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"There is something infinitely healing in the
repeated refrains of nature - the assurance that
dawn comes after night, and spring after winter.”

- Rachel Carson, 'Silent Spring'.



RESUMO

A resisténcia a antimicrobianos tem despertado preocupagfes da comunidade cientifica, visto
que novas bactérias resistentes, com novos perfis de resisténcia, surgem de forma mais
acelerada que o descobrimento de novos antibioticos, potencializando os riscos associados a
infeccbes bacterianas. Além disso, 0 aumento no uso de antibidticos para evitar infeccbes
secundarias durante a pandemia da Covid-19 acelerou o processo de aparecimento de cepas
resistentes. Ainda assim, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), estima que 0 consumo
global de antibiéticos aumentara aproximadamente 67% até 2030, reforcando que a resisténcia
bacteriana tende continuar a crescer. Devido a esse cenario, buscou-se avaliar a presenca de
Enterococos resistentes em efluente hospitalar, em afluente e efluente em estacéo de tratamento
de esgoto (ETE) e propor uma alternativa tecnoldgica de tratamento que viesse a reduzir a
recorréncia desses organismos resistentes e contaminantes em efluentes. Assim, esse trabalho
avalia o processo de oxidacdo eletroquimica avancada (OEA) como polimento em ETE,
visando a remocdo de Enterococos resistentes e antibiotico. Os resultados demonstraram que
foi constatada em amostras de efluentes provenientes da saida da ETE a presenca de cepas de
Enterococos resistentes a Tetraciclina. O tratamento avangado proposto garantiu a remogao
completa desses microrganismos com o tempo de operagdo de 15 min, a uma densidade de
corrente de 10 mA/cm?. Nessa mesma condigdo, o processo foi capaz de remover 75% do
antibiotico Sulfametoxazol (SMX) em 60 min, fatores que atestam a eficacia da tecnologia em
inativar microrganismos e degradar farmaco. Portanto, infere-se que a OEA pode ser uma
alternativa viavel para o polimento de efluentes.

Palavras-chave: Resisténcia, antimicrobianos, esgoto, oxidacéo eletroquimica avancada.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance has raised the scientific community’s concerns as new resistant
bacteria, with new resistance profiles, appear faster than the discovery of new antibiotics,
increasing bacterial infections risks. In addition, the increase usage of antibiotics to prevent
secondary infection during Covidl9 has accelerated the process of emergence of resistant
bacteria. Still, the World Health Organization (WHO) estimates that global antibiotic
consumption will increase by approximately 67% by 2030, reinforcing that bacterial resistance
tends to continue to grow. Due to this scenario, an attempt was made to evaluate the presence
of resistant Enterococci in hospital effluent, city sewage, and sewage treatment plant (STP)
effluent. It was proposed an alternative treatment technology that could reduce the recurrence
of these resistant organisms and contaminants in effluents. Thus, this work evaluated the
process of advanced electrochemical oxidation (AEO) as a “polishing” method (tertiary
treatment), aiming at the removal of antibiotic and resistant Enterococci. Tetracycline-resistant
strains of Enterococci was found in effluent samples from the STP outlet. The advanced
treatment proposed ensured the complete removal of these microorganisms with an operating
time of 15min, at a current density of 10 mA/cm2. In this same condition, the process was able
to remove 75% of the antibiotic Sulfamethoxazole (SMX) in 60 min, factors that attests the
effectiveness of the technology in inactivating microorganisms and degrading the drug.
Therefore, even considering the high implementation cost, AEO may be a viable alternative for
the treatment of contaminated effluents.

Keywords: Resistance, antimicrobials, sewage, advanced electrochemical oxidation.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo indevida de antibioticos na medicina e pecuéria tem aumentado os indices de
resisténcia bacteriana ao redor do mundo (DE BRITO, 2021). As bactérias que apresentam
genes de resisténcia, sejam eles adquiridos ou natos do organismo, limitam — devido a perda de
eficacia — a utilizacdo de determinados farmacos para o tratamento de doencas
(DA COSTA, 2017). Esse cenario é preocupante, visto que a ciéncia ndo tem conseguido
desenvolver novos antibidticos a uma taxa minimamente necessaria para acompanhar a
demanda causada pelo surgimento de resisténcias aos antibiéticos mais antigos
(GOULD, 2013). Segundo a Antimicrobial Resistence Fighter Coalition (2022), somente 15
novos antibidticos foram aprovados pelo CDC (Centro de Controle e Prevengdo de Doencas
dos Estados Unidos) desde o ano 2000, comparados aos 63 que foram aprovados para uso
clinico entre 1980 e 2000. Portanto, ha uma clara reducdo do desenvolvimento de novas drogas.
Tendo esse cenario em vista, € imprescindivel que a comunidade cientifica, de forma unificada,

integrando diferentes areas, busque solucgdes para essa problematica que ameaca a saude global.

Ademais, alguns géneros bacterianos, como Escherichia e Enterococos, por serem
organismos entéricos, sdo lancados no ambiente através de esgotos sanitarios, assim
apresentando capacidade de disseminacdo de eventuais caracteristicas de resisténcia no
ambiente (FUENTEFRIA et al., 2008). Considerando o cenario brasileiro, essa preocupacao
deveria ser maior, visto a baixa cobertura de tratamento de esgotos, que pode reforcar a
disseminacdo dessas cepas. Além disso, o tratamento convencional de efluentes, que €, em sua
maioria, a tecnologia implementada nos municipios que apresentam sistemas de tratamento
coletivos, podem corroborar também com a intensificacdo do processo de aparecimento de
resisténcias (SILVA, 2020).

