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RESUMO

Os antibidticos tém sido detectados em diversos compartimentos ambientais em
concentracdes traco da ordem de ng L™ e pg L. Mesmo em baixos niveis, compostos
farmaceuticamente ativos podem afetar a salde humana e animal. Dentre esses
micropoluentes emergentes esta a amoxicilina, um antibidtico do tipo penicilina f-lactdmico
muito prescrito e consumido ao redor do mundo. Frente aos problemas relacionados com a
presenca dessa substancia no meio ambiente, em varias situacdes, faz-se necessaria sua
remogdo. O MBR (biorreator com membranas submersas) é um dos sistemas de tratamento
com potencial para remover compostos emergentes do efluente. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia de um sistema MBR piloto para remover amoxicilina de
efluente sintético. Para isto, foi montada uma unidade piloto de dois estagios (tanque anoxico
e aerobio) de fluxo continuo. A operacdo do sistema se deu em trés fases: (1) com vazéo de 1
L h e TDH de 40 h; (2) adicionando 100 pg L™ de amoxicilina no afluente e (3) alterando a
vazdo da condicéo (2) para 2 L h™ e TDH de 20 h. A insercéo de amoxicilina no afluente néo
impactou na eficiéncia de remocdo de demanda quimica de oxigénio (DQO) e carbono
organico dissolvido (COD), nem no processo de nitrificacdo, mas limitou a desnitrificacdo
possibilitando detectar nitrito nas Fases 2 e 3. A alteragdo do TDH reduziu a porcentagem de
remocdo de COD (de 84% para 66% da Fase 2 para Fase 3), mas ndo influenciou na eficiéncia
de eliminacio de DQO (>94%), N-NH," (>98%) e N-total (>72%). A remogcéo de amoxicilina
reduziu de 80% para 54% com a mudanca da vazdo. Os mecanismos de remocdo de
amoxicilina mediados pela atuacdo do lodo (adsorcéo e biodegradacao) representam a maior
fracdo removida do antibidtico no MBR (66%), o biofilme atua em 3% e a hidr6lise contribui
com apenas 2% da remocgdo. Andlises cromatograficas confirmaram a presenga de cinco
produtos de degradacdo no afluente do sistema. Foi avaliada a sensibilidade de Vibrio fischeri,
Daphnia magna, algas Chlorella vulgaris e Raphidocelis subcaptata, sementes de alface
(Lactuca sativa) e mostarda (Sinapis alba) e as bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis e
Pseudomonas fluorescens. Os ensaios de ecotoxicidade mostraram que todos os organismos
sdo influenciados, ao mesmo tempo, pelos efeitos positivos da composicao do esgoto sintético
como nutrientes e pelos efeitos negativos da acdo da amoxicilina. O ensaio de respirometria
mostrou que concentracdes de 1 a 100 pg L™ de amoxicilina ndo inibiram as bactérias
heterotréficas presentes na biomassa do MBR, mas concentracées de 1 a 100 mg L™ as
inibem.

Palavras-chave: Contaminantes de interesse emergente; Ecotoxicidade; Mecanismos de

remocdao; Micropoluentes; Produtos de degradacao.
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ABSTRACT

Antibiotics have been detected in several environmental compartments at trace concentrations
of ng L* and pg L. Even at low levels, pharmaceutically active compounds can impact
human and animal health. Among these emerging micropollutants is amoxicillin, a B-lactamic
penicillin antibiotic much prescribed and consumed around the world. Facing the problems
related to the presence of this substance in the environment, in several situations, it is
necessary to be removed. The MBR (a bioreactor with submerged membranes) is one of the
treatment systems with the potential to remove emerging compounds from the effluent. The
present work aims to evaluate the efficiency of a MBR system pilot to remove amoxicillin
from synthetic wastewater. For this, a continuous flow two-stage (anoxic and aerobic tank)
pilot unit was set up. The system operation occurred in three phases: (1) with a flow of 1 L h™
and HRT = 40 h; (2) adding 100 pg L™ of amoxicillin to the influent and (3) altering the flow
rate from condition (2) to 2 L h™ and HRT = 20 h. The addition of amoxicillin in the inffluent
did not affect COD and DOC elimination efficiency nor the nitrification process, but limited
denitrification and, thus, nitrite was detected in Phase 2 and 3. The HRT change reduced the
COD removal percentage (from 84% to 66 % from Phase 2 to Phase 3), but did not influence
COD removal efficiency (>94%), N-NH;" (>98%) and N-total (>72%). The amoxicillin
removal decreased from 80% to 54% with flow rate change. The removal mechanisms of
amoxicillin mediated by sludge (adsorption and biodegradation) represent the largest removed
fraction of the antibiotic in the MBR (66%), the biofilm acts in 3% and the hydrolysis
contributes only 2% of antibiotic removal. Chromatographic analyzes confirmed the presence
of five degradation products in the effluent. The sensitivity of Vibrio fischeri, Daphnia
magna, Chlorella vulgaris and Raphidocelis subcaptata algaes, lettuce (Lactuca sativa) and
mustard (Sinapis alba) seed and the bacterias Escherichia coli, Bacillus subtilis and
Pseudomonas fluorescens were evaluated. Ecotoxicity assays have shown that all organisms
are influenced at the same time by the positive effects of the synthetic wastewater
composition and by the negative effects of amoxicillin action. The respirometry assay showed
that 1 to 100 pg L™ of amoxicillin concentrations did not inhibit the heterotrophic bacteria

present in MBR biomass, but concentrations between 1 to 100 mg L™ inhibit them.

Keywords: Degradation products; Ecotoxicity; Emerging contaminants; Micropollutants;

Removal mechanismes.
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1. INTRODUCAO

Diferentes substancias quimicas tém sido encontradas em sistemas aquaticos em
concentragdes inferiores a ug g ou pg L™ e a maioria ndo é eliminada ou biotransformada,
podendo ser persistentes, bioativas e bioacumulativas, sdo chamadas de micropoluentes (DAS
et al., 2017). Alguns micropoluentes detectados no meio ambiente sdo também considerados
como poluentes de interesse emergente, pois atualmente ndo estdo cobertos por
regulamentacOes de qualidade da agua existentes, ndo foram estudados anteriormente e séo
considerados como potenciais ameacgas aos ecossistemas ambientais e a saude e seguranca
humana (LA FARRE et al., 2008; TESTA, 2017).

Dentre os micropoluentes emergentes presentes no meio ambiente estdo os farmacos.
Um levantamento conduzido por Beek et al. (2016) mostrou a ocorréncia de 631 substancias
farmacéuticas humanas e veterinarias em diferentes matrizes ambientais de 71 paises de todos
0s continentes, indicando que se trata de uma questéo global.

Os farmacos sdo substancias fisiologicamente ativas e sua existéncia no meio
ambiente pode provocar efeitos na salde humana e animal. Como exemplos tem-se a
feminizacdo de peixes devido a exposi¢cdo a baixas concentragdes de estrogénio sintético 17a-
etinilestradiol (JUKOSKY et al., 2008), o aumento da taxa de sobrevivéncia de peixes
expostos a droga de antiansiedade oxazepam (classe das benzodiazepinas) comparados aos
peixes ndo expostos (MAKIN, 2014). Embora os compostos farmacéuticos se encontrem em
baixissimas concentracdes na agua, um impacto indireto dos agentes antibioticos pode, por
exemplo, causar problemas severos na saude humana através de genes de resisténcia a
antibidticos (KLATTE; SCHAEFER; HEMPEL, 2017).

Os antibioticos correspondem a maior categoria de farmacos utilizados na medicina
humana e veterinaria. O uso intensificado desses compostos pode acarretar dois problemas
ambientais: (1) decorrente da sua contaminacdo nos recursos hidricos e (2) associado ao
aumento de resisténcia de alguns microrganismos por esses farmacos. As bactérias, por
exemplo, podem promover mudangas em seu material genético, adquirindo resisténcia a esses
farmacos (MICHAEL et al., 2013; HILTUNEN; VIRTA; LAINE, 2016; PIKKEMAAT,
2016).

A infeccdo de pacientes com essas bactérias resistentes pode resultar em menor
eficdcia no tratamento terapéutico, pois sdo doencas que ndo podem ser tratadas por
antibidticos convencionais (CHAYID; AHMED, 2015), promovendo implicacBes para o
gerenciamento de riscos e tornando-o um grave problema de saude publica (BENGTSSON-
PALME, 2015). Stapleton et al. (2017) observaram, num periodo de 10 anos, que as taxas de

ndo suscetibilidade das bactérias E. coli a trimetoprima, amoxicilina e gentamicina eram
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elevadas e a ciprofloxacina, amoxicilina-acido clavulanico e piperacilina-tazobactama tém
aumentado ao longo do tempo. Estudos epidemioldgicos demonstram a relagdo entre o
consumo excessivo de antibidticos, seu uso extensivo e o descarte inadequado, que aumentam
a exposicdo dos microrganismos aos farmacos e promovem o surgimento e disseminagdo das
cepas bacterianas resistentes (NATURE, 2013; VENTOLA, 2015).

A amoxicilina é um antibidtico cuja atuacdo ocorre destruindo as paredes celulares das
bactérias quando estdo em processo de reproducdo (BAGHAPOUR et al., 2014). A prescricdo
do uso de amoxicilina ainda é alta devido a sua grande eficacia no combate a maioria das
bactérias patogénicas e ao baixo custo e aos poucos efeitos colaterais, sendo utilizada em
medicina humana e veterinaria (ELIZALDE-VELAZQUEZ et al., 2016).

Os processos utilizados em sistemas convencionais de tratamento de agua ndo
garantem a remocao de uma série de micropoluentes, especialmente os farmacos (JONES et
al., 2005). Entretanto, diferentes estudos sobre estratégias de tratamento tém demonstrado
eficiéncia no processo de remocdo para um numero expressivo de farmacos, como 0s
processos oxidativos avangados e ozonizacdo (SOPAJ et al., 2015), adsor¢cdo em carvéo
ativado (MAILLER et al., 2016), e nanofiltracdo ou osmose reversa em membranas (AZAIS
et al., 2016).

Grandclément et al. (2017), por exemplo, fizeram uma revisdo sobre a eficiéncia de
remocdo de micropoluentes organicos de aguas residudrias por diferentes processos
bioldgicos (convencionais e hibridos), além de avaliar a influéncia dos parametros fisico-
quimicos e a eficiéncia de remocdo de microrganismos, como bactérias e fungos. Foi
observado que conhecer as caracteristicas dos micropoluentes alvo e otimizar as condi¢des de
operacao, como pH, aeracdo, tempo de detencdo hidraulica e tempo de retencdo de sélidos,
sdo fundamentais para melhorar o processo de tratamento em sistema de biorreatores com
membranas.

Assim, a remocdo de antibidticos e outros micropoluentes em aguas residuarias pode
ser assegurada utilizando técnicas mais avancadas, como por exemplo, o sistema de
Biorreator com Membranas (MBR, do inglés “Membrane Biological Reactor”), sendo
amplamente utilizado para producdo de agua para retso (SUBTIL;, HESPANHOL,;
MIERZWA, 2013). Sua configuragdo e combinacdo com outros processos de tratamento
garante uma qualidade de agua que atende as diversas finalidades (NRC, 2012). O MBR é um
sistema de tratamento avancado que, além de garantir efluente tratado a nivel terciario, pode
remover compostos emergentes conforme indicam estudos feitos por Kimura et al. (2005),
Tambosi et al. (2010) e Wang et al. (2018).
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Além das variaveis fisico-quimicas, a qualidade da &gua pode ser avaliada através de
indices bidticos, pois 0s organismos biologicamente menos complexos sdo mais sensiveis as
alteracdes ambientais, como descarga de poluicdo, aumento de nutrientes, perda de habitat e
superexploracdo do meio (BIRK, 2012). Métodos ecotoxicoldgicos que utilizam bacteérias,
planctons, crustaceos e bentos tém se mostrado eficazes para medir a toxicidade compostos
presentes em diferentes compartimentos ambientais (&4gua, solo e sedimentos) (PALMA,
2016).

Neste contexto, o presente trabalho pretende contribuir com o desenvolvimento de
tecnologias aplicadas ao tratamento terciario de efluentes a partir do estudo do desempenho de
um sistema piloto de biorreatores com membranas na remocdo do antibiético amoxicilina,
visando reduzir sua concentracdo nas &guas residudrias tratadas, além de avaliar a
ecotoxicidade do efluente tratado de forma diminuir o potencial de resisténcia microbiana e a

exposi¢do a humanos e animais.

2. OBJETIVOS
Avaliar a remocéo de antibiotico amoxicilina de esgoto sanitario por processo MBR e
a qualidade do efluente tratado em termos de formacdo de subprodutos e ensaios de

ecotoxicidade.

2.1.  Objetivos especificos

e Avaliar a influéncia do antibiético amoxicilina na remogdo de matéria organica (DQO e
COD) e nitrogénio pelo sistema MBR;

e Avaliar o impacto do tempo de detencdo hidraulica (TDH) na remoc¢do do antibidtico
amoxicilina;

e Investigar os mecanismos predominantes de remoc¢do do antibidtico amoxicilina no
sistema MBR;

e Avaliar o efeito do antibidtico amoxicilina na atividade heterotrofica microbiana do
sistema MBR;

e Verificar a ecotoxicidade do efluente tratado por MBR utilizando 0s organismos-teste:
Vibrio fischeri, Daphnia magna, Chrorella vulgaris, Raphidocelis subcapitata,
Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Lactuca sativa e Sinapis
Alba.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Contaminantes de interesse emergente

A questdo dos micropoluentes tem sido discutida desde meados da década de 1990,
quando a expressdo ‘‘contaminantes emergentes” foi usada vagamente pelos orgaos
ambientais para se referir as novas substancias presentes em baixas concentra¢fes encontradas
nas matrizes ambientais. Atualmente, o termo “contaminante de interesse emergente” tem
sido usado para substituir o “contaminante emergente”. De acordo com o “White Paper
Aquatic Life Criteria for Contaminants of Emerging Concern: Part | Challenges and
Recommendations”, um documento claborado pela Agéncia de Protegdo Ambiental dos

Estados Unidos (USEPA, do inglés "United States Environmental Protection Agency"),

“Contaminantes de interesse emergente correspondem aos produtos quimicos e
outras substancias que ainda ndo possuem normas regulamentadoras, e que
foram recentemente detectados em fluxos naturais (muitas vezes devido aos
niveis melhorados de deteccdo da quimica analitica) e potencialmente causam
efeitos deletérios na vida aquética em concentracbes ambientalmente
relevantes. S8o poluentes que ndo estdo inclusos nos programas de
monitoramento de rotina e podem ser candidatos a futuras regulamentacdes,
dependendo da sua (eco)toxicidade, efeitos potenciais para a saude, percepcao
publica e frequéncia de ocorréncia no meio ambiente. Ndo sdo necessariamente
produtos quimicos novos, mas frequentemente estdo no meio ambiente, cuja

presenca e significado ainda estdo sendo avaliados”.

(USEPA, 2008)

Ainda segundo essas diretrizes de USEPA (2008), tais contaminantes podem ser
separados em cinco grupos: poluentes organicos persistentes (POPs), farmacos e produtos de
higiene pessoal (PPCPs, do inglés "Pharmaceuticals and personal care products”), farmacos
de uso veterinario, disruptores enddcrinos e nanomateriais. Outros autores, no entanto,
classificam em: produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs), hormonios
esteroides, surfactantes, produtos quimicos industriais e pesticidas (LUO et al., 2014).

Produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs) englobam o conjunto dos
produtos utilizados principalmente para prevenir ou tratar doencas humanas e animais, como
0s medicamentos prescritos (ex.: antidepressivos, para controle de pressdo arterial),
medicamentos de venda livre (ex.: ibuprofeno) e bactericidas (ex.: amoxicilina, triclosan); e
dos produtos de higiene pessoal como hidratantes, batons, xampus, hidratantes, desodorantes
e pastas de dente (USEPA, 2008; BOXALL et al., 2012).
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Os poluentes organicos persistentes (POPs) sdo compostos quimicos que possuem
propriedades toxicas, sdo resistentes a biodegradagdo, semivolateis, tém baixa solubilidade
em agua e se bioacumulam. Exemplos de POPs sdo os pesticidas DDT, o heptacloro, o
toxafeno, as bifenilas policloradas (PCBs), o hexaclorobenzeno, os éteres difenilicos
polibromados, os acidos organicos perfluorados, as dioxinas e os furanos (FELIX;
NAVICKIENE, DOREA, 2007).

Segundo Ghiselli e Jardim (2007), disruptores enddcrinos sdo substancias quimicas
gue, mesmo em concentracdes muito baixas, pode interferir no funcionamento natural do
sistema enddcrino de espécies animais, incluindo os seres humanos. Incluem os estrogénios
sintéticos (ex.: 17a-etinilestradiol), estrogénios naturais (ex.. estradiol, testosterona),
androgenos (ex.: trembolona, um medicamento veterinario), pesticidas organoclorados,
aditivos plasticos, PCBs, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPASs), alquilfenois,
dioxinas e furanos (GHISELLI; JARDIM, 2007; USEPA, 2008).

Os nanomateriais passaram a ser considerados compostos de interesse emergentes,
pois pouco se sabe sobre o seu destino ou efeitos ambientais (USEPA, 2008). Exemplos de
produtos dessa categoria estdo os nanotubos de carbono e fulerenos, que apresentam alta
resisténcia, rigidez e condutividade térmica e elétrica, e o dioxido de titanio particulado de
nano escala, um semicondutor com propriedades fotocataliticas, eletrénicas, de conversdo de
energia e de deteccdo de gas (KAMIL et al., 2017).

Em geral, alguns compostos quimicos como os ftalatos e PCBs tém as industrias como
a principal fonte de poluicdo, ja os farmacos e produtos de higiene pessoal sdo, comumente,
originarios dos efluentes sanitarios (EBELE; ABDALLAH; HARRAD, 2017). Alguns
estudos também tém apontado as industrias farmacéuticas como fonte poluidora (PUTRA et
al., 2009; ELMOLLA; CHAUDHURI, 2012; MARCELINO et al., 2016).

O tratamento das aguas residuarias ¢ fundamental para remocdo dos principais
compostos toxicos, entretanto os sistemas convencionais existentes nas estacdes de tratamento
de esgotos (ETESs) ndo foram desenvolvidos para a remocéo desses tipos de poluentes. Sendo,
portanto, incerta a eliminagdo dos compostos de interesse emergentes pelas ETES, as maiores
preocupacdes estdo relacionadas com o desconhecimento sobre os efeitos na saide em médio
e longo prazo (DEBLONE; COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN, 2011; EBELE;
ABDALLAH; HARRAD, 2017).

Deblone, Cossu-Leguille e Hartemann (2011) fizeram um levantamento bibliografico
de 45 publicagdes internacionais entre os anos de 1997 e 2010 que abordavam sobre a
remocao desses compostos pelas estacfes de tratamento de esgoto. No total, 55 moléculas

foram estudadas e suas concentracfes no afluente e efluente das ETEs foram reportadas em
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222 estudos. Segundo os autores, os antibidticos, analgésicos e anti-inflamatorios foram os
mais estudados. Trimetoprim foi 0 composto mais avaliado dentre os artigos e, em média, sua
remocdo pelas ETEs foi de 40 a 50%. A cafeina apresentou elevadas concentragGes nos
afluentes (em média, 56 pg L™) e remocdes em torno de 97%. De modo geral, as moléculas
que apresentaram maiores eficiéncias de remoc¢édo foram os ftalatos (90%), psicoestimulantes
(97%) e Dbisfenol-A (70%). Ja& os analgésicos, anti-inflamatérios, antibidticos e
betabloqueadores apresentaram baixas eficiéncias de remocdo, por volta de 30 a 40%
(DEBLONE; COSSU-LEGUILLE; HARTEMANN, 2011).

Embora a presenca desses elementos de interesse emergente nos compartimentos
ambientais ndo signifique necessariamente que pode causar danos a saude humana e dos
animais, muitos estudos tém evidenciado que a exposicdo a esses compostos afeta
negativamente a vida aquéatica (EBELE; ABDALLAH; HARRAD, 2017). Em tese, 0s riscos
associados incluem a persisténcia, bioacumulagéo e toxicidade.

O uso extensivo de PPCPs e a introducdo de novos produtos farmacéuticos no
mercado tém contribuido para a sua presenca e de seus metabolitos no meio ambiente. As
propriedades fisico-quimicas de muitos PPCPs fazem com que ndo sejam facilmente
removidos em ETEs e o0 uso continuo e a liberagdo desses elementos no meio fazem com que
sejam considerados "pseudopersistentes”, pois, embora haja a atuacdo dos processos
ambientais (como biodegradacdo, fotodegradacdo e sorcdo de particulas), a reposicdo
continua no meio a tornam um potencial para persisténcia no meio ambiente (EBELE;
ABDALLAH; HARRAD, 2017). Embora ainda ndo haja evidéncias sobre os efeitos
negativos sobre a salde, algumas pesquisas associam a exposi¢do humana e animal ao PPCPs
a uma série de riscos de toxicidade cancerigenos, mutagénicos e reprodutivos (LEUNG et al.
2013; CIZMAS et al., 2015).

Os farmacos, ao contrario dos poluentes convencionais, sdo compostos biologicamente
ativos utilizados em doses baixas (concentracdes baixas) para maximizar a atividade biologica
do organismo-alvo. A presenca desses elementos no meio aquatico aumenta o risco de efeitos
ecotoxicoldgicos em diversos organismos ndo-alvo que sdo expostos ao farmaco
involuntariamente, podendo ter alguma de suas funcdes metabolicas afetadas (como
desenvolvimento, crescimento e reproducdo) (EBELE; ABDALLAH; HARRAD, 2017).
Dessa forma, a preocupacéo acerca dos PPCPs como poluentes emergentes esta relacionada a
capacidade de muitos principios ativos poderem interferir no sistema enddcrino ocasionando
efeitos indesejaveis na homeostase dos organismos (FABBRI; FRANZELLITTI, 2015).

Um estudo conduzido por Vernouillet et al. (2010) verificou que o antipilético

carbamazepina apresenta um fator de bioacumulacdo de 2,2 L kg' em algas
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Pseudokirchneriella subcapitata e de 12,6 L kg no crustaceo Thamnocephalus platyuru.
Outro estudo avaliou o fator de bioacumulacdo de diversos farmacos em caramujos
(Planorbid sp.) e notou que, para o antidepressivo fluoxetina, o fator é de 3000 L kg™, para o
antibiético eritromicina é de 290 L kg™ e o anti-inflamatério ndo esteroide celecoxibe é de
170 L kg™ (DU et al., 2015).

Um grande problema relacionado & presenga dos residuos de farmacos no meio
ambiente, em especial os antibidticos, é a resisténcia bacteriana. Os mecanismos de
resisténcia antimicrobiana sdo determinados pela taxa de mutacdo dos genes, pela capacidade
das bactérias mutantes resistirem aos antibioticos em relacdo a concentracdo do farmaco e
pela resisténcia a pressao de selecdo dos genes (HUGHES; ANDERSSON, 2017). O nivel de
resisténcia estd relacionado & concentracdo do composto, condigdes ambientais e de
crescimento do organismo. Embora a presenca de residuos de alguns antibioticos no meio
ambiente possa ser considerada um processo natural, a intervencdo antropogénica vem
intensificando a selegdo dos genes mutantes, aumentando a comunidade bacteriana resistente
(PIKKEMAAT et al., 2016).

Um estudo conduzido por Knapp et al. (2008) avaliou o desenvolvimento da pressdo
seletiva dos genes resistentes de organismos expostos a diferentes niveis do antibidtico
oxitetraciclina (20 pg L™ a 250 pg L) e verificou-se um aumento proporcional dos niveis dos
genes de resisténcia ao longo do tempo e com o0 aumento da concentragdo. Tal aumento pode
ser o resultado da capacidade das bactérias crescerem na presenca de antibiotico, cuja origem
pode ser natural ou antropogénica. A transferéncia das caracteristicas de resisténcia se deve
por novas mutacGes ou pela aquisi¢cdo de modificacBes genéticas para resisténcia na bactéria,
transferindo o gene para as geracdes descendentes (KNAPP et al., 2008).

Nas Gltimas décadas, houve um aumento no consumo de produtos farmacéuticos em
escala global devido ao crescimento da populagdo mundial, a0 aumento no investimento do
setor da salde, ao avanco das industrias farmacéuticas, a producdo de medicamentos
genéricos com valores mais acessiveis e ao desenvolvimento de pesquisas e tecnologias na
area farmacéutica (WHO, 2004). Beek et al. (2016) fizeram um levantamento bibliografico
sobre consumo de farmacos acessando mais de mil publicacdes originais e artigos de revisao e
verificaram que, entre os anos de 1984 e 2012, a substancia farmacéutica mais consumida foi
amoxicilina (reportada 142 vezes), seguida de trimetoprim (123 vezes), eritromicina (103
vezes), ciprofloxacina (92 vezes) e vancomicina (91 vezes).

Van Boeckel et al. (2014) acessaram dados de vendas e consumo de antibidticos de 71
paises e perceberam que, entre os anos 2000 e 2010, houve um aumento no consumo de 36%,

principalmente das classes: cefalosporinas, penicilinas de amplo espectro e fluoroquinolonas.
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Foi observado também que, nesse periodo, o consumo foi maior em paises em
desenvolvimento, especialmente nos BRICS (Brasil, Rssia, india, China e Africa do Sul),
correspondendo a 76% do aumento global do consumo de antibio6ticos. Notou-se também que,
entre 2000 e 2010, o aumento populacional nos paises BRICS foi de 33% do aumento geral
da populacdo global, indicando que o consumo de antibiéticos nesses paises se deu por
diversos fatores, tais como crescimento econdémico, aumento das despesas no setor médico e
aumento do acesso da populagdo aos medicamentos, e ndo somente devido ao crescimento
demogréafico (VAN BOECKEL et al., 2014).

O consumo de produtos farmacéuticos no cenario brasileiro pode ser observado no
levantamento de dados feito pela Pesquisa Nacional de Acesso, Utilizagdo e Promogdo do
Uso Racional de Medicamentos (PNAUM-2014). Esta pesquisa foi instituida pela portaria
GM/MS 2077 em 2012, por meio do Ministério da Salde, devido a necessidade de avaliar as
politicas publicas de assisténcia farmacéutica, como 0 acesso, a utilizacdo e o uso racional de
medicamentos no Brasil (MENGUE et al., 2016). Realizada em residéncias de municipios, a
PNAUM-2014 abrangeu as cinco regides do pais com o objetivo de avaliar o consumo e uso
racional dos farmacos pela populacdo brasileira no tratamento de suas morbidades, seja
doencas cronicas ou eventos agudos (BERTOLDI et al., 2016).

Segundo os dados levantados pela PNAUM-2014, a amoxicilina é o produto
farmacéutico mais utilizado da classe dos antimicrobianos, o paracetamol nos casos de
condic¢des agudas e os farmacos losartana, metformina e atenolol para tratamento de doencas
crénicas (BERTOLDI et al., 2016).

3.2.  Amoxicilina

A amoxicilina € um antibidtico do tipo penicilina, pertence ao grupo dos -lactdmicos
e tem amplo espectro de atuacdo contra as bactérias gram-positivas e gram-negativas. Esse
tipo de antibidtico atua destruindo as paredes celulares das bactérias quando estdo no processo
de reproducdo (BAGHAPOUR et al., 2014). A estrutura molecular da amoxicilina esta

apresentada na Figura 1, com destaque para o anel B-lactamico.



Figura 1 — Estrutura quimica da amoxicilina com destaque para o anel p-lactamico.
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Fonte: adaptado de PubChem (2005)
Algumas propriedades fisico-quimicas da amoxicilina estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas da amoxicilina.

