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RESUMO

O desenvolvimento humano e o avango tecnolégico nas industrias quimicas e farmacéuticas, aumentaram a
polui¢do por compostos quimicos emergentes nas matrizes ambientais. Muitos desses compostos sdo
encontrados no meio ambiente numa faixa de concentragdo inferiores a ug g' ou ug L, estes, ainda ndo
apresentam regulamentacdes e seus efeitos na saide humana, a médio e longo prazo, ainda sdo pouco
conhecidos. Dentre estes compostos estd a amoxicilina, um antibidtico do tipo penicilina muito prescrito e
consumido ao redor do mundo. Sua presenca no ecossistema pode ser prejudicial, principalmente, por induzir a
selecdo de bactérias resistentes ao composto. O antibidtico, portanto, deve ser removido antes de atingir os
compartimentos ambientais. Dentre os sistemas e processos de tratamento com potencial para remover
compostos emergentes do efluente, estdi o MBRs, o biorreator com membranas submersas, que conta com um
processo biolégico para o tratamento do esgoto e um sistema de membranas para a filtracdo do efluente
tratado. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia de um sistema MBRs piloto para remover
amoxicilina de efluente sintético. O MBRs em estudo tem operado com o tempo de detengdo hidrdulica muito
elevada (40 h) o que justifica a elevada porcentagem de remog¢do de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO),
Carbono Orgénico Dissolvido (COD) e cor. A remocdo de nitrogénio também ¢ eficiente devido a
configuragdo do sistema para remocdo deste nutriente. Para avaliar o impacto que o antibidtico pode causar na
biomassa do sistema, foram realizados ensaios respirométricos para as bactérias heterotréficas, as quais
apresentaram redugdo de até 7%.na taxa de consumo de oxigé€nio (TCO) na presenca de concentra¢des de
amoxicilina, indicando uma possivel de toxicidade desse composto para as bactérias heterotréficas. Tal efeito
inibitério pode ser resultado da inibi¢do do préprio metabolismo ou respira¢do do microrganismo ou um efeito
na taxa de biodegradagdo dos seus compostos.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos emergentes, Antibidticos, MBRs, respirometria, toxicidade, Resisténcia
microbiana.

INTRODUCAO

O sistema MBR surgiu ao final da década de 60 com o desenvolvimento dos processos com membranas € 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 € um
moédulo externo de membranas de ultrafiltracdo. No entanto, o alto custo das membranas, o baixo valor
econdmico do produto e o alto potencial de perda de desempenho por incrustacdes tornaram o sistema pouco
interessante na época (LE-CLECH, CHEN & FANE, 2006).

Os biorreatores com membranas submersas (MBRs) contam com o médulo de membranas no interior do
tanque aerado. De modo geral, as membranas utilizadas neste caso sdo de fibra-oca ou placa-plana, o lodo
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presente no biorreator fica em contato com a superficie externa das membranas e o filtrado é succionado apds
passar pelas paredes da mesma, fazendo com que o concentrado permaneca no tanque (NG e KIM, 2007).

O sistema de aeracdo tem como objetivo fornecer oxigénio necessario para os microrganismos realizarem as
reacOes bioquimicas de consumo de substratos, degradacdo dos compostos e tratamento do esgoto, além de
manter o lodo em suspensdao. Em MBRs, a aeragdo também € 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
deposi¢do e remove algumas particulas, tornando baixa a taxa de aumento da pressao transmembrana, além de
promover um fluxo tangencial para o processo de filtracdo (CADORE et al., 2014).

O reator biolégico opera com microrganismos aglomerados na forma de flocos que ficam em suspensio por
agitacdo mecanica ou aeracdo e sdo os principais responsdveis pela degradacdo dos poluentes. Os flocos
presentes em sistemas MBR costumam ser consideravelmente menores que os flocos de processos de Lodos
Ativados. As concentragdes tipicas de Sélidos Suspensos Totais (SST) em MBR podem variar de 5.000 a
20.000 mg L' (BRINDLE & STEPHENSON, 2000).

Quando aplicados em tecnologia ambiental, as membranas utilizadas sdo, em geral, de microfiltracio e
ultrafiltracdo instaladas ou associadas a reatores bioldgicos; entdo o sistema MBR consiste na degradacdo de
compostos mediada por microrganismos e a permeacdo do efluente tratado através da membrana que retém a
biomassa (SANT’ANNA JR & CERQUEIRA, 2011). Assim, o sistema MBR ¢é considerado um tratamento
avancado por ser eficiente no processo de remocdo de compostos emergentes, como os produtos farmacéuticos
recalcitrantes (TAMBOSI et al., 2010; XIA et al., 2012).