Portanto, objetivou-se, dentre outras finalidades, averiguar a eficiéncia do tratamento
convencional na inativacdo de bactérias resistentes. Entretanto, sabendo que o tratamento
convencional ndo tem capacidade de completa aniquilacdo de microrganismos, prop6s-se a
realizacdo de uma etapa de refinamento do tratamento, com a tecnologia de Oxidacao
Eletroquimica Avancada com eletrodo de diamante dopado com boro, descrito e experimentado
por Wohlmuth da Silva (2018). Avaliou-se, também, nesse processo, diferentes densidades de
correntes elétricas, a fim de averiguar o melhor custo-beneficio por meio da analise de consumo

energético e eficiéncia geral do processo de tratamento.
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OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL
Avaliar a eficiéncia de remocao/inativacdo de do organismo sentinela — Enterococos —e

remocao de sulfametoxazol através da tecnologia de oxidac&o eletroquimica avangada a fim de

constatar a eficacia do sistema para tal finalidade.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a degradacéo de sulfametoxazol para diferentes densidades de corrente elétrica
Determinar a cinética das reacdes

Determinar gasto energético das etapas distintas de tratamento;

Tragar os perfis de resisténcia dos isolados de Enterococos;

Avaliar e propor um valor de densidade de corrente elétrica ideal para o sistema;

Verificar a existéncia (ou ndo) de cepas resistentes nas aliquotas de efluentes coletados.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. POLUIC;AO AMBIENTAL NO LAGO GUAIBA

O Lago Guaiba é localizado na regido metropolitana da cidade de Porto Alegre
(29°55°-30°24" S; 51°01°-51°20” W), Rio Grande do Sul (RS), Brasil. O Lago ¢ o principal
manancial de abastecimento publico para uma populacdo aproximada de 1,5 milhdo de
habitantes (DMAE, 2022), além de ser usado para a recreagdo, pesca, irrigacao e navegacao.
Apesar de sua importancia, ha histérico descaso com a qualidade da &4gua do corpo hidrico,
visto que este manancial recebe elevada carga de residuos domeésticos e industriais dos
municipios da bacia diariamente, o que vem comprometendo a qualidade das suas aguas
(ANDRADE et al., 2019).

Os afluentes do Lago Guaiba contribuem muito para a degradacdo ambiental local, visto
que os principais rios que ali desaguam séo extremamente poluidos (JOBIN, 2012). O rio Jacui,
o principal afluente, contribui com 85% da agua do Lago Guaiba e, portanto, o torna vital na
compreensdo das caracteristicas do Lago. Além do rio Jacui, os rios dos Sinos, Cai e Gravatai
contribuem, respectiva e aproximadamente por 7,5%, 5% e 2,5% das descargas do Lago
(JOBIN, 2012).

Os rios que constituem a bacia hidro-geogréafica do Guaiba, devido a sua contaminagéo,
contribuem negativamente para a qualidade da agua do Lago. As atividades econdmicas da
regido, bem como a descarga consideravel de efluentes domésticos ndo tratados favorecem a
potencial contaminacao por pesticidas e farmacos (PERIN et al., 2021) - bem como por carga
organica (ANDRADE; GIROLDO, 2014). Estudos recentes, inclusive, confirmam a
contaminacdo do Lago Guaiba por contaminantes de preocupacdo emergente (CPE) e metais
toxicos (PERIN et al., 2021). A presenca destes quimicos desperta alerta quanto a eficiéncia de
tratamento de efluentes por métodos convencionais da regido, bem como a selecdo de bactérias
resistentes devido a exposicao constante a estes contaminantes que oferecem pressao seletiva

sobre as comunidades microbianas.

3.2. PROCESSOS CONVENCIONAIS DE TRATAMENTO DE EFLUENTES

O tratamento convencional de efluentes sanitarios é baseado principalmente em
distintos processos bioldgicos, fisico-quimicos ou combinados. Esses processos consistem em
sistemas bioldgicos aerdbicos ou anaerdbicos, como os de lodo ativado, biorreatores a

membrana e reatores anaerdbhicos de manta de lodo de fluxo ascendente. Estes sistemas,
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entretanto, sdo influenciaveis por fatores operacionais, como demanda bioquimica de oxigénio
(DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO), carga de sélidos, tempo de retencdo hidraulica
(CLARA et al., 2005), pH, temperatura e pluviosidade (VON SPERLIN, 1996).

EstacOes de tratamento convencionais ndo foram originalmente projetadas para a
eliminacdo de CPE (WOHLMUTH DA SILVA, 2018), fator preocupante, tendo em vista que
estes contaminantes sdo frequentemente detectados em efluentes, aguas superficiais, aguas
subterrdneas e até mesmo em &gua potavel (SCHNOOR, 2014). Além disso, ainda ndo ha
completo entendimento do potencial de remocdo destes contaminantes por estas estagdes.
Geralmente, a implementacdo de tecnologias avancadas antes do processo biolégico — ou
posteriormente, ou seja, antes do despejo do efluente no ambiente — é vista como a solugédo
compensatoria para a ineficiéncia de sistemas tradicionais de tratamento. O esquema de

tratamento convencional pode ser compreendido de forma esquematica na Figura 1.

Figura 1 — Processo convencional de tratamento.
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Fonte: Adaptado de https://www.aguaeefluentes.com.br/ acesso em 05/07/2022.

3.3. CONTAMINANTES DE PREOCUPACAO EMERGENTE

A ocorréncia de compostos a nivel trago, geralmente organicos, conhecidos como
contaminantes de preocupacdo emergente (CPE), ou simplesmente contaminantes emergentes
(CE), tem se tornado foco de preocupacédo entre cientistas e publico em geral, visto que estes
guimicos presentam impacto negativo ao ambiente aquatico e terrestre e, consequentemente, a
vida humana (GOGOI et al., 2018).