Caracteristica Valor

Formula molecular C1sH19N305S
‘Massamolar  365404gmol’
Solubilidade em aguaa20°c ~ 3430mgL’
Ky 2,68, 7,49 9,63
Coeficiente de particio octanol/ agua (log Kew) 0,87
Coeficiente de particdo carbono organico/ agua (log ko) 2,94

Fonte: PAVLOVIE et al. (2007); MANSOURI et al. (2015); KIM et al. (2016)

A estrutura molecular da amoxicilina apresenta trés grupos ionizaveis com diferentes
valores de pK,. Para valores de pH entre 3 a 6, a molécula encontra-se na forma neutra, em
que suas formas idnicas estdo em equilibrio ibnico (GODDARD et al., 1996).

A prescri¢do do uso de amoxicilina ainda é elevada, devido a sua grande eficacia no
combate a maioria das bactérias patogénicas, baixo custo e poucos efeitos colaterais, sendo
que sua utilizagdo acontece na medicina humana e veterinaria (ELIZALDE-VELAZQUEZ et
al., 2016). Quando ingerida, apenas uma pequena porcentagem da amoxicilina é metabolizada
pelo organismo e cerca de 80 a 90% sdo excretadas sem alteracdo chegando as estacOes de
tratamento de esgoto (ETES) e de tratamento de agua para retso (ETAR), que, por suas
caracteristicas de concepc¢do, ndo dispdem de tratamento eficazes para sua completa remogéo
(BOUND; VOULVOULIS, 2004; BLAIR, 2016). Como consequéncia do aumento do
consumo e da baixa absorcdo pelo organismo, passou-se a detectar 0 composto nos diversos
compartimentos ambientais. A Tabela 2 apresenta as concentragfes de amoxicilina

encontradas em diferentes matrizes ambientais em diversos paises.
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Tabela 2 — Concentrag@es de amoxicilina encontradas em diferentes matrizes ao redor do mundo.

Matriz Concentrflgao Pais Referéncia
(ngL™)
48 Alemanha CHRISTIAN et al., 2003
200 Australia WATKINSON et al., 2009
0,46 - 1284 Brasil LOCATELLI; SODRE; JARDIM, 2010
RIOS oo
0,35-2,72 China YIN etal., 2010
2,02-991 Italia ZUCCATO et al., 2010
39 - 245 Reino Unido KASPRZYK-HORDERN; DINSDALE; GUWY, 2007
Mar 0,64 -76 Hong Kong MINH et al., 2009
Aguaida 12,5 China YIN etal., 2010
,,,,, tornetra
Esg_oto 900 Australia WATKINSON et al., 2009
hospitalar
120.000.000 Brasil MARCELINO et al., 2016
ESQOtO 08 oo
inddstria 317.000.000 Indonésia PUTRA et al., 2009
FAPMACRULICA =77~~~ === ==== === mmmmmf oo eoooooooooooooe
138.000.000 Reino Unido ELMOLLA; CHAUDHURI, 2012
""""""""""""""""""""""""""""""""""" .. WATKINSON; MURBY; COSTANZO, 2007;
280 - 6940 Australia WATKINSON et al., 2009
- CASTIGLIONI et al., 20086;
Afluentede  18-3%2 | alia " zUccAToetal, 2010
ETEs 500 Japdo MATSUO et al., 2011
100.000 - 150.000 EUA MORSE; JACKSON, 2003
50 Australia WATKINSON et al., 2009
Efluente de 64 - 1670 Hong Kong MINH et al., 2009
ETES ..

ANDREOZZI et al., 2004;
1,80 - 272 Italia CASTIGLIONI et al., 2006;
WATKINSON; MURBY; COSTANZO, 2007

Produtos de degradacdo da amoxicilina também sdo alvos de estudos, os quais podem
ser originados por biodegradacdo natural do composto original ou por processos quimicos ou
fotoquimicos em que o composto é submetido (GOZLAN; ROTSTEIN; AVISAR, 2013).
Pérez-Parada et al. (2011) observaram que a hidrolise é o principal processo de formacgédo dos
subprodutos pois estd relacionada com a instabilidade e quebra do anel B-lactdmico da
molécula. Gozlan, Rotstein e Avisar (2010) identificaram alguns produtos de degradacao
frequentemente encontrados, principalmente, em rios e 0s denominaram como: acido
penicildico amoxicilinico, acido penildico amoxicilinico I e Il, amoxicilina diketopiperazina,
pirazinona e 4-hidroxifeniglil amoxicilina, cujos potenciais de toxicidade ainda s&o

desconhecidos.
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Os principais problemas da presenca da amoxicilina no meio ambiente estdo
relacionados a saude humana, como alergia ao medicamento e problemas toxicol6gicos
graves, e a inducdo da selecdo das bactérias resistentes ao antibiético (CABELLO, 2006;
GAVRILESCU et al., 2015). Esses riscos e efeitos diretos ou indiretos sobre a sade humana
pelo consumo passivo e ativo de antibioticos tém levado a definir regulamentagdes sobre a
utilizacdo de alguns antibidticos e ao estabelecimento de limites maximos e minimos de
residuos. Nos Estados Unidos, por exemplo, a tolerancia para os residuos de amoxicilina é de
0,1 ppm (10 ng g™*) no leite e no tecido bovino néo cozido (ELIZALDE-VELAZQUEZ et al.,
2016).

No Brasil, atualmente, ndo ha& regulamentacdo para o controle de residuos
farmacéuticos no meio ambiente. J& no ambito internacional, por meio das Diretivas
2000/60/CE, 2008/105/CE, 2013/39/EU e 2015/495 que estabelecem normas de qualidade
ambiental no dominio de politica da agua, a Unido Europeia criou uma lista de vigilancia para
monitorar 45 substancias prioritérias a fim de determinar seu risco ambiental (EUROPEAN
UNION, 2000; 2008; 2013; 2015). Entretanto, dentre os farmacos, apenas os antibidticos
macrolideos (azitromicina, claritromicina e eritromicina) foram listados (BARBOSA et al.,
2016).

3.3.  Tratamento de Esgotos

Esgoto, segundo definido por Metcalf e Eddy (2016), é a 4gua de abastecimento apds
ser usada em diferentes aplicacfes, contendo constituintes que, sem tratamento, a tornam
impropria para a maioria dos usos. O esgoto bruto, em geral, contém diversos organismos
patogénicos que se desenvolvem no intestino humano, nutrientes que podem superestimular o
crescimento de plantas aquéticas acelerando a eutrofizagdo, e matéria organica que, quando
entra em processo de decomposicao, leva a condi¢Bes desagradaveis, incluindo a producéo de
gases com maus odores e perda da qualidade estética da agua (METCALF e EDDY, 2016).

O esgoto é um residuo muito complicado de dispor devido ao seu estado fisico,
composicdo e potencial de poluicdo. Os métodos de tratamento de esgoto foram
desenvolvidos com enfoque na salude publica e nas condi¢cBes adversas causadas pela
destinacdo do esgoto no meio ambiente. As primeiras estratégias visavam remover sélidos
suspensos e flotaveis; posteriormente o foco era remover compostos organicos
biodegradaveis, e por fim, desenvolveram-se técnicas para eliminacdo de organismos
patogénicos (METCALF e EDDY, 2016). Atualmente, tem se desenvolvido e implementado
tecnologias que identifiguem, quantifiguem, monitorem e removam esses compostos de

interesse emergentes de efluentes.



12

Sao inumeros os contaminantes que podem estar presentes nos efluentes, como
elementos tragos, microrganismos, contaminantes de interesse emergentes, entre outros. Os
compostos organicos incluem as substancias humicas, material fecal, restos de alimentos,
detergentes, oOleos, graxas, produtos de consumo, residuos industriais e outros. Os efeitos
adversos dessas substancias incluem: efeitos estéticos (cor e odor), presenca de material
particulado que pode entupir pequenas tubulagdes ou acumular no solo e afetar a
permeabilidade, proliferacdo de microrganismos, consumo de oxigénio por decomposicgéo,
interacdo com agentes de desinfeccdo, tornando-os menos efetivos ou até formar subprodutos
do processo; a ingestdo humana pode também resultar em efeitos agudos ou crénicos para a
salde (USEPA, 2012).

Relacionado aos impactos e riscos ao meio ambiente e a salde humana
proporcionados pelo lancamento inadequado de esgoto, tem-se o tratamento de esgoto como
uma pratica sustentavel, que depende do equilibrio dindmico entre o desenvolvimento
econdmico, a prote¢do ambiental e a incluséo social (HESPANHOL, 2015).

O tratamento de efluentes visa reduzir e/ou evitar a poluicdo do corpo receptor. Os
sistemas de tratamento, em geral, correspondem as tecnologias de controle da poluicédo, pois
se trata de um conjunto de processos que foram desenvolvidos para mitigar os impactos dos
residuos gerados pelos centros urbanos e industriais ap6s o processamento e utilizacdo da
agua (NRC, 2012). Usualmente, sdo classificados nos niveis preliminar, primario, secundario e
terciario (este existindo eventualmente).

O tratamento preliminar promove a remocao de sélidos grosseiros atraves de grades de
diferentes espacamentos. O priméario tem como objetivo a remocéo de sélidos sedimentéaveis e
a separacdo de materiais sobrenadantes (6leos e gorduras), € removida também parte da
matéria organica. Comumente, 0 processo de remocao nestas fases se da por métodos fisicos.
Em geral, a principal funcdo do tratamento primario é preparar o efluente para os tratamentos
posteriores (VON SPERLING, 2005; PINHO et al., 2017). J& o tratamento secundéario atua
diretamente na remocdo de matéria organica, compostos sollveis e solidos suspensos
biodegradaveis e, eventualmente, de nutrientes como fosforo e nitrogénio utilizando
mecanismos bioldgicos aerdbios e anaerobios (PINHO et al., 2017).

O tratamento terciario, também conhecido por tratamento avancado, objetiva a
remocdo de poluentes especificos (toxicos, emergentes, persistentes e/ou recalcitrantes), de
organismos patogénicos e a remocdo complementar de poluentes ndo suficientemente
removidos no tratamento secundario, como fésforo total e a série nitrogenada (JUDD, 2011).

Uma grande variedade de opcdes de sistemas de tratamento existe para reduzir a carga

organica e mitigar microrganismos e compostos quimicos de efluentes, acarretando em uma
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infinidade de combinacbes de processos que podem ser adaptados para atender objetivos
especificos de qualidade da dgua (NRC, 2012).

Muitas técnicas de tratamento convencionais foram estudadas com vistas a remocao de
antibioticos em &guas e efluentes. Aquino, Brandt e Chernicharo (2013) realizaram uma
revisdo bibliografica sobre a remocao de farmacos e disruptores enddcrinos por lodos ativados
convencionais e observaram que alguns farmacos passam praticamente incAlumes pelos
sistemas de lodos ativados, e outros apresentam uma remocgdo parcial. Isso mostra a
necessidade de um tratamento mais especifico, além do sistema convencional de tratamento
de esgoto, para obter elevada eficiéncia (acima de 90%) na remocdo desses compostos de
interesse emergente.

Pode-se dizer que a continua presenca desses compostos no ambiente aquatico se
deve, principalmente, a essa ineficiéncia do tratamento convencional presente nas estacdes de
tratamento de esgotos (ETE) e estacOes de tratamento de agua (ETA) em remover tais
elementos (VIRKUTYTE; VARMA; JEGATHEESAN, 2010). Alguns estudos indicam que
0s tratamentos convencionais, como, por exemplo, a coagulacdo e sedimentacdo quimica, ndo
sdo eficientes no processo de remocdo de produtos farmacéuticos recalcitrantes, sendo,
portanto, necessario aplicar tecnologias mais avancadas de tratamento para conseguir a
protecdo sustentavel do ambiente (WESTERHOFF et al, 2005; GRANDCLEMENT et al.,
2017) , como, por exemplo, o sistema de biorreatores com membranas.

3.4.  Biorreatores com membranas (MBR)

O sistema de biorreator com membranas (MBR, do inglés “Membrane Biological
Reactor”) ¢ uma tecnologia que combina o processo de degradagdo bioldgica de lodos
ativados com uma separacao sélido-liquido por uma membrana de filtragcdo (JUDD, 2011).

O reator bioldgico opera com microrganismos aglomerados na forma de flocos que
ficam em suspensdo por agitacdo mecanica ou aeracao e Sao 0s principais responsaveis pela
degradacdo dos poluentes. As concentrac@es tipicas de Solidos Suspensos Totais (SST) em
MBR podem variar de 5.000 a 20.000 mg L™ segundo Stephenson et al. (2000) ou 15.000 a
25.000 mg L™* segundo Cote (1998).

Quando aplicados em tecnologia ambiental, as membranas utilizadas séo, em geral, de
microfiltracdo e ultrafiltracdo instaladas ou associadas a reatores bioldgicos. Entdo, o sistema
MBR consiste na degradacdo de compostos mediada por microrganismos e a permeacédo do
efluente tratado através da membrana que retém a biomassa (SANT’ANNA JR;
CERQUEIRA, 2011). Este processo de tratamento, portanto, recebe o esgoto bruto e fornece

um efluente tratado com qualidade elevada, comparavel aos sistemas terciarios. Assim, pode



14

ser considerado como tecnologia sustentavel devido a capacidade de remover matéria
organica, nutrientes, sélidos, bactérias e virus, compostos de interesse emergentes e produtos
farmacéuticos recalcitrantes, gerando um efluente tratado de elevada qualidade que pode ser
utilizado para redso em diversas aplicacdes, seja potavel, industrial, recreacional, urbano nédo
potavel, entre outras (HESPANHOL, 2015).

Devido a esta vantagem, diversas empresas e concessionarias, como a Companhia de
Saneamento Basico do Estado de Sdo Paulo (SABESP) e a Sociedade de Abastecimento de
Agua e Saneamento S/A (SANASA), tém adotado MBR para melhorar a qualidade da agua
de reGso e viabilizar a venda do insumo para a indastria (MAZZONETTO, 2012). A
concepcdo da ETE com MBR em Campos do Jorddo, por exemplo, foi motivada pelas
restrices legais de lancamento em um rio de classe 2 de baixa vazdo, o Rio Sapucai-Guassu;
ja a ETE ABC conta com um sistema MBR de reuso para atender o polo petroquimico do
Grande ABC, devido a escassez hidrica da regido (RUBIM, 2015).

As membranas podem ser classificadas conforme o tipo de filtracéo, ou seja, conforme
0 tamanho dos poros da membrana, as substancias passantes e a for¢a motriz que promove a

separacao dos contaminantes. Esta classificacdo pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3 - Classificacéo do tipo de filtracdo por membranas.

Tipo de . Diametro dos .
. ~ Forca motriz Compostos removidos
Filtracéo poros (nm)
_ N Pressdo hidrostatica Turbidez, protozoarios, algumas
Microfiltracdo . . . >50 prot 05, alg
oo diferencillouvacuo  ~“" bactérias e virus
. . Pressdo hidrostatica Macromoléculas, coléides, maioria das
Ultrafiltragdo . . 2-50 - : .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, diferencial "~ "°  bactérias, alguns virus e proteinas
. . Pressdo hidrostatica , .
Nanofiltracio . . <2 Pequenas moléculas, virus, dureza
____________________________________ diferencial T
Osmose Pressdo hidrostatica <9 Moléculas muito pequenas, corantes,
_______ Reversa diferencial "~ dureza fons monovalentes
- Diferenca de , L. .
Dialise ¢ x 2-50 Macromoléculas, coldides, proteinas
... CoOncentragao
Eletrodialise Potencial elétrico <2 Sais ibnicos

Fonte: Adaptado de METCALF & EDDY (2016)

O sistema MBR surgiu ao final da década de 1960 com o desenvolvimento e a
comercializacdo das membranas de micro e ultrafiltracdo. Registros na literatura contam que o
projeto original foi introduzido por Dorr Oliver, em 1966, combinando o uso de biorreatores
com biomassa suspensa e um modulo externo de sistema de ultrafiltracdo (SMITH,;
DIGREGORIO; TALCOTT, 1969 apud LE-CLECH; CHEN; FANE, 2006). No entanto, 0
alto custo das membranas, baixo valor econémico do produto e alto potencial de perda de
desempenho por incrustagdes tornaram o sistema pouco interessante na época (LE-CLECH,;
CHEN; FANE, 2006). O cenario mudou quando Yamamoto et al. (1989) utilizaram o mddulo
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de membrana submersas no reator e outros trabalhos desenvolvidos posteriormente
contribuiram para aprimorar o sistema e reduzir seus custos.

Duas configuracdes do sistema MBR mais conhecidas sdo: biorreator com membranas
em maddulo externo e biorreator com membranas submersas (NG; KIM, 2007), apresentadas
na Figura 2.

Figura 2 — Configurac6es do sistema MBR: (A) Biorreator com membranas em modulo externo; (B)
Biorreator com membranas submersas.

a) Entrada Lodo de Retorno

MEMBRANA

o
] -
o | gedtes LG
BOMBA i

BIOREATOR
Lodo Saida
) Entrada Saida
- -
BOMBA
/
/
o ©° ° 0
o
ooo ° o ® °o
Ar o0 o°
—_—ts ] j
BIOREATOR

Lodo

Fonte: BEZERRA (2010)

Na disposi¢do apresentada na Figura 2A, os modulos de membrana, instalados fora do
tanque aerado, sdo do tipo tubular; o processo ocorre com 0 bombeamento do contetido do
biorreator para os médulos e a recirculacdo do lodo de volta para o reator (NG; KIM, 2007).
Esse tipo de MBR exige altas velocidades de recirculagcdo no médulo para reduzir a tendéncia
de fouling e consequente reducgéo de fluxo de permeado. Assim, essa configuracdo de MBR
apresenta um elevado consumo energético devido a bomba de recirculacdo e das altas tensfes
de cisalhamento geradas no processo de filtracdo para obtencdo de alto fluxo de permeado
(BRINDLE; STEPHENSON, 2000; SANT’ANNA JR; CERQUEIRA, 2011).



16

Os biorreatores com membranas submersas (MBR), na Figura 2B, contam com o
modulo de membranas no interior do tanque aerado. De modo geral, os mddulos de
membranas utilizados neste caso sdo de fibra-oca ou placa-plana, o lodo presente no
biorreator fica em contato com a superficie externa das membranas e o filtrado é succionado
apos passar pelas paredes da mesma, fazendo com que o concentrado permaneca no tanque
(NG; KIM, 2007).

O sistema de aeracdo tem como objetivo fornecer oxigénio necessario para oS
microrganismos realizarem as reagdes bioquimicas de consumo de substratos, degradacao dos
compostos e tratamento do efluente, além de manter o lodo em suspensdo. Em MBR, a
aeracdo também é importante para a prevencdo do fouling, pois o cisalhamento provocado
pelas bolhas de ar, ao entrar em contato com a superficie das membranas, diminui a deposicéo
e remove algumas particulas, reduzindo a taxa de aumento da pressao transmembrana, além

de promover um fluxo tangencial para o processo de filtracio (CADORE et al., 2014).

3.4.1. Remocdao de Nitrogénio por MBR

O biorreator do MBR pode ser configurado de diversas formas dependendo do
objetivo do tratamento e qualidade do permeado desejado, como por exemplo, visando
remover nitrogénio do afluente. A importancia de remover nutrientes de esgoto, em especial o
nitrogénio, estd associada a redug¢do do impacto na ecutrofizagdo de corpos d’agua que
recebem o efluente tratado (FERREIRA; CUNHA-SANTINO; JUNIOR, 2015). A remoc&o
da série nitrogenada pode ocorrer em um reator biologico pelo processo de amonificagéo,
nitrificacdo e desnitrificagao.

A amonificacdo consiste na conversdo bioldgica do nitrogénio organico solivel para
sua forma amoniacal (METCALF; EDDY, 2016).

O processo de nitrificacdo ocorre em duas etapas: (1) nitritacdo, em que ha a
conversdo do nitrogénio amoniacal (N-NH;") em nitrito (NO,) pelas bactérias autotroficas
oxidadoras de aménia (BOA); (2) nitratagdo, onde o nitrito é oxidado a nitrato (NO3") pelas
bactérias autotréficas oxidadoras de nitrito (BON). Para que esse processo ocorra, € preciso
que o fornecimento de oxigénio dissolvido seja suficiente para ndo comprometer o
desenvolvimento dessas bactérias nitrificantes (FLECK; EYNG; TAVARES, 2015;
METCALF; EDDY, 2016). A reacdo de nitrificagdo foi equacionada por Ahn (2006) e

apresentada na Equacéo 1.

NH# + 1,83 02 + 1,98 HCOs — 0,021 CsH02N + 0,98 NO3 + 1,042 H20 + 1,88 H2C03
(Equacao 1)



17

A desnitrificagdo ocorre em uma fase subsequente a nitrificagdo, em que, na auséncia
de oxigénio e presenca de carbono organico, o nitrato passa ser utilizado pelas bactérias
heterotroficas como aceptor de elétrons na respiracdo. Nesse processo, ocorre a reducdo do
nitrato (NO3’) em nitrogénio gasoso (N,) (FLECK; EYNG; TAVARES, 2015). A reacdo de
desnitrificagdo esta indicada na Equacédo 2 (AHN, 2006).

NOs3 + 1,088 CH30H + 0,24 H2CO3 — 0,056 CsH,0:2N + 0,47 N2 + 1,68 H20 + HCO3
(Equacéo 2)

De modo geral, ambos 0s processos para remoc¢do bioldgica de nitrogénio podem ser
influenciados com a variacdo de pH, temperatura, concentracdo de oxigénio dissolvido e
presenca de substancias tdxicas. O pH 6timo de trabalho € proximo a neutralidade, podendo
variar entre 6,0 a 8,0; a temperatura 6tima para o desenvolvimento das bactérias envolvidas
no processo € em torno de 35 °C; o oxigénio dissolvido deve ser abundante para a nitrificacdo
e ausente para a desnitrificacdo; e a presenca de substancias toxicas pode inibir o desempenho
das bactérias nitrificantes e, consequentemente, a desnitrificacdo também pode ndo ocorrer
(GUILLEN, 2016). Nas etapas de nitrificacdo e desnitrificacio ocorre, respectivamente, o
consumo e producéo de alcalinidade (METCALF; EDDY, 2016).

3.4.2. Processos de remogao de farmacos em sistema MBR

Os principais processos de remocdo de farmacos utilizando sistema MBR ocorrem
pelos mecanismos de biodegradagdo pelos microrganismos na biomassa, sor¢édo no lodo e/ou
retencdo fisica pelas membranas (TAMBOSI et al., 2010; BESHA et al., 2017), sdo as
caracteristicas dos farmacos que determinam o mecanismo predominante para remové-los.

A biodegradacdo corresponde a degradacdo de compostos por microrganismos e
representa o principal mecanismo de remocdo para muitos micropoluentes (SIPMA et al.,
2010). Grupos funcionais da molécula que constitui o farmaco, como ésteres, nitrilos e alcoois
aromaticos, ou compostos polares com grupos de doacdo eletrénica s&o mais propensos a
serem removidos por biodegradacdo (FAN et al., 2014). Esse processo pode ser total ou
parcial, com a formacdo de metabolitos e produtos de degradacao desconhecidos, que podem
ser mais ou menos toxicos que em sua forma inicial (BEAUSSE, 2004; JUDD, 2011).
Diversos fatores podem influenciar na biodegradacdo dos farmacos, tais como origem do

lodo, idade do lodo, composicdo do esgoto, a configuracdo do reator (aerdbio, anaerdbio ou
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anoxico) entre outros, que tornam a eficiéncia de remocéo por atuacdo da biomassa diferente
para cada composto (BESHA et al., 2017).

O processo de adsorcdo é um fendmeno fisico-quimico em que moléculas da fase
liquida (adsorvato) séo transferidas para a superficie de uma fase sélida (adsorvente). Esse
processo depende da constante de dissociacdo acida (pK,) e promove uma interacao
eletrostatica do micropoluente (carga positiva) na superficie do microrganismo (carga
negativa) (SIPMA et al., 2010). Compostos apolares ou com estruturas que contam com
grupos amida iodado, nitro-, azo-, sulfo-, halégenos e aromaticos sdo resistentes a
biodegradacéo e a sor¢éo e retencao pela membrana sdo 0s mecanismos principais de remogao
(BESHA et al., 2017).

Segundo Kimura et al (2005), alguns dos compostos sao removidos pelo sistema MBR
por esse apresentar elevado tempo de retencdo de sélidos (TRS) e adaptagdo dos
microrganismos aos compostos menos (bio)degradaveis.

A retencdo fisica pela membrana é outro mecanismo responsavel pela remoc¢do de
compostos no MBR. Esse mecanismo leva em consideragdo a massa molar de corte das
membranas de micro (MF) ou ultrafiltracdo (UF) utilizadas (TAMBOSI, 2010). Entretanto,
conforme observaram Taheran et al. (2016), a maioria dos farmacos nédo sdo retidos pelas
membranas de MF e UF, pois a massa molar desses compostos € muito menor que a massa
molar de corte das membrans.

A Tabela 4 apresenta a concentracdo de alguns farmacos removidos pelos mecanismos
do sistema MBR

Tabela 4 — Remocdo de farmacos pelos processos de biodegradacao e sorgdo em sistemas MBR.

Remocéo (%)

Farmaco Referéncia
Biodegradacéo Sorgéo

Ibuprofeno 90-100 <5 JOSS et al., 2006
”””” Diclofenaco 545 <5 BEHERAetal,2011
~ Sulfametoxazol 5000 o BEHERAetal, 2011
~ Carbamazepina - 0 <5  Kimetal, 2014
""" Azitomicina 49 20 Kimetal,2014
”””” Tetracicina 0 98 Kimetal, 2014

Fonte: Autora (2018).

Assim, para uma maior eficiéncia de remogéo, sugere-se integrar o sistema MBR ao
sistema de nanofiltracdo, de osmose reversa ou de adsor¢do em carvao ativado, uma vez que o
MBR sozinho ndo é capaz de obter grandes porcentagens de eficiéncia de remocao (>95%)

principalmente de compostos pouco biodegradaveis (BESHA et al., 2017).
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Outros processos de reducdo da concentragdo do farmaco podem ocorrer durante o
tratamento por MBR, como por exemplo, a hidrolise, fotodegradacao e volatilizacao.

Na hidrdlise verifica-se a quebra da estrutura do composto farmacéutico por acédo da
molécula de agua. No caso de alguns antibidticos peniciloicos, ha a quebra do anel -
lactdmico do nuacleo estrutural das penicilinas (SILVA et al., 2013). Em geral, muitas
pesquisas desprezam a concentracdo hidrolizada uma vez que os processos bioldgicos
desempenham um papel mais expressivo (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013).

A fotodegradacdo consiste na degradacdo do composto na presenca de radiacdo UV,
podendo ser direta ou indireta e utilizando uma fonte de radiacdo natural (ex.: sol) ou
artificial. No processo de fotodegradacéo direta, h4 a degradacdo da molécula quando exposta
a radiacdo UV, e no processo indireto, ha a formacao de radicais que sdo responsaveis pela
degradacdo da molécula alvo (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013). A parcela
fotodegradada do farmaco €, muitas vezes, desprezivel, pois a configuracdo do sistema de
tratamento ndo € favordvel. Esse processo sofre interferéncia da concentracdo de sélidos
suspensos no efluente e licor misto, da fracdo de radiacdo UV recebida e da area superficial
disponivel para receber radiacdo (ZHANG; GEIBEN; GAL, 2008).

