmente um desafio as companhias de saneamento. Em todo o
mundo, avalia¢des criteriosas vém sendo realizadas sobre os limi-
tes seguros de concentragdes de firmacos na dgua potavel, a fim

de estabelecer diretrizes e regulamentagdes que protejam a satde
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humana e os ecossistemas naturais dos indesejaveis efeitos dessas
substancias. Em 2010, o Programa das Nagoes Unidas pelo Meio
Ambiente (PNUMA), no objetivo de resguardar o direito humano
de dgua segura para todos, fez um apelo 4 comunidade mundial para
que direcionem seus estudos para o desenvolvimento e aprimora-
mento de novas tecnologias de remogdo dos compostos emergentes
(CORCORAN et al., 2010).

Nesse contexto, uma tecnologia promissora é o uso de filtros de
carvao ativado granular com biofilme (BUNDY et al., 2007). A prin-
cipal caracteristica desse sistema esta na capacidade desses biofiltros
em remover compostos biodegradaveis através da agao dos microrga-
nismos (SERVALIS et al., 1992), além de representar uma possivel oti-
mizag¢do operacional, redugdo dos custos do tratamento da dgua em
ETA e prolongamento da vida util dos filtros. Outra consideragio é a
possibilidade de reduzir as chances de transpasse de contaminantes do
filtro para a dgua efluente, mantendo assim a produgéo de 4gua pota-
vel com padrio de eficiéncia (SIMPSON, 2008). Considerando esses
aspectos, o presente estudo avaliou o carvao ativado granular na pre-
senga de atividade bioldgica como meio filtrante para a remogao dos
farmacos: diclofenaco de sodio, ibuprofeno, naproxeno e amoxicilina,
em condi¢des de laboratdrio, assim como a biodegradagdo dos com-
postos pelos microrganismos aderidos aos filtros e identificou filoge-
neticamente a comunidade microbiana participante no processo de

degradagao dos farmacos testados.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado em trés etapas distintas:

1. teste de biodegradagdo dos firmacos por microrganismos em sis-
temas batch;

2. experimento de remogdo dos compostos farmacoldgicos em filtros
de carvao ativados em bancada de laboratdrio; e

3. identificagdo filogenética dos microrganismos associados aos fil-

tros bioldgicos de carvao.

Em todas as etapas do experimento utilizou-se dgua natural cole-
tada no reservatorio localizado no Bairro Ipé, no municipio de Ilha
Solteira, Sao Paulo. A area de captagdo da microbacia da Lagoa do Ipé
apresenta aproximadamente 286 ha, de uso urbano-rural, com grande
presenga de pastagem e cultivos agricolas anuais e perenes. Segundo
Basso e Carvalho (2007), o Indice de Qualidade de Agua (IQA), da
Lagoa do Ipé apresenta média igual a 58, qualidade considerada boa
pela Escala de IQA (CETESB, 2004). Estudos de caracterizagdo para
abastecimento publico, realizados por Tavares (2008), mostraram que
a dgua da Lagoa do Ipé se enquadra nos limites estabelecidos por Di
Bernardo, Brandao e Heller (1999) para filtragdo lenta desde que seja

submetida a um pré-tratamento.
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Remocdo de farmacos da agua potavel por filtros bioldgicos de carvao ativado

Ensaio 1: teste de biodegradacao dos farmacos

O experimento de biodegradagio foi realizado durante 180 dias, em
sistema batch com objetivo de testar a capacidade do biofilme prove-
niente de filtros bioldgicos de carvao da Instalagao Piloto de Filtracdo
em Multiplas Etapas do Departamento de Engenharia Civil (DEC) da
Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FEIS-UNESP). A dgua de estudo foi
filtrada em filtro de celulose (1,0 um), esterilizada (120°C por 15 min)
e posteriormente recebeu o grupo de anti-inflamatérios composto
por ibuprofeno, naproxeno e diclofenaco de sédio, todos na concen-
tragdo de 20 pg.L’, quantidade para permitir mensurar as alteragdes
ao longo de 6 meses de experimento e que, segundo os trabalhos de
Ghiselli (2006), Daughton (2001) e Zwiener e Frimmel (2000), repro-
duz as concentragdes que podem ser encontradas em dguas superficiais.
Os farmacos utilizados nos ensaios foram obtidos da Sigma-Aldrich,
os quais demonstraram ter 97 a 98% de grau de pureza.