Os CPE podem ter origem industrial, doméstica, agricola, hospitalar ou laboratorial.

(GOGOI et al., 2018). Geralmente, este grupo de contaminantes inclui farmacos (antibi6ticos,
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anti-inflamatorios, horménios, entre outros), pesticidas e produtos de cuidado pessoal (produtos
de beleza), bem como seus metabdlitos. Esses contaminantes tém sido largamente detectados
em &guas superficiais, como estuarios, lagos e rios do mundo. Inclusive, a presenca de CPE em
agua potavel é documentada no Brasil (MACHADO et al., 2016).

3.3.1. FArmacos

Farmacos sdo compostos biologicamente ativos — e geralmente altamente potentes para
a funcdo designada. Habitualmente, esses quimicos sdo fabricados para seres resistentes a
biodegradacdo, pois a estabilidade metabdlica frequentemente acentua a desejada acdo
farmacol6gica no organismo receptor da droga. Essa caracteristica, entretanto, contribui para a
persisténcia desses quimicos no ambiente. Por esta razdo, também, os farmacos tornam-se
muito distintos dos pesticidas (FATTA-KASSINOS; MERIC; NIKOLAQU, 2011).

Animais e humanos excretam parte dos farmacos que os sdo administrados
(BILA; DEZOTTI, 2003). Entretanto, mesmo drogas com baixa proporcao de excrecdo também
apresentam grandes concentracfes em ambientes aquaticos, algo que sugere que baixas
proporcbes de excrecdo podem apresentar eventualmente altas taxas de recalcitracdo
(JJEMBA, 2006).

O uso excessivo/descontrolado destes medicamentos tem sido associado diretamente ao
aumento de cepas com perfil de resisténcia aos antimicrobianos (ARSAND et al., 2020).
Antibidticos, bem como seus metabolitos, também foram anteriormente detectados em corpos
hidricos do Brasil (MACHADO et al., 2016), bem como nos corpos hidricos que circundam
Porto Alegre — RS, Brasil (ARSAND et al., 2018, 2020; PERIN et al., 2021). Perin et al. (2019)
em seu estudo voltado a quantificacdo de CPE no Lago Guaiba — RS, Brasil identificaram a
presenca de 13 farmacos (4cido mefenamico, atenolol, cefalexina, ciprofloxacina, clindamicina,
diclofenaco, lidocaina, metoprolol, paracetamol, propranolol, sotalol, sulfamethoxazol e
trimetroprim), do total de 41 analisados. Essa colocacéo, dentro de demais constatacgdes, reforca
a necessidade de estudos quanto ao comportamento destes quimicos no ambiente, através da
elucidacdo das estruturas de metabdlitos, bem como sua ecotoxicidade
(FATTA-KASSINOS; MERIC; NIKOLAOU, 2011; JJEMBA, 2006).
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3.4. RESISTENCIA MICROBIANA

A resisténcia a antimicrobianos (RAM), ocorre quando os microrganismos (incluindo
bactérias, fungos, virus e parasitas) resistirem aos medicamentos, tornando-os inefetivos para o
tratamento de infec¢des, sendo uma das principais preocupacées de salde publica global do
século XX1 (MURRAY et al., 2022). Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude,
0 numero de mortes causadas por bactérias resistentes podera chegar a 10 milhdes por ano até
2050.

Bactérias resistentes a antibidticos, bem como genes de resisténcia a antibiéticos no
ambiente, sdo grandes preocupac@es da comunidade cientifica devido ao seu potencial risco a
salde humana (CHEN et al., 2020). Estima-se que em 2019 aproximadamente 1,27 milhdes
(IC 0,911 -1,71) de pessoas morreram em decorréncia direta ou indireta de bactérias resistentes
a antibioticos. As principais infecgdes relacionadas e atribuidas a RAM séo: infecgdes do trato
respiratorio inferior, infecgdes sanguineas, infeccdes peritoneais e intra-abdominais, meningite
(incluindo outras infec¢des do sistema nervoso central), febre tifoide (paratifoide e ndo-tifoide
invasiva Salmonella spp), infecgcbes do trato urinario, diarreias, tuberculose, infeccdes
bacterianas do sistema tegumentar (também subcutéaneo), infecgdes dos 0ssos, gonorreia e, por
fim, clamidia (MURRAY et al., 2022). O nimero de mortes associadas e atribuidas diretamente

a RAM pode ser verificada de forma mais evidente na Figura 2.

Sabe-se, entretanto, que o aumento de resisténcia bacteriana ndo se deve exclusivamente
ao uso inconsequente de antibioticos, relativos a medicina humana/animal, mas também pode
ser influenciada por outros tipos de compostos encontrados no ambiente — como os demais CPE
— que também contribuem para a selecdo e disseminacdo de resisténcia microbiana
(BUELOW; PLOY; DAGOT, 2021). A constatacdo de farmacos e de pesticidas em corpos
hidricos é preocupante ndo somente considerando os efeitos destes mesmos ao ambiente e a
vida humana, mas também dos efeitos a longo prazo que esta poluicdo pode vir a causar. Os
CPE, mesmo ndo sendo necessariamente antimicrobianos, podem aumentar a disponibilidade e

transmissdo de genes de resisténcia no ambiente (WANG et al., 2020).
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Figura 2 — Namero de mortes atribuidas e associadas a resisténcia bacteriana, classificadas por tipo de sindrome
infecciosa (2019).
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e ndo-tifoides. D = Diarreia. IC = Infecgdes Cardiacas. Ossos = Infeccdes dos ossos, juntas e orgdos relacionados.

Fonte: Adaptado e traduzido de Murray et al. (2022).