A volatilizacdo é um processo que esta relacionado com a Constante de Henry, que
determina a constante de proporcionalidade entre as moléculas presentes na fase liquida e na
fase gasosa e esta relacionada com a pressdo parcial que o gas exerce no liquido (AQUINO;
BRANDT; CHERNICHARO, 2013). Esse mecanismo de remo¢do de compostos
farmacéuticos €, geralmente, desprezado, pois eles sdo poucos volateis devido a elevada
massa molar (SUAREZ et al., 2008).

3.5.  Ecotoxicologia

O termo "ecotoxicologia™ foi sugerido pela primeira vez no final da década de 1960
pelo toxicologista René Truhaut e adotado pelo Comité Cientifico sobre Problemas do Meio
Ambiente (SCOPE, do inglés "Scientific Committee on Problems of the Environment™) e pelo
Conselho Internacional de Unides Cientificas (ICSU, do inglés “International Council of
Scientific Unions”). Segundo Truhaut (1975), o termo pode ser definido como sendo "o ramo
da toxicologia que estuda os efeitos toxicos causados por substancias naturais ou por
poluentes artificiais em organismos vivos, sejam eles animais ou vegetais, terrestres ou
aquaticos, que constituem a biosfera”.

A ecotoxicologia aplicada ao ecossistema aquatico é uma ferramenta para
monitoramento ambiental que relaciona a concentracdo dos xenobidticos, 0 ambiente receptor

desses compostos e 0s organismos presentes, e tem como base a respostas de organismos
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individuais a estressores quimicos (MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008; SILVA et al.,
2015). Para garantir que os resultados sejam validos e comparaveis, foram desenvolvidos
protocolos de testes de ecotoxicidade pelas agéncias ambientais, como USEPA e OECD no
ambito internacional e CETESB e ABNT no cenario nacional. De modo geral, os riscos de
toxicidade de substancias quimicas ou de amostras ambientais e a forma que sdo manifestados
seus efeitos sdo obtidos observando as respostas de organismos indicadores, como alguma
alteracdo fisioldgica, morfolégica ou comportamental, ao serem expostos as amostras
ambientais ou a diferentes concentracBes de tais compostos quimicos (MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008).

Os estudos dos efeitos de toxicidade podem ser classificados de acordo com a
exposicdo que 0s organismos testes sdo submetidos: aguda, crbnica ou cronica de curta
duracdo. A toxicidade aguda expde 0s organismos em um curto periodo de duracdo, como
algumas horas ou alguns dias; a cronica s@o 0s ensaios de exposicdo prolongada e abrange
todo o ciclo de vida dos organismos-teste e avaliam, por exemplo, a reproducdo e
crescimento, e 0s ensaios de toxicidade crénica de curta duracdo diferem do anterior devido
ao tempo de exposicdo reduzido e a avaliacdo apenas dos periodos sensiveis do ciclo de vida
dos organismos testados (LAWS, 2017).

O avanco das pesquisas sobre ensaios ecotoxicoldgicos para o controle da poluicéo
hidrica possibilitou a elaboracdo de leis vigentes, como 0 CONAMA 357, que estabelece
padrdes de qualidade de aguas, e 0 CONAMA 430, relacionado aos efluentes industriais.
Entretanto, ainda ndo ha regulamentacdo nacional de disposicdo e de limite de concentracédo
nas matrizes ambientais para os residuais de farmacos e outros compostos de interesse

emergente.

3.5.1. Organismos utilizados em ensaios de ecotoxicidade

O monitoramento dos niveis de poluicdo ambiental é realizado avaliando alguns
parametros fisico-quimicos como nitrogénio, oxigénio dissolvido, matéria organica, entre
outros, que, por sua vez, ndo fornecem informagdes sobre os efeitos bioldgicos. Para isso, sdo
utilizados alguns organismos sensiveis para uma grande variabilidade de compostos quimicos
e que podem ser avaliados por métodos simples, rapidos, faceis e economicamente baratos
(PARVEZ; VENKATARAMAN; MUKHERJI, 2006). Dentre 0s organismos mais
comumente usados estéo Vibrio fischeri, Daphnia magna e Daphnia similis, algas e plantas.

Vibrio fischeri é uma bactéria marinha pertencente a familia dos Vibrionaceae, sdo

gram-negativas, halofila, anaerdbia facultativa, em forma de bastdo, flagelada, ndo patogénica
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e bioluminescentes (RUBY et al., 2005; ABBAS et al., 2018). A resposta da
bioluminescéncia € mais sensivel para uma grande diversidade de produtos quimicos do que
ensaios utilizando bactérias, crustaceos, peixes, respirometria, inibicdo de enzimas, entre
outros (PARVEZ; VENKATARAMAN; MUKHERJI, 2006).

Pequenos crustdceos do género Daphnia sp. sdo muito utilizados em testes de
ecotoxicidade, pois tém ampla distribuicdo no ambiente aquatico, tém o ciclo de vida curto,
apresenta reproducéo rapida por partenogénese, pode influenciar na cadeia alimentar proxima
por servir de alimento a peixes e predadores dos invertebrados e sdo bastante sensiveis a
grande quantidade de compostos quimicos e contaminantes aquaticos. Seu papel na cadeia
alimentar é de consumidor primario, atuando como filtros de material organico particulado
como algas unicelulares (TATARAZAKO; ODA, 2007).

As algas sdo um dos principais representantes da comunidade aquatica, pois realizam a
ciclagem de nutrientes, fornecem oxigénio atraves da fotossintese e sdo base da cadeia
alimentar para diversos organismos mais complexos. Além disso, sdo sensiveis a muitas
substancias quimicas, sendo, portanto, frequentemente usados em testes de toxicidade
aquatica (STAVELEY; SMRCHEK, 2005).

Testes de fitotoxicidade utilizam plantas vivas para avaliar o grau de toxicidade de
compostos quimicos presentes por meio de sua capacidade de absorver, acumular e
metabolizar os micropoluentes verificando seu processo de germinagédo e crescimento da raiz
(BARTRONS; PENUELAS, 2017). Esses organismos s&0 muito utilizados em ensaios
ecotoxicoldgicos por requererem um método simples e barato para o biomonitoramento
ambiental, além disso, é possivel utilizar diferentes espécies de vegetais, como trigo, soja,
tomate, pepino, rdcula, brdcolis, alface, mostarda, entre outros. (ARAUJO; MONTEIRO,
2005; SALVATORE; CARAFA; CARRATU, 2008).

3.5.2. Ensaio de respirometria

Outro tipo de ensaio que avalia a toxicidade de compostos é a respirometria, uma
técnica que mede a respiracdo do metabolismo microbiano aerdbio pelo consumo de O, ou
pela producdo de CO,. A proposta do ensaio respirométrico € fornecer uma avaliacao rapida
sobre os efeitos das substancias nos microrganismos aerobios do lodo das estagbes de
tratamento de &guas residuérias, e os resultados podem servir de indicador de concentracBes
ndo inibitorias adequadas de determinadas substancias (OECD, 2010). Van Haandel et al.
(1998) nomearam como “Toximetria” os testes respirométricos aplicados para avaliar a

presenca de substancias toxicas ou inibidoras no afluente.
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A técnica de respirometria baseia-se na medicdo da taxa bioldgica de consumo de
oxigénio (Taxa de Consumo de Oxigénio — TCO) em condic¢Bes experimentais controladas,
uma vez que o consumo de oxigénio por parte dos microrganismos estd associado ao
crescimento da biomassa e a remocédo de substrato (MACFARLANE, 2017). A presenca de
substancias toxicas ou inibidoras no afluente promove a toxicidade no sistema bioldgico e
resulta na diminuicdo da capacidade metabolica da biomassa, reduzindo o valor da TCO sem
que haja uma reducdo da carga orgénica aplicada (VAN HAANDEL et al, 1998).

O consumo de oxigénio pelos microrganismos do lodo se desenvolve em duas fases
principais: a respiracdo enddgena e o catabolismo do substrato. A respiracdo enddgena esta
associada ao oxigénio necessario para a respiracdo da biomassa na auséncia de aeracao,
correspondendo a energia requerida para manter as funcGes das células. O catabolismo do
material organico representa o oxigénio consumido pelos microrganismos para degradar o
substrato presente no afluente (COSTA et al.,, 2001; ANDREOTTOLA et al, 2005). A
velocidade do consumo de oxigénio é proporcional a facilidade de degradacéo dos substratos
ou associada a disponibilidade destes no meio; em outras palavras, 0 consumo de substrato
pelos microrganismos aumenta a velocidade do consumo de oxigénio e, quando na auséncia
dos mesmos, o consumo de oxigénio € mais lento (ANDREOTTOLA et al, 2005).

Spanjers (1993) contribuiu para o aperfeicoamento de aparelhos que realizam os
ensaios de respirometria, chamados de respirdmetros, que medem a concentracdo de oxigénio
dissolvido (OD) e calculam a taxa de respiracao pela variacdo do valor de OD ao longo do
tempo. Os respirdmetros podem ser classificados como fechados manométricos ou
volumétricos, ou abertos de aeracdo continua ou semicontinua. Respirdmetros abertos
permitem a troca gasosa da biota com o ambiente e monitoram a variagdo da concentragdo de
oxigénio dissolvido utilizando uma sonda de OD. O método de aeracdo semicontinua foi
desenvolvido por Catunda et al. (1996) e consiste em interrupcdes da aeracdo de forma a
manter a concentracdo de OD dentro de uma determinada faixa e calcular a TCO de acordo
com o tempo em que a concentracdo de OD decai do limite superior ao limite inferior.

Ricco et al. (2004) compararam o procedimento da respirometria com 0 ensaio de
Microtox® (um teste baseado na bioluminescéncia da bactéria marinha Vibrio fischeri),
avaliando a toxicidade de quatro compostos xenobidticos: 3,5-diclorofenol, formaldeido, 4-
nitrofenol e diclorometano em sistemas bioldgicos de tratamento de esgoto. Os coeficientes
de variagdo entre 2-10% para a respirometria e 6-15% para Microtox® indicaram boa
reprodutibilidade para ambos os métodos bioldgicos. Observaram-se, também, que 3,5-
diclorofenol foi o mais téxico dos compostos investigados e o diclorometano teve menor
toxicidade (RICCO et al., 2004).
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Quando aplicada em sistemas bioldgicos, a respirometria avalia 0 metabolismo das
bactérias heterotroficas, autotroficas nitritadoras e autotroficas nitratadoras. As bactérias
autotrdficas sdo responsaveis pela nitrificagdo no nitrogénio presente no efluente, ja as
bactérias heterotrdficas, além de consumirem o material organico, contribuem no processo de
desnitrificacdo no nitrogénio (CAPODICI et al., 2016). Os substratos utilizados para estudar o
metabolismo das bactérias heterotrdficas devem ser fonte de carbono e, segundo Silva Filho et
al. (2015), o acetato de sédio (C,H3NaO,) exerce maiores taxas de consumo de oxigénio. Ja
para as autotroficas nitritadoras e nitratadoras podem-se utilizar como substrato o cloreto de
amonio (NH4CI) e nitrito de sodio (NaNO;) respectivamente (SILVA FILHO et al., 2015).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Delineamento experimental
A Figura 3 mostra uma linha do tempo de como se deu o desenvolvimento das etapas

do projeto.

Figura 3 - Linha do tempo de execucao do projeto.

Montagem do sistema piloto MBR e
[ aclimatagdo do lodo

MBR - Fase 1 MBR - Fase 2 MBR - Fase 3

[
»

|- Ensaios de ecotoxicidade e respirometria

Fonte: Autora (2018).

O projeto iniciou com a montagem do sistema piloto de biorreator com membranas
submersas (MBR) seguida da aclimatacdo do lodo no efluente a ser trabalhado (esgoto
sintético). A operacgdo do sistema se deu em trés fases cujas caracteristicas estdo mostradas na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Caracteristicas das trés fases de operagéo do sistema MBR.

O
1 0 1 40 40
2 100 1 4 0
3 100 2 20 90

Fonte: Autora (2018).

A primeira fase correspondeu ao sistema controle, que consistiu em avaliar o
comportamento do MBR no tratamento do efluente sintético. Nas Fases 2 e 3 foram
adicionados 100 pg L™ de amoxicilina ao esgoto bruto. Na terceira fase, a vazéo de trabalho
foi dobrada visando verificar a resposta do sistema ao receber uma carga maior do composto.

A escolha da concentragdo de amoxicilina foi baseada na revisdo da literatura sobre 0s
niveis encontrados em afluente de estagcBes de tratamento, conforme consta na Tabela 2.
Também foram levadas em consideracdo as limitacdes do equipamento LC-MS em
quantificar niveis tracos do composto. Assim, foi escolhida a concentragdo de 100 pg L™ do
antibidtico, cujo valor ja foi encontrado, por exemplo, em afluente de ETEs por Morse e
Jackson (2003).

O reator operou com tempo de detengdo hidraulica (TDH) elevado, acima do TDH
comumente operado em biorreatores, em virtude da baixa biodegradabilidade da amoxicilina.
Além disso, a operacdo do sistema com menores TDH e maiores vazdes implicava em
maiores consumos de reagentes para a producdo do esgoto sintético.

Né&o foi feito o descarte do lodo durante todo periodo monitorado, portanto, operou-se
com a idade do lodo “infinita”.

O tempo de operacdo variou conforme a frequéncia das coletas das amostras para
analises de qualidade do tratamento, pois foi determinada uma média de 30 amostragens para
a caracterizagdo de cada fase. Enquanto a frequéncia nas duas primeiras fases foi de cinco
amostragens por semana, na terceira foi de apenas trés.

Paralelamente ao monitoramento do reator MBR no tratamento do efluente sintético,
foram realizados ensaios de ecotoxicidade e de respirometria.

Os testes de ecotoxicidade foram realizados para avaliar a toxicidade do residual de
amoxicilina e de seus possiveis produtos de degradacdo ainda presentes no efluente tratado
pelo MBR. Para isso, 0s organismos-testes utilizados foram: bactérias comumente
encontradas no meio ambiente (Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e Bacillus
subtilis), bactéria luminescente Vibrio fischeri, crusticeo Daphnia magna, algas unicelulares
(Chrorella vulgaris e Raphidocelis subcapitata) e sementes de alface (Lactuca sativa) e de

mostarda (Sinapis alba).
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O ensaio de respirometria foi realizado a fim de verificar o efeito inibitério que
diferentes concentragfes de amoxicilina podem causar nas bactérias heterotroficas presentes

no biorreator MBR.

4.2 Montagem do sistema piloto de biorreatores com membranas submersas (MBR)

A linha de tratamento foi composta por um biorreator com membranas submersas
montado no Laboratorio de Processos Biologicos da UFABC, Santo André — SP. O
fluxograma esta apresentado na Figura 4 e uma foto do sistema piloto de MBR montado é
apresentada na Figura 5.

Figura 4 — Fluxograma do sistema de biorreatores com membranas. S1: sensor de nivel; S2: sensor de
pressdo; B1 e B2: bombas peristalticas; M: membranas.
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Fonte: Autora (2018).
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Figura 5 — Sistema piloto MBR montado: (A) Tanque de alimentacéo; (B) Zona andxica do reator com
agitador mecanico e mecanismo de boia; (C) Zona aerdbia do reator com cassete de membranas e
difusores; (D) Vacuémetro; (E) Bomba peristaltica; (F) Tanque de permeado.
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Fonte: Autora (2018).

O biorreator foi construido em acrilico de espessura de 10 mm e suas dimensdes estdo
apresentadas na Figura 6. Uma imagem do reator montado estd apresentada na Figura 7. O
reator foi construido com trés camaras (anaerdbia, andxica e aerébia) com o intuito de propor
diferentes tratamentos do efluente em projetos futuros. No entanto, a presente pesquisa visa a
remocdo de nitrogénio, assim, a configuracdo do biorreator conta apenas com dois
compartimentos em seu interior: zonas aerdbia e anoxica, que realizam, respectivamente, o

processo de nitrificacdo e desnitrificacdo do esgoto. A zona andxica do reator tem um volume
de 18,5 L e a zona aerobia, 25,0 L.
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Figura 6 — Dimensoes do reator MBR utilizado no estudo.
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Fonte: Autora (2018).

Figura 7 — Foto do biorreator montado: (Anae) Anaerébia; (Anx) zona anoxica; (Ae) zona aerdbia.

Fonte: Autora (2018).

Foi utilizada uma membrana de ultrafiltracdo do tipo placa-plana (marca SINAP®,
modelo SINAP 10). Segundo o fabricante, as membranas foram sintetizadas em fluoreto de
polivinilideno (PVDF) e cada placa tem uma porosidade de 0,1 pm (membrana de

ultrafiltracdo), area de 0,1 m2, dimensdes de 22 x 32 x 0,6 cm (largura x comprimento X
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espessura) e pode trabalhar num fluxo de 40 a 60 L peca™ dia™, equivalente a 16,7 a 25 L m™
h,

Para este trabalho, foi determinado que o sistema operasse em fluxo continuo a uma
vazdo de 1,0 L h™* do permeado nas Fases 1 e 2 e de 2,0 L h™ na Fase 3. Assim, foi utilizada
uma Unica placa de membrana nas primeiras fases e duas placas na dltima para manter o fluxo
de permeado na mesma faixa: 10 L h™ m?. A Figura 8 mostra a imagem da membrana de

ultrafiltracdo do tipo placa-plana utilizada.

Fonte: Autora (2018).

O cassete € um modulo que agrupa as membranas posicionando-as submersas
verticalmente no biorreator. Este foi construido em policarbonato, de 6 mm de espessura, com

capacidade para cinco placas de membranas e suas dimensdes estdo apresentadas na Figura 9.



Figura 9 — Dimensdes do cassete de membranas do MBR.
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No fundo do cassete foram colocados os difusores de ar de pedra porosa (marca

VigoAr®) para, além de fornecer oxigénio ao lodo e manté-lo em suspensdo na camara

aerobia, promover um fluxo tangencial de aeracdo para o processo de filtracdo e para a

limpeza da superficie da membrana, minimizando os efeitos do fouling. A Figura 10 mostra a

foto do cassete de membranas montado.
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Figura 10 — Foto do cassete de membranas do MBR montado com difusores de ar e membrana: (A)
Cassete; (B) Membrana; (C) Difusores de ar.

Fonte: Autora (2018).

O sistema contava com um tanque de alimentacdo de polietileno, com tampa, e
capacidade de armazenagem para 60 L, posicionado acima do reator. O sistema era
alimentado por gravidade e o nivel do reator era controlado por uma boia gque estava instalada
no tangque andxico. A agitacdo da camara anodxica era realizada por um agitador mecéanico
(marca Fisatom®, modelo 713D) na rotagdo de aproximadamente 150 RPM.

A succdo do permeado e a recirculagdo do lodo para a zona andxica era feita por uma
bomba peristéltica de cabecote duplo (marca Ms Tecnopon®, modelo DMC 300L), que devido
ao didametro das mangueiras utilizadas garantia uma recirculacdo de lodo para a zona anoxica
de aproximadamente 3 vezes a vazdo de permeado. Além disso, para controle fisico do
fouling, o sistema foi operado com ciclos de 20 minutos de succ¢do e 2 minutos de pausa a fim
de proporcionar o relaxamento.

O sistema também conta com sensores de nivel e de pressdo transmembrana. O sensor
de nivel esta posicionado dentro do biorreator, na zona aer6bia, e é intertravado com a bomba
peristaltica que realiza a suc¢do do permeado, funcionando como um sistema de seguranga:
caso baixe o nivel do tanque, o sensor desliga a bomba do permeado de forma a evitar que a
membrana fique exposta ao ar. Além disso, foi utilizado um vacudmetro (marca

Polimediacdo®) para monitorar a pressdo transmembrana (PTM), tendo sido estabelecido um
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valor méaximo de operacdo de 0,1 bar, para evitar a colmatacdo na membrana. Quando a PTM
alcancava este valor, era realizada a limpeza quimica de recuperacdo de fluxo.

A limpeza quimica consistiu em retirar a membrana do mdédulo (pausando o
tratamento ou trocando a membrana) e submergindo-a em uma solugdo de 200 mg L™ de

hipoclorito de sodio por 8 horas.

4.3 Preparo do efluente sintético

O tratamento por MBR foi realizado com um efluente sintético a fim de reduzir a
variabilidade da composicdo do efluente e monitorar a variacdo da concentracdo de matéria
organica, nutrientes, sais e micronutrientes e melhor avaliar o sistema MBR no processo de
remogdo da amoxicilina. Dessa forma, foi produzido um efluente sintético de caracteristicas
analogas ao esgoto doméstico para estudar o comportamento do composto no sistema de
tratamento e o efeito na matriz.

A composicdo do esgoto sintético utilizada (Tabela 6) foi baseada em Torres (1992) e
adaptada por Michelan (2006) para obter 800 mg L™ de Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO); as fontes de nitrogénio e potassio foram adaptadas de Souza (2011) de forma a obter
uma relacdo de concentragdo DQO:N:P de 100:5:1 (no caso, 800:40:8); os micronutrientes
necessarios para a manutencdo da microbiota presente no biorreator e os sais foram baseados
em Michelan (2006) e em Van Loosdrecht et al. (2016).

Tabela 6 — Composi¢do do esgoto sintético utilizado no presente trabalho.

Classificacdo Concentracdo : Classificacdo Concentracado

do composto Composigao tedrica (mg L™) | do composto Composigao tedrica (mg L)
Carboidratos __Sacarose %6 ] EptA 3%
(40% DQO) Celulose 54,4 | FeCl;.6H,0 45
" Proteinas Extratode  oone Lo
______ G0%DQO)  came %8 A
Lipideos 4 ;
,,,,,, aopgo) ~ Oleodesoa 816 | CuSQ.sH0 009
Tampéo NaHCO; 320 Sais e MnCl,.4H,0 0,36
Fonte de NH,CI 153 | micronutrientes  n Mo0,.2H,0 0,18
______ nittogénio 0
Fonte de
,,,,,,,, fosforo  <PPOe % | AmS0eTRO 0%
NaCl 250 Kl 0,54
Saise . A~ o A A e
micronutrientes M9Cl6H0 L A CoCl6H0 045
CaCl,.2H,0 4,5

Fonte: Adaptado de TORRES (1992) apud MICHELAN (2006); SOUZA (2011); VAN LOOSDRECHT et al.
(2016)
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O preparo do efluente sintético consistiu em produzir inicialmente uma solucdo 50
vezes concentrada e realizar dilui¢des, a partir de aliquotas, para obter a concentragdo teodrica

indicada na Tabela 6.

4.4  Aclimatacgao, partida e estabilizagdo do sistema de MBR

O lodo utilizado no presente sistema foi originalmente coletado (8 L) de um MBR ja
em operac&o, montado no Centro Internacional de Referéncia em Relso de Agua (CIRRA) da
Universidade de Sdo Paulo (USP), alimentado pelo esgoto da moradia estudantil e do
restaurante universitario do campus.

Primeiramente, foi feita a aclimatagdo do lodo com o efluente sintético, em um reator
cilindrico aerobio, de aeracdo continua, durante um més (Figura 11). A alimentacdo foi
realizada em batelada, com o desligamento da aeracdo, sedimentacdo do lodo e troca do
sobrenadante (aproximadamente 12 L), utilizando efluente sintético na concentracdo tedrica

da Tabela 6, duas vezes ao dia.

Figura 11 — Aclimatacao do lodo de MBR em efluente sintético.

Fonte: Autora (2018).
Apds o periodo, o lodo foi transferido para 0 MBR, dando partida ao sistema e
iniciando a fase de estabilizacdo com o0 monitoramento dos parametros de remoc¢éo de DQO e
de desenvolvimento do lodo pela analise de s6lidos suspensos totais (SST). Determinou-se
como o final da fase de estabilizacdo quando a concentracdo do lodo aumentasse e
estabilizasse. 1sso aconteceu cerca de um més apds o inicio da operacdo, com uma

concentracdo de cerca 3.000 mg L™ de SST.
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4.5.  Monitoramento de parametros de controle do sistema MBR

Para avaliagdo da performance do sistema, ambas as zonas do biorreator (andxica e
aerobia) foram avaliadas quanto a concentracdo de sélidos suspensos totais (SST) e volateis
(SSV), temperatura, oxigénio dissolvido (OD) e pH. Os ensaios de solidos SST e SSV foram
realizados com base no método 2540 do APHA (2016). Para isso, foram coletadas, em
duplicata, amostras de lodo das zonas aerdébia e andxica e analisadas imediatamente apds a
coleta e, ao final, foi feita uma média ponderada pelo volume para ambas as zonas do reator.
A temperatura e 0 OD foram medidos utilizando uma sonda da Thermo Scientific® (modelo
Orion Star A123), e 0 pH foi medido por um pHmetro da Nova®.

A partir desses parametros de controle, foram calculados o tempo de detencéo
hidraulica (TDH) (Equacéo 3), que determina o tempo que o efluente permanece no biorreator
para ser tratado, a relacdo alimento/microrganismo (A/M) (Equacdo 4) e a carga organica

volumétrica (COV) (Equacéo 5), para verificar a quantidade de alimento fornecida para as

bactérias.
TDH = g (Equacéo 3)
Onde,
e TDH: tempo de detencdo hidraulica (h);
e V:volume do reator (L)
e Q:vazdo (L h™);
__ Q%xCpqo .
A/M = VoXesy (Equagio 4)
Onde,

A/M: Relacéo alimento/microrganismo (kgpgo/kgsst.dia);
Q: vazdo (L h™Y);

Cbqo: concentracdo de DQO (mg LY);

V: volume do reator (L);

Xssv: Concentragdo de sélidos suspensos totais (mg L™).

O sistema MBR operou com a idade do lodo “infinita”, pois ndo houve necessidade de
se fazer o descarte do lodo, uma vez que este se manteve estavel durante todo o periodo de
operagéo.

No processo de separagdo por membranas monitorou-se a pressao exercida na

membrana (pressdo transmembrana) com o objetivo de evitar a formacdo de depositos
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irreversiveis e consequentemente diminuir a permeabilidade. Essa medida foi realizada
manometricamente, observando o vacuémetro instalado no sistema.

O fluxo do permeado foi calculado com base na Equacdo 5 e corrigida para a
temperatura de 20 °C conforme a Equagéo 6 (JUDD, 2011).

Qp x
Jr= am (Equacao 5)
Jr x
J20°c = 1025720 (Equagio 6)

Onde,

e Jr: fluxo de permeado na temperatura monitorada (L m2h™);
e Jyec: fluxo de permeado na temperatura corrigida para 20 °C (L m2h™)
o Q,:vazdo (Lh™);

e Ap: area de membrana (m?).

A permeabilidade foi determinada pela razdo entre o fluxo corrigido e a pressdo
transmembrana (PTM) (Equacéo 7).

P = J20°c

PTM (Equagéo 7)

Onde,

o P: permeabilidade (L h™ m™ bar™);
o J:fluxo de permeado (L m2h™)

e PTM: pressdo transmembrana (bar)

A permeabilidade € a relacdo entre o fluxo e a pressdao transmembrana e mostra que
uma redugdo da permeabilidade da membrana estd associada, geralmente, a formagdo de

depdsitos na superficie da mesma e a ocorréncia do fouling.

4.6 Coleta, preparo e caracterizagdo das amostras de afluente e efluente

Para todas as fases de operacdo do sistema, os efluentes foram caracterizados antes e
apos os processos de tratamento por MBR. As amostras de afluente e de efluente tratado (1,0
L de cada) foram coletadas em duplicata cinco vezes por semana e armazenadas diretamente
em frascos de polipropileno, descontaminados previamente com HCI 10% (v/v) e lavados
com &gua destilada.

Medicbes de cor, turbidez, condutividade elétrica, pH, alcalinidade e DQO foram
realizadas logo apds a coleta sem filtracdo da amostra. Fracdes das amostras foram

armazenadas sob congelamento para posterior determinacdo da série nitrogenada e fosforo
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total. Outra fracéo foi filtrada em filtro Millipore® (acetato de celulose, 47 mm diametro, 0,45
um de porosidade) para a analise posterior de carbono organico dissolvido (COD). As
metodologias de analise utilizadas estdo indicadas na Tabela 7.