A 4gua de estudo entéo foi acondicionada em galdo de vidro (4 L),
ambar, esterilizado. Ao galdo foram inoculados 10% (v/v) de uma solu-
630 aquosa, filtrada (1,0 pum) contendo o biofilme. Para o controle foi
usado um galao sob as mesmas condigdes descritas anteriormente, sem
o acréscimo do indculo com microrganismos, e ainda recebendo azida
de sddio (4 mg.L!") a 4gua de estudo, a fim de inibir qualquer atividade
metabolica de microrganismos. Os galdes foram mantidos no escuro, em
sistema fechado, sob agitagdo orbital (100 rpm) e temperatura aproxi-
mada de 23 +£2°C. A cada semana foram recolhidas amostras (100 mL)
para leituras do pH (Digimed DM 20) e quantificagdo das concentra-

¢des dos farmacos por cromatografia (HPLC - Prominence, Shimadzu).

Tabela 1- Caracteristicas dos compostos farmacolégicos em estudo.

Ensaio 2: filtracao bioldgica dos farmacos

Para esse ensaio, a d4gua de estudo foi filtrada em filtro de celulose
(1,0 um) e esterilizada (120°C por 15 min), recebendo posteriormente
a adi¢do dos compostos farmacoldgicos: os anti-inflamatérios diclo-
fenaco, ibuprofeno, naproxeno e um antibidtico, a amoxicilina, cujas
caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 1. Todos os farmacos
na concentragao de 1,0 pg.L", que segundo os trabalhos de Ghiselli
(2006), Daughton (2001) e Zwiener e Frimmel (2000) reproduz as
concentragdes que podem ser encontradas nas aguas saidas das esta-
¢Oes de tratamento.

O carviao ativado granular utilizado nos filtros foi escolhido com base
em ensaios prévios realizados em projetos de pesquisa do Laboratério
de Saneamento da FEIS-UNESP. O carvao selecionado foi de casca de
COCO, com grénulos de 0,35 20,50 mm. Esse carvio, apos ensaios sobre o
potencial de adsor¢io realizados nos estudos anteriores do Laboratério
de Saneamento, apresentou isoterma do tipo II, segundo a classifica-
¢30 Brunauer-Emmer-Teller (BET) descrita por Brunauer, Emmett e
Teller (1938). A isoterma do tipo II, segundo proposto por Gilles et al.
(1960), se assemelha a isoterma H4, se caracteriza pela alta afinidade
com o soluto adsorvido, onde a adsor¢ao 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 concentragio e a adsor¢do
¢ interrompida.

Para os ensaios de bancada foram utilizados 8 filtros de carvao
ativado confeccionados em colunas de vidro (borosilicato) de 10 cm,
com didmetro interno de 1,2 cm, preenchidos por 3 cm de uma

camada do carvio ativado, aproximadamente 3,5 gramas (peso tmido).

Ibuprofeno

Formula CMHHC|2NOZ CBstOz CmHmOs C16H19N3OES
Peso molecular 29614 gmol’ 206,3 gmol’ 230,24 gmol’ 365,38 g.mol’
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Quatro desses filtros, denominados como CAB, foram destinados
para filtragdo com atividade bioldgica recebendo indculo de bio-
filme proveniente do leito filtrante de uma coluna de polimento con-
tendo carvio ativado da Instalagdo Piloto de Filtragdo em Multiplas
Etapas do Departamento de Engenharia Civil (DEC) da FEIS-UNESP.
Os outros quatro filtros foram utilizados para o controle, denomina-
dos CAG, sem inoculagdo de biofilme. As duas configuragdes de fil-
tros receberam continuamente dgua natural provinda do reservatdrio
Ipé durante dois meses. Para inibi¢do de qualquer atividade metabé-
lica de microrganismos nos filtros CAG, foi previamente adicionado
azida de sédio (4 mg.L?) a 4gua de exposi¢ao. A atividade bioldgica
dos filtros CAB foi indicada pela taxa de consumo do oxigénio, em
comparagdo com o controle.