Dentre esses compostos, destaca-se a amoxicilina, um antibidtico do tipo penicilina que pertence ao grupo dos
B-lactamicos, com amplo espectro de atuacdo contra as bactérias. Esse tipo de antibidtico atua destruindo as
paredes celulares das bactérias quando estdo no processo de reproducdo (BAGHAPOUR; SHIRDARREH &
FARAMARZIAN, 2014). A prescri¢do do uso de amoxicilina ainda € elevada devido a sua grande eficdcia no
combate a maioria das bactérias patogénicas, baixo custo e poucos efeitos colaterais, sendo que sua utilizacio
acontece na medicina humana e veterindria (ELIZALDE-VELAZQUEZ et al., 2016). Quando ingerida, apenas
uma pequena porcentagem € metabolizada pelo organismo e cerca de 80 a 90% ¢é excretada sem altera¢do
chegando as estacdes de tratamento de esgoto (ETE) e de tratamento de dgua para retiso (ETAR), que, devido
as suas caracteristicas, os tratamentos convencionais das ETEs e ETARs nao sdo eficazes para sua completa
remoc¢do (BOUND & VOULVOULIS, 2004).

Os principais problemas da presenca da amoxicilina no meio ambiente estdo relacionados a saide humana,
como alergia ao medicamento e problemas toxicolégicos graves, e a inducdo da selecdo das bactérias
resistentes ao antibidtico (CABELLO, 2006). Os riscos associados a efeitos direto e indireto do antibidtico
sobre a satide humana pelo consumo passivo e ativo de antibidticos t€m levado a definir regulamentos sobre a
utilizacdo de alguns antibidticos e ao estabelecimento de limites mdximos 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 nio cozido (ELIZALDE-VELAZQUEZ et al., 2016).

Bai et al. (2012) avaliaram a remoc¢do de amoxicilina de efluentes tratados por MBR com a variagdo do tempo
de detencdo hidraulica, e observaram que com a reducdo do TDH, houve a redu¢do da remog¢do do composto.
A remocdo de farmacos utilizando sistema MBR pode ocorrer pelos mecanismos de biodegradagado, sor¢do no
lodo e/ou retengdo fisica pelas membranas (TAMBOSI et al., 2010). Segundo Kimura et al. (2005), alguns dos
compostos sdo removidos pelo sistema MBR por esse apresentar elevado tempo de retengdo de sélidos (TRS)
e adaptacdo dos microrganismos aos compostos menos (bio)degraddveis.

O metabolismo microbiano aerébio pode ser medido por meio da respiragdo, ou seja, pode ser medido pelo
consumo de O> ou pela produgdo de CO,. Assim, a respirometria é uma técnica baseada na medicdo da taxa
biolégica de consumo de oxigénio (Taxa de Consumo de Oxigénio — TCO) em condi¢cdes experimentais
controladas, uma vez que o consumo de oxigénio por parte dos microrganismos estd associado ao crescimento
da biomassa e a remog¢do de substrato (VANROLLEGHEM, 2002). A proposta do ensaio é fornecer um
método rdpido para avaliar os efeitos das substincias nos microrganismos aerébios do lodo das estacdes de
tratamento de dguas residuais, e os resultados podem servir de indicador de concentracdes ndo inibitdrias
adequadas de determinadas substancias (OECD, 2010). Uma pequena reducido do valor da TCO enddgena,
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quando ndao hd reducdo da carga orgdnica aplicada, pode indicar a presenca de substincias tdxicas ou
inibidoras no afluente (FERNANDES et al., 2001).

Nesse sentido, o presente trabalho visa avaliar a eficiéncia do sistema MBRs em remover amoxicilina de
esgoto sanitdrio (no caso, utilizando efluente sintético) através de ensaios respirométricos para as bactérias
heterotréficas.

MATERIAIS E METODOS
MONTAGEM DO SISTEMA PILOTO DE BIORREATORES COM MEMBRANAS (MBR)
A linha de tratamento € composta por um biorreator com membranas submersas, cujo sistema piloto estd montado no

Laboratério de Andlises Ambientais da Universidade Federal do ABC (UFABC), Santo André - SP. O fluxograma do
sistema piloto estd apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Fluxograma do sistema de biorreatores com membranas. S1: sensor de nivel, S2:
sensor de temperatura, S3: sensor de oxigénio dissolvido, S4: sensor de vazio, S5: sensor de pressao.
B1, B2 e B3: bombas peristalticas.