Durante as Fases 2 e 3, foi adicionada uma concentracdo 100 pg L™ do antibiético
amoxicilina (Sigma-Aldrich) no efluente sintético antes de passar pelo sistema MBR através
de uma derivacdo em linha utilizando a bomba peristéltica para a propulsdo. A coleta da
amostra e a extracdo da amoxicilina foram realizadas no mesmo dia da coleta, empregando

cartuchos de extragdo em fase sélida (SPE) devidamente acondicionados.

Tabela 44 — Parametros analiticos avaliados e as respectivas metodologias de anélise.

Parametro Método de Referéncia
pH Potenciométrico
""""""""" Coo  Colorimétrico
© Tubidez | Nefelométrico
© Condutividade elétrica ~ Condutométrico
"""""" Alcalinidade ~ APHA(2016),23208
"""""""" DQO  APHA(2016),5220B
- coo Total Organic Carbon Analyser
~ N-Tota Total Organic Carbon Analyser
~  N-NKT  APHA(2016), 4500-Nog B
~ N-NH;S  APHA (2016), 4500-NH, B/C
"""" N-NO; eN-NO;  Cromatografiade fons
"""""""" P-Total  APHA(2016),4500-PE
"""""" Amoxicilia ~ LCMS

Fonte: Autora (2018).

A matéria organica foi monitorada por duas variaveis no sistema: demanda quimica de
oxigénio (DQO) e carbono organico dissolvido (COD). Néo foi feito o acompanhamento da
demanda biogquimica de oxigénio (DBO) devido a problemas enfrentados com a incorporacdo
de sementes para a realizacdo do ensaio (método 5210 do Standard Methods — APHA, 2016).
Testes realizados usando o lodo do préprio MBR como indculo ndo apresentaram resultados
coerentes (razdo DBO/DQO = 0,5). Assim, a variavel principal de monitoramento da matéria

organica foi a DQO, que também foi utilizada como base para dimensionar o reator.

4.7  Analise cromatografica
Testes preliminares com diferentes composicdes de fase extratora (PDVB, marca

Phenomenex, modelo StrataTM-X 33 e Cy5, marca Phenomenex, modelo Strata™-Cyg E) e de
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massa de substrato (200 e 500 mg, 6 mL) foram realizados para avaliar a melhor composi¢éo
de fase extratora.

A passagem da amostra pelo cartucho foi realizada com o auxilio de uma bomba
peristaltica (marca Tecnopon®, modelo DMC 300L) sob vazdo de 3,0 mL min™. Apés a
extracdo, os cartuchos foram armazenados protegidos da luz e sob resfriamento até a eluicdo e
andlise por cromatografia liquida acoplada a detec¢do por espectrometria de massas (LC-MS).
Também com o auxilio da bomba peristéltica a 3,0 mL min™, as amostras foram eluidas em
12 mL de acetonitrila e evaporadas em atmosfera inerte para pré-concentracdo dos analito
(GOZLAN et al., 2013). Em seguida, foi feita a ressuspensdo da amostra em 1 mL de
acetonitrila grau HPLC antes das analises por LC-MS.

As determinagdes de concentracdo de amoxicilina e de potenciais subprodutos de
degradacdo ou conversdo foram realizadas empregando-se um cromatdgrafo liquido (marca
Agilent®, modelo 1200 Infinity) acoplado a um espectrometro de massas do tipo quadrupolo
(marca Agilent®, modelo 6130), disponivel na Universidade Federal do ABC. A anélise
cromatografica foi realizada em uma coluna Cg (Zorbax Eclipse Plus, 100 mm x 4,6 mm X
3,5 um, Agilent) com uma vazdo constante da fase mével de 0,4 mL min™. A fase mével
consistiu de acetonitrila (+ 0.1% v/v acido formico) e agua (+ 0.1% v/v acido férmico) em
regime isocratico (65:35, v/v). A temperatura da coluna foi mantida em 25 °C e o volume de
injecao foi de 20 pl.

ApoOs a separacdo cromatografica, a fase mdvel contendo os analitos foi submetida a
etapa de ionizacgdo por eletronebulizacdo. A fonte de ionizacao foi operada no modo positivo a
uma voltagem de 4000 V. Gas nitrogénio, produzido por meio da vaporizacao de N, liquido,
foi utilizado como gas de arraste e secagem a uma vazao de 10 L min™ e a 350 °C. A pressio
do N no nebulizador foi fixada em 35 psi (GOZLAN et al., 2013).

A amoxicilina foi identificada e quantificada empregando-se o método de calibragdo

externa, cuja faixa de calibracdo variou de 1 a 1000 pg L™

4.8 Mecanismos de remoc¢ao de amoxicilina pelo MBR

Para avaliar a capacidade de remocdo do antibiotico pelos mecanismos do sistema
MBR, foram feitos ensaios em duplicata para cada processo envolvido.

A determinagdo da parcela da concentragdo de amoxicilina adsorvida no lodo e
disponivel para biodegradacdo foi realizada pela extracdo liquida pressurizada, conforme
descrito por Radjenovi¢ et al. (2009). O método consistiu em coletar 200 mL do lodo do
reator da zona aerdbia, extrair no cartucho (marca Phenomenex, modelo Strata™-X 33 pm

Polymeric Reversed Phase) e analisar segundo a metodologia de LC-MS descrita acima. O
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procedimento de coleta do lodo do reator seguida da extracdo foi realizado dessa maneira
porque o sistema MBR era alimentado continuamente com efluente sintético dopado com o
antibidtico amoxicilina.

Para avaliar a atuacdo do biofilme formado pelo lodo na superficie da membrana,
aplicou-se uma vazdo 1 L h™ com o auxilio de uma bomba peristaltica (marca Ms Tecnopon®,
modelo DMC 300L) e coletou-se 500 mL do permeado, que foi extraido analogamente em
cartucho e analisado por LC-MS. Posteriormente, realizou-se a limpeza da membrana
removendo todo o biofilme formado, e repetiu-se o procedimento.

A quantidade hidrolisada do antibiotico foi verificada dispondo, em um béquer, 1000
mL de efluente sintético (pH = 7) com 100 pg L™ de amoxicilina e deixado em repouso por
48 hora hydrs. Posteriormente, o volume dessa amostra foi extraido em cartucho e analisado
por LC-MS.

O processo de separacdo por membranas considera a massa molar de corte das
membranas utilizadas, no caso, de ultrafiltracdo (100 kDa) (TAMBOSI, 2010). A massa
molar da amoxicilina é 365,4 g mol™ (ou 0,365 kDa), ou seja, a molécula é capaz de
atravessar a membrana.

A partir da premissa de que o reator foi alimentado com 100 pg L™ de amoxicilina,
sabendo a concentracdo que continua no permeado (efluente tratado), e tendo os valores da
concentracdo do antibidtico presente no lodo, da atuacdo do biofilme, a fracdo do composto
hidrolisada e a porcentagem adsorvida no lodo e disponivel para biodegradacdo, € possivel

montar um balan¢o, conforme Equacéo 8.

Afluente = adsorvido no lodo e disponivel para biodegradacdo + atuacdo do biofilme +
hidrélise + permeado + parcela biodegradada + contribuicées ndo quantificadas

(Equacéo 8)
Existem algumas contribuicGes que ndo sdo quantificadas relacionadas a parcela
biodegradada e possiveis perdas, volatilizacdo, entre outros.

4.9 Ensaios ecotoxicoldgico

Os ensaios ecotoxicologicos ocorreram com amostras provenientes do sistema MBR,
afluente e efluente tratado durante as Fases 2 e 3, para avaliar a toxicidade do residual da
amoxicilina e de seus possiveis produtos de degradacéo.

Os ensaios testaram organismos alvo com diferentes niveis tréficos e, portanto, com
diferentes complexidades bioldgicas. Assim, foram utilizadas a bactéria luminescente Vibrio

fischeri (para toxicidade aguda), o crustaceo Daphnia magna (também para toxicidade
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aguda), as algas Chlorella vulgaris e Raphidocelis subcapitata (para toxicidade em
organismos unicelulares), sementes de alface Lactuca sativa e de mostarda Sinapis alba (para
toxicidade em organismos vegetais mais complexos, mas em fase de desenvolvimento

embrionario) e as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e Bacillus subtilis.

4.9.1 Ensaio com Vibrio fischeri

O organismo usado nas analises de ecotoxicidade aguda foi Aliivibrio fischeri
(usualmente conhecido por Vibrio fischeri, mas reclassificado por Urbanczyk et al. (2007)),
de linhagem NRRL B-11177, é uma bactéria marinha, haléfila, anaerdbia facultativa, gram-
negativa, em forma de bastdo, flagelada e ndo patogénica (ABBAS et al., 2018). Foram

® Lumi Medium for freeze-dried

utilizadas bactérias luminescentes liofilizadas “BioFix
luminescent bactéria” ressuspendidas, seguindo as instrugdes do fabricante, com a solugao
“BioFix® Lumi Reconstitution solution”, ambas da empresa Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG.

A solucéo 1SO water (2 mmol L™ de CaCl, 0,5 mmol L™ de MgSO,, 0,8 mmol L™ de
NaHCO; e 0,08 mmol L™ de KCI) foi empregada como controle negativo e uma solugéo de
K,Cr,0; a 50 mg L™, como controle positivo. O controle 1SO water corresponde a uma
solucdo baseada na OECD 202 que garante as condi¢des minimas de crescimento de todos o0s
organismos ou das comunidades de microrganismos avaliados nos testes ecotoxicologicos.

Utilizou-se para o ensaio uma incubadora a 15 °C (marca Techne®, modelo
FBLOCKICE) e um luminémetro (marca Macherey-Nagel GmbH & Co. KG., modelo
BioFix® Lumi-10). Os testes foram feitos com amostras em triplicata e, por se trabalhar com
bactérias marinhas, a salinidade de todas as amostras e solugbes controles precisou ser
corrigida com 2% (m/V) de NaCl para compatibilizacdo de matriz.

Inicialmente, foram colocados 100 pL da bactéria em vials de vidro de 4,0 mL e
incubados por 15 minutos a 15 °C e, entdo, realizada a leitura inicial da intensidade de
luminescéncia no luminémetro. Em seguida, foram transferidos 900 pL das amostras e dos
controles positivo e negativo para os vials, os quais foram mantidos na incubadora até o
momento da leitura final. Para verificar a luminescéncia ao longo do tempo, as leituras finais
foram realizadas apds 15 e 30 minutos da exposi¢édo das bactérias as amostras.

Utilizou-se o resultado do controle negativo (ISO water) para calcular o fator de
correcdo (Equagdo 9) referente ao desenvolvimento do organismo. O teste € considerado
vélido se, apds 30 min de incubacdo, o fator de correcdo estiver entre 0,6 e 1,8 e 0 desvio

padrdo nao ultrapassar 5%.
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Fe = 11370 (Equacéo 9)
Sendo:
e Fy: fator de correcdo (adimensional);
e l3: luminescéncia em 30 minutos (URL = Unidades Relativas de Luminescéncia);
e lo: luminescéncia inicial (URL).
Calculou-se também a relacdo entre a luminescéncia final e inicial de cada amostra,
corrigida com o fator de correcdo (Equacéo 10).

_ _1Is0 ~
H, = GoxFro) (Equacéo 10)

Em que:
e H: relacdo entre a luminescéncia final e inicial (adimensional);
e I30: luminescéncia em 30 minutos (URL);
e lo: luminescéncia inicial (URL);

e [y fator de correcdo (adimensional).

Tendo calculado a média das replicatas, estimou-se a porcentagem de inibicdo em

relagdo ao sistema controle (Equacéo 11). Foi utilizado como controle de referéncia o teste
utilizando agua deionizada.

e a Ht —Ht
Inibigao = Hicontrole”Hlamostra) 1) (Equagéo 11)
Htcontrole
Onde:

e Inibicdo: Inibicdo da luminescéncia da amostra em relacdo ao sistema controle (%);

e Htenroe: relacdo entre a luminescéncia final e inicial do sistema controle
(adimensional);

e Htimostra: relacdo entre a luminescéncia final e inicial da amostra (adimensional);

O teste é considerado valido se o controle positivo causar de 20 a 80 % de inibicéo
apos 30 minutos de exposicao.
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4.9.2 Ensaio com Daphnia magna

O ensaio de toxicidade crbnica seguiu o protocolo de OECD 202 (2004) para o teste
de imobilizacdo utilizando Daphnia magna neonatas, ou seja, nascidas em até 24 h (Figura
12).

Figura 12 — Daphnia magna: (A) Organismo adulto; (B) Organismos neonatos.

a) by

- j :
Fonte: Autora (2018).

Os testes foram feitos em quadruplicatas, utilizando erlenmeyers de 100 mL, aos quais
se adicionaram 10 mL da amostra saturada em oxigénio e 5 organismos vivos neonatos.
Posteriormente, os frascos foram levados a uma incubadora (marca IKA®, modelo KS 4000 ic
control) a 20 °C e sob agitacdo de 60 RPM. Apos 48 h, foi observada a quantidade de
Daphnia magna imobilizadas. Eram considerados imobilizados os organismos que ndo se
moviam dentro de 15 segundos apds uma leve agitacdo do frasco. Ao final, calculou-se a
porcentagem dos organismos imobilizados frente a quantidade inicial.

4.9.3 Ensaio com as algas Chlorella vulgaris e Raphidocelis subcapitata

O ensaio de algas foi adaptado de OECD 201 (2002) com as espécies de algas
unicelulares Chorella vulgaris e Raphidocelis subcapitata crescidas apos 72 h.

O experimento se deu em quadruplicata, expondo, inicialmente, 10° células mL™ em
10 mL de amostra acondicionada em frascos erlenmeyer de 25 mL, e deixadas na incubadora
(marca Weiss, modelo WK111 340) nas condi¢fes ideais para seu crescimento: temperatura
de 21 °C, umidade do ar de 50%, luminosidade de 3500 lux e agitacdo de 120 RPM
(Adaptado de OECD 201; 2002). Para garantir que qualquer inibicdo do crescimento das algas
seja devida apenas a presenca dos farmacos e ndo a falta de alimento, nutrientes (Tabela 8)

foram adicionados as amostras oriundas do MBR e ao sistema controle de 4gua deionizada.
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Tabela 7 - Nutrientes adicionados as amostras do ensaio ecotoxicolégicos com algas.

Composicao Concentracéo (g L™
Ca(NOs),.4H,0 20,0
”””””””””” KHPO, 124
"""""""" MgSO.7HO 500
~ NaHCO; 159
"""""""" EDTAFeNa 225
””””””””” EDTANa, 225
"""""""""" H:80, 248
"""""""" MnCL4H,0 139
""""" (NHg)6Mo;0,.4H,0 10
Cianocobalamina (vitaminaB12) 004
”””” Thamina (VitaminaB1) 004
"""""""""" Bion,a 004
”””””””””” NaNO; 800
""""""" NaHPO,12H,0 360

Fonte: CCAP — Jaworski’s Medium (2014)

Apos 24, 48, 72 e 96 horas, foram medidas a atividade fotossintética e a concentracdo
de células nos ensaios. Para medir a atividade fotossintética foi utilizada um analisador da
capacidade energetica do canal de clorofila das algas (Marca WALZ Mess und Regeltechnik,
modelo ToxY-PAM) acoplado a um computador com o software ToxyWin V1.14, conforme
mostra a Figura 13. A contagem das unidades de células por mL em amostras bioldgicas foi
medida utilizando o contador de células automatizado para microscopios (marca
CELEROMICS®, modelo Micro Counter 1100) e microscopio com objetiva de 20x, mostrado
na Figura 14.
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Figura 13 — Analisador de atividade fotossintética.

Fonte: Autora (2018).

Figura 14 — Contador de células.

a19OH

Delt

i

Fonte: Autora (2018).

Calculando-se as médias das concentrac@es de células e da atividade fotossintética, foi
possivel montar gréficos para observar a cinética de crescimento e desenvolvimento das algas.

4.9.4 Ensaio com sementes de alface (Lactuca sativa) e mostarda (Sinapis alba)
As sementes utilizadas no ensaio foram de alface (do tipo “Lettuce buttercrunch”,
espécie Lactuca sativa, lote 436516) e mostarda (do tipo “Mustard white”, espécie Sinapis

alba, lote 437511), ambas da empresa Dobies of Devon, mostradas na Figura 15. As sementes
avariadas foram previamente descartadas para ndo serem aproveitadas no ensaio.
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Figura 15 — Sementes utilizadas no teste de toxicidade por germinagdo: (A) Alface; (B) Mostarda.

Fonte: Autora (2018).

O ensaio foi adaptado de USEPA (1989). Os testes foram feitos em triplicata, usando
placas de Petri (90 mm de didmetro) cobertas com papéis absorventes (em inglés, chamado de
“blotting paper”), gramatura 300 g m’, previamente cortados em circulos. Em cada placa,
foram adicionados 4,0 mL da amostra e aguardado um periodo para que todo o papel
absorvesse completamente o liquido. Em seguida, 10 sementes foram dispostas em linha reta
a 3/4 na placa de Petri, que foram devidamente identificadas, embaladas em filme PVC
(Figura 16) e colocadas na incubadora (marca Binder®, modelo BD 23) em uma posi¢do
semi-vertical (Figura 17). A germinacdo ocorreu sob condi¢cdes de escuriddo a 25 °C. O
tempo de incubacao dependeu das caracteristicas de cada semente, sendo 96 h para alface e 48

h para a mostarda.
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Figura 16 — Inicio do teste de germinagdo. Sementes dispostas na placa de Petri: (A) Alface; (B) Mostarda.
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Fonte: Autora (2018).

Figura 17 - Placas de Petri posicionadas na incubadora

Fonte: Autora (2018).
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Apb6s a incubacdo, as sementes foram analisadas segundo trés varidveis: (1)
porcentagem de sementes geminadas, (2) comprimento total dos brotos e (3) comprimento da
raiz. O comprimento total e da raiz foram medidos usando um paquimetro de 150 mm
(resolucéo 0,02 mm).

Foram analisados os parametros de porcentagem de germinacdo (Equacdo 12) e
porcentagem de inibicdo do comprimento total e da raiz (Equagdo 13). A porcentagem de

germinacao foi baseada em Ghava (2015):

quantidade de sementes que germinaram
numero total de sementes

% Germinagao = x 100 (Equagao 12)

As porcentagens de inibicdo do comprimento total foram determinadas em um célculo

analogo ao da raiz, que foi baseado em Clesceri et al. (1998).

Lc—-Ls
Lc

Inibicao daraiz = x 100 (Equaco 13)
Sendo,
e Lc: média do comprimento da raiz no controle de referéncia (mm);

e Ls: média do comprimento da raiz na amostra teste (mm).

495 Ensaio com as bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas

fluorescens

O ensaio iniciou com o preparo das bactérias utilizando culturas axénicas crescidas em
72 h de Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens. Para isso, promoveu-se
o crescimento das bactérias em meio de cultura (Luria Bertani, composicdo: 10 g L™ de
triptona, 5 g L™ de extrato de levedura, 10 g L™ NaCl) deixando 24 horas em incubadoras
(marca Binder®, modelo BD 23) a temperatura de 37 °C para Escherichia coli e 25 °C para
Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens. Apo6s o periodo, cada cultura foi separada do
meio usando uma centrifuga (marca Sanyo®, modelo MSE Micro Centaur) a 1600 RPM e
ressuspendida em solugio PBS (do inglés “Phosphate-Buffered Saline”, composigdo: 0,2 g L™
de KCI, 0,2 g L™ de KH,PO,, 8,0 g L™ de NaCl, 1,15 g L™ de Na,HPO,) com o auxilio de um
vortex (marca SciQuip®, modelo Vortex VariMix), de forma a cessar o crescimento das
culturas e manter o pH em 7,4.

Um volume de 170 pL das amostras oriundas do MBR, do controle de referéncia com

4gua deionizada, do controle negativo 1SO water (2 mmol L™ de CaCl, 0,5 mmol L™ de
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MgSO,, 0,8 mmol L™ de NaHCO; e 0,08 mmol L™ de KCI) e do controle positivo K,Cr,O;
(50 mg L™) foram colocados em microplacas de 96 pocos (Figura 18) juntamente com 10 pL
das bactérias ressuspendidas em PBS. Foi utilizada uma microplaca para cada espécie de
bactéria a fim de se evitar contaminacdo. Foram realizadas as leituras das placas em um
espectrofotdmetro de microplacas (marca BioTek Instruments®, modelo ELx808) acoplado a
um computador com o software Gen5 da Biotek Instruments © (Figura 19) nos comprimentos
de onda 405, 570 e 630 nm. Em seguida, as placas foram levadas a incubadora por 24 horas,

respeitando a temperatura de incubacéo para o crescimento de cada organismo.

Figura 18 - Imagem de microplaca de 96 pocos.

TS 313 Ol 819 10m 12

Fonte: 4titude (2017)

Figura 19 - Espectrofotdmetro para microplacas.

Fonte: Autora (2018).

Apbés o periodo de incubagdo, foram adicionados & metade das amostras nas

microplacas 10 pL de solucdo nutritiva e 10 pL de ISO water apenas para avaliar o
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crescimento das bactérias, e na outra metade, foram adicionados 10 pL de solucéo nutritiva e
10 pL do corante resazurina (0,2 mg mL™) (Figura 20). Em seguida, realizaram-se as leituras

nos trés comprimentos de onda no espectrofotdmetro.

Figura 20 - Microplaca com amostras, bactérias, solugdo nutritiva, corante resazurina e 1SO water.

Corante resazurina ISO water

Fonte: Autora (2018).

A solugédo nutritiva evita que qualquer inibi¢cdo do crescimento dos microrganismos
seja influenciada pela falta de nutrientes. O corante resazurina tem coloragdo azul e €
redutivel a resorufina, de cor rosa e elevada fluorescéncia (GONZALEZ-PINZON;
HAGGERTY; MYROLD, 2012). Essa substancia foi utilizada como indicador de oxirredugéo
nos ensaios para medir a respiracdo aerobica de células bacterianas. O processo de
oxirredugdo de resazurina a resorufina é proporcional a taxa de respiragdo aerobica
(GONZALEZ-PINZON; HAGGERTY; MYROLD, 2012), possibilitando verificar a
quantidade de células bacterianas inibidas na presenca da amoxicilina ou de outro composto
com potencial toxico.

Apo6s 18 e 42 horas da adigdo dos nutrientes, corante e ISO water, repetiram-se as
leituras no espectrofotdmetro a 405, 570 e 630 nm. A leitura feita no comprimento de onda de
405 nm nas microplacas sem o corante esta relacionada com o crescimento das bactérias. Ja
0s outros comprimentos de onda medem a fluorescéncia do corante: 570 nm associado a
fluorescéncia da resorufina (rosa) e 630 nm, da resazurina (azul). Os resultados obtidos para
cada amostra do MBR ao longo do periodo observado foi comparado com os controles a fim

de observar a influéncia do meio no crescimento das bactérias.
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49.6 Influéncia da amoxicilina nas bactérias heterotréficas pelo método da
respirometria

Para avaliar o efeito da amoxicilina nas bactérias heterotréficas presentes na biomassa
do reator MBR, realizou-se o ensaio de respirometria em fase liquida, adotando o método de
sistema aberto com aeracdo semicontinua. Foi utilizado como substrato uma solucdo de
acetato de sodio (100 mg L™ C,H3;NaOy).

O experimento foi realizado utilizando um sensor de oxigénio dissolvido (marca
Hach®, modelo HQ40d), agitador magnético (marca Solab®, modelo SL-90) para manter o
lodo em suspens&o, sistema de aera¢do com difusor de ar de pedra porosa (Dimensao 10,0 x
1,0 x 1,0 cm) e um béquer de vidro com 1 L de capacidade. A faixa de concentragdo de
oxigénio dissolvido de trabalho foi de 1,0a 3,0 mg L™

Inicialmente, foram coletados 800 mL do lodo do sistema MBR e transferidos para o
béquer de 1 L posicionado no agitador magnético e acoplado a sonda de OD. Posteriormente,
iniciou-se o ciclo com e sem aeracdo: ligava-se a aeracdo até o OD atingir 3,0 mg L™,
desligava-se e esperava 0 OD alcancar a referéncia inferior (1,0 mg L) ou completar 4

minutos e, entdo, calculava-se a taxa de consumo de oxigénio (Equacdo 14).

0D max—0D min

" (Equacao 14)

TCO (mg /L.h) =
Sendo:
e TCO: Taxa de consumo de oxigénio (mg L™*h™);
o  ODpsy: Referéncia superior de oxigénio dissolvido (mg L™);
e  ODuin: Referéncia inferior de oxigénio dissolvido (mg L™);

e At: Variagdo do tempo (h)

Quando o valor da TCO tornou-se constante, determinou-se a TCO enddgena. Em
seguida, foram adicionados 100 mL de substrato de acetato de s6dio a uma concentracao que
ndo fosse limitante ao processo (no caso, 100 mg L™) e aguardou-se o retorno do sistema &
TCO enddgena, que ocorreria quando todo substrato adicionado fosse consumido.

A fim de avaliar o efeito da presenca da amoxicilina no metabolismo do grupo de
bactérias de interesse, também foram adicionadas ao lodo, junto com o substrato, seis
concentracdes (1 ug L™ a 100 mg L) do antibiético amoxicilina e as respostas metabélicas
foram comparadas com o sistema controle (auséncia de amoxicilina).

A partir da TCO méxima, foi possivel calcular o efeito dos compostos quimicos que
podem causar inibi¢cdo na biomassa, conforme Equagdo 15 (BASNYAT, 2008).
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TCOcontrole—TCOcomposto

Inibicao = x 100 (Equagio 15)

TCOcontrole
Sendo:

e Inibicdo: Porcentagem de inibigcdo causada pelo composto em estudo (%)

e TCOgontole: TCO maxima do sistema controle (mg L™*h™);

e TCOcomposto: TCO maxima do sistema contendo composto quimico avaliado

(mg L™h™);

4.10 Analise dos resultados
Os resultados foram compilados e submetidos a analise estatistica base (média, desvio
padrdo, coeficiente de variacdo) e a analise de variancia (ANOVA) utilizando o software
Microsoft Excel®. Os graficos foram elaborados no software Microcal Origin® 8.1 da
OriginLab.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.  Analises cromatogréficas

A Figura 21 apresenta as curvas de calibracdo para analise da concentracdo de
amoxicilina em LC-MS, em (A) tem-se a curva alta nas matrizes dgua (R2=0,9903) e efluente

(R2=0,9955) e em (B), a curva baixa em agua (R2=0,9970) e efluente (R2=0,9928).

Figura 21 — Curvas de calibragdo da amoxicilina: (A) Curva baixa; (B) Curva alta.
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Fonte: Autora (2018).
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O limite de deteccédo (LD) foi definido como a concentragcdo mais baixa do analito (no
caso, a amoxicilina) que pode ser distinguida com confianca razoavel do branco operacional
(uma solucdo de referéncia que ndo contém o analito). Os LDs foram estimados
empiricamente ao analisar uma serie de amostras contendo quantidades decrescentes do

analito (BRITO, et al., 2003). O célculo do LD também pode ser feito pela Equacéo 16.

LD = < (Equacéo 16)

Onde:
s = desvio-padrédo do branco;

S = coeficiente angular da curva de calibracao;

O limite de quantificacdo (LQ) foi obtido pela multiplicagdo entre o limite de detec¢édo
e o fator 3,33 (considerou-se um fator de 10 vezes o valor do desvio padrdo das medidas do
branco), para garantia de que neste ponto seja minimizada a interferéncia do erro instrumental
na medida.