Ap0s esse periodo de maturagdo, as duas configuragdes de filtros
(CAB e CAG) foram expostas a a4gua de estudo em fluxo continuo por
uma bomba peristaltica multicanais (Ismatec RS 232 IN), conforme
representado na Figura 1. Os filtros foram operados sob fluxo des-
cente com taxa de filtragdo constante e igual a 3,6 m>.m2.d", vazdo
de 3 mL.min"' e tempo de contato de 12 min. O experimento foi rea-
lizado durante 180 dias, sendo recolhidas amostras (200 mL) afluente
e efluente dos filtros semanalmente, para leituras do pH (DIGIMED
DM 20); determinacdo das concentragdes dos farmacos (HPLC -
Prominence, Shimadzu); e niveis de carbono organico dissolvido (TOC
5000-A, Shimadzu).

Preparo das amostras e

analise em sistema cromatografico

Para andlise da concentragio dos formacos foi empregada a técnica de extra-
¢ao em fase sdlida (SPE) com cartuchos preenchidos com silica tipo C18,
conforme metodologia adaptada de Nebot, Gibb e Boyd (2007). A determina-
¢ao dos farmacos foi realizada em um cromatégrafo 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 um, segundo Nebot, Gibb e Boyd (2007), com adaptagdes. A fase mével
foi constituida por metanol e dgua acidificada com 0,1% (v/v) de é4cido tri-
fluoracético (TFA), sendo utilizado um fluxo de 1 mL.min" e um tempo de
corrida de 18 min para cada amostra analisada, em triplicata.

A quantificagdo de cada farmaco foi efetuada de acordo com os seus
respectivos tempos de reten¢io (TR) e também através de cada perfil espec-
trofotométrico, nos comprimentos de onda especificos de detec¢ao para
cada composto. As curvas analiticas foram efetuadas através do método
do padréo interno, concomitantemente, os limites de detec¢io (LD) e os
limites de quantificagdo (LQ) (g.mL*) também foram obtidos por meio
de planilha de validagao proposta por Ribeiro e Ferreira (2008). A seguir
estd apresentado o perfil cromatografico (Figura 2) dos padrdes utilizados
como base de reconhecimento para os firmacos estudados nas amostras
recolhidas afluentes e efluentes dos filtros de carvio colonizados (CAB)

e nao colonizados por microrganismos (CAG).

bomba peristaltica -

dgua + farmacos

A

1

CAB

CAG

CAB: filtro com atividade bioldgica; CAG: filtro sem inoculacao de biofilme.

N/

agua + farmacos + azida
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Figura 1- Configuracao do sistema experimental com filtros de carvao colonizados e nao colonizados por microrganismos.
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Ensaio 3 - isolamento e caracterizacao

fenotipica dos microrganismos nos filtros
colonizados por microrganismos

Os microrganismos presentes nos filtros CAB foram submetidos ao
processo de isolamento e caracterizagao filogenética, por meio da reti-
rada de um volume (1 mL) de amostra na superficie e no interior dos
filtros CAB. O material recolhido foi homogeneizado, sendo realizadas
dilui¢oes decimais de uma aliquota (1 mL) em solugdo de Ringer para
o posterior plaqueamento em meios sdlidos contendo meio de cultura
agar padrao para contagem (PCA). As placas foram incubadas a 25°C,
N0 escuro, por uma semana.