Quando expostas a ambientes com pressao seletiva, as bactérias, bem como outros
microrganismos, conseguem se adaptar rapidamente, seja por aquisicdo de genes ou por
mutacOes aleatorias (JUTKINA et al., 2018). Essa pressdo seletiva pode ser desencadeada
principalmente pelo despejo dos mais diversos compostos de origem antropica no ambiente,
como biocidas, metais toxicos, substancias potencialmente toxicas e residuos de farmacos
(incluindo antibioticos) (BUELOW,; PLOY; DAGOT, 2021). Os tracos de resisténcia
propagam-se na presenca de fatores de estresse, que, consequentemente, selecionam populacdes
bacterianas com sobrevivéncia acentuada. Quando selecionados, estes tracos genéticos podem
ser transferidos entre individuos, assim criando resistomas (colecdo de resisténcia latente ou
ativa em uma comunidade) mais complexos. Diante destes fatores, a resisténcia microbiana
pode ser disseminada entre microrganismos uma vez que que o gene tenha entrado no sistema
— seja por transmissdo horizontal (THG) ou por transmissdo vertical (TVG)
(RODGERS et al., 2019).
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3.4.1. Mecanismo de Transmissdo Horizontal e Vertical de Genes entre bactérias

Em muitas comunidades microbianas, como em biofilmes, a proximidade entre os
organismos possibilita a THG. Este processo pode ocorrer por diferentes formas: (1) por
transformacdo, que consiste na assimilagdo de DNA livre liberado por células lisadas; (2) por
transducdo, onde geralmente bacteri6fagos (virus) adquirem fragmentos de DNA de um
organismo e o transporta para o proximo infectado; e (3) por conjugacéo, que é a troca direta
de plasmideos entre as células (RODGERS et al., 2019). Por outro lado, a TVG envolve o
crescimento dos tracos de resisténcia por meio de pressoes seletivas e passagem deste material
genético as geracOes futuras de organismos. Nesse sentido, a resisténcia aprimorada parte da
replicacdo e da consequente sobrevivéncia de especificas populacBes que apresentem estes
genes de resisténcia (RODGERS et al., 2019).

Alguns farmacos muito utilizados para uso medicinal, como gentamicina (GEN) e
sulfametoxazol (SMX), mesmo estando em concentracGes abaixo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) no ambiente, podem desencadear THG, — fato que atesta que, mesmo em
concentracdes baixas em efluentes, determinados farmacos contribuem para o aumento e
disseminacéo de genes de resisténcia (JUTKINA et al., 2018). Portanto, a disseminacéo desses
genes, por meios de THG, ¢ afetada pelas condi¢6es ambientais do entrono, bem como também
de diferentes fatores de estresse/selecdo (JUTKINA et al., 2018). A THG, como postulado, €
uma das principais maneiras de disseminacdo de genes de resisténcia
(VON WINTERSDORFF et al., 2016) e que, por conseguinte, apresenta consideravel ameaca

a saude global referente ao aparecimento de cepas bacterianas resistentes.

3.4.2. Co-resisténcia e Resisténcia Cruzada

Recentemente tem-se observado que outras substancias, além de antibioticos, podem
selecionar cepas bacterianas resistentes no ambiente. Poluicdo por metais toxicos e/ou
compostos organicos persistentes co-selecionam genes de resisténcia a antibioticos. O processo
de co-resisténcia ocorre quando a sele¢do fenotipica, simultaneamente, seleciona genes no
mesmo elemento genético. Por outro lado, a resisténcia cruzada ocorre quando o contaminante
percorre 0 mesmo caminho metabdlico no organismo. Por exemplo: antibioticos e metais,
quando adentram a célula bacteriana, possuem caminhos metabdlicos similares e, portanto,
quando hé ativacdo da resposta a estes compostos xenobidticos, o organismo desenvolve defesa

efetiva para metais pesados e antibidticos ao mesmo tempo (RODGERS et al., 2019). Destaca-
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se que metais sdo largamente encontrados no ambiente e podem potencialmente providenciar
uma pressdo seletiva para selecdo de bactérias resistentes a longo prazo
(RODGERS et al., 2019). Essa observacéo é pertinente, tendo em mente que esses elementos
ndo sdo passiveis de degradacdo. Sendo assim, a poluicdo ambiental, seja ela por metais ou
demais CPE, pode ser interpretada como intensificadora do processo de selecdo de bactérias
resistentes (BUELOW; PLOY; DAGOT, 2021; RODGERS et al., 2019).

3.5. ENTEROCOCOS COMO SENTINELAS PARA ACOMPANHAR TENDENCIAS DE
RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS NO AMBIENTE

Enterococos sdo organismos Gram-positivos que se apresentam microscopicamente na
forma de cocos arranjadas em pares ou correntes curtas. S&o ndo esporulantes, fermentadores
obrigatérias, quimiorganotroficas e apresentam teste catalase negativa. Geralmente
apresentam-se  como  homofermentadoras, produzindo, assim, 4&cido lactico
(HARDIE; WHILEY,1997; MURRAY, 1990). Os Enterococos crescem em uma faixa de
temperatura de 10°C a 45°C, toleraram altas concentracdes de NaCl (6,5%), suportam uma

ampla faixa de pH (4,0 a pH 9,6) e toleram temperaturas em torno de 60 ° C por até meia hora.