Os valores de limite de detecgéo e de quantificacdo foram, respectivamente, 1,0 e 3,3
ug L™ para a curva de calibracdo em fase aquosa e 1,8 e 6,0 ug L™ para a curva em meio de
efluente. Dadas as diferencas de sensibilidade da determinac@o de amoxicilina por LC-MS em
decorréncia da matriz da amostra, optou-se por trabalhar com a curva de calibragdo em meio
de efluente para interpolacdo dos dados de modo a garantir uma maior confiabilidade dos
resultados analiticos gerados.

A Figura 22 mostra o cromatograma da analise da concentracdo de amoxicilina de
uma amostra do afluente (entrada) e efluente (saida) da Fase 2. A Figura 23 apresenta o

espectro de massas de uma amostra do afluente contendo amoxicilina.
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Figura 22 — Cromatograma da amoxicilina. (A) Entrada - tempo de retenc¢éo: 9,957 min e &rea: 4578,87
UA; (B) Saida Fase 2 - tempo de retengdo: 9,962 min e area: 1504,72 UA; UA = unidades arbitrarias.
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Fonte: Autora (2018).

Figura 23 — Espectro de massas de uma amostra do afluente (entrada) contendo amoxicilina. As setas
indicam os dois picos de razdo massa/carga (m/z) caracteristicos desta substancia: m/z = 366 e m/z = 349.

100 4 35718 =i

32519 38535

90 é 35325 381.31
80
70 34319
Relativg Abundance
60 o
E 37123 39325
50 4 32316
] 31638
40
E 34129 35823 38050 386.35
20 326 20 34928 36849 37322
3 30523 33236 a8 7531
0 W R OO AL
LAl ottt L ‘ WL LD
300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

mir

Fonte: Autora (2018).

A andlise dos espectros de massa de padrdo de amoxicilina no modo de ionizacao
positivo mostrou dois picos de razdo massa/carga (m/z) caracteristicos desta substancia: m/z =
366 e um pico em m/z = 349, associado a fragmentacdo do composto com perda do
grupamento —NHs. A Figura 24 ilustra as principais rotas de fragmentacdo da molécula de
amoxicilina em modo de ionizagao positivo e as razées m/z dos produtos (DESCHAMPS et
al., 2012).
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Figura 24 — Rotas de fragmenta¢do da molécula de amoxicilina em modo de ionizagéo positivo e possiveis
produtos gerados, com sua relagdo massa/carga (m/z).
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Fonte: DESCHAMPS et al. (2012)

5.2.  Condigao operacional do MBR

A Tabela 9 retne os valores obtidos para os parametros de vazdo da recirculacao, do
tempo de detencdo hidraulica (TDH), pressdo transmembrana (PTM), temperatura, fluxo e
permeabilidade a 20 °C durante a operacdo do sistema.

Com o aumento da vazao do permeado da Fase 2 para a Fase 3, nota-se a reducdo do
TDH de 40 para 20 horas conforme o esperado. A inclusdo de mais uma membrana permitiu
operar o sistema em fluxo continuo (10 L m?h™). A vazdo e, consequentemente, o fluxo de
operagdo tiveram uma baixa variabilidade ao longo dos 10 meses de operacgdo, assegurando a

robustez do sistema.
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Tabela 8 — Valores obtidos do tempo de detencéo hidraulica (TDH), pressédo transmembrana (PTM),
temperatura, fluxo e permeabilidade a 20 °C nas trés fases de operacéo. (n = 120 amostragens)

Parametro Fase Média D.P. C.V. Méx Min

Vazdo do permeado
(Lhyy AT

Vazao recirculacdo
(Lhhy T

TDH* (h) 2 4249 060 001% 42,65 40,28

PTM** (bar) 2 0,04 0,01 30% 0,04 0,04

Temperatura (°C) 2 1901 2,19 11% 2190 14,50

Fluxoa20°C =~ T e
(L m h'l) ________________________________________________________________________

Permeabilidade a
20°C (Lm2htpart) £ SP09c 2mES 227 eY4ne LSSl

*Tempo de detencdo hidraulica; **Pressdo transmembrana
Fonte: Autora (2018).

A temperatura do licor misto de ambas as zonas do biorreator sofreu variagdo entre as
fases devido as estacBes do ano (Figura 25). A temperatura méxima alcangada de 25,8 °C
ocorreu durante a Fase 1, no verdo, e a temperatura minima registrada de 14,5 °C foi durante a
Fase 2, no inverno. Hai et al. (2011) verificaram que o funcionamento de MBR é estavel
quando operados em uma faixa de 10 a 35 °C, ja em temperaturas abaixo de 10° C hd o
comprometimento da reducdo de compostos hidrofilicos e a operacdo a 45° C mostrou
reduces significativas na eficiéncia de remocédo do carbono organico total, nitrogénio total e
micropoluentes, além de queda na concentracdo de solidos totais no lodo do reator. Cabe
ressaltar, ainda, que variacbes da temperatura ambiente podem afetar o desempenho do
sistema MBR em virtude da alteracdo da viscosidade do fluido, o que é particularmente
critico para ambientes com baixas temperaturas onde a viscosidade do fluido aumenta e,
consequentemente, a permeabilidade da membrana (METCALF; EDDY, 2016). Nesse
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cenario, nao foi observado que a variacdo de temperatura entre as fases de operacdo do MBR

tenha influenciado no funcionamento do sistema no presente projeto.

Temperatura (°C)

Figura 25 — Variacdo temporal da temperatura no licor misto nas trés fases de operagdo (n = 120

amostragens).
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Fonte: Autora (2018).

Em dados momentos da operacdo do sistema, a PTM atingiu valores acima de 0,1 bar,

indicando a necessidade da limpeza quimica da superficie da membrana. Esse evento repetiu-

se trés vezes apenas durante a terceira fase de operagdo; nas fases anteriores ndo houve a

necessidade de limpeza (Figura 26). Isso é justificado pelo aumento da vazéo de trabalho e

alteracdo do tempo de detencdo hidraulica, pois o TDH afeta diretamente o fouling e o

desempenho da membrana em um sistema MBR, aumentando a concentracdo de solidos e a

velocidade que o material chega a superficie da membrana (YU et al., 2015).
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Figura 26 — Variagédo temporal da (A) pressdo transmembrana (PTM) e (B) permeabilidade a 20 °C nas
trés fases de operacdo. As setas indicam os momentos das limpezas na membrana (n = 120 analises).
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A Tabela 10 apresenta os valores de soOlidos em suspensdo e a relacdo

alimento/microrganismo (A/M) no licor misto do MBR.

Tabela 9 — Valores obtidos da concentracéo de sélidos suspensos totais e volateis e a relacao
alimento/microrganismo nas trés fases de operagédo (n = 120 amostragens).

Parametro Fase Meédia DP. C.V. Max Min
1 254855 51445 20% 3584,96 1694,90
SST(mgLY) 2 232276 517,92 22% 397405 1674,96
3 619155 119794 19% 1097598 418178

1 216467 397,31 18% 2969,16 1529,18
SSV(mgL) 2 2031,02 40576 20% 3393,86 142813
3 5067,33 97617 19% 8883,19 354258

i 1 0,23 0,15 63 % 0,82 0,05
o M, 2 osom wiw 0w onr
3 0,18 0,09 50 % 0,42 0,03

*Relagdo Alimento/Microrganismo
Fonte: Autora (2018).
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A relacdo A/M (alimento/microrganismo) ou carga de lodo baseia-se no conceito de
que a quantidade de alimento ou substrato disponivel por unidade de massa dos
microrganismos é relacionada com a eficiéncia do sistema. Assim, pode-se entender que
guanto maior a carga organica fornecida a um valor unitario de biomassa (elevada relacéo
A/M), menor seré a eficiéncia na assimilagdo deste substrato, mas, por outro lado, menor sera
0 volume requerido para o reator. Inversamente, quanto menos matéria organica for fornecida
as bactérias (baixa relacdo A/M) maior sera a avidez pelo alimento, implicando em maior
eficiéncia na reducdo da carga organica, conjuntamente com o requisito de maior volume para
o reator. (VON SPERLING, 1997). O objetivo do seu controle é o de manter constante esta
relagdo, de forma a garantir remocao uniforme de substrato. Os valores de A/M aplicados em
MBR séo, geralmente, abaixo de 0,2 kKgpgo kgSST'l d*t (JUDD, 2011). Devido a baixa relagdo
A/M e ao baixo rendimento de lodo resultante, o reator operou sem formar excesso de lodo.
Ou seja, durante todo o periodo monitorado, o MBR operou com idade do lodo “infinita”,
pois ndo houve a necessidade de fazer o descarte do lodo.

Os valores médios de sélidos suspensos totais (SST) foram 2,5g L™ 23gL"e6,1g
L, respectivamente para as Fases 1, 2 e 3. A relagdo SSV/SST para as Fases 1, 2 e 3 foram,
respectivamente, 0,85, 0,87 e 0,82 e a relacdo alimento/microrganismo (A/M) foram de 0,16
kgboo kgsst™ d™ na Fase 1, de 0,22 kgpgo kgsst d™* na Fase 2 e de 0,43 kgpgo kgsst™ d™ na
Fase 3.

O MBR operou com a concentracdo de SST abaixo do valor tipico para MBR que,
conforme Stephenson et al. (2000), pode variar numa faixa de 5 a 20 g L™. Wang, Huang e
Yuan (2005) operaram um sistema MBR andxico/aerébio e observaram um crescimento dos
s6lidos suspensos (de 8 para 17 g L) quando TDH = 15 h e relagdo SSV/SST = 0,74. Chen et
al. (2003) realizaram o tratamento de aguas residuarias de industria eletrénica por MBR e
obteve SST =8 g L™ em TDH = 40 h. Jo et al. (2016) operaram um MBR a vazio de 15 m3
d™, TDH = 44 h e obteve uma concentracéo de sélidos suspensos totais de 5 g L™.

A Figura 27 apresenta a concentracdo de solidos suspensos totais no MBR durante o
periodo observado. Nota-se que o valor da concentragdo de SST na Fase 3 é duas vezes maior
gue a concentracdo das fases anteriores. Lembrando que a vazao de trabalho foi duplicada na
operacgdo desta fase, tal resultado indica a relacdo proporcional da concentracdo de solidos
totais da biomassa com a carga organica aplicada no biorreator.

A andlise estatistica mostrou que ndo ha variancia significativa entre os dados das
Fases 1 e 2 (p > 0,05), indicando que a incorporacdo de 100 ug L™ de amoxicilina na

composicao esgoto sintético ndo interferiu na concentracao dos solidos suspensos do MBR.



Figura 27 — Variagdo temporal de solidos suspensos totais (SST) no biorreator durante as trés fases

monitoradas e anélise estatistica dos resultados (n = 90 amostragens).
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Na Tabela 11 encontram-se os valores obtidos de pH do licor misto das zonas anoxica

Fonte: Autora (2018).
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e aerObia e a Figura 28 apresenta a variacdo temporal de pH durante todo o periodo

monitorado. De acordo com Besha et al. (2017), o MBR operou dentro da faixa de pH

considerada 6tima recomendada (pH = 6 a 7) para o desempenho biol6gico de remocao de

carbono organico total e nitrogénio total.

Tabela 10 — Valores de pH nas zonas anoxica e aerdbica do biorreator nas trés fases de operagdo (n = 120

amostragens).
Parametro Fase Media D.P. CV. Max Min
1 6,7 04 5% 72 60
pH-zonaanoxica 2 67 03 5% 70 63
3 68 02 4% 74 62
- 1 69 04 6% 74 60
pH—zonaaerébia 2 66 04 6% 72 57
3 66 04 5% 72 52

Fonte: Autora (2018).
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Figura 28 — Variagdo temporal do pH nas zonas andxica e aerdbica do biorreator durante as trés fases de
operacdo (n = 120 amostragens).
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Na Tabela 12 constam os valores de OD do lodo das cdmaras anodxica e aerdbia do

MBR e a Figura 29 corresponde a variacao temporal durante todo o periodo.

Tabela 11 — Valores de oxigénio dissolvido (OD) nas zonas andxica e aerobica do biorreator nas trés fases
de operacéo (n = 120 amostragens).

Parametro Fase Média D.P. C.V. Max Min

1 1
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Fonte: Autora (2018).

Figura 29 — Variacao temporal do oxigénio dissolvido (OD) nas zonas anoxica e aerobica do biorreator nas
trés fases de operacao.
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O OD da zona andxica ndo apresentou grandes varia¢fes, mantendo-se préximo a zero
(0,1 mg L™ durante todo o periodo monitorado, favorecendo a desnitrificacdo do sistema
(ZOPPAS; BERNARDES; MENEGUZZ, 2016).

Uma vazdo de ar de 4 mL min™ manteve o OD da cAmara aerébia numa faixa de 6,4 a
7,5 mg L™ durante as Fases 1 e 2. Entretanto, com o aumento da vazdo de operacdo do
sistema e 0 consequente aumento da carga organica aplicada, da relacdo A/M e da
concentragdo de SST, os valores de OD na Fase 3 reduziram e tiveram grandes variacdes. E
possivel que a elevacdo dos valores desses parametros tenha intensificado a taxa de consumo
de oxigénio e prejudicado a manutencdo do OD no meio, uma vez que 0 consumo de oxigénio
por parte dos microrganismos esta associado ao crescimento da biomassa e a remoc¢do de
substrato (MACFARLANE, 2017). A velocidade do consumo de oxigénio é proporcional a
facilidade de degradacdo desses substratos ou associada a sua disponibilidade no meio
(ANDREOTTOLA et al, 2005). Entretanto, pode se verificar que essa variabilidade no
suprimento de OD na zona aerdbia ndo chegou a afetar de maneira significativa o crescimento
da biomassa na Fase 3, uma vez que a concentracdo de SST no sistema apresentou pouca
variabilidade, conforme apresentado na Figura 23. Além disso, o fornecimento de oxigénio
dissolvido na zona aerdbia era necesséario para oxidar apenas o N-NH;", uma vez que a
matéria organica ja havia sido consumida na zona andxica. Dessa forma, acredita-se que a
intermiténcia no nivel de OD no sistema ndo tenha interferido diretamente nos mecanismos de

remocao de amoxicilina do afluente na Fase 3 de operagéo do MBR.

5.3.  Monitoramento de parametros de controle e de qualidade do afluente e efluente
Algumas variaveis fisico-quimicas foram monitoradas no afluente e no efluente para

avaliar o desempenho e controlar o sistema MBR, a saber: pH, alcalinidade, condutividade

elétrica, turbidez e cor. Parametros de qualidade do efluente tratado também foram avaliados,

como matéria organica, série nitrogenada, fosforo total e amoxicilina.

5.3.1. Avaliacdo do pH e remocdo da cor, turbidez, alcalinidade e condutividade
elétrica
Os resultados das analises de pH, alcalinidade, cor, turbidez e condutividade elétrica,

do afluente do sistema (entrada) e efluente (saida) estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 12 — Valor de pH e concentragéo de alcalinidade, cor, turbidez e condutividade elétrica do afluente

(entrada) e efluente (saida) nas trés fases de operacdo do MBR (n = 90 amostragens).
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Fonte: Autora (2018).
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A amostragem do afluente ao MBR era realizada coletando um volume do esgoto
sintético bruto da parte inferior do tanque de alimentacdo através de uma torneira acoplada.
Durante a operacdo do sistema, notou-se um problema relacionado a sedimentacédo de alguns
reagentes que formavam aglomerados no fundo do tanque. Possivelmente, pequenas partes
desse aglomerado permaneciam nas amostras coletadas, aumentando a variabilidade de
composi¢do quimica no afluente do sistema MBR.

Observa-se que, embora o pH nédo tenha sofrido variagao entre a entrada e saida, houve
remocdo da alcalinidade (em aproximadamente 56%). A variacdo temporal da alcalinidade
nas amostras da entrada e saida estd apresentada na Figura 30. Conforme mostra Ahn (2006),
a variagdo de alcalinidade esté relacionada com o processo de remoc¢do de nitrogénio. Assim,
uma porcentagem de remocdao deste parametro indica que houve remocao de nitrogénio pelos

processos de nitrificacdo e desnitrificacdo, conforme sera discutido posteriormente.

Figura 30 - Variacao temporal da alcalinidade no afluente (entrada) e efluente (saida) do MBR durante o
periodo monitorado e andlise estatistica dos resultados (n = 85 amostragens).
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Entretanto, ¢ preciso lembrar que o parametro de cor pode ser identificado como “cor

De acordo com a Tabela 13, houve elevada remogdo de cor (em média de 93%).

Fonte: Autora (2018).
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verdadeira”, cuja amostra tenha passado por filtros de porosidade 0,45 um, e “cor aparente”,
quando se faz a leitura da amostra bruta (sem filtrar) (método 2120-B,APHA, 2016). As
amostras coletadas no presente projeto ndo foram filtradas para a analise de cor, entretanto,
por configuracdo do biorreator, as amostras de saida passaram por membranas ultrafiltrantes
(porosidade 0,1 pm). Assim, os valores médios de cor apresentados na Tabela 13
correspondem a ‘“‘cor aparente” na entrada e ‘“cor verdadeira” na saida e, portanto, ndo ¢
possivel avaliar a porcentagem efetiva de remogéo de cor.

A variacdo temporal da turbidez é apresentada na Figura 31.

Figura 31 - Variacao temporal da turbidez no afluente (entrada) e efluente (saida) do MBR durante o
periodo monitorado e andlise estatistica dos resultados (n = 85 amostragens).
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Fonte: Autora (2018).

Os valores de turbidez de efluente de MBR sdo, geralmente, abaixo de 1,0 UNT
(MELIN et al., 2006). Os valores médios obtidos nas trés fases foram 0,9, 0,7 e 0,2 UNT para
as Fases 1, 2 e 3 respectivamente. A turbidez do efluente MBR esta relacionada com a
integridade do modulo de membrana, tal que valores altos no permeado podem indicar que ha
vazamento de particulas no processo de filtragdo (ZHANG et al., 2015). Deste modo, é

possivel afirmar que as membranas permaneceram integras durante todo o periodo operado.
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O rompimento de membranas levaria a uma elevada turbidez no permeado (>1,0 UNT) de
MBR e é considerado um problema, principalmente, quando se objetiva a remoc¢do de
microrganismos do efluente tratado. Zhang et al. (2015) observaram que o efluente MBR de
seu estudo apresentou turbidez na faixa de 0,23-1,90 UNT e média de 6,07 cistos L™ de
Giardia, indicando um elevado risco anual de infeccdo (9.83 x 10™ %) comparado ao risco
anual aceitavel de infeccdo (1,00 x 10™) de exposicéo & agua tratada.

Vercellino et al. (2015) mostraram que estagdes de tratamento convencionais nao
promovem a reducdo da condutividade elétrica do efluente antes do seu lancamento aos
corpos receptores, devido a permanéncia de grandes quantidades de ions ligados a matéria
organica decomposta durante o processo de tratamento. A baixa redugdo da condutividade
elétrica (cerca de 15%) pode indicar a presenca de solidos dissolvidos com carga na saida do
sistema, sugerindo que 0s mecanismos de remoc¢do/degradacdo atuantes no sistema de MBR

também néo tem eficiéncia na remogéo desses compostos idnicos sollveis.

5.3.2. Remocado de matéria organica

A Tabela 14 mostra a concentracdo de matéria organica na entrada e saida do sistema
MBR nas trés fases monitoradas.

Tabela 13 — Concentracdo de DQO e COD do afluente (entrada) e efluente (saida) nas trés fases de
operacao do MBR (n = 90 amostragens).

. Entrada Saida
Parametro  Fase

Média D.P. CV. Max Min Média D.P. CV. Max Min Remogdo

1 7479 3981 53% 24725 191,2 428 257 60% 974 38 943%
moLY 2 W64B Sz S 2605 4125 3 260 T 98 56 968%

3 836,3 3914 47% 16732 2352 474 237 50% 90,1 20 943%

1 674 433 64% 1432 142 78 30 38% 141 01 884%
gLy 2. W6 132 W6 @1 149 55 20 I 12 15 84L%

3 76,6 385 50% 1668 32,0 260 166 63% 795 67 661%

Fonte: Autora (2018).

As eficiéncias médias de remocdo de carbono organico dissolvido nas Fases 1 e 2
foram de 88,4 e 84,1% e a analise estatistica indicou que ndo ha diferenca significativa entre
0s grupos (p > 0,05). Isso pode indicar que a inser¢cdo do antibidtico amoxicilina nédo
interferiu da remogéo de COD.

Ja a Fase 3 apresentou uma concentragdo de COD substancialmente maior no
permeado com o0 aumento da vazdo de operacdo que nas fases anteriores. Devido isso, a
porcentagem de remocé&o reduziu para 66,1%.
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As porcentagens de remocdo de DQO foram 94,3, 96,8 e 94,3% nas Fases 1, 2 e 3
respectivamente. A andlise estatistica mostrou que ndo ha variacdo significativa entre as
porcentagens de DQO removido das trés fases (p > 0,05), indicando que a presenca da
amoxicilina também ndo influenciou na eficiéncia desse parametro. Xia et al. (2012) também
avaliaram a remocdo de antibi6ticos pelo processo MBR em diferentes TRS (60, 30, 10 e 3
dias) e obteve porcentagens de remocédo de DQO sempre acima de 96%. Nguyen et al. (2017)
obtiveram efciéncias de remocdo de DQO sempre acima de 96% tratando esgoto hospitalar.
Wang et al. (2016) observaram que a porcentagem de remoc¢édo de DQO permaneceu acima de
91% com a adic¢do de cinco farmacos ao esgoto sintético. Xiao et al. (2017) verificaram que
0s antibidticos trimetoprim e sulfametoxazol ndo tiveram um impacto significativo na
remogédo de DQO (93,9%). Os resultados desses estudos demonstram que a capacidade de
remocdo de material organico ndo foi impactada com a presenca de antibidticos ou outros
farmacos.

A ndo variacdo estatistica entre as porcentagens de remocdo de DQO das trés fases
corrobora com o estudo de Win et al. (2016), em que a eficiéncia de remocdo de DQO ndo foi
afetada ao mudar o TDH de 8 para 4 h no sistema MBR. Considerando todo o periodo
monitorado, nota-se que a elevada remo¢do média de matéria organica (aproximadamente
95% para DQO e 80% para COD) era esperada para o sistema de MBR, pois a remogéo
elevada de DQO ¢é caracteristica do processo especialmente em grandes tempos de detengédo
hidraulica (TDH) como os do presente estudo, de aproximadamente 40 e 20 horas. Sistemas
MBR com TDH acima de 3 h ja apresentam elevada remocdo de matéria organica (JUDD,
2011). Bezerra e Matsumoto (2011) também operaram o MBR com o TDH de 40 h (1,7 dias)
e obtiveram remocdo de DQO acima de 93%. Bai et al. (2012) obtiveram 92,6% de remogao
ao operarem 0 MBR com TDH de 25 h.
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Figura 32 — Demanda quimica de oxigénio (DQO) no afluente (entrada) e efluente (saida) do MBR
durante o periodo monitorado e analise estatistica dos resultados (n = 90 amostragens).
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Fonte: Autora (2018).

A grande variabilidade de concentracdo de DQO no afluente se deve a dois fatores
principais: (1) O biofilme formado na parede interna do tanque de alimentagdo consumia a
matéria organica do esgoto sintético bruto e reduzia a média geral da concentracdo de DQO.
(2) Alguns reagentes que compdem o esgoto sintético (em especial, a celulose) ndo eram
totalmente sollveis em &gua e sedimentava no fundo do tanque formando aglomerados do
composto. Como a amostragem do esgoto bruto (entrada) era realizada na por¢édo inferior do
tanque de alimentacdo, as amostras coletadas para analise possivelmente ainda continham

aglomerados de celulose, elevando, assim, a média geral de DQO.

5.3.3. Remocao de nitrogénio
Na Tabela 15 estdo apresentadas as concentracdes de nitrogénio total e de suas fragdes
como nitrogénio amoniacal e organico no afluente (entrada) e permeado (saida) e nitrogénio

como nitrito e nitrato no permeado (saida) e as respectivas porcentagens de remocao.
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Tabela 14 — Concentracdo das fracdes de nitrogénio no afluente (entrada) e efluente (saida) nas trés fases
de operac¢édo do MBR (n = 80 amostragens).

Entrada Saida

. , . . L , . Remocao
Fase Média D.P. CV. Max Min Média D.P. C.V. Max Min

molh 2. 402 79 20% 563 270 B3 26 0% 198 48 794%
3 438 43 11% 550 338 98 55 56% 27,7 32 77,6%
1 243 52 22% 349 168 0,3 05 155% 2,0 nd 98,8%
NN 2 s0s 5o T 428 21 04 04 9% 19 nd sarh
3 343 6,1 15% 474 245 002 01 509% 04 nd 99,9%
1 149 68 45% 29,2 35 4,0 16 40% 85 08 732%
Mol 2. 96 71 T4% 250 15 20 15 5% 55 nd  698%
3 94 39 40% 205 33 6,6 56 70% 269 nd 298%
1 - - - - - 6,3 25 39% 145 3,6 -
molh 2. o - - A5 14 3 82 14 -
3 - - - - - 4,5 20 45% 8,7 0.2 -
1 - - - - - n.d n.d 0% nd nd -
Ny T 0 oy e 10 gL

*n.d. = ndo detectéavel, abaixo do limite de quantificacéo.

Fonte: Autora (2018).

De modo geral, € possivel dizer que ocorreu remogdo do nitrogénio total em 72,5%,
79,4% e 77,6%, e de nitrogénio amoniacal em 98,8%, 98,7% e 99,9% nas Fases 1, 2 e 3,
respectivamente. Wang, Huang e Yuan (2005) ao avaliarem a remoc¢édo de nitrogénio em um
MBR com configuracdo andxica-aerdbia, obtiveram 72% de remocéo de nitrogénio total e
97% de remocgdo de nitrogénio amoniacal, mesmo operando o sistema com o tempo de
detencdo hidraulica (TDH) de 15 horas. Ao aplicar o teste ANOVA constatou-se que ndo ha
diferenca estatistica significativa entre as porcentagens de remocao do nitrogénio amoniacal
entre as trés fases de operacdo (p > 0,05), indicando que houve uma estabilidade na remogéo e
que os eventos (insercdo da amoxicilina e alteracdo do TDH) néo interferiram no processo de
remocdo pela nitrificacado.

A cinética do processo de nitrificacdo é limitada pela concentracdo de OD e de
substrato, além de ser inibida pelo pH do meio e temperatura. Se o meio é alcalino (pH > 8,0),
0 equilibrio se desloca até a formacdo de amoénia, favorecendo a atividade das bactérias
oxidadoras de amoénia (BOA). Ja a atividade das bactérias oxidadoras de nitrito (BON) é
fortemente dependente da concentracdo de amdnia, sendo que valores superiores a 1 mg.L™

N-NH," provocam um decréscimo exponencial da atividade das BON, enquanto que as BOA
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s6 se inibem em concentragdes superiores as 150 mg.L* N-NH,* No entanto, em pHs
menores de 6,0, tanto as BOA quanto as BON decrescem sua atividade (METCALF E
EDDY, 2016). O MBR operou com pH do licor misto entre 6,6 a 6,9, ou seja, dentro da faixa
de pH 6tima recomendada para atuagao dessas bactérias.