Ap6s incubagio, foram observadas as principais caracteristicas das
coldnias obtidas. O isolado de cada colonia foi obtido por meio de suces-
sivos plaqueamentos por esgotamento em estrias e entdo transferido
para tubos de ensaio contendo o meio de cultivo inclinado e mantido
em refrigeragdo a 25°C. Para cada col6nia isolada foram observadas
caracteristicas morfoldgicas (coloragdo, tamanho e tipo de borda das
colonias), coloracéo diferencial de Gram, e verificacdo da formagao de
esporos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003), de modo a obter informa-
¢bes dos possiveis grupos microbianos presentes nos filtros. Em seguida
foi realizada a produgao massiva de cada isolado para extragdo do DNA
e identificacdo filogenética.

Os microrganismos isolados foram cultivados em tubos Falcon
com o meio de cultura durante 24 horas. Os cultivados foram cen-

trifugados a 5.000 rpm durante 9 minutos, sendo os precipitados

(5 mL) encaminhados para a extracdo do DNA ao Laboratdrio 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 instrugdes do fabricante. O gene 16S rRNA do mate-
rial genético extraido de cada amostra foi amplificado pela técnica
de reacdo em cadeia da polimersase (PCR). Os amplicons gerados
foram confirmados por eletroforese em gel de agarose e visualiza-
dos em um fotodocumentador (Gel Doc 1000).

Os produtos da PCR do gene 16S rRNA foram sequenciados em um
sequenciador de capilar modelo ABI 3700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). As sequéncias foram analisadas com o auxilio do pro-
grama 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 IT - RDP
II (MAIDAK, 2010), através do programa Classifier, e National Center
for Biotechnology Information - NCBI (SAYERS, 2010), por meio do
programa Blast. Todas as sequéncias do gene 16S rRNA obtidas neste

estudo foram cadastradas no Banco Internacional de Genes (GenBank).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos durante o estudo foram armazenados em planilhas
eletronicas e submetidos a andlises estatisticas com o teste de Tukey
(p < 0,05) através do software estatistico SPSS 11.5 for Windows, de
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Coluna: LC Column Shim-pack C,, (250 x 46 mm ID, particulas de 50 m), comprimentos de onda (240 e 280 nm); 1: amoxilina (TR: 8,36 min); 2: naproxeno (TR: 11.38 min); 3:
diclofenaco (TR: 12,33 min); 4: ibuprofeno (TR: 12,50 min). TR: tempo de retencao.
Figura 2 - Perfil cromatografico de padrées de farmacos.
(n, Eng Sanit Ambient | v.21 n4 | out/dez 2016 | 709-720

713




Borges, RM. et al.

modo a avaliar o desempenho dos filtros, bem como o comportamento

desses frente a outros pardmetros fisicos e quimicos da dgua de estudo.

Ensaio de biodegradacao dos farmacos

Esse ensaio evidenciou expressiva degrada¢ao dos compostos far-
macologicos por microrganismos (Figura 3). De modo geral, veri-
ficou-se que a biodegradagao atingiu valores proximos a 90% para
diclofenaco (Figura 3B) e naproxeno (Figura 3C), e 99% para o ibu-
profeno (Figura 3A). Em concordancia com outros trabalhos envol-
vendo o uso de bactérias como uma via de degradagdo de farma-
cos em ensaios de laboratdrio (CHUA; YAP; NG, 1996), o presente
estudo demonstra o potencial de metabolizacao desses compostos
por microrganismos (bactérias) colonizadores de filtros bioldgicos
de carvao. Os estudos sobre o potencial de degrada¢ao das bacté-
rias sugerem que ao longo do tempo o declinio da matéria organica
usualmente utilizada pelos microrganismos como elementos nutri-
cionais induz o uso dos firmacos como fonte de carbono e energia,
propiciando a degradagdo. Uma situagdo semelhante foi observada
por Park et al. (2001) no trabalho de degrada¢do de microcistina,
que verificou tempo de degradagdo do contaminante quatro vezes

superior em dgua com auséncia de nutrientes organicos.