A habilidade destes microrganismos de crescer e sobreviver a uma gama diversificada
de condigbes ambientais, incluindo temperaturas e salinidade extremas, provavelmente séo os
fatores que tornam a distribuicdo deste género quase que onipresente
(HARDIE; WHILEY, 1997). Bactérias deste género também foram isoladas do solo, comida,
agua e plantas. O género compreende mais de 50 espécies, sendo Enterococus faecalis e
Enterococcus faecium as mais frequentemente encontradas nas fezes de animais e humanos.
De maneira geral, Enterococos séo bactérias comensais, potencialmente ajudando na digestao,
aléem também de outras rotas metabdlicas (BYAPPANAHALLI et al., 2012). Inclusive,
algumas espécies, como E. faecalis e E. faecium, sdo usadas em medicamentos probioticos para
tratamento de diarreias e aumento de imunidade do paciente (FRANZ et al., 2011), fato que
atesta os efeitos benéficos destes seres. Entretanto, algumas espécies como E. faecalis e
E. faecium sdo patdgenos oportunistas. Essas espécies sdo agentes etiologicos de infeccdes
associadas ao ambiente hospitalar, incluindo infeccdes do trato urinario, endocardites,
bacteremia, infec¢bes neonatais, infeccbes do sistema nervosos central SNC e infeccBes
abdominais (BYAPPANAHALLI et al., 2012; MURRAY, 1990). Atualmente, os Enterococos
séo considerados germes de dificil tratamento, especialmente quando se tratando de infeccbes

graves (MENA et al., 2011). Estes micrébios evoluiram a ponto de se tornarem Otimos
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organismos patogénicos e comensais, majoritariamente devido a acumulacdo de elementos
genéticos moveis, via THG (JOHNSON et al., 2021).

A emergéncia desse patdgeno nas Ultimas duas décadas se deve, entre outros fatores, a
sua resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos (ex. aminoglicosideos e cefalosporinas), e
também a resisténcia adquirida a antimicrobianos comumente empregados na clinica humana.
Os mecanismos de THG fornecem aos enterococos a capacidade de adquirir genes de
resisténcia via transposon e/ou plasmideos (MURRAY, 1990). A emergéncia desse patdgeno
no ambiente hospitalar, pode ser atribuida ao fato da exposicéo a diferentes antimicrobianos. A
utilizacdo de antibioticos no ambiente hospitalar elimina ou suprime as bactérias suscetiveis,
assim providenciando a selecdo de organismos resistentes. Hospitais, portanto, sdo potenciais
meios de disseminagdo de enterococos resistentes entre 0s pacientes — e também para o
ambiente (MURRAY, 1990).

Em adigc&o ao ambiente hospitalar, enterococos resistentes aos antimicrobianos tém sido
isolados de outros ambientes. No estudo realizado por Riboldi et al. (2009) enterococos
resistentes foram isolados de diversos alimentos vendidos em Porto Alegre. Resisténcia a
antimicrobianos utilizados na agricultura, como bacitracina e lincomicina, mostraram relativa
frequéncia. A emergéncia de RAM em enterococos presentes em alimentos sugerem uma
situacdo de risco para a comunidade e uma possivel correlacdo entre as cepas presentes em
hospitais com as isoladas em alimentos (RIBOLDI et al., 2009). Enterococos resistentes ja
foram também isolados de amostras de aguas. Por serem bactérias colonizadoras de trato
intestinal, a poluicdo ambiental fecal também pode evidenciar, eventualmente, cepas
resistentes. Praias poluidas podem funcionar como reservatorios de microrganismos
patogénicos. A presenca de cepas resistentes em praias recreativas, com altas taxas de
contaminacdo fecal — fato que é realidade em boa parte do Brasil — podem contribuir para a
disseminacdo da RAM entre bactérias, o que pode vir a causar a ineficiéncia de certos
antibiéticos (DE OLIVEIRA; WATANABE PINHATA, 2008).

Os enterococos, quando comparados aos coliformes fecais, apresentam maior
persisténcia em ambientes aquaticos expostos a luz solar. As razdes para tal diferenca ainda ndo
estd clara. Especula-se que o tamanho e o formato dos enterococos podem vir a conferir
vantagem sobre o grupo dos coliformes fecais. Células de E. coli (a principal espécie dos
coliformes fecais) possuem formato de bastdo, com didmetros que variam de 1,1 a 1,5 pm,
enquanto 0s enterococos sdo esféricos e possuem didmetro inferior a 2,0 pum.

Consequentemente, uma suspensdo de E. coli pode apresentar maior area superficial do que a



25

um namero equivalente de células de enterococos, que permite ao E. coli maior exposicéo aos
raios solares. Ademais, coliformes fecais tendem a existir s0s, enquanto geralmente 0s
enterococos organizam-se em pares ou correntes (SINTON; DAVIES-COLLEY; BELL, 1994).
Estas observagdes reforcam os argumentos de que 0s enterococos, por serem mais resistentes a
estressores ambientais, apresentam-se como possiveis melhores indicadores de contaminacéao
fecal (BYAPPANAHALLI et al., 2012).

3.6. PROCESSOS OXIDATIVOS E AVANCADOS

Durante as Ultimas décadas, houve um aumento de pesquisas que tivessem como
objetivo encontrar processos efetivos de degradacéo dos CPE (SIRES et al., 2014). A oxidac&o
bioldgica configura uma alternativa convencional de tratamento de efluentes majoritariamente
organicos, mas a presenca de contaminantes recalcitrantes e/ou toxicos pode comprometer esse
sistema de tratamento (SIRES et al., 2014). Além do postulado, ja foi detectado CPE em
efluentes de EstacOes de Tratamento de Esgotos (ETE) (BILA; DEZOTT], 2003), fato que pode
atestar a ineficacia do tratamento convencional na remocdo destes contaminantes
(KOCK-SCHULMEYER et al., 2013). Portanto, processos alternativos de tratamento de
efluentes sdo necessarios quando desejamos a degradacdo de CPE e concomitante desativacéo
de microrganismos resistentes. Os processos alternativos mais difundidos sdo baseados em
radiacdo UV/luz solar, cloro, o0zdnio e oxidacdo eletroquimica avancada (OEA)
(SIRES et al., 2014).