De acordo com Zhang et al. (2017), o oxigénio dissolvido é um dos parametros mais
relevantes na nitrificacdo, j& que concentracdes menores que 2 mg.L™! podem limitar parcial
ou totalmente a atividade das bactérias nitrificantes. Em sintese, a Figura 29 mostra 0s
resultados do presente estudo, os quais indicam que a nitrificacdo ocorreu no sistema de
forma quase completa, haja vista a remocao elevada de N-NH,;" e elevada concentragio de N-
NOj3 gerado no efluente, mesmo com a variacdo do OD na Fase 3, mas que ainda manteve
valores tipicamente acima do limitantes para a atividade bioldégica de BOA e BON. A
presenca de N-NOs3™ no permeado indica a atuacéo das bactérias BOA e BON e a eficiéncia no
processo de nitrificacdo na zona aerobia. Segundo Metcalf e Eddy (2016), a predominancia de
nitrato no efluente tratado é um indicativo que o esgoto esta estabilizado em relacdo a
demanda de oxigénio.

Adicionalmente, pode-se afirmar que a incorporacdo da concentracdo de amoxicilina
no afluente ndo inibiu ou limitou o processo de remocdo de amonia, uma vez que ele ocorreu
de maneira analoga a Fase 1, com elevado TDH. E possivel que a cinética tenha sido afetada
(Mgnue+ gssv™ h™), neste caso, seria interessante realizar um ensaio de respirometria
autotrdfica para fazer essa avaliacao.

De modo geral, o monitoramento dos parametros do sistema de tratamento,
principalmente de pH e OD, permite que o sistema MBR tenha capacidade de atuar
simultaneamente na remocao bioldgica de nitrogénio, de matéria organica carbonéacea e no
tratamento de farmacos ou de outros compostos de interesse emergente presentes em
afluentes.

A Figura 33 mostra a variacdo temporal das concentracdes da série nitrogenada no

periodo monitorado.
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Figura 33 — Concentracao da série nitrogenada no permeado durante o periodo monitorado e analise
estatistica dos resultados (n = 78 amostragens).
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Fonte: Autora (2018).

Ja a desnitrificacdo pode ser limitada pela quantidade de nitrato disponivel e pelos
parametros operacionais de OD, temperatura e relacdo carbono organico/nitrogénio (C:N)
(ZOPPAS; BERNARDES; MENEGUZZI, 2016). No processo de desnitrificacdo, o nitrato
gerado na nitrificagdo é reduzido a nitrogénio molecular e/ou 6xido nitroso. Conforme visto
anteriormente, a concentragdo de OD na zona anodxica ficou proxima a zero durante todo o
periodo observado garantindo a atuacdo das bactérias heterotroficas na desnitrificacéo, ja que

niveis elevados de OD podem limitar o processo.
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A capacidade de desnitrificar esta relacionada com a quantidade de substrato
biodegradavel presente (relacdo carbono organico/nitrogénio) (ZHANG et al., 2017).
Geralmente, nos tratamentos bioldgicos de efluentes, numa relacdo carbono/nitrogénio (C:N,
expressa geralmente como a razdo DQO:N) maior do que 4, a taxa de desnitrificacdo se
incrementa de um fator 1,5 a 1,7. Relagdes C:N menores do que 2,5 ndo possibilitam uma
desnitrificacdo satisfatoria, portanto, é necessaria uma fonte externa de carbono para a
remocao de nitrogénio do meio (HELMER-MADHOK et al., 2002; ZHANG et al., 2017). No
caso do presente estudo, a razdo C:N foi em torno de 20, calculado na concepcao do sistema
de forma a ndo limitar a desnitrificagdo. Meng et al. (2008) variaram o valor da relagdo C:N e
observaram que em uma razéo C:N elevada (15,1) a eficiéncia na remocéo de nitrogénio total
alcancou 67,8%.

Nos cenarios em que sdo garantidos a eficiéncia da nitrificacdo, a concentracdo de OD
proxima a zero e a relacdo C:N suficiente, a recirculagdo se torna o principal parametro que
condiciona a ocorréncia da desnitrificacdo e a consequente remocdo de nitrogénio total. E
possivel afirmar que a recirculacdo do presente projeto (3x a vazdo do permeado) é suficiente
para suprir a quantidade de nitrato na camara andxica. Assim, pode-se verificar a ocorréncia
de desnitrificacdo dada a elevada reducdo de nitrogénio total (>72% em todas as fases) sem
conversao a outras formas nitrogenadas.

A porcentagem de remogédo do nitrogénio total apresentou diferengas significativas
entre as Fases 1 e 2 (p < 0,05). Dado que os parametros operacionais nao foram alterados nas
duas primeiras fases, a andlise estatistica indica que houve limitacdo na desnitrificacdo em
decorréncia a presenca de amoxicilina ou a presenca dos produtos de dgradacdo, e como
consequéncia, detectou-se de nitrito na Fase 2.

Na Fase 3, mesmo com o0 aumento da vazdo de trabalho e reducdo de TDH, os
parametros operacionais ainda garantiam as condi¢des 6timas para a desnitrificacdo. Nota-se
que nesta ultima fase, a eficiéncia de remocdo foi de 77,6%. Wang, Huang e Yuan (2005)
também operaram um MBR anoxico/aerébio em condicBGes similares e observaram que
mesmo variando o TDH em 15, 10 e 6 horas a porcentagem de remogdo de nitrogénio total
permanecia em torno de 73%. A analise de variancia mostrou que ndo ha diferencas
estatisticas entre as fases 2 e 3 (p > 0,05), confirmando a hipotese de que a alteracdo do TDH

néo influenciou na remocao de nitrogénio total.
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5.3.4. Remocdao de fosforo
A Tabela 16 apresenta a concentracdo de fosforo total no esgoto sintético antes e apos
0 tratamento por MBR.

Tabela 15 — Concentracdo de fosforo total do afluente (entrada) e efluente (saida) nas trés fases analisadas
(n =80 amostragens).

Entrada Saida
P-Total (mg L") Média D.P. CV. Max Min Meédia D.P. CV. Max Min Remocio
Fase 1 77 16 20% 116 50 65 19 29% 100 33 156%
© Fase2 75 13 18% 104 33 62 12 19% 85 31 173%
"~ Fase3 88 25 28% 151 44 53 22 42% 116 27 398%

Fonte: Autora (2018).

A andlise pela ANOVA apontou que ndo ha diferenca estatisticas entre os valores de
entrada (p > 0,05) e de remocdo entre as Fases 1 e 2 (p > 0,05) para o fosforo total.
Diferentemente do nitrogénio, nota-se um aumento significativo na remocéo de fosforo total
na Fase 3, provavelmente devido a maior remogdo de fosforo via assimilagdo (1-2% em
massa de solidos), dado o maior teor de SSV na Fase 3.

Era esperada a baixa remocédo de fosforo total, pois o biorreator ndo esta configurado
para remover este nutriente e sim, para remoc¢ao nitrogénio. Monclds et al. (2010) avaliaram a
remocdo de fosforo pelo sistema MBR e, para isso, a configuragdo do biorreator trabalhado
continham as zonas anaerobia, anoxica e aerébia ocupando respectivamente 14%, 14% e 23%
do volume de todo reator. Além disso, 0 MBR utilizado contava com um tanque anexo
contendo as membranas que correspondia a 49% do volume total. Quanto a recirculacéo, o
sistema possuia trés linhas: (1) da zona anoxica para anaerébia, (2) aerdbia para andxica e (3)
do tanque das membranas para andxica e aerébia, conforme pode ser observado na Figura 34.

O estudo conduzido por Monclus et al. (2010) mostraram que essa configuracdo de
MBR é eficiente na remocao de carbono (96%) e fdsforo total (89%). Além disso, o sistema
também se mostrou eficiente na remocao de nitrogénio total (88%).

Embora o presente estudo ndo contemplasse 0 uso de uma zona anaerébia, 0 MBR
utilizado foi construido contendo trés zonas (Figura 7). Alterando as configuracdes das linhas
de recirculacédo e verificando a proporcdo do volume entre os tanques (%) para otimizar 0s
TDHs de cada processo, seria possivel realizar um projeto de pesquisa para investigar a

remocao de nutrientes em geral do efluente, ndo apenas a série nitrogenada.



71

Figura 34 — Configuracao de um sistema MBR para remocao de fosforo: (A) Recirculagdo; (B) Zona
anaerobia; (C) Zona andxica; (D) Zona aerdbia; (E) Tanque das membranas; (F) Membranas.

—> Permeado

(Fonte: Adaptado de Monclus, 2010)

5.3.5. Remocgao de amoxicilina
A Tabela 17 apresenta a concentragdo de amoxicilina no afluente e efluente do MBR e

a porcentagem de remocao.

Tabela 16 — Concentracdo de amoxicilina do afluente (entrada) e efluente (saida) nas duas fases analisadas
(n =52 amostragens).

Amox Entrada Saida
(MgLY) Meédia DP. CV. Max Min

Média D.P. C.V. Max Min Remocao
Fase2 1386 23,7 17% 188,9 1045 27,7 204 73% 815 96 800%
Fase3 1043 10,3 10% 1282 933 481 6,1 13% 612 353 539%

Fonte: Autora (2018).

A Figura 35 mostra a série temporal da concentracdo de amoxicilina no esgoto
sintético antes e apos o tratamento pelo MBR.

A anélise estatistica mostrou que ha variacdo significativa entre as Fases 2 e 3 em
termos de concentragdo do antibidtico no permeado (p < 0,05) e porcentagem de remocéo (p <
0,05). Portanto, a remocédo do composto foi diferente para cada fase avaliada.
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Figura 35 — Concentracao de amoxicilina no afluente (entrada) e efluente (saida) do MBR durante o
periodo monitorado e analise estatistica dos resultados (n = 52 amostragens).

250

200 -

150 -

100 +

50

Conc. Amoxicilina (ug L™)

Fase 2

Fase 3

@® Entrada

Saida

250+

200+

150 -

100 4

50

Conc. amoxicilina (ug L)

0 ' 10

20 ' 30 ' 40
Analises (n°)

50

T ;

——

100 4

80

60 -

40

20

Remocgao amoxicilina (%)

Entrlada

Saida Fase 2 Saida Fase 3

Faée 2

Fasle 3

Fonte: Autora (2018).

A média de remocao da amoxicilina na Fase 2 (TDH = 40 h) foi aproximadamente de
80% e na Fase 3 (TDH = 20 horas), de 54%. Bai et al. (2012) avaliaram a remocao de

amoxicilina de efluentes tratados por MBR com a variacdo do tempo de detencéo hidraulica

(25, 20, 15,10 e 6 horas), e observaram que, com a reducdo do TDH, houve a reducdo da
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remogdo do composto (49,1% a 26,3%). Observa-se, no presente estudo, uma relagédo
proporcional na porcentagem de remocéo ao reduzir o tempo de detencdo hidraulica.

A relacdo proporcional entre TDH e eficiéncia de remocgdo de farmaco no tratamento
por MBR também foi observado em um estudo conduzido por Tambosi et al. (2010), que
verificaram que os antibidticos roxitromicina, sulfametoxazol e trimetoprim apresentaram,
respectivamente, 57, 55 e 86% de remog¢do no MBR operando com TRS = 15 diase TDH =9
h e 81, 64, 94% de remogdo no MBR com TRS = 30 dias e TDH = 13 h, mostrando que
houve maiores porcentagens de remocdes no cenario com maior TRS e TDH.

Prasertkulsak et al. (2016) investigaram a degradacéo de 11 compostos farmacéuticos
no sistema MBR operando com TDH = 3 h e SST = 13 g L™, ou seja, baixo TDH e alta
concentracdo de biomassa, e obtiveram elevadas porcentagens de remocdo dos antibidticos
Sulfametoxazol (78%) e Trimetoprim (80%). Entretanto, ndo é possivel estabelecer a mesma
relagdo no atual projeto, pois, com a reducdo do TDH e consequente aumento dos SST na
Fase 3 houve um aumento na concentracdo de amoxicilina no permeado, indicando que a
porcentagem de remocao foi menor e refor¢cando a relagcdo entre a remocdo e o tempo de
contato da biomassa com o composto.

Labinghisa e Rollon (2014) utilizaram um sistema MBR para avaliar a remocao de
ampicilina, outro tipo de antibiético B-lactamico penicil6ico e observaram maior porcentagem
de remocdo do composto em condi¢bes com nitrificacdo (87,6%) do que na auséncia do
processo (78,1%). Sendo a amoxicilina um antibiotico também pertencente ao grupo das
penicilinas e B-lactamicos, é possivel que o processo de nitrificacdo na zona aerobia tenha
contribuido para sua biodegradacéo.

Marcelino et al. (2016) avaliaram a remogdo de amoxicilina oriunda de esgoto real de
industria farmacéutica por biodegradacao aerobia (com lodo proveniente de sistema de lodos
ativados) e anaerdbia (com lodo de sistema UASB). As eficiéncias de remocao dos processos
aerdbicos e anaerdbios foram, respectivamente, 89% e 63% de Carbono Orgéanico Total e
80% e 50% de amoxicilina.

Tran et al. (2016) compararam o sistema MBR com lodos ativados convencional
(LAC) em remover 21 agentes antimicrobianos de dez diferentes classes. O MBR mostrou-se
mais eficiente em remover trimetoprima, triclosan e triclocarban e outros antibidticos
pertencente as classes de lincosamidas, sulfonamidas, macrolideos e tetraciclinas. Ndo houve
diferenca entre LAC e MBR na remocdo de B-lactdmicos (dentre eles, amoxicilina),
cloranfenicol, ciprofloxacina e vancomicina e a remocao de eritromicina foi melhor em LAC
que em MBR (TRAN et al., 2016).
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5.4. Mecanismos de remogao da amoxicilina pelo MBR

A Tabela 18 apresenta a concentracdo média de amoxicilina disponivel em cada
processo envolvido no tratamento pelo sistema MBR. A Figura 36 mostra as porcentagens
relacionadas a cada mecanismo na remocdo do farmaco, considerando que se trata de um
sistema fechado.

Tabela 17 — Concentracdo (em pg L™) de amoxicilina nos diferentes processos de tratamento do sistema
MBR (n = 2 replicatas).

Mecanismo Concentracdo média (ug L™) Desvio Padrédo (ug L™)
B e 181,28 340
Adsorvido no lodo e disponivel
parabiodegradacso % S
Awacdodobiofilme 3 250
deolise e 2B 040
Permeado 148 ] 109
Parcela biodegradada e outras 24,03 247

contribui¢fes ndo quantificadas

Fonte: Autora (2018).

Figura 36 — Porcentagem de amoxicilina nos diferentes processos de tratamento do MBR.
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Fonte: Autora (2018).

No processo de hidrélise, o anel B-lactdmico da amoxicilina “sofre” o ataque do
nucledfilo H,O que promove a abertura do anel (ANDREOZZI et al., 2004). Dentre os
mecanismos avaliados, a hidrolise contribui pouco (2%) para a remog¢do da amoxicilina. Xu et
al. (2011) também investigaram a hidrélise da amoxicilina e verificaram que esta €
responsavel por 5 a 18% de perda do composto em solu¢Ges com diferentes concentragdes de
matéria organica dissolvida.

Observa-se que a maior parte da amoxicilina que entra no sistema fica disponivel no
lodo (66%) para adsor¢do ou para biodegradacdo. Isso mostra que o principal mecanismo de
remocdo da amoxicilina pelo MBR é a atuacdo da biomassa. O biofilme formado na

superficie da membrana também contribui (cerca de 3%) na remocdo do farmaco também
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biodegradando ou adsorvendo o composto. N&o foi realizado o ensaio de adsor¢do devido a
prévia exposicdo do lodo ao antibidtico que comprometeu a avaliacdo da cinética de adsorcao.

Embora tenha baixa solubilidade em agua, a molécula da amoxicilina é polar e,
segundo as definicdes de Fan et al. (2014) e Besha et al. (2017), este antibiotico tende a ser
favoravel a ser removido por biodegradacdo. A eficiéncia da biodegradacdo de
micropoluentes pela biomassa do MBR depende de diversas varidveis de operacdo do sistema,
tais como: tempo de detencdo hidraulica (TDH), tempo de retengdo dos solidos (TRS),
temperatura, pH, concentracdo da biomassa e as caracteristicas do composto (BOONNORAT
et al., 2016). VariacOes desses parametros, especialmente o TDH, influenciam na comunidade
bacteriana existente no biorreator e, consequentemente, na degradacdo dos micropoluentes e
no desempenho do tratamento do esgoto (WIN et al., 2016).

Bai et al. (2012) empregaram um modelo dindmico para avaliar os mecanismos de
remocéo de amoxicilina e obtiveram as constantes de hidrélise (0,072 d™), de adsorcdo (0,096
d™) e de biodegradacéo (0,24 d*). Cunningham e Lin (2010) aplicaram um modelo cinético
de pseudo-primeira ordem e alcancaram as seguintes constantes: 0,078 d™ para hidrdlise,
0,083 d* para sorcdo e 0,130 d™ para biodegradacdo. Essas constantes sugerem que a
biodegradacdo é o mecanismo predominante na remocdo do antibidtico. Convertendo as
porcentagens encontradas no presente estudo, tem-se que a taxa de biodegradacdo conjunto da
adsorcéo é de 0,396 d™ e da hidrolise, 0,012 d™*. Embora a taxa de hidrélise calculada seja
menor do que as encontradas na literatura, nota-se que o valor relacionado a
biodegradacéo/sor¢do corrobora com a soma das taxas de biodegradacdo e adsorcdo das
referéncias citadas.

No entanto, um estudo conduzido por Marcelino et al. (2016) contradiz os resultados
encontrados pelos pesquisadores citados acima. Um ensaio de dessor¢éo realizado em lodo de
sistema aerdbio e anaerdbio, que tratavam esgoto de industria farmacéutica, mostrou que a
remocao de 80% (aerdbio) e 50% (anaerdbio) de amoxicilina foi pelo mecanismo de adsorcao
e ndo necessariamente pela biodegradagéo.

A eficiéncia de remocdo dos micropoluentes emergentes pelos diferentes tipos de
tratamentos bioldgicos depende, principalmente, das caracteristicas fisico-quimicas e da
estrutura molecular do composto alvo. A presenca de cloro e a quantidade de anéis aromaticos
torna a molécula mais complexa e dificil de ser removida (KIMURA et al., 2005). Por
exemplo, o coeficiente de particdo carbono organico/agua da carbamazepina (log Ko = 2,26—
3,48) e do diclofenaco (log Koo = 2.20-3.4) (PAL et al.,, 2010) sdo parecidos com da

amoxicilina (log Ko = 2,94), mas tém estrutura molecular mais complexa, 0 que torna mais
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dificil sua remogao por processos bioldgicos. Carbamazepina, diazepam e diclofenaco contém
dois aneis aromaticos e, os dois ultimos, também cloro em sua estrutura molecular.

O coeficiente de particdo carbono organico/agua do ibuprofeno (log Ko = 1,82-3,12)
(PAL et al., 2010) também é comparavel ao da amoxicilina, mas sua estrutura mais simples
permite que seja facilmente biodegrado. Remocdes de bisfenol-A, ibuprofeno e bezafibrato
foram superiores a 90% em MBR monitorado por Clara et al. (2005).

Os resultados obtidos corroboram o elevado valor de coeficiente de particdo carbono
organico/ agua do composto (Ko. = 2,94), o qual indica que a afinidade da amoxicilina na
biota do MBR é maior do que na fase aquosa, estando mais disponivel para a adsor¢do na
biomassa e consequente biodegradacdo (KIM et al., 2016). Uma tentativa de calcular o
coeficiente de parti¢do carbono organico/ agua (Koc) a partir dos resultados deste experimento
permite obter Kq=5,80. Comparado ao valor encontrado na literatura, a constante
determinada é mais elevada demonstrando que ha algum erro na variavel adotada. O erro
cometido foi, provavelmente, considerar a concentracdo de amoxilina que permanece no
permeado apds passar pela membrana ultrafiltracdo como a porgdo do composto presente na
fase aquosa. O método 2540 de APHA (2016), relacionado a analise de solidos, considera a
porosidade de 0,45 pum como o corte da granulometria dos sélidos suspensos. Assim, a
concentracdo do composto presente na fase aquosa deveria ser representada pela parcela
filtrada em 0,45 um e ndo pela membrana de UF de porosidade 0,1 pum.

A elevada qualidade do efluente tratado por MBR permite utiliza-lo em recarga de
aguas subterraneas e em reuso urbano, industrial ou agricola, pois as membranas comumente
usadas sao de micro e ultrafiltracdo, que garantem a retencdo de sélidos suspensos e a
desinfeccdo (JUDD, 2011). Mas de acordo com Taheran et al. (2016), a massa molar de corte
dessas membranas é em torno de 100 kDa e, por isso ndo, sdo capazes de remover a maioria
dos compostos farmaceuticamente ativos, cuja massa molar varia de apenas 200 a 800 Da. Os
farmacos podem ser eficientemente removidos pelas membranas de osmose reversa, no
entanto, seu alto custo de implementacdo dificulta a vasta aplicagio (TAHERAN et al.,
2016). Assim, avalia-se que, para elevar a eficiéncia de remocéo da amoxicilina pelo sistema
de MBR, seria necessario combinar um pds-tratamento utilizando processos oxidativos
avancados ou adsor¢do em carvao ativado.

Clara et al. (2005) observaram que as membranas de ultrafiltragdo de um sistema
piloto de MBR n&o promoveram retencdo adicional dos compostos investigados (oito
farmacos, duas fragrancias e nove disruptores enddcrinos) devido a exclusdo de tamanho,
mesmo variando os tempos de retencdo de sélidos. Gebhardt e Schrdoder (2007) também

observaram que um sistema MBR (porosidade da membrana = 0,4 pum) ndo foi capaz de



77

remover concentracbes de 0,006 a 1,9 ug L™ de carbamazepina, diazepam, diclofenaco e
acido clofibrico presentes em aguas residuarias municipais. A eliminacdo completa dos
compostos se deu com a aplicacdo MBR em combinacdo com processos oxidativos avangados
(GEBHARDT; SCHRODE, 2007). E possivel que a membrana de ultrafiltracdo do MBR de
Gebhardt e Schroder (2007) também ndo tenha promovido retencdo adicional, mostrando a
necessidade de utilizar processos oxidativos avancados ou adsor¢do para aumentar 0s niveis
de remogéo dos compostos.

Dessa maneira, é possivel afirmar que a membrana ndo contribuiu para a remogéo da
amoxicilina, pois a massa molar de corte de membranas de ultrafiltracdo é de 100 kDa
(TAMBOSI, 2010) e a molar da amoxicilina é 365,4 g mol™ (ou 0,365 kDA\).

Besha et al. (2017) fizeram um levantamento bibliografico e observaram que o
farmaco carbamazepina também tem baixa remocdo no tratamento por MBR (<20%),
entretanto, a porcentagem de remocdo foi maior em MBR integrado a sistema de
nanofiltragdo (93%), de osmose reversa (>99%) e a adsor¢do em carvdo ativado (>99%).
Assim, para reduzir a concentracdo de amoxicilina no permeado do MBR seria necessario
integra-lo a outro sistema avancado de tratamento, como nanofiltracdo, osmose reversa,
adsorcdo em carvao ativado ou processos oxidativos avancados.

No ensaio também foi observado que houve uma porcentagem de outras contribuicoes
que ndo foram quantificadas (18%) da concentragdo de amoxicilina inicial. Essa porcentagem
refere-se a parcela biodegradada, aos eventuais erros analiticos, volatilizagdo e outros
mecanismos ndo avaliados. Embora ndo seja possivel afirmar que houve volatilizacdo do
antibidtico, sobretudo devido a sua baixa pressdo de vapor (Constante de Henry para
amoxicilina = 1,08x10™ atm m3 mol™) (CUNNINGHAM; LIN, 2010), é importante lembrar

que existe alguma contribuicéo.

5.5. Produtos de degradacéo

A molécula de amoxicilina (AMO) tem uma estrutura com trés centros quirais, 0 que
explica a existéncia de oito isbmeros opticamente ativos. No entanto, apenas uma das formas
de AMO possui atividade antibacteriana. Além disso, a presenca de um anel B-lactdmico torna
esta molécula facilmente clivavel, o que explica a sua conversdo em dois metabolitos
principais: o 4&cido amoxiciloico (AMA) e a amoxicilina diketo-piperazina-2,5-diona
(DIKETO) (DESCHAMPS et al., 2012).

A Figura 37 mostra a estrutura desses principais metabolitos da amoxicilina.
Dependendo do pH do meio, a hidrdlise formara mais de um dos subprodutos: no meio acido,

a hidrolise da AMO pode levar a formacdo de DIKETO, enquanto que em meios mais



78
alcalinos a hidrolise da amoxicilina leva a formacéo preponderante do AMA (DESCHAMPS
etal., 2012).

Figura 37 — Estrutura quimica da amoxicilina (AMO) e seus metabdlitos 4cido amoxicildico (AMA) e
amoxicilina diketopiperazina-2,5-diona (DIKETO).
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Fonte: DESCHAMPS et al. (2012)

A quantificacdo de antibioticos do tipo B-lactamicos podem ser prejudicada devido a
formagdo desses metabolitos: os anéis B-lactamicos sdo suscetiveis a hidrdlise devido a sua
tendéncia para desestabilizar e também devido a eletrofilia com compostos carbonilicos
eventualmente presentes na matriz de uma amostra. Em alguns métodos analiticos relatados
na literatura, muitos desses antibioticos mostram baixa taxa de recuperacdo (<30%) e
incapacidade de deteccdo dos analitos em virtude desses processos de conversdo
(WATKINSON et al., 2007). Outros produtos ainda podem ser formados em decorréncia
dessas reacGes de ataque nucleofilico por componentes presentes na matriz da amostra,
gerando uma infinidade de subprodutos da amoxicilina.

Nesse sentido, justifica-se a necessidade da identificacdo dos compostos por sistemas
de deteccdo do tipo espectrometros de massa de alta resolucdo, de modo a fornecer uma
melhor confirmagdo dos compostos detectados e minimizar falsos negativos. No que tange o
presente trabalho, poderia se creditar a diminuicdo da amoxicilina no efluente tratado, mas o
que de fato ocorreu foi a sua conversdo a outra forma hidrolisada. Dentre esses produtos,
sabe-se, por exemplo, que AMA tem um potencial alergénico muito superior a AMO e
DIKETO (REYNS et al., 2008) e pouco se estudou quanto a niveis seguros desses
metabolitos no ambiente.

A Tabela 19 apresenta as concentracdes médias dos produtos de degradacdo

encontrados nas amostras de entrada (afluente) e saida (efluente) das Fases 2 e 3.
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Tabela 18 — Produtos de degradacao da amoxicilina no afluente (entrada) e efluente (saida) das fases 2 e 3.

Concentragéo média (ng L™)  Massa/Carga  Tempo de retencéo

Subproduto .
Entrada Fase2 Fase3 (m/z) (min)

Acido peniciloico
amoxicilinico 022003 nd — nd 1890694 = 44

Acido peniloico 074+045 nd.  nd. 1890693 5,0
amoxicilinico |

Acido peniloico 0274017 nd.  nd. 1890693 5.5
amoxicilinico 1l T

Amoxicilina diketo- 046+001 nd nd. 160,0428 71

piperazina-2,5-diona

Pirazinona 0,19 £ 0,03 n.d. n.d. 145,0760 7,7

*n.d. = ndo detectéavel, abaixo do limite de quantificacdo.
Fonte: Autora (2018).

Segundo Nagele e Moritz (2005), a amoxicilina pode ser degradada por dois
caminhos: (1) com a abertura do anel B-lactdmico e produzindo “Acido amoxicil6ico” no
processo de hidrolise; (2) sofrendo um ataque nucleofilico de sua prépria molécula, em que o
grupo amino livre ataca o grupo carbonila benzilico e formando o “4-hidroxifeniglil
amoxicilina”. O “Acido penicildico amoxicilinico” por sua vez também pode apresentar duas
vias de degradacdo: (1) sofrendo uma descarboxilacdo do &cido carboxilico livre, formando
compostos estereoisoméricos “Acido penildico amoxicilinico | e 11”; (2) formando um novo
anel estavel dando origem ao “Amoxicilina diketopiperazina” (NAGELE; MORITZ, 2005).