As substéncias avaliadas neste estudo representam importantes
grupos de drogas com diferentes estruturas quimicas e modos de
acao terapéutica. A oxida¢do natural da molécula foi verificada ape-
nas para o composto ibuprofeno, evidenciando a estabilidade dessas
moléculas no meio aquatico e sua dificil degradabilidade. A partir da
comparagdo entre os dois tratamentos infere-se que a metabolizagdo
dos compostos farmacoldgicos pelas bactérias iniciou a partir da 5
semana, ou seja, apds 35 dias. A necessidade de dias de contato entre
composto-microrganismo para iniciar a biodegradagio, segundo estu-
dos sobre biofilme para o uso em tratamento de agua, pode ser pro-
piciada ao associar os microrganismos ao carvao. De acordo com a
literatura, nessa associagdo o contaminante (adsorvato) ¢ adsorvido
primeiramente pelo carvao e posteriormente as bactérias captam o
contaminante nos sitios adsortivos do carvao e os utilizam como
fonte nutricional promovendo sua degradagao (SERVAIS et al., 1992;
SEREDYNSKA-SOBECKA et al., 2006).

Filtracdo bioldgica dos farmacos
Os resultados (Figura 4) exibiram a remogdo dos quatro firmacos nos
filtros bioldgicos durante o periodo avaliado, com valores ligeiramente

maiores aos registrados na filtragao apenas com carvdo. Embora os
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Figura 3 - Concentragées dos compostos farmacolégicos quantificados entre os tratamentos testados durante o ensaio.
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filtros com microrganismos tenham apresentado um maior percentual
de remogéo (> 80%) para todos os firmacos em relagao aos filtros ndo
colonizados (< 80%), nio foi verificada entre os filtros uma diferenca
estatistica significativa (p < 0,05) na remogao dos farmacos. As duas
configuragdes apresentaram o padrdo de elevada remogao dos com-
postos farmacoldgicos, demonstrando que o carvao ativado granular
utilizado, assim como as condigdes experimentais, foram favoraveis
para a elevada capacidade de adsorgdo das substincias farmacéuticas
durante o experimento.

A baixa dispersdo relativa nos percentuais de remog¢ao dos quatro
compostos testados durante o ensaio nos filtros CAB (CV < 15), com
residuais no efluente dos filtros em média menores do que 0,5 ug.L"!
sugere que a combinagdo dos processos de adsor¢do e biodegradagdo
minimizam a flutuagdo da concentragao dos contaminantes na agua
afluente, conforme relatou o trabalho de Aktas e Cegen (2007).

Nos filtros CAG, a maior dispersdo temporal na eficiéncia de
remogdo dos firmacos ndo pode ser justificada com os dados obser-

vados nesse experimento. O estudos de BRADY (1997) indicam que

as oscilagdes na adsor¢iao em carvao podem acontecer devido as con-
centra¢des do adsorvato. Na reagio reversivel de adsor¢io, as molécu-
las do adsorvato acumulam-se do meio de maior concentragio (4gua)
para a superficie de menor concentragdo (carvao); com a queda na
concentragdo do adsorvato no afluente, a taxa da reagdo de adsor¢iao
diminui, gerando menor adsor¢ao dos fairmacos. Se caso por certo
tempo a concentra¢do dos firmacos no afluente for menor do que
a concentra¢do no carvdo, podera ocorrer a reagdo reversa (dessor-
¢40). Todavia, ndo foi possivel comprovar a ocorréncia desses efeitos
no presente estudo.

A literatura tem demonstrado que a vida ttil do CAG em ETA,
dependendo das caracteristicas da dgua bruta e do adsorvato, estd em
torno de 6 a 12 meses (SIMPSON, 2008). A redugio da vida util do
carvao no leito filtrante pode ser observada pela perda significativa na
eficiéncia de adsor¢io e pelo transpasse de concentragdes considera-
veis das moléculas adsorvidas para a dgua (HO, 2004; WANG et al.,
2007). No presente estudo nenhuma dessas ocorréncias foram obser-

vadas durante os seis meses de ensaios realizados.
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Figura 4 - Distribuicdo dos valores de remocéo nos filtros CAG e CAB. (A) amoxilina; (B) naproxeno; (C) diclofenaco; (D) ibuprofeno.
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Caracterizacao do biofilme dos