O sistema conta com um tanque de alimentagdo, um biorreator com membranas que realiza o processo de tratamento
do efluente, duas bombas peristalticas para proporcionar o fluxo de entrada e saida do efluente e um tanque de
permeado que coleta o efluente tratado. O biorreator conta com dois compartimentos em seu interior: zona andxica e
zona aerdbia e uma bomba para promover a recirculagdo do lodo e um agitador mecanico na zona andxica. Além
disso, o sistema também conta com alguns sensores: sensor de nivel, de oxigénio dissolvido (OD), de temperatura,
vazao e pressao.

O biorreator foi construido em acrilico e possui dimensdes (0,275 x 0,610 x 0,560) m (LxAxC). A membrana
polimérica utilizada € do tipo placa-plana de area 0,1 m? e abertura dos poros de 0,4 pm. O sistema trabalhara em
fluxo continuo a uma vazdo de 1,0 L h! do permeado e, assim, ser4 utilizada uma tnica placa de membrana. A Figura
2 mostra uma foto do sistema piloto de MBRs montado na UFABC.
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Figura 2 - Sistema piloto MBRs montado. (A) Tanque de alimentacio. (B) Zona anéxica do
reator com agitador mecanico e mecanismo de boia. (C) Zona aerébia do reator com cassete de
membranas e difusores. (D) Vacuémetro. (E) Bomba peristaltica. (F) Tanque de permeado.

TRATAMENTO DO EFLUENTE SINTETICO

O tratamento por MBRs serd realizado com um efluente sintético a fim de reduzir a variabilidade da composic¢do do
efluente e monitorar a variagdo da concentracdo de matéria organica, nutrientes, sais e micronutrientes e melhor
avaliar o sistema MBRs no processo de remocao da amoxicilina. Para isso, foi produzido um efluente sintético similar
ao esgoto doméstico para estudar o comportamento do composto no sistema de tratamento e na matriz. A composi¢cao
do esgoto sintético utilizada (Tabela 1) foi concebida para obter 800 mg DQO L, as fontes de nitrogénio e potdssio
foram adaptadas de forma a obter uma relacdo de concentracdo DQO:N:P de 100:5:1 e os micronutrientes e sais
necessarios para a manutengdo da microbiota presente no biorreator.
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Tabela 1 - Composicio do esgoto sintético utilizado no presente trabalho.

Classificacao do Composicio Concentracao | Classificacao Composicio Concentracao
composto PS¢ (mg L' do composto POSIC (mg L'
Sacarose 56 CaClL.2H,0 4,5
Carb“g&%‘;s(‘“’% Amido 182,4 EDTA 30
Celulose 54,4 FeCl;.6H,O 4,5
Proteinas Extrato de
(50% DQO) carne 332,8 H;BO; 0,45
Lipideos 4 .
(10% DQO) Oleo de soja 81,6 Sais e CuS04.5H,O 0,09
i trient
Tampio NaHCO; 320 THCTONUIHENTES 11 Cly.4H,0 0,36
nft‘;‘(‘)tgeégfo NH.CI 153 Na:MoO4.2H,0 0,18
Fonte de fésforo KH,PO, 36 ZnS04.7H,O 0,36
Sais e NaCl 250 KI 0,54
micronutrientes MgCl,.6H,0 7 CoCl».6H,O 0,45

(Fonte: Adaptado SOUZA, 2011)

ACLIMATAGAO, PARTIDA E ESTABILIZAGAO DO SISTEMA DE MBRs

O lodo para inicio do sistema foi coletado de um sistema MBRs montado Centro Internacional de Referéncia em
Reuso de Agua - CIRRA da Universidade de Sdo Paulo (USP), que é alimentado pelo esgoto da moradia estudantil e
do restaurante universitdrio do campus. A aclimatacio do lodo com o efluente sintético se deu por um periodo de
alimentacdo, em batelada, em um reator cilindrico aerébio durante um més.