Nota-se na Tabela 19 que os produtos de degradagdo foram quantificados apenas no
afluente ao MBR, podendo indicar que a molécula de amoxicilina se decompde antes do
processo de tratamento, no tanque de alimentacdo, por onde sdo coletadas as amostras para
analises. Gozlan, Rotstein e Avisar (2013) afirmam que a amoxicilina sofre hidrélise
rapidamente e, na presenca de fons bivalentes (como Mg** e Ca**), o anel B-lactamico se abre
formando os outros subprodutos.

Gozlan, Rotstein e Avisar (2013) detectaram, em efluente secundario, os produtos de
degradacdo “Acido penildico amoxicilinico” (0,15 pg L™) e “Amoxicilina diketopiperazina”
(0,5 pg L), “Acido penildico amoxicilinico” e “Fenol hidroxipirazina” também foram
detectados, mas ndo quantificados. O subproduto DIKETO também foi determinado em aguas
subterraneas em concentragdes da ordem de 0,03 pg L. Esses resultados reforcam que os
tratamentos convencionais das estacdes de tratamento de esgoto ndo removem 0s produtos de
degradacdo da amoxicilina, entretanto, no permeado do MBR ndo foi possivel quantificar
concentragfes dos subprodutos do antibidtico e sim do composto com razdo m/z = 366, que
corresponde & somatoria das formas AMO + AMA + DIKETO.

A Figura 38 mostra o cromatograma da analise dos subprodutos feita por LCMS.
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Figura 38 - Cromatograma da analise dos produtos de degradacéo da amoxicilina.
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5.6. Ensaios ecotoxicol6gicos com amostras provenientes do MBR
5.6.1. Vibrio fischeri

A Figura 39 mostra a luminescéncia dos organismos ao longo do tempo em agua
deionizada, efluente sintético bruto (entrada) e permeado das fases 2 e 3 do projeto. A Figura
40 apresenta a porcentagem de inibi¢do do organismo Vibrio fischeri apds 15 e 30 minutos de

contato com as amostras em relagdo ao sistema controle (dgua deionizada).

Figura 39 - Luminescéncia em amostras das fases 2 e 3 do sistema MBR ao longo do tempo (n =3

replicatas).
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Fonte: Autora (2018).

Figura 40 — Porcentagem de inibi¢do da luminescéncia de Vibrio fischeri ap6s 15 e 30 minutos de
exposicao a amostras do sistema MBR, comparados ao sistema controle de 4gua deionizada (n =3
replicatas).
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Fonte: Autora (2018).

Os valores negativos na Figura 40 indicam que, comparados a agua deionizada, a
composi¢do do afluente (entrada) promoveu uma estimulacdo no metabolismo da bactéria
apos 15 e 30 minutos de exposic¢do a amostra, apresentando, respectivamente, um valor médio

de 24 e 27%. O aumento da luminescéncia pode ser observado na Figura 39. O esgoto
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sintético bruto é composto por diversos macro e micro nutrientes, cujos efeitos no organismo-
teste se sobressairam frente a concentragdo de amoxicilina presente.

O efluente tratado durante a Fase 2 do sistema apresentou uma inibicdo média de
aproximadamente 15% em relacdo a agua deionizada. Isso pode indicar que a quantidade
residual do antibiético (em média de 28 pug L™) e dos subprodutos provocou um impacto no
metabolismo das bactérias fazendo com que reduzissem sua luminescéncia.

O metabolismo do Vibrio fischeri sofreu grande influéncia pela amostra da saida da
Fase 3, sendo possivel observar o rapido decaimento da luminescéncia na Figura 37 e elevada
inibicdo (em torno de 98%) na Figura 40 quando comparado ao sistema controle de &gua
deionizada. A terceira fase corresponde ao aumento da vazao no sistema e, de acordo com 0s
resultados, o efluente tratado na Fase 3 apresentou em sua composi¢do uma quantidade maior
de amoxicilina (em média de 48 pg L™) correspondendo & maior porcentagem de inibicdo da
luminescéncia.

Vasconcelos, Dalke e Oliveira (2017) confirmaram a relagcdo proporcional de inibi¢ao
e concentracdo de quatro antibidticos: variando as concentra¢Ges dos compostos de 3,9 a 500
g L™ e expondo o organismo por 30 min, a porcentagem inibicdo da luminescéncia do Vibrio
fischeri aumentou de 0,96% para 15% para trimetoprim, de 3,21% para 25% para
metronidazol, de 4,70% para 90% para nitrofurantoina e de 13,65% para 90% para
sulfametoxazol.

Park e Choi (2008) determinaram o valor de I1Cso = 3597 mg L™ da amoxicilina que
correspondente a metade da concentracdo inibitoria maxima para o Vibrio fischeri. Os
mesmos autores também compararam o nivel de toxicidade frente a outros antibidticos (a
saber: sulfametazina, oxitetraciclina, clortetraciclina, sulfadimetoxina, sulfatiazol,
trimetoprim, sulfametoxazol e enrofloxacina) e observaram que os B-lactdmicos ampicilina e
amoxicilina apresentaram os niveis mais baixos de toxicidade para o Vibrio fischeri. Assim, a
inibicdo quase total da luminescéncia da bactéria no efluente da Fase 3 pode indicar que o
organismo-teste também ¢é influenciado pelo residual dos compostos ainda presentes no
permeado, evidenciando como o efeito de interagdo do composto com a matriz pode
influenciar na toxicidade de uma amostra, especialmente em decorréncia da formacdo de
possiveis subprodutos por rea¢des nucleofilicas.

A amoxicilina é um antibiético de grande espectro de atuacdo, atingindo bactérias
gram-positivas e gram-negativas (BAGHAPOUR et al., 2014). A bactéria Vibrio fischeri
pertence a familia dos Vibrionaceae e sdo Gram-negativas (RUBY et al., 2005) e, portanto,

sdo alvo de atuacdo da amoxicilina e outros antibidticos.
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loele, Luca e Ragno (2016) mediram a bioluminescéncia da bactéria Vibrio fischeri
quando expostas a treze antibidticos: clorotetraciclina, oxitetraciclina, ofloxacina,
norfloxacino, acido oxolinico, acido nalidixico e estreptomicina apresentaram elevada
toxicidade aguda para concentragdes acima de 30 pg L™ apés 30 minutos de exposicdo
inibindo completamente o metabolismo da bactéria; clindamicina, neomicina, ampicilina e
amoxicilina inibiram menos de 20% da bioluminescéncia mesmo em concentrac@es altas (50
Hg L) e os antibiéticos eritromicina e sulfametoxazol estimularam a bioluminescéncia

(109% e 120% respectivamente) quando comparados ao controle de agua deionizada (IOELE;
LUCA; RAGNO, 2016).

5.6.2. Daphnia magna
A porcentagem de organismos mdveis e nadantes apds 48 horas em contato com as

amostras estdo apresentados na Figura 41, e porcentagem de imobilizacdo da Daphnia magna
esta apresentada na Figura 42.

Figura 41 — Porcentagem de Daphnia magna mdveis e nadantes ap6s 48 horas de exposi¢ao as amostras do
sistema MBR (n = 20 organismos).
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Fonte: Autora (2018).
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Figura 42 — Porcentagem de imobilizagcdo de Daphnia magna apds 48 horas de exposi¢do as amostras do
sistema MBR (n = 20 organismos).
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Em &gua deionizada, todas as Daphnias continuaram moveis. J& a amostra de entrada,
correspondente ao esgoto sintético bruto, imobilizou, em média, 35% dos crustaceos. A
amostra da Fase 2 ndo promoveu imobilizacdo, em contrapartida, o permeado da Fase 3
imobilizou 100% dos organismos. Isso indica que a mudanca da vazdo no processo de
tratamento, que culminou na alteracdo da composicdo do efluente tradado, repercutiu em
maior efeito ecotoxicoldgico no organismo-alvo. O resultado da amostra da Fase 3 corrobora
com os resultados do teste de Vibrio fischeri, em que houve maior porcentagem de inibicao
com esta mesma amostra.

Os organismos Daphnia magna sdo crustaceos planctonicos e, embora ndo sejam
alvos, podem estar sujeitos a acdo dos antibidticos. Os antibidticos sdo compostos
potencialmente toxicos que podem impactar nos efeitos agudos de mobilidade do organismo,
como mostraram 0s testes com nove antibidticos realizados por Wollenberger, Halling-
sgrensen e Kusk (2000).

A concentracdo prevista da amoxicilina que ndo cause efeito (PNEC, do inglés
“Predicted no-effect concentration”) em toxicidade aguda para as Daphnias ¢ PNEC=0,0073
ug L (PARK; CHOI, 2008). As concentracdes residuais do antibiético detectadas no MBR
s30 superiores a0 PNEC (Fase 2 = 27,7 pg L™ e Fase 3 = 48,1 pg L) sugerindo que as
respostas de imobilizacdo do organismo estejam relacionadas as concentragfes do antibidtico.
Park e Choi (2008) também investigaram o valor de ECsy da amoxicilina para a imobilizacéo
da Daphnia magna, porém ndo foi possivel obter uma concentracdo exata e observaram que o
ECso tende a ser superior a 1000 mg L2,
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E possivel que a concentracio inicial de amoxicilina (aproximadamente 100 ug L™)
causasse um efeito negativo na mobilidade dos organismos e que a composi¢édo do esgoto
sintético bruto, por si s, ja ocasionasse um efeito positivo competindo com o farmaco,
resultando em 35% de imobilizacdo na amostra de entrada. Com o tratamento do esgoto e a
reducdo da concentracdo das diversas substancias monitoradas e da amoxicilina,
provavelmente, a amostra de saida da Fase 2 ndo tenha causado efeitos nos crustaceos. Com
excecdo do carbono organico dissolvido e nitrogénio organico, 0s demais parametros
monitorados ndo tiveram suas concentracdes residuais significativamente elevadas ao
aumentar da vazao de trabalho do MBR, ja a amoxicilina teve sua concentracdo duplicada.
Esse aumento pode justificar a total imobilizacdo das D. magna.

O organismo Daphnia magna também pode utilizado nos ensaios de toxicidade
cronica seguindo a metodologia OECD 211 que avalia a reproducdo em um longo tempo de
exposicdo ao composto. Entretanto, apesar de ndo ter sido possivel avaliar a amoxicilina em
ensaios de toxicidade cronica, GUO et al. (2016) ranquearam a toxicidade potencial de
farmacos de diferentes classes terapéuticas e verificou que, em ambientes aquaticos, a
amoxicilina apresentou elevado grau de toxicidade aguda.

Kim et al. (2017) avaliaram a toxicidade aguda e cronica de cefadroxil e cefradina,
antibidticos da classe das cefalosporinas, em Daphnia magna. Foi observado o efeito agudo
de imobilizacdo em concentragdes superiores a 100 mg L™ de ambos os antibiéticos, efeito
crénico no crescimento acima de 39 mg L™ de cefradina e efeito cronico na reproducdo acima
de 83 mg L™ de cefadroxil (KIM et al., 2017).

5.6.3. Algas Chlorella vulgaris e Raphidocelis subcaptata

A Figura 43 mostra imagens microscopicas (objetiva de 20x) das células de Chlorella
vulgaris e Raphidocelis subcaptata nas amostras provenientes do sistema MBR. Nota-se que
as amostras de entrada contém uma grande quantidade de sélidos e das Fases 2 e 3 ha pouca

interferéncia visual.
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Figura 43 — Imagem por microscopia (objetiva 20x) das algas ap0s 24 horas de exposi¢do as amostras do

sistema MBR: (A) Chlorella vulgaris em efluente sintético bruto; (B) Raphidocelis Subcaptata em efluente

sintético bruto; (C) Chlorella vulgaris em permeado da Fase 2; (D) Raphidocelis Subcaptata em permeado
da Fase 2; (E) Chlorella vulgaris em permeado da Fase 3; (F) Raphidocelis Subcaptata em permeado da

Fase 3.
. ~ S
a) . % b2 <
{ ’
4
.. X »
el ~ N
- ~ Y 3 . 5
L 4 :
~ &)
® A
C) o . d) 2 U -
N | CO
.
v
-
y )
L v e
N
i 2
e >
L - v 3
> L
> 3
<N f)
. 2
®n
. o
- ® e
. v L
v
. " 2

Fonte: Autora (2018).

A Figura 44 mostra imagens dos frascos utilizados para o ensaio contendo as algas e
amostras apds 96 horas de exposicdo. Nota-se que a cor da amostra de entrada (identificada
por “E” nos frascos) ¢ visualmente mais forte, indicando maior concentragao de células, tanto

para Chlorella quanto para Raphidocelis.
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Figura 44 — Imagem das algas ap6s 96 horas de exposi¢do as amostras do sistema MBR. (A) Chlorella
vulgaris em agua deionizada, efluente sintético bruto, permeado da Fase 2 e permeado da Fase 3; (B)
Raphidocelis Subcaptata em agua deionizada, efluente sintético bruto, permeado da Fase 2 e permeado da

Fase 3.
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Fonte: Autora (2018).

A Figura 45 mostra a cinética de crescimento das algas em 96 horas de contato com
amostras do MBR.



88

Figura 45 — Cinética do crescimento das algas em amostras do sistema MBR: (A) Chlorella vulgaris; (B)
Raphidocelis subcaptata (n = 4 replicatas).
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Fonte: Autora (2018).

E possivel observar, que para ambas as algas, o crescimento das células foi maior na

amostra da entrada (esgoto sintético bruto), sendo que para Chlorella (Figura 45-A) o

crescimento foi mais rapido apds 48 horas e para Raphidocelis (Figura 45-B), ap6s 24 horas

de exposicdo. Embora na Fase 2 tenha ocorrido um crescimento maior que o sistema controle

(4gua deionizada), na Fase 3 houve uma inibicio do crescimento para ambas as algas. E

importante lembrar que foram adicionados nutrientes as amostras de forma que ndo fosse

limitante ao crescimento das algas. Assim, a inibig&o ocorrida no permeado da Fase 3 indica

que a composicdo residual da amostra apresenta certa toxicidade para 0s organismos.

A Figura 46 apresenta um perfil da concentracdo de células das algas que cresceram

em 96 horas.
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Figura 46 — Concentracdo de células das algas crescidas (unidades mL™) em 96 horas de exposi¢&o as
amostras do sistema MBR: (A) Chlorella vulgaris; (B) Raphidocelis Subcaptata (n = 4 replicatas).
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Fonte: Autora (2018).

Nota-se que o desenvolvimento da Raphidocelis foi maior para todas as amostras
testadas, entretanto, a resposta para cada amostra foi similar a Chlorella: o nimero de células
das algas foi maior na amostra da entrada e reduzida na Fase 3.

E possivel observar também a superestimulagio do crescimento de ambas as espécies
na amostra de entrada em relagdo ao controle de agua deionizada que estid associada a
presenca de nutrientes (fosforo e nitrogénio) no esgoto sintético bruto. O menor crescimento
das algas na amostra de saida da Fase 2 tambem esta relacionado as menores concentragdes
desses nutrientes, que foram parcialemnte removidos durante o processo pelo MBR.

A Figura 47 mostra a cinética da atividade fotossintética da (A) Chlorella e (B)

Raphidocelis.
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Figura 47 — Cinética da atividade fotossintética das algas em amostras do sistema MBR: (A) Chlorella
vulgaris; (B) Raphidocelis Subcaptata (n = 4 replicatas).
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Fonte: Autora (2018).

A atividade fotossintética da Chlorella na amostra da entrada apresentou-se maior ao
longo do periodo de exposicdo. Na Fase 2 ndo houve diferenca estatistica significativa
(considerando um intervalo de confianga de 95%) em relacdo ao controle. Apesar do
crescimento de células ter sido menor na Fase 3 (Figura 45-A), a alga ndo teve sua atividade
fotossintética alterada (Figura 47-A).

Ja para Raphidocelis, a atividade fotossintética na Fase 2 foi similar (considerando um
intervalo de confianca de 95%) ao do controle (agua deionizada). Nota-se também um
aumento inicial da atividade na amostra de entrada e reducdo ao longo do tempo. A exposicao
da alga na amostra da Fase 3, além de reduzir a taxa de crescimento (Figura 45-B),
possivelmente alterou significativamente o canal fotossintético da alga, reduzindo sua
atividade (Figura 47-B).

De modo geral, observa-se que a resposta atividade fotossintética da Raphidocelis foi
anéloga a mobilidade da Daphnia magna, tal que ndo houve resposta positiva (estimulagéo)

ou negativa (inibicdo) da amostra da Fase 2 e, com 0 aumento na concentracdo da amoxicilina
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residual na Fase 3, a resposta negativa foi similar: baixa atividade fotossintética para
Raphidocelis e total imobilidade para Daphnias. Vale lembrar que o efluente da Fase 3
também impactou significativamente na luminescéncia da bactéria Vibrio fischeri.

A partir dos resultados obtidos, é dificil afirmar que existe uma relacdo proporcional
da concentragdo do antibidtico com a inibicdo do metabolismo das algas. Entretanto,
Vasconcelos, Dalke e Oliveira (2017) conseguiram observar tal propor¢do para a atividade
fotossintética da Raphidocelis subcaptata. Os pesquisadores avaliaram a inibigdo de quatro
antibiéticos entre 7,8 a 1000 pg L™ e notaram um aumento na inibicdo de 4,8 a 80% para
nitrofurantoina, 38 a 60% para trimetoprima, 46 a 80% para metronidazol e 74 a 100%  para
sulfametoxazol.

Lutzhgft, Halling-sgrensen e Jgrgensen (1999) encontraram a concentracdo de
amoxicilina que ndo se observa efeito no organismo da Raphidocelis (NOEC, do inglés “no
observed effect concentration®): NOEC > 250 mg L™. Eguchi et al. (2004) observaram que 0
ECso de ampicilina para R. subcaptata é >1000 mg L™. Park e Choi (2008) afirmam que
antibioticos PB-lactamicos sdo de baixa toxicidade para organismos marinhos como Vibrio
fischeri e Daphnia magna e Eguchi et al. (2004) verificaram que o ECso da ampicilina para
Chlorella vulgaris é ECs, > 1000 mg L™ Isso pode justificar o resultado da cinética
fotossintética da Chlorella frente a amostra da Fase 3: enquanto a Raphidocelis teve uma
significativa reducdo, a Chlorella manteve-se proximo ao controle de agua deionizada.

Outras algas também foram submetidas a testes para determinar a toxicidade da
amoxicilina. Litzhgft, Halling-sgrensen e Jorgensen (1999) determinaram o ECsy de
Microcystis aeruginosa (ECso = 0,0037 mg L™) e Rhodomonas salina (ECso = 3108 mg L™Y).
Brain et al. (2004) quantificaram a concentracdo que leva a 10% da resposta maxima (ECyp)
para Lemna gibba: EC1o> 1,0 mg L™

A importancia de avaliar a resposta das algas de toxicidade de um poluente esta
relacionada com o fato das algas estarem na base dos niveis tréficos, cujo efeito deletério
pode refletir nos organismos mais complexos e desestruturar um ecossistema (PARK; CHOI,
2008).

5.6.4. Sementes de alface (Lactuca sativa) e mostarda (Sinapis alba)
A Figura 48 mostra uma imagem das sementes de mostarda (Sinapis alba) ap6s o

periodo de incubagdo em agua deionizada.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-008-0209-x#CR16
https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-008-0209-x#CR16
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Figura 48 - Foto das sementes de mostarda (Sinapis alba) germinada em agua deionizada.

Fonte: Autora (2018).
A Figura 49 apresenta a porcentagem das sementes que germinaram quando expostas as
diferentes amostras.

Figura 49 — Porcentagem de germinacao de alface (Lactuca sativa) e mostarda (Sinapis Alba) em amostras
do MBR (n = 30 sementes).
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Fonte: Autora (2018).

A andlise estatistica mostrou que ndo ha diferenca significativa nas porcentagens de
germinacdes das sementes entre as matrizes de 4gua deionizada, entrada e saida do MBR para
alface (p > 0,05), nem para mostarda (p > 0,05). Aproximadamente 96% das sementes de
mostarda germinaram, enquanto de alface esse valor foi em torno de 76%. O resultado deste
experimento sugere que a composicao do esgoto sintético bruto (entrada) e o residual presente
nas saidas ndo tiveram efeitos toxicos na germinacdo das sementes.

Pan e Chu (2016) também verificaram que ndo houve diferencas estatisticas

significativas na germinacdo das sementes de alface (Lactuca sativa), cenoura (Daucus
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carota), pepino (Cucumis sativus) e tomate (Lycopersicon esculentum) quando expostas a
diferentes concentracdes (0 a 300 mg L™) dos antibi6ticos tetraciclina, sulfametazina,
norfloxaxina, eritromicina e cloranfenicol.

Aparentemente, 0 processo de germinagdo das sementes ndo é influenciado pela
composi¢do do meio, independente do tipo da semente e do poluente estudado. Isso também
foi observado em testes de fitotoxicidade de paracetamol em trigo Triticum aestivum por An
et al. (2009), de herbicida Chlorimuron-ethyl, cadmio e cobre atuando no trigo Triticum
aestivum por Wang e Zhou (2005) e de compostos de lodo téxtil em sementes de soja e trigo
por Aradjo e Monteiro (2005).

A germinacdo das sementes depende da quantidade de reservas nutricionais
armazenadas em seu interior e é um processo isolado do meio ambiente (ARAUJO:;
MONTEIRO, 2005). E provavel que as camadas das sementes formem uma barreira do meio
dificultando a penetracdo dos compostos quimicos e sua absorcdo pelo embrido (PAN; CHU,
2016). Adicionalmente, caso ocorra adsor¢do dos poluentes nas sementes, ndo afetaria a
germinacdo das raizes embrionérias (WANG; ZHOU, 2005).

A Figura 50 mostra o comprimento médio das raizes das sementes que germinaram em

contato com cada amostra.

Figura 50 — Comprimento da raiz das sementes germinadas em amostras do sistema MBR (n = 30

sementes).
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Fonte: Autora (2018).

Pode-se observar que o esgoto sintético bruto (entrada) promoveu um crescimento
maior para a semente de alface (Lactuca sativa) em relagéo ao efluente tratado (Fase 2 e Fase
3). Ja para a semente de mostarda (Sinapis alba), a resposta de crescimento foi aparentemente
menor para a amostra de entrada do que para os permeados, mas a analise por ANOVA
indicou que ndo ha diferenca estatistica entre o crescimento utilizando como matriz entrada e
saidas (p > 0,05).



94

O comprimento da raiz foi estatisticamente semelhante (p > 0,05) para as amostras da
Fase 2 e Fase 3 para ambas as sementes. Isso indica que a resposta de crescimento das duas
plantas ndo apresentou diferenca em relacdo a composicdo das amostras, ao contrario dos
resultados dos testes com outros organismos avaliados, pois, neste caso, trata-se de
organismos mais complexos que a bactéria luminescente, o pequeno crustaceo e as algas
unicelulares.

De modo geral, no sistema controle (em agua deionizada), o comprimento médio da
raiz foi maior que nas demais amostras indicando que houve inibicdo do crescimento. 1sso
mostra que a composicdo da amostra de entrada e saidas impactaram negativamente no
desenvolvimento das raizes. Essa inibicdo era esperada, pois, apos a germinacdo, a raiz entra
em contato direto com o meio podendo absorver os micropoluentes presentes e ter seu
desenvolvimento afetado. Wang e Zhou (2005), Araudjo e Monteiro (2005), An et al. (2009) e
Pan e Chu (2016) alem de observarem que a germinagédo das sementes ndo séo afetadas pelo
meio, também observaram que o crescimento das plantas € mais sensivel que a germinacao
em relagdo as concentragfes dos compostos.

Na Figura 51 pode-se observar a porcentagem de inibicdo do crescimento das plantas
em relacdo ao sistema controle.

Figura 51 — Porcentagem de inibi¢do da raiz das sementes germinadas em amostras do sistema MBR: (A)
Lactuca sativa; (B) Sinapis alba (n = 30 sementes).
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Fonte: Autora (2018).

Embora a inibicdo do afluente para a semente de mostarda aparente ser maior, a
avaliacdo por ANOVA mostrou que as inibigdes de todas as matrizes foram estatisticamente
semelhantes (p > 0,05), indicando que as composi¢cdes das amostras influenciaram no
crescimento das raizes em um mesmo nivel. J& para a semente de alface, as inibi¢cdes das
amostras de saida foram estatisticamente semelhantes (p > 0,05) e a entrada teve uma inibicao

menor (cerca de 11%).
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Hillis et al. (2010) avaliaram a fitotoxicidade da amoxicilina em sementes de alface
(Lactuca sativa), alfafa (Medicago sativa) e cenoura selvagem (Daucus carota) e verificaram
que o valor de ECso para germinacdo e comprimento da raiz das trés espécies é acima de
10000 mg L™, indicando que o nivel de toxicidade do antibiético é baixo para esses cultivos.

Pan e Chu (2016) avaliaram a fitotoxicidade de cinco antibidticos em quatro cultivos-
alvo: sementes de alface (Lactuca sativa), cenoura (Daucus carota), pepino (Cucumis sativus)
e tomate (Lycopersicon esculentum) e observaram que a alface foi considerada a mais sensivel
a maioria dos farmacos. Os valores concentracdo de efeito (ECsy) na alface para cada
antibidtico foi: tetraciclina = 14,4 mg L™, sulfametazina = 157 mg L™, norfloxacina = 49,4
mg L™, eritromicina = 68,8 mg L™ e cloranfenicol = 204 mg L™ (PAN; CHU, 2016).

Embora as plantas ndo sejam alvo da agdo dos antibioticos, a importancia de se estudar
a toxicidade nesses organismos esta relacionada com sua capacidade de absorver, acumular e
metabolizar os micropoluentes presentes no meio e, assim, afetar a cadeia tréfica proxima
(BARTRONS; PENUELAS, 2017). Além disso, a avaliacdo da germinacdo das sementes e
comprimento das raizes torna o ensaio de fitotoxicidade de amostras liquidas poluidas um
método simples e barato para o biomonitoramento ambiental (SALVATORE; CARAFA,
CARRATU, 2008).

5.6.5. Bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens.

A Figura 52 apresenta o crescimento celular das bactérias Escherichia coli, Bacillus
subtilis e Pseudomonas fluorescens em ISO water, agua deionizada e amostras do MBR. Ja a
Figura 53 apresenta as porcentagens de inibi¢do do crescimento celular, considerando como
controle agua deionizada.

A solucdo de 1SO water consiste em &gua deionizada acrescida de nutrientes a fim de
avaliar o desenvolvimento dos microrganismos na presenca ou auséncia desses nutrientes. O
grafico de inibicdo aponta o ndo crescimento das bactérias nas amostras do MBR apenas em
relacdo a agua deionizada.
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Figura 52 — Crescimento celular das bactérias em ISO water, 4gua deionizada, afluente (entrada) e
efluente (saida) do sistema MBR (n = 6 replicatas).
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Fonte: Autora (2018).

Figura 53 — Porcentagem de inibicao do crescimento celular das bactérias em relagdo a agua deionizada
em amostras do sistema MBR (n = 6 replicatas).
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Fonte: Autora (2018).

Embora no gréafico da Figura 52 o crescimento celular das bactérias pareca similar em

ambos o0s controles, a andlise estatistica indicou que o crescimento das trés bactérias é

significativamente diferente (p < 0,05). Ou seja, 0 crescimento é relativamente menor na

auséncia de nutrientes.