Os processos de OEA foram aplicados, com sucesso, principalmente em usinas de
tratamento de esgoto, mas também tem sido utilizado em diversos outros campos, como
remediacdo de solo, tratamento de agua subterrénea, bem como na eliminacéo de odor e cheiro
de 4gua potavel (SIRES et al., 2014). Ademais, essa técnica, apesar de eficiente para a remocao
de CPE, pode eventualmente gerar produtos biologicamente mais ativos que 0s reagentes.
Integracdo tecnoldgica, por conseguinte, € essencial para tratarmos corretamente efluentes que
venham a conter estes contaminantes (FATTA-KASSINOS; MERIC; NIKOLAOU, 2011).

3.6.1. Luz Solar e UV

Ha evidéncias que atestam que a luz do sol é um fator determinante no controle da

sobrevivéncia de bactérias entéricas em ambientes aquaticos. Além disso, ja foi constatado que
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altas concentracdes de sais, ndo sdo necessarias para a atividade bactericida da luz solar
(FUJIOKA et al., 1981). Estas contata¢Ges sdo significantes, dado que o periodo do dia em que
a contaminacdo fecal acontece influencia significativamente na sobrevivéncia destas bactérias
em seu segundo habitat (FUJIOKA et al., 1981).

A utilizacdo do método de desinfeccdo por luz ultravioleta (UV) foi constatada como
eficiente na reducao de bactérias em efluentes de ETE
(MARTINS DA COSTA; VAZ-PIRES; BERNARDO, 2006). Entretanto, a desinfec¢éo por via
UV ou luz visivel provou-se ineficaz na remocdo completa de genes de resisténcia a

antimicrobianos (CHEN et al., 2020), fato que constata limitaces da técnica.

3.6.2. Cloracao

Enterococos, de maneira geral, sdo mais resistentes a desinfeccao por cloracdo do que
E. coli, particularmente em concentracfes baixas de cloreto; entretanto, apesar de maior
resisténcia, sdo completamente desativados dentro de 15 min de exposicdo
(TREE; ADAMS; LEES, 2003). Grande vantagem da cloracdo € o cloreto residual que é
mantido no influente, o que garante a continuagdo da inativacao das bactérias vegetativas em
efluente (TYRRELL,; RIPPEY, S.; WATKINS, W., 1995). No entanto, dependendo do corpo
superficial de agua onde esse efluente serd lancado, ndo podera haver lancamento de cloro
residual, o que da preferéncia, nesse caso especifico, a outras metodologias de desinfeccdo que

contem com oxidantes ndo residuais.

3.6.3. Ozonizacéo

O ozb6nio é uma rota de desinfeccdo alternativa a cloracdo. Apesar do 0zonio ter se
demonstrado efetivo desinfetante viral — especialmente quando comparado com a cloracdo -,
ele ndo € particularmente efetivo na eliminacdo de bactérias vegetativas do efluente
(TYRRELL; RIPPEY, S.; WATKINS, W., 1995). Como a 0zonizac¢do ndo é efetiva o suficiente
para a remocao de bactérias de efluentes, porém 6tima como desinfetante viral, a combinacéo
da cloracdo com a ozonizacdo para determinados casos pode ser benéfica e viavel técnica e

gconomicamente.
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3.6.4. Oxidacao Eletroquimica Avangada

A inativacdo de bactérias pode ser obtida por meio de processos de oxidacao
eletroquimica avangada (OEA). Ademais, como dissertado acima, 0os métodos de desinfeccéo
mais difundidos demonstraram-se ineficazes na remocao de bactérias resistentes e genes de
resisténcia a antibioticos. Alguns microrganismos séo resistentes a cloragdo e a radiacdo UV e,
por isso, existe uma clara demanda por tecnologias mais verdes e seguras (CHEN et al., 2021).
Recentes estudos (WANG et al., 2020) também buscam combinar diversas técnicas — nesse
caso a oxidacdo eletroquimica com auxilio de luz UV — para aumentar a eficacia de remocéo
destes possiveis patdgenos. Entretanto, a otimizacdo e a possibilidade de implementacdo da
técnica ainda sdo discutiveis devido aos altos custos associados.

O chamado processo de oxidacao eletroquimica consiste na aplicacdo de diferenca de
potencial em uma célula eletrolitica, composta por um par (ou diversos pares) de eletrodos. Os
pares de eletrodos polarizados atuam, em conjunto, nas reacfes de oxirreducéo.
Intrinsicamente, a OE nédo se configura como processo de oxidacdo eletroquimica avangada,
visto que é necessario a utilizagc@o de materiais especificos nos eletrodos para que haja a geracéo
eletroquimica de radicais hidroxilas (HO®) (COMNINELLIS, 1994).

O mecanismo de degradacdo de contaminantes desta tecnica envolve praticamente duas
etapas: (a) a geracdo de radicais hidroxilas (HO") in-situ (Eq. 1); (b) a oxidagdo dos
contaminantes pela acdo dos radicais HO® (Eq. 2) (MARTINEZ-HUITLE; FERRO, 2006).

M+ H,0 - M(HO*) + H* + e~ (1)
M(HO*)+ R > M+mC0,+ nH,0 + H" + e~ (2)

O processo de OEA pode envolver oxidacdo direta ou indireta; a oxidagdo direta refere-
se a transferéncia de elétrons do contaminante com a superficie do anodo. Ja na reacao indireta,
por outro lado, pode envolver: (a) espécies reativas de oxigénio, incluindo radical hidroxila
(HO") adsorvido na superficie do material; (b) oxidacdo por peroxido de hidrogénio — formada
por dimerizacdo do HO® no anodo e o ozdnio a partir de descarga de dgua na superficie do
anodo; e, por fim, (c) outros agentes oxidantes, como ions existentes em solucdo. O esquema

dessas reac@es possiveis € mostrado na Figura 3.