Ap0s o periodo, o lodo foi transferido para o MBRs, dando partida ao sistema e iniciando a fase de estabilizacdo com
0 monitoramento dos pardmetros de remog¢ao de DQO e evolucdo do lodo, pela andlise de sélidos suspensos totais
(SST). Determinou-se como o final da fase de estabilizacdo quando a concentracdo do lodo aumentasse e
estabilizasse. Isso aconteceu cerca de um més apds o inicio, com uma concentragdo de cerca 3.000 mg L' de SST.

INFLUENCIA DA AMOXICILINA NAS BACTERIAS HETEROTROFICAS

Para avaliar o efeito da amoxicilina na biomassa, realizou-se o ensaio de respirometria em fase liquida, adotando o
método de sistema aberto com aeraciio semicontinua. 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 suspensdo, sistema de aeracdo com difusor de ar de pedra porosa (Dimensdo 10,0 x 1,0 x 1,0 cm) e um béquer de
vidro com 1 L de capacidade. A faixa de concentra¢io de oxigénio dissolvido de trabalho foi de 1,0 a 3,0 mg L.,

Inicialmente coletava-se 800 mL do lodo do sistema MBRs e transferia-se para um béquer de 1 L posicionado no
agitador magnético e acoplado a sonda de OD e iniciava-se o ciclo com e sem aeracio: ligava-se a aeracdo até o OD
atingir 3,0 mg L-1, desligava-se € esperava o OD alcancar a referéncia inferior (1,0 mg L) e, entfo, calculava-se a
taxa de consumo de oxigénio (Equag@o 1).
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0D max — OD min Equagdo 1
At

TCO (mg /L.h) =

Sendo:
TCO: Taxa de consumo de oxigénio (mg L'h™);
ODmax: Referéncia superior de oxigénio dissolvido (mg L™);
ODmin: Referéncia inferior de oxigénio dissolvido (mg L);
At: Variagao do tempo (h)

Quando o valor da TCO tornava-se constante, era determinada a TCO endégena. Em seguida, adicionava-se 100 mL
de substrato especifico a uma concentracdo que ndo fosse limitante ao processo e aguardava o retorno a TCO
endégena, que ocorria quando todo substrato adicionado era consumido.

Todos os resultados foram analisados em forma de graficos plotados no software Microcal Origin® 8.1 da OriginLab.
Para isso, foram plotados gréficos de oxigénio dissolvido por tempo e da taxa de consumo de oxigénio pelo tempo.

TESTE DE CONCENTRAGAO DE SUBSTRATO

A concentracdo de substrato utilizada nos ensaios respirométricos ndo deve ser limitante ao processo. Assim, foram
realizados testes a fim de se determinar a concentragdo minima de substrato que promoveu, pelo menos, trés pontos
de maxima no respirograma, ou seja, trés valores de TCO exdgena. A TCO exdgena ocorre quando hé substrato
presente no sistema, promovendo um grande consumo desse substrato por parte dos microrganismos e,
consequentemente, um aumento na taxa de consumo de oxigénio.

Para avaliar as atividades metabdlicas de cada grupo de bactérias heterotrdéficas, foram avaliadas diferentes
concentracdes do substrato acetato de sédio (NaAc) que € facilmente biodegraddvel por essa classe de
microrganismos.

ENSAIOS RESPIROMETRICOS COM AMOXICILINA

A fim de avaliar o efeito da presenca da amoxicilina no metabolismo das bactérias heterotréficas, foram realizados os
ensaios respirométricos adicionando trés concentragdes (1, 10 € 100 pg L) do antibi6tico aos 100 mL do substrato,
comparando as respostas metabdlicas com o sistema controle (auséncia de amoxicilina).

Estabeleceu-se que o ensaio de respirometria fosse realizado em quatro etapas para cada substrato, ou seja, coletava-
se lodo no mesmo momento em quatro béqueres diferentes e realizava o ensaio separadamente para um mesmo
substrato, sendo essas:

Etapa 1 — Sistema controle: adicionava-se o substrato apenas;

Etapa 2 — Adicionava-se o substrato NaAc com uma concentragdo de amoxicilina de 1pg L;
Etapa 3 — Adicionava-se o substrato NaAc com uma concentragdo de amoxicilina de 10 ug L';
Etapa 4 — Adicionava-se o substrato NaAc com uma concentragdo de amoxicilina de 100 pg L;

A partir da TCO méxima, é possivel calcular o efeito dos compostos quimicos que podem causar inibicdo na
biomassa, conforme Equacdo 2 (BASNYAT, 2008).