filtros de carvao biologicamente ativado

A partir do material dos filtros CAB isolado e cultivado segundo os
métodos microbioldgicos tradicionais, foram obtidas 31 amostras de
microrganismos (Tabela 2), sendo essas representadas em sua tota-
lidade por coldnias bacterianas integrantes dos filos Firmicutes (19)
e Proteobacteria (12). Por meio das sequéncias do gene 16S rRNA
amplificadas a partir do DNA das amostras isoladas, foi identificado
um total de seis géneros distintos: Bacillus, Burkholderia, Cupriavidus,
Pseudomonas, Shinella e Sphingomonas.

A analise da diversidade bioldgica dos microrganismos constatou
a dominéncia de bactérias do género Bacillus. Esse género é composto
por microrganismos considerados ubiquos, podendo ser isolados do
solo, da dgua doce e salgada e de alimentos. Algumas espécies do
género Bacillus aderem fortemente a diversas superficies s6lidas por
meio de estruturas ndo totalmente conhecidas. Sabe-se que em Bacillus
cereus a presenga de filamentos semelhantes ao pili (apéndice filiforme
encontrado na superficie de algumas bactérias) facilita sua fixagao.
A elevada capacidade de fixagdo promove a adesdo das bactérias a
camada filtrante beneficiando a formagdo do biofilme (HUSMARK
& RONNER, 1990).

A prevaléncia do género Bacillus corresponde a sua resisténcia a
amoxicilina e sua elevada capacidade de sintetiza-lo e utilizd-lo como
fonte de carbono e nitrogénio descrita por Blau, Menegon e Chin-
Chung (2006). A amoxicilina é um antibi6tico B-lactamico, que atua
destruindo a parede das células bacterianas, pois se une a uma grande
variedade de proteinas responsaveis pela produgao de enzimas que sin-
tetizam os alimentos, deixando-as sem agdo. O género Bacillus possui
vérias espécies produtoras da enzima [-lactamase, responséveis pela

resisténcia a antibidticos B-lactdmicos. Essa enzima quebra o anel de

quatro atomos conhecido como B-lactama (Figura 5), desativando as
propriedades antibacterianas da molécula.

A presenga do género Pseudomonas demonstra a versatilidade desse
género em metabolizar diferentes compostos organicos, em razao de
sua ampla capacidade de utilizar uma variedade de substratos como
fonte de carbono, além da excepcional habilidade de colonizar nichos
ecologicos diversos, nos quais a oferta de nutrientes é limitada, e sobre-
viver por longos periodos em ambientes imidos variados (SMITH;
DEZENY; DOUGLAS, 1990; KHAN; HAMAYUN; AHMED, 2006).
Estudo realizados por Minillo et al. (2009) apontaram a capacidade de
biodegradagdo de compostos farmacolégicos detectada em microrga-
nismos formadores de biofilme em filtros biologicos de carvao. Segundo
os autores, bactérias gram-negativas representadas principalmente pelo
género Pseudomonas promoveram a deplegdo de trés compostos far-
macoldgicos: cefalexina, diclofenaco de sédio e paracetamol.

Sobre a ocorréncia dos géneros Burkholderia, Shinella e Sphingomonas
nas amostras, estudos realizados por Murdoch e Hay (2005) revelaram
participa¢do direta desses grupos no consumo de fairmacos. Os autores
indicaram que h4 estratégias metabdlicas realizadas pelas Sphingomonas
na degradagio de ibuprofeno, propondo que a sequéncia de reagdes
ocorre conforme a Figura 6. O género Sphingomonas também vem
sendo descrito em trabalhos de filtragdo bioldgica em carvao e areia,
onde isolados especificos de Sphingomonas foram inoculados no sis-
tema filtrante com objetivo de remover microcistinas da dgua potavel
(BOURNE et al., 2006; WANG et al., 2007).