28

Figura 3 - Resumo-esquema dos processos de oxidacao eletroquimica de compostos organicos (R). (a) oxidacéo
direta; (b) oxidacdo mediada por radicais hidroxila; e (c) oxidagdo mediada por ions.
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Fonte: Figura de Wohlmuth da Silva (2018).

O processo de OEA possui diversas vantagens: eficiéncia energética, facil manuseio -
devido ao simples equipamento necessario —, seguranca e versatilidade (SIRES et al., 2014).
Apresenta-se como mais versatil quanto a faixa de aplicacdo considerando valores de DQO,
demonstrando eficiéncia de reducdo de DQO de efluentes com valores de demanda entre
aproximados 0,01 g/L e 100 g/L; mesmo assim, ha ressalvas: a técnica apresenta superior
eficiéncia quando aplicada em efluentes com concentracbes de DQO que variam entre
100 mg/L a 25 g/L (FRYDA et al., 2003). H4, inclusive, a uma vantagem industrial conferida
a OEA pois existe a possibilidade de degradacdo da DQO e carbono organico total (COT)
partindo de varias centenas de gramas de oxigénio por litro para pouquissimos miligramas de
oxigénio por litro, com ainda reducdo de compostos organicos aproximada de 99%
(SIRES et al., 2014).

A OEA de compostos organicos em meio aquoso pode ser obtida sem a incrustacao de
eletrodos, fato que também confere grande vantagem industrial a técnica. Esse estado de ndo
incrustacao é obtido através da realizacdo da eletrdlise a alto potencial anddico, que favorece a
participacdo  de  intermediarios das reacbes de evolucio do  oxigénio
(PANIZZA; CERISOLA, 2009). Geralmente, a eficiéncia geral tem sido restritamente
associada a condicbes de operacdo e, acima de tudo, aos tipos de eletrodos utilizados no
processo (PANIZZA; CERISOLA, 2009).
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O eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) possui varias vantagens tecnoldgicas,
que o distingue dos eletrodos convencionais. Dentre as vantagens estdo: alta resisténcia a
corrosdao — mesmo em ambientes &cidos na presenca de acido fluoridrico; superficie inerte, com
baixas propriedades de adsorcdo; e elevada reatividade para a oxidacdo de compostos
organicos, o que possibilita eficaz tratamento de 4agua (CHEN et al, 2021,
PANIZZA; CERISOLA, 2009).

Destaca-se, entretanto, que o material base do eletrodo pode afetar taxas de decaimento
de DQO. Wohlmuth da Silva (2018) comparou diversos eletrodos em sua tese, onde concluiu-
se que o DDB apresentou os melhores resultados para decaimento de DQO e norfloxacino
(NOR). Ademais, no mesmo trabalho, também foi pontuado que o eletrodo de DDB com base
de nidbio possuiu vantagens tecnologicas (como custo de operagdo) em relacdo ao DDB com
base de silicio — fator que pode contribuir para a ampliacdo do processo a nivel industrial.
Mesmo assim, a maior eficiéncia de remocéo do processo € conferida ao material com base em

silicio, que apresentou ~95% de reducdo de DQO e NOR.

A OEA mostra-se como uma tecnologia extremamente eficaz na inativacdo de células
bacterianas. A deformacéo celular causada pelo ataque dos radicais HO® é tamanha que causa
o rompimento da membrana celular e consequente vazamento do conteddo intracelular
(RAJASEKHAR et al., 2020). Durante a oxidacdo direta, 0S microrganismos reagem
diretamente com o anodo, perdendo elétrons, levando a inativacdo. A desinfeccdo por oxidacao
direta € um processo de duas etapas, que incluem a adsor¢do do microrganismo no eletrodo e
oxidacdo do mesmo através da transferéncia de elétrons. O processo, portanto, interrompe o
transporte transmembrana de elétrons do organismo, desencadeando o estresse oxidativo celular
(CHEN et al., 2021).

Os regimes primarios de desinfeccdo por meio da OEA incluem a destruicdo da
membrana celular, enzimas, parede celular e material genético intracelular (CHEN et al., 2021).

Estes processos podem ser visualizados na Figura 4.
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Figura 4 - Danos as células durante POEA.
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Fonte: Adaptado de Chen et al. (2021).

Analises morfoldgicas de células ao longo do processo de tratamento por OEA mostram
que as primeiras espécies de oxigénio reativo atacam primeiramente o envelope celular
bacteriano, algo que, gradualmente, resulta em alteracdo de forma da célula. Posteriormente, a
membrana é destruida, ocasionando a perda de permeabilidade e vazamento de potassio K*.
Assim, ao longo do procedimento de tratamento, a espessura da membrana celular vai se
tornando cada vez mais fina e grupos funcionais da membrana comegcam a degradar-se por
efeito da oxidacdo (CHEN et al., 2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COLETA DE AMOSTRAS

Para a realizagdo deste estudo, quatro amostras foram coletadas para avaliar a presenca
de Enterococos e antibidtico em diferentes estagios do efluente: diretamente do ponto de
despejo, antes e depois do tratamento convencional na ETE e ap0s a aplicacdo do OEA como
polimento. As amostras foram coletadas em frascos plasticos de 1 L, devidamente autoclavados.
A amostra do Hospital (H) foi retirada no ponto de despejo do efluente hospitalar no sistema
publico de coleta, localizado aproximadamente em 29°46'30.8"S 51°09'00.4"W, na cidade de
Séo Leopoldo, Rio Grande do Sul. Esse efluente, ap6s despejo na rede, € encaminhado para a
ETE Vicentina (SEMAE), localizada na mesma cidade, na Av. Jodo Alberto, 1019, com
coordenadas aproximadas 29°46'26.0"S 51°09'24.3"W. Na estagdo, foi feita a coleta de
amostras antes e apos o tratamento do efluente. A temperatura do ar local era em torno de 22°,
variando pouco ao longo do dia — que teve chuvas leves no periodo inicial da manha. As coletas
foram feitas no dia 02/05/2022, no periodo da manha, entre as 8h30min e 11h.