As concentragdes do antibidtico no afluente e efluente podem ter modulado o

crescimento da E. coli, pois esta € bastante sensivel a atuacdo da amoxicilina. A inibicdo de

crescimento de 47% nas amostras da entrada esta relacionada a concentracao teorica de 100

g L™ do antibiético. J4 o maior crescimento nas amostras da saida pode indicar que os niveis

residuais do farmaco nao tenha afetado seu metabolismo, nem provocado inibicé&o.
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Testes realizados na década de 1980 evidenciaram a sensibilidade da E. coli em
concentracdes de apenas 10 pug L™ de amoxicilina (ROLINSON, 1980). Mas as pressdes
seletivas causadas pela exposicao da bactéria aos compostos antibacterianos ao longo desse
periodo fizeram prevalecer os individuos mais resistentes aos antibidticos, conforme
demonstra Reinthaler et al. (2003), Kibret e Abera (2011) e Jiménez-belenguer et al. (2016).
Dessa maneira, a ndo inibi¢do do crescimento nas amostras de saida indica que a bactéria esta
resistente a concentracdes da ordem de 50 pg L™ (Fase 3).

Bacillus subtilis também teve seu crescimento inibido na presenca de grande
quantidade de amoxicilina da entrada, entretanto, tal inibicdo (27%) foi menor do que sofrida
pela E. coli indicando que essa espécie apresenta certa resisténcia ao antibidtico, como mostra
Luo e Helmann (2012), que avaliou a funcdo extracitoplasmatica de B. subtilis na resisténcia a
varios antibidticos, dentre eles, a amoxicilina.

J& Pseudomonas fluorescens teve seu crescimento na entrada estatisticamente similiar
aos controles (p > 0,05), que pode estar relacionado a resisténcia que esta bactéria tem a
amoxicilina mesmo em concentracdes de 100 pug L™. P. fluorescens foi considerada resistente
a amoxicilina e a tetraciclina e de resisténcia intermediaria a cefradina e norfloxacina em
ensaios de antibiograma realizado por Zhou et al. (2015). Teste de antibiograma com disco-
difusdo consiste em avaliar o halo de inibi¢do do crescimento bacteriano formado a partir da
difusdo de um antimicrobiano de um disco de papel-filtro saturado (SEJAS et al., 2003).

Ja nas saidas, o comportamento de B. subtilis e P. fluorescens foi semelhante: baixo
crescimento na amostra da Fase 2 e elevado na Fase 3. Esses resultados estéo relacionados as
condicBes favordveis ou desfavoraveis ao seu crescimento, especialmente no que tange a
disponibilidade de fonte de carbono. Conforme comprovado por Perotti et al. (2005) e Araujo,
Aires e Farina (2006), a presenca de matéria organica no meio favorece a sobrevivéncia e o
crescimento das as bactérias B. subtilis e P. fluorescens.

Vale lembrar que o sistema MBR removeu altas porcentagens de remogao da maioria
dos parametros quimicos monitorados, assim, a qualidade do efluente coletado durante a Fase
2 condicionou as células bacterianas a entrarem no estado de letargia e de crescimento lento
devido a baixa disponibilidade de nutrientes (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010). Com
a alteracdo da vazdo de trabalho, passou-se a detectar maiores niveis de amoxicilina e de
carbono organico dissolvido (COD). Assim, a elevacdo da concentragcdo de COD no efluente
(de 5,5 a 26,0 mg L™) permitiu que as bactérias crescessem mais na Fase 3.

Embora B. subtilis tenha crescido na amostra da Fase 3, a Figura 53 aponta uma
pequena inibicdo seu metabolismo (4%) em relacdo a agua deionizada, possivelmente devido

ao residual de amoxicilina (em torno de 50 pg L™).
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A Figura 54 apresenta a taxa de respiragdo das bactérias Escherichia coli, Bacillus
subtilis e Pseudomonas fluorescens apds 42 horas expostas em ISO water, 4gua deionizada e
amostras do MBR. A Figura 55 mostra a porcentagem de inibicdo da respiracdo bacteriana

nas amostras oriundas do MBR.

Figura 54 — Respiracao das bactérias em 1SO water, agua deionizada, afluente (entrada) e efluente (saida)
do sistema MBR.
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Fonte: Autora (2018).

Figura 55 — Porcentagem de inibicao da respiracéo das bactérias em relacao a 4gua deionizada em
amostras do sistema MBR.
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Segundo o teste estatistico, ndo ha variacao significativa da respiragdo da Escherichia
coli em 1SO water, agua deionizada e a amostra de entrada (p > 0,05). E possivel que a
amoxicilina ndo tenha efeito na respiracdo bacteriana, uma vez que o crescimento na entrada

(amox = 100 pg L) foi estatisticamente similar aos controles (p > 0,05). O elevado nivel de
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respiracdo nas saidas da Fase 2 e 3 coincidem com o aumento no crescimento, indicando
novamente que a bactéria € resistente aos niveis residuais de amoxicilina.

A respiracdo de Pseudomonas fluorescens foi inibida na amostra de entrada em 38%.
Em contrapartida, nas Fases 2 e 3 0s niveis de respiracdo foram tdo elevados quanto nos
controles de ISO water e &gua deionizada, tal que a ANOVA ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas (p > 0,05).

O comportamento da respiracdo de Bacillus subtilis foi quase andlogo ao da
Pseudomona: inibicdo de respiracdo com o afluente e aumento dos niveis nas amostras de
saida.

A resposta da respiragdo na Fase 2 para Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens
refor¢a 0 argumento que, nesse cenario de auséncia de fonte de carbono, as bactérias entraram
em um estado de letargia, pois, embora o crescimento tenha sido reduzido, as bactérias nao
tiveram o nivel de respiracdo alterado. Os resultados de respiracdo da ultima fase para B.
subtilis e P. fluorescens coincide com os do crescimento. E para B. subtilis a respiragéo na
Fase 3 também foi inibida em 4%.

De modo geral, os resultados de crescimento bacteriano e respiracdo celular apontam
niveis de resisténcias diferentes para cada bactéria estudada. Ordenando por nivel de
resisténcia & amoxicilina, tem-se: Pseudomonas fluorescens > Bacillus subtilis > Escherichia

coli. Ou seja, P fluorescens é mais resistente e E. coli € menos resistente.

5.6.6. Efeito da amoxicilina nas bactérias heterotrofica

A cinética do comportamento das bactérias heterotréficas expostas a diferentes
concentracdes de amoxicilina (1 pg L™ a 100 mg L™) est4 apresentada nos respirogramas da
Figura 56. Os respirogramas foram normalizados em relagdo & TCO enddgena inicial do
sistema controle, de forma que seja possivel observar a variagdo da TCO méaxima nos

diferentes cenarios.



100

Figura 56 — Respirograma das bactérias heterotroficas expostas a diferentes concentracfes de amoxicilina.
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Fonte: Autora (2018).

De modo geral, os respirogramas apresentaram dois comportamentos diferentes
relacionados as concentracdes aplicadas: ao adicionar 1, 10 e 100 pg L™ de amoxicilina, a
taxa de respiracdo microbiana aumentou, elevando rapidamente a TCO e alcangando um
Gnico valor de TCO méxima (acima de 40 mg L™ h™) antes de retornar as condicdes
enddgenas. Ja nos cenarios com 1, 10 e 100 mg L™ de amoxicilina, a TCO também aumentou
rapidamente, mas se manteve por um intervalo de tempo na TCO méaxima e retornou a fase
enddgena gradualmente.

E importante destacar que as concentrages na faixa de pg L™ alcancaram um valor de
TCO maxima superior ao do sistema controle, indicando que baixos niveis de amoxicilina ndo
inibem a respiracdo bacteriana. J4 a TCO maxima das concentracdes na faixa de mg L™ foram
inferiores ao controle e, de acordo com Lima et al. (2010), a reducdo da taxa maxima de
consumo de oxigénio indica efeitos da toxicidade causada pelo composto quimico na
biomassa. Outro detalhe observado é que a maior concentracdo testada (100 mg L)
apresentou o menor valor de TCO méaxima (cerca de 22 mg L™ h™). Além disso, nesta
concentracdo, a TCO se manteve por mais tempo em seu valor méximo (20 minutos) do que

nas outras concentracfes (12 minutos, em média, nas concentragdes de amoxicilina de 1 e 10
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mg L. Isso pode ser explicado pela alteragdo das propriedades e da taxa de respiracdo do
lodo devido a presenca do micropoluente (BESHA, 2017).

Ricco et al. (2004) avaliaram a toxicidade de compostos xenobiéticos (iclorofenol,
formaldeido, nitrofenol e diclorometano) na biomassa de lodos ativados utilizando o metodo
de repirometria e observou que, para todos os resultados, houve inibigdo dos microrganismos
heterotroficos na presenca desses compostos. Por outro lado, Basnyat (2008) utilizou o
método da respirometria em biomassa de sistemas de lodos ativados e avaliou o efeito toxico
de 50 farmacos e apenas 11 foram considerados toxicos com 50% de inibicdo em diferentes
concentracdes. Surerus, Giordano e Teixeira (2014) avaliaram a TCO de diferentes toxicantes
em lodos de diferentes estagdes de tratamento de &guas residuarias e observaram que mesmo
as elevadas concentracBes de amoxicilina testadas (4,5, 6 e 8 mg L™) ndo inibiram o
crescimento microbiano provavelmente devido a alta seletividade de microrganismos
presentes no lodo ativado.

O teste avaliou a respiracdo das bactérias heterotréficas aerdbias, por isso ndo é
possivel comparar com o processo de desnitrificagdo. O presente teste de respirometria com
aeracdo intermitente e fornecimento de acetato de sédio como fonte de carbono caracteriza o
processo de biodegradacdo de matéria organica pelas bactérias heterotroficas. O resultado do
ensaio reforca que a concentracdo de 100 pg L™ de amoxicilina inserida no afluente do
sistema ndo afetou a atuacdo das bactérias que biodegradavam a matéria organica

aerobiamente, confirmando a eficiéncia de remocao de DQO acima de 94% em todas as fases.

5.6.7. Visdo geral dos efeitos ecotoxicoldgicos da amoxicilina
A Tabela 20 apresenta um resumo das porcentagens de inibicéo (valores negativos) ou
de estimulacdo (valores positivos) dos resultados dos ensaios ecotoxicoldgicos das amostras

de afluente e efluente do MBR contendo amoxicilina.



102

Tabela 19 — Efeitos ecotoxicoldgicos da amoxicilina. Valores positivos indicam estimulacao e valores
negativos indicam inibicé&o.

Organismo Espécie Entrada Fase2 Fase 3
Bactéria bioluminescente Vibrio fischeri +27,2%  -148%  -98,7%
Crusticeo ~ Daphniamagna  -350% 0%  -100%
Alga  Chlorellavulgaris - +2865% +149%  -78.9%
Alga  Raphidocelissubcaptata  +117,0% +242%  -559%
Sementedealface  Lactucasativa  -113% 265% -337%
Semente demostarda Sinapisalba  -37.2% -28.6% -295%
Bactéria  Escherichiacoli  -466% 0% 0%
Bactéria  Bacillissubtilis  -267% 568%  3.7%
Bactéria  Pseudomonasfluorescens 0% -24.6% +426%

Fonte: Autora (2018).

E valido lembrar que a composicdo do esgoto sintético bruto contém macro e micro
nutrientes com vista a manutencdo da biomassa do lodo inserido no MBR. Tais elementos
podem servir de nutrientes aos organismos-alvo testados nos ensaios de ecotoxicidade,
aumentando seu metabolismo e promovendo seu crescimento, reproducdo, mobilidade,
atividade fotossintética ou bioluminescéncia. Dessa forma, a presenca desses elementos nas
amostras do afluente do MBR e a redugdo dos mesmos nas amostras de saida interferiram no
funcionamento biol6gico dos organismos-teste conjuntamente aos niveis de amoxicilina
presentes em cada matriz.

De modo geral, a inibicdo dos organismos sensiveis ao antibidtico na amostra de
entrada indicou que o efeito téxico da concentragdo de amoxicilina presente (100 pg L™) se
sobrepds aos efeitos positivos da composicdo do esgoto sintético em si. Em contrapartida, a
concentragdo de amoxicilina ndo afetou o crescimento das algas, nem do Vibrio fischeri,
mesmo sendo uma bactéria gram-negativa. Avalia-se que a quantidade de nutrientes presentes
no afluente superestimulou as algas em mais de 100% comparando com o crescimento normal
em um sistema controle, o que corrobora com os estudos sobre problemas de descarte
inadequado de esgoto e crescimento acelerado das algas com a consequente eutrofizacdo dos
corpos d’agua.

As baixas concentracdes de amoxicilina nas amostras de saida da Fase 2 (28 pg L™)
pode ter permitido o funcionamento natural dos organismos-teste (ex.: E. coli), a0 mesmo

tempo em que o efluente mais limpo os tenha inibido a custa da redugdo das taxas de
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nutrientes. E possivel que essa reducdo de nutrientes disponiveis tenha predominado na
inibicdo de Vibrio fischeri, algas, sementes e bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas
fluorescens.

Na Fase 3, por sua vez, 0 aumento da vazdo de trabalho reduziu a porcentagens de
remocgdo de alguns compostos elevando suas concentragdes no permeado, dos quais: a
amoxicilina (de 28 para 50 pg L), o carbono orgénico dissolvido (COD) (de 5,5 para 26 mg
L™) e nitrogénio organico (de 2,9 para 6,6 mg L™). Com excecéo desses trés parametros, é
possivel considerar que a qualidade do efluente tratado foi similar nas Fases 2 e 3 de operacao
do MBR, ou seja, o0 efeito positivo dos nutrientes pode ndo mascarar o efeito negativo do
antibiotico. Essa situagdo pode ser vista no aumento das taxas de inibicdo de Vibrio fischeri,
Daphnia magna, ambas as espécies de algas e sementes. J& o aumento de COD permitiu o
crescimento das bactérias Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens. A pequena taxa de
inibicdo de B. subtilis aponta a sensibilidade do organismo ao residual de amoxicilina
presente no efluente tratado segundo as condi¢des de operacao da Fase 3 do MBR.

Os organismos que ndo apresentaram estimulagdo ou inibicdo (indicados por 0%)
denotam que teve a resposta obtida do funcionamento de seu metabolismo foi equivalente aos
dos organismos no sistema controle, ndo implicando em niveis de ecotoxicidade do composto

ou da matriz da amostra.

5.6.8. Efeitos ecotoxicoldgicos da amoxicilina em outros organismos

ConcentracBes de amoxicilina e outros antibioticos no ecossistema aquatico sao
consideradas toxicas em diferentes niveis tréficos dependendo da sensibilidade dos
organismos testados. Alguns pesquisadores realizaram testes ecotoxicoldgicos da amoxicilina
e correlatos utilizando organismos-alvo diferentes aos do presente estudo:

Pascoe, Karntanut e Muller (2003) utilizaram cnidarios da espécie Hydra vulgaris e
observaram a contracdo dos polipos e a velocidade das reacdes fisioldgicas quando expostos
por sete dias a amoxicilina (LOEC = 100 pg L™). Andreozzi et al. (2004) avaliaram a inibicéo
do crescimento das cianobactérias unicelulares, Synechococcus leopoliensis, apos 96 horas
expostas a amoxicilina (NOEC = 0,78 pg L™ e LOEC = 1,56 ug LY). Soares et al. (2012)
avaliaram a toxicidade cronica de Danio rerio, um peixe-zebra, exposto a ampicilina por oito
meses (NOEC =0,5ng L e LOEC =1,0 ng L™).

Ando et al. (2007) avaliaram o impacto da toxicidade de ampicilina no crescimento de
seis espécies de cianobactérias: Anabaena cylindrica (ECso = 0,14 mg L™ e NOEC = 0,013
mg L™), Anabaena flos-aquae (ECsy = 3,3 mg L™ e NOEC = 0,16 mg L), Anabaena
variabilis (ECso = 2,2 mg L™ e NOEC = 0,16 mg L™), Microcystis aeruginosa (ECs, = 0,0002
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mg L™ e LOEC = 0,000031 mg L), Microcystis wesenbergii (ECso = 0,013 mg L™ e LOEC =
0,002 mg L™) e Synechococcus leopoldensis (ECso = 0,083 mg L™ e LOEC = 0,025 mg L™Y).
Esses estudos mostram que 0s organismos mais complexos sdo mais resistentes a
amoxicilina e a sensibilidade de algumas cianobactérias depende da espécie. Portanto, a
presenca de antibidticos, especialmente do tipo penicilinicos f-lactdmicos, no meio ambiente
pode impactar alguns organismos e consequentemente, causar um desequilibrio no

ecossistema aquatico e colocar em risco a satde publica e seguranca ambiental.

6.  CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nos parametros monitorados, € possivel concluir
que o MBR funcionou satisfatoriamente, promovendo efluente de boa qualidade durante as
trés fases de operacdo. O reator operou sem apresentar necessidade de realizar a limpeza
quimica na mambrana durantes as Fases 1 e 2, mas com 0 aumento da vazdo na Fase 3
ocorreu a colmatacdo devido a concentracdo de solidos e a velocidade que o material chega a
superficie da membrana.

O valor de pH do licor misto manteve-se dentro da faixa considerada Otima
recomendada (6 a 7) para o desempenho bioldgico de remogéo de carbono organico total e
nitrogénio total. O OD da zona andxica manteve-se proximo & zero (0,1 mg L™) durante toda
a operacdo, e da zona aerdbia ficou entre 6,4 e 7,5 durante as Fases 1 e 2, mas teve grandes
variacdes na Fase 3. Os valores médios de turbidez do permeado permaneceram abaixo de 1,0
UNT nas trés fases, indicando que as membranas permaneceram integras durante todo o
periodo operado.

A operacdo da Fase 1 na vazdo de 1,0 L h™ e TDH = 40 h foi eficiente em remover
DQO (94,3%) e COD (88,4%). A adic&o de 100 pg L™ de amoxicilina no afluente ao sistema
durante a Fase 2 ndo influenciou no processo de remocao desses parametros, cujas eficiéncias
foram mantidas para DQO (96,8%) e COD (84,2%). A mudanca da vazdo para 2 L h™ na Fase
3 também ndo alterou as remocdes de DQO (94,3%), mas reduziu de COD (66,1%), cuja
concentracdo média no permeado aumentou de 5,5 para 26,0 mg L™ da Fase 2 para Fase 3.

A nitrificacdo ocorreu de forma quase completa, haja vista a remocéo elevada de N-
NH;" (> 98,7% em todas as fases) e predominancia da fracdo N-NO3;™ no efluente, mesmo
com a variacdo do OD na Fase 3. A andlise estatistica constatou que ndo ha diferenca
significativa entre as porcentagens de remocao do nitrogénio amoniacal entre as trés fases de
operagéo, tal que a insercdo da amoxicilina e alteracdo do TDH ndo interferiram no processo

de remocéo.
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O controle dos parametros operacionais (OD proximo a zero e relacdo C/N = 20)
tornou a recirculagdo o principal pardmetro que condiciona a ocorréncia da desnitrificagdo. A
recirculacdo - de 3x a vazdo do permeado - € suficiente para suprir a quantidade de nitrato na
camara anoxica. Assim, verifica-se a ocorréncia de desnitrificacdo dada a grande reducéo de
nitrogénio total (>72% em todas as fases). A analise de variancia apontou diferenca
significativa entre as Fases 1 e 2, sugerindo que a introducdo da amoxicilina limitou a
desnitrificagdo, tendo como consequéncia a deteccao de nitrito na Fase 2. J& as Fases 2 e 3 séo
estatisticamente semelhantes, portanto, a alteracdo do TDH n&o influenciou na remocédo de
nitrogénio total.

A baixa porcentagem de remoc¢do de fosforo total (15,6 e 17,3% nas Fases 1 e 2) €
justificada pela configuracdo do reator, que ndo estd apropriada para a remogdo desse
nutriente e sim, de nitrogénio. No entanto, o aumento da vazdo na Fase 3 implicou na
remocéo de fosforo em 39,8%, provavelmente associada a maior assimilacéo.

Durante a Fase 2, a remocdo de amoxicilina foi elevada alcancando 80% e a
concentracéo residual no permeado foi, em média, de 27,7 pg L™. O aumento da vazo para 2
L h™ e a consequente redugdo do TDH para 20 h na Fase 3 reduziu a porcentagem de remogéo
do antibitico para 54% e um aumento na concentracéo residual para 48,1 pg L™

O ensaio para avaliar os mecanismos do MBR na remogdo do farmaco apontou grande
fracdo de amoxicilina (66%) adsorvida no lodo e disponivel para biodegradacdo, sugerindo
que o principal mecanismo de remoc¢do da amoxicilina pelo MBR é a atuacdo da biomassa. O
biofilme formado na superficie da membrana contribui com 3% na remocdo do farmaco
também pelo mecanismo de biodegradacdo ou adsorcdo. A hidrélise é o mecanismo que
contribui menos (2%) para a remogdo. A membrana ndo contribuiu para a retencdo do
farmaco, pois a massa molar de corte da membrana de ultrafiltragdo (100 kDa) é maior que a
massa molar da amoxicilina.

Uma investigacdo analitica quantificou os seguintes produtos de degradagdo nas
amostras de entrada do MBR: écido penicildico amoxicilinico (0,22 + 0,03) pg L™, écido
penildico amoxicilinico | (0,74 + 0,45) pg L™, 4cido penildico amoxicilinico 11 (0,27 + 0,17)
ng L™, amoxicilina diketo-piperazina-2,5-diona (0,46 + 0,01) pug L™ e pirazinona (0,19 +
0,03) pg L™

As respostas dos organismos-alvo nos ensaios de ecotoxicidade mostraram o resultado
dos efeitos positivos causados pelos nutrientes presentes no afluente e efluente e dos efeitos
negativos das concentragdes de amoxicilina, aléem de inferir sobre a importancia do efeito de

matriz na avaliacdo de ecotoxicidade.
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O Vibrio fischeri ndo foi afetado pelas concentra¢Ges de amoxicilina nas amostras de
entrada, mesmo sendo uma bactéria gram-negativa. Sua bioluminescéncia foi inibida em
14,8% na Fase 2 e em 98,7% na Fase 3. Ja a Daphnia magna teve inibi¢do da mobilizacdo em
35% com as amostras do afluente. A amostra mais limpa do efluente da Fase 2 ndo inibiu os
organismos, ja na Fase 3, 100% das Daphnias foram imobilizadas devido ao aumento da
concentracéo residual de amoxicilina.

As algas Chlorella vulgaris e Raphidocelis subcaptata foram superestimuladas
(>100%) pela amostra de entrada, comparado com o crescimento esperado visto no sistema
controle, devido a presenca de micro e macro nutrientes utilizados no efluente sintético bruto.
A reducdo substancial dos niveis desses nutrientes e a baixa concentracdo do antibiotico na
Fase 2 permitiram um pequeno crescimento das algas Chlorella (em 14,9%) e Raphidocelis
(em 24,2%). O aumento dos niveis de amoxicilina na Fase 3 inibiram o crescimento em
78,9% da Chorella e em 55,9% da Raphidocelis.

A atividade fotossintética da Chlorella vulgaris na entrada e na Fase 2 foi,
respectivamente, maior e estatisticamente igual ao sistema controle. Apesar do crescimento de
células ter sido menor na Fase 3, sua capacidade de fotossintese continuou proxima ao
controle. Para Raphidocelis subcaptata, a atividade fotossintética na Fase 2 foi similar ao do
controle, na entrada teve um aumento inicial e reducdo ao longo do tempo e na Fase 3 teve
reducéo significativa.

A germinacdo das sementes ndo foi influenciada pela matriz das amostras a que
estavam expostas. Comparado com o sistema controle, a semente de alface (Lactuca sativa)
apresentou inibi¢cdo no crescimento da raiz de 11,3, 26,5 e 33,7% e a semente de mostarda
(Sinapis alba) de 37,2, 28,6 e 29,5%, respectivamente, para as amostras de entrada, saidas da
Fase 2 e 3.

A Escherichia coli é sensivel a amoxicilina, cujo crescimento celular foi inibido em
46,6% na amostra de entrada. A bactéria ndo apresentou inibicdo nem estimulacdo com as
amostras das saidas, podendo indicar resisténcia a concentracdes residuais na ordem de 50 pg
L™ de amoxicilina.

A bactéria Pseudomonas fluorescens é resistente a amoxicilina e, aparentemente, nao
foi impactada com a composicdo da amostra de entrada. A inibicdo do desenvolvimento
celular de 24,6% com a amostra da Fase 2 esta relacionada com a reducdo dos niveis de fonte
de carbono (menor COD no efluente), uma vez que o aumento de COD na Fase 3 permitiu o
crescimento dessas bactérias estatisticamente igual ao sistema controle.

Bacillus subtilis apresentou uma resisténcia intermediaria em relacdo as outras duas

bactérias. A porcentagem de inibicdo na entrada (26,7%) foi menor que da E. coli. O aumento
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da inibicdo em 56,8% na Fase 2 soma os efeitos da auséncia de nutrientes (no caso, de fonte
de carbono) e das baixas concentragdes de amoxicilina. Da mesma forma que P. fluorescens,
0 aumento de COD na Fase 3 permitiu o crescimento celular de B. subtilis, mas a inibi¢do de
3,7% indica a sensibilidade aos niveis de amoxicilina residual.

O ensaio de respirometria mostrou que concentragdes de 1 a 100 pg L™ de amoxicilina
ndo inibem as bactérias heterotréficas aerdbias presentes na biomassa do MBR, e
concentracdes de 1 a 100 mg L™ as inibem.

Assim, avalia-se que em relacdo ao residual do antibidtico, 0 desempenho do sistema
MBR nas condi¢6es operacionais da Fase 2 apresentou menores porcentagens de inibi¢cdo nos
metabolismos dos organismos-teste. Além disso, para elevar a eficiéncia de remogdo da
amoxicilina pelo sistema de MBR, uma possivel alternativa seria combinar um pds-tratamento
utilizando processos oxidativos avangados, adsor¢do em carvao ativado ou a utilizacdo de

membranas de nanofiltracdo ou de osmose reversa.

7. RECOMENDACOES E SUGESTOES A FUTUROS TRABALHOS

Seria interessante avaliar o desempenho do MBR com varia¢Ges de TRS, além do
TDH. Poder-se-ia investigar a remoc¢éo conjunta de fésforo total e nitrogénio total realizando
alteracGes das linhas de recirculagdo do lodo. Ademais, o tratamento com esgotos domésticos
reais permitiria comparar com o funcionamento do MBR do presente estudo operado com
afluente sintético.

Visando aumentar o conhecimento acerca dos mecanismos de remocdo da amoxicilina
ou de outros compostos emergentes, sugere-se avaliar a cinética de adsor¢do do contaminante
na biomassa do sistema ou realizar ensaios de dessor¢do no lodo a fim de verificar a parcela
efetivamente adsorvida e a biodegradada.

Em relacdo aos ensaios ecotoxicoldgicos, propde-se determinar os niveis de NOEC,
LOEC ou ECs, da amoxicilina em diferentes composicdes de matriz para comparar e
compreender melhor os efeitos causados pelas amostras de entrada e saida do presente
sistema. Ainda nessa linha, pode-se preparar uma agua sintética que imita a qualidade de um
rio limpo e comparar os efeitos ecotoxicoldgicos em diferentes matrizes.

Recomenda-se realizar o ensaio de respirometria para avaliar respostas respirométricas
das bactérias autotréficas nitritadoras e nitratadoras na presenca de diferentes niveis de
amoxicilina. Com isso, é possivel comparar o efeito tdxico da amoxicilina em cada tipo de
bactéria presente no lodo do MBR e avaliar possiveis impactos nos processos de nitrificacao e

desnitrificacdo do sistema.
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