A observagdo que o género Burkholderia participa de processos
de biodegradagao de compostos farmacéuticos estd em consonéncia
com os estudos apresentados por Dantas et al. (2008), no qual o género
Burkholderia destaca-se como um dos microrganismos do ambiente

natural capazes de consumir antibiéticos. Lemes et al. (2008) reportam

Tabela 2 - Caracterizagcao dos isolados obtidos dos filtros biolégicos de carvao segundo grau de similaridade.

Isolado Organismo % similar Isolado Organismo % similar

Bacillus anthracis Bacillus sp

R2 Bacillus methylotrophicus 93 R18 Bacillus subtilis 93
R3 Bacillus pumilus 91 R19 Bacillus thuringiensis 99
R4 Bacillus sp 94 R20 Burkholderia fungorum 90
R5 Bacillus sp 89 R21 Burkholderia sp 90
R6 Bacillus sp 94 R22 Burkholderia sp 86
R7 Bacillus sp 97 R23 Cupriavidus sp 86
R8 Bacillus sp 93 R24 Pseudomonadaceae 89
R9 Bacillus sp 93 R25 Pseudomonas panipatensis 89
R10 Bacillus sp 92 R26 Pseudomonas sp 92
R Bacillus sp 88 R27 Pseudomonas sp 89
R12 Bacillus sp 93 R28 Pseudomonas sp 92
R13 Bacillus sp 92 R29 Shinella yambaruensis 83
R14 Bacillus sp 93 R30 Sphingomonas sp 84
R15 Bacillus sp 93 R31 Sphingomonas sp 86
R16 Bacillus sp 98

Fonte: National Center for Biotechnology Information (SAYERS, 2010) e Ribosomal Database Project Il (MAIDAK, 2010).
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sobre a ampla capacidade do género Burkholderia em degradar eficien-
temente cianotoxinas, demonstrando seu potencial também em colo-
nizar e sobreviver em filtros bioldgicos. Quanto a presenga dos géne-
ros Cupriavidus e Shinella na degradagao de micropoluentes, também
foi relatada por Iwaki e Hasegawa (2007) e Bai et al. (2009). O género
Cupriavidus, classificado na familia Burkholderiaceae, apesar de nenhum
relato sobre degradagio de firmacos, possivelmente contém as mesmas
caracteristicas genéticas das espécies Burkholderia sp, que proporciona
a capacidade de consumir os compostos analisados.

Na busca por elucidar a degradagao microbioldgica dos firmacos
nos tratamentos avaliados, deve-se destacar a atividade sinérgica entre
os microrganismos para formar o biofilme e metabolizar os compostos.
Os estudos sobre biofilme de Pereira (2001) mostrou que o desenvol-
vimento ocorre quando inicia o aporte de microrganismos em filme
condicionador, uma camada de substancias organicas adsorvidas a
uma superficie sélida em contato com um meio aquoso. Com o tempo,
observa-se a adesdo firme de diferentes colonias de microrganismos

que na sequéncia aumentam devido ao consumo dos nutrientes e a

consequente reprodugido dos microrganismos e seus polimeros extra-
celulares (muco). A massa microbiana formada é estratificada devido a
difusdo de nutrientes e oxigénio para seu interior, aumentando a diver-
sidade bioldgica. Os diferentes tipos de microrganismos trocam sub-
produtos entre si, e por vezes uma colonia alimenta-se do subproduto
da outra. E observada cooperagio entre as diferentes colonias ao aderir
o substrato, ao sintetizar os nutrientes e ao proteger-se de patogenos.