Tco TCo,

comPosto % 100 Equagido 2

controle

controle ~

Tco

Inibicao =

Sendo:
Inibi¢do: Porcentagem de inibi¢do causada pelo composto em estudo (%)
TCOcontrole: TCO méxima do sistema controle (mg L 'h™');
TCOcomposo: TCO maxima do sistema contendo composto quimico avaliado (mg L''h™);
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RESULTADOS E DISCUSSAO

EFEITO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO NA ATIVIDADE DAS BACTERIAS
HETEROTROFICAS

A Figura 3 mostra os respirogramas dos testes de concentracio de acetato de s6dio. As concentragdo de 11 a
33 mg L' mostraram-se limitantes ao processo de respirometria, pois apresentaram apenas um ponto de
méxima da TCO ex6gena. Na Figura 3-A estd o grafico da concentragdo de 22 mg L' que exemplifica a
situagdo. A concentracdo de 44 mg L' (Figura 3-B) apresentou dois pontos de maxima no valor da TCO, como
havia sido definido que a concentracdo a ser utilizada no ensaio com antibiético deveria apresentar pelo menos
trés pontos, esta concentracdo ainda foi considerada limitante ao processo. A mesma situagdo ocorreu para 56 e
67 mg L. J4 a concentragdo de 78 mg L' forneceu mais de trés pontos de maxima, como é possivel observar
na Figura 3-C, sendo esta concentragdo utilizada no ensaio posterior com amoxicilina.
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Figura 3 — Variacio do Oxigénio Dissolvido e Taxa de Consumo de Oxigénio para o substrato de
acetato de sédio. (A) Concentracoes de 11 a 33 mg L que forneceram um ponto de maxima na TCO
exbgena. (B) Concentracoes de 44 e 67 mg L! que forneceram dois pontos de maxima na TCO exégena.
(C) Concentracao de 78 mg L1 que forneceu mais que trés pontos de TCO exégena.
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EFEITO DA AMOXICILINA NAS BACTERIAS HETEROTROFICAS

A Figura 4 apresenta os respirogramas do substrato acetato na presen¢a de amoxicilina nas concentragdes de 1,

10 € 100 pg L' comparativamente com o sistema controle.
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Figura 4 — Respirogramas de acetato de sodio na presenca de trés concentracoes de amoxicilina

A inibi¢do calculada para cada concentragdo de amoxicilina estd indicada na Tabela 2.

Tabela 2-Porcentagem de inibicio das bactérias heterotroficas por amoxicilina

TCO maxima (mg L' h')  Inibigdo (%)

Acetato de s6dio
Controle 48,8 -
1pgL! 48,2 1,2
10 ug L 46,1 5,6
100 pg L 454 7,0

A reducdo da taxa mixima de consumo de oxigé€nio indica efeitos da toxicidade causada pelo composto
quimico na biomassa do sistema. Pela Figura 4, é possivel observar que hd a redu¢do da TCO nos cendrios
com amoxicilina, comparativamente com o controle, proporcional a concentra¢do do antibiético. pode-se notar
que a concentragdo de 1 pg L' causou uma discreta inibi¢io nas bactérias heterotréficas e, quanto maior a
concentragdo adicionada ao sistema, menor o valor mdximo da TCO e maior a porcentagem de inibi¢do.

Os resultados do ensaio, portanto, indicam que o antibidtico amoxicilina apresenta algum grau de toxicidade
para as bactérias heterotréficas. O efeito inibitério pode ser resultado da inibi¢cdo do préprio metabolismo ou
respiracdo do microrganismo ou um efeito na taxa de biodegradacio dos seus compostos (BASNYAT, 2008).

Basnyat (2008) avaliou o efeito téxico de diversos farmacos (a saber: aspirina, cetrimida, maleato de
clorfeniramina, cafeina anidra, diclofenaco sédico, efedrina, levamisole, canfora) e Ricco et al. (2004) avaliou
a toxicidade de compostos xenobidticos (iclorofenol, formaldeido, nitrofenol e diclorometano) na biomassa de
lodos ativados utilizando o método de respirometria. Para todos os resultados de Ricco et al. (2004), houve
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inibicdo dos microrganismos heterotréficos na presenca desses compostos. Embora Basnyat (2008) ndo tenha
avaliado os grupos de bactérias separadamente, foi possivel observar que, em geral, os fdrmacos apresentam
um efeito inibitério nas respostas respirométricas da biomassa, sendo, portanto, esperado o resultado obtido
para amoxicilina.
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