O isolamento e o cultivo de microrganismos é o método tradicio-
nal para caracterizagdo microbiana, mas somente uma pequena parcela
variando de 0,1 a 1,0% de bactérias sao cultivaveis utilizando os méto-
dos padroes de cultivo (TORSVIK& @VREAS, 2002; PAIXAO, 2009).
Dessa forma, é possivel que linhagens de bactérias eventualmente nao
tenham desenvolvido nas placas de cultivo, mas podem ter atuado no
consumo dos fairmacos de forma direta. Esse estudo indica como posi-
tiva a realizado de varreduras da diversidade microbiana presente nos
biofilmes, o que auxiliaria na verificagdo da riqueza bacteriana envol-
vida na metaboliza¢do dos compostos emergentes e no conhecimento

sobre a capacidade de colonizar filtros biologicos.
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Figura 6 - Possivel rota de degradacao de ibuprofeno por Sphingomonas sp.
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Os resultados dos ensaios e a literatura estudada permitem inferir
que os microrganismos detectados participam de reagdes de degrada-
¢do dos compostos estudados, e foi possivel comprovar os microrga-
nismos como agentes de degradagéo de firmacos, demonstrando que o
uso das técnicas de biodegradagdo pode ser um método explorado no
controle e remogdo para ambientes contaminados. As bactérias estdo
entre os organismos que melhor interagem na dindmica de biodegrada-
¢d0, muitas vezes assumindo o papel central do fendmeno, em razao da
sua capacidade de metabolizar uma diversidade de poluentes, enquanto
que outros organismos (e.g., fungos e protozodrios) podem favorecer
ou mesmo afetar essa dindmica (WATANABE, 2001).

Segundo Lopez et al. (2005), a remogado de um determinando com-
posto emergente (e.g., firmacos) deve oferecer uma boa alternativa na
relagdo custo-eficicia entre os métodos nao bioldgicos utilizados para
o tratamento de aguas e solos contaminados. A possibilidade de isolar
microrganismos especificos ou consdrcios microbianos adaptados em
remover poluentes a partir de dguas residuais ou agua potével mostrou
ser uma possivel medida para degradagao dessas substincias, mas ainda
ndo permite inferir sobre as contribui¢des no aumento da qualidade nos
tratamentos de agua. Todavia, este estudo aponta como positivo o investi-
mento em pesquisas e sistemas pilotos operados em baixas taxas de apli-
cagdo superficial envolvendo métodos bioldgicos combinados a processos
convencionais de potabilizagdo, empregando-os apds etapas que remo-
vam a maior carga de matéria orgénica presente nas dguas naturais. E
indica o potencial da adsor¢do em filtros de carvéo ativado como técnica
para compor novas tecnologias de remogdo de compostos emergentes

no objetivo de resguardar o direito humano de 4gua segura para todos.

CONCLUSOES

Sobre as condigdes empregadas no presente estudo, foi constatada a
elevada capacidade de remogdo dos compostos farmacolégicos em
ambas configuragdes de filtros testados. A filtragdo em carvéo ativado,
nas condi¢des empregadas neste estudo, demonstrou ser viavel para
adsor¢do e remogao de farmacos.

O carvéo ativado mostrou seu potencial como suporte para o desen-
volvimento de microrganismos (biofilme) capazes de metabolizar os
compostos farmacoldgicos testados, sua superficie porosa é acessivel
para fixagdo e colonizagdo microbioldgica. As bactérias foram predo-
minantes no biofilme formado no filtro durante o experimento, indi-
cando seu potencial para compor processos de biofiltracdo em ETA.

Foram registrados seis géneros distintos de bactérias presentes no
biofilme: Bacillus, Burkholderia, Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella, e
Sphingomonas, com destaque ao género Bacillus, que apresentou dominio.

O sucesso da capacidade das bactérias em degradar os farmacos
testados possibilita inferir sobre a capacidade desses organismos em
utilizar os compostos estudados como fonte de carbono no seu meta-
bolismo. O uso de linhagens especificas de microrganismos capazes
de metabolizar eficientemente esses farmacos pode vir a representar
uma proposta para a ativacio bioldgica de leitos de filtros de carvao
na busca por desenvolver uma configura¢do de sistema que contribua
para o aumento da eficiéncia e redugdo do custo do tratamento de d4gua
na remogéo desses compostos.

O uso de filtros bioldgicos de carvdo pode representar uma técnica
promissora para a remogdo de firmacos e outros compostos recalci-

trantes presentes nos mananciais de abastecimento publico.
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