Seguido destes procedimentos, foi realizado, com o esgoto tratado da ETE (Amostra T),
o0 tratamento terciario por OEA. Essa etapa foi realizada no mesmo dia, poucas horas apés a
coleta, para que ndo houvesse possibilidade de desvios nos resultados causados pela replicacao
bacteriana. Para o monitoramento do processo de tratamento avangado (OEA) ao longo do
tempo, fez-se coletas com intervalo de 15 min durante 60 min. O esquema didatico da

amostragem € explicado na Figura 5.

Figura 5 - Plano de amostragem, onde (H) refere-se ao Hospital; (B), ao efluente que chega a estacéo de
tratamento (T), ao efluente tratado na ETE e (OEA), ao efluente apds o tratamento por Oxidagéo Eletroquimica

Avancada.
Hospital
Sistema de OEA
H ‘ ‘ Rede de coleta ETE
I: % : T
/ & I ‘ "
Amostra Amostra Amostra Amostra
(H) (B) (T) (OEA)

Fonte: Autoria prépria do autor, com utilizacdo de recursos gratuitos de Flaticon.
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4.2. SISTEMA DE TRATAMENTO CONVENCIONAL

O sistema de tratamento da ETE Vicentina é do tipo convencional, de reator anaerdbio
seguido por aerobio, que possui uma eficiéncia adotada oficial de 92,2%
(AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2013), com vazdo afluente, no dia, de aproximados
43 L/s na entrada da estacdo. Na Figura 6 € possivel verificar a ETE por meio de algumas
fotografias tiradas no dia da coleta e também os pontos de amostragem da amostra B (foto b) a
amostra T (foto c).

Figura 6 - Estacdo de Tratamento de Esgotos Vicentina (Sdo Leopoldo — RS), onde: (a) fachada da entrada, (b)
calha Parshall, onde foi realizada a coleta de efluente bruto, (c) local de coleta de amostras pos-tratamento e (d)
vista geral da ETE.

Fonte: Prdpria do autor.
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4.3. SISTEMA DE TRATAMENTO AVANCADO (OEA)

O sistema de tratamento avancado, utilizado como polimento, é um sistema em batelada
que utiliza como catodo uma chapa de grafite e como anodo uma placa de diamante dopado
com boro (DDB). O sistema piloto, desenvolvido por Wohlmuth da Silva (2018) pode ser
melhor entendido através da Figura 7.

Figura 7 - Sistema de tratamento avancado (OEA), onde: (a) fonte de corrente e potencial, (b) célula eletrolitica,
(c) medidor de vazdo e (d) vista geral do equipamento. O sistema é montado no IPH — UFRGS.

Fonte: Propria do autor.

Os ensaios foram realizados em dois momentos distintos e avaliando dois diferentes
objetivos, sendo o primeiro de verificar a eficiéncia de remocdo de Enterococos e,
posteriormente, avaliou-se a remocao de antibiotico. Assim, foram realizados, em primeiro

momento, dois ensaios, em duplicada — totalizando quatro —, em que a Unica variavel alterada
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foi a densidade de corrente (j) elétrica aplicada no sistema. Duas bateladas foram realizadas
com j = 1 mA/cm? e as restantes com j = 20 mA/cm2. Por ser um sistema fechado, fixou-se o
volume a ser tratado em cada batelada em 2 L. A vazdo em todos os experimentos também foi
constante, fixada em 200 L/h (Figura 7 (c)). Esse experimento inicial teve como finalidade

avaliar a remocdo de bactérias resistentes do efluente da ETE.

Em outro momento, realizou-se experimentos com condi¢des e metodologias similares
(dois experimentos em duplicata) para a verificagdo da degradacdo do antibidtico
sulfametoxazol (SMX), que foi adicionado artificialmente ao sistema. Vale destacar que toda

analise microbioldgica foi realizada com o efluente que ndo teve a adicdo deste farmaco.

O tempo de tratamento estipulado, para todos ensaios, foi de 60 min, com coletas
previstas a cada 15 min. Assim, com as coletas realizadas ao longo do tempo de tratamento,
abriu-se a possibilidade de averiguacdo das mudancas dos parametros fisicos-biologicos em

fungdo do tempo.

4.4 ANALISES
As amostras coletadas nos diferentes tempos de tratamento foram submetidas as analises
de temperatura, potencial hidrogeni6nico, condutividade, monitoramento da remo¢éo do SMX

por cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés HPLC) e microbioldgicas.

As andlises de pH e condutividade foram realizadas utilizando uma sonda
multiparametros Lutron WA-2015 previamente calibrada com os respectivos padrdes de acordo

com o manual do fabricante.

As andlises de monitoramento da concentracdo do SMX foram determinadas utilizando
um HPLC modelo LC20A da Shimadzu, equipado com um detector UV-VIS de arranjo de
diodos (do inglés Diode Array Detector, DAD) modelo SPD 20AV e amostrador automatico
modelo SIL-20A. Para a separacdo do SMX foi utilizada uma coluna Shim-pack XR ODS C18
(3,0 mm ID x 50 mm, Shimadzu). Como fase movel A foi utilizado tampao fosfato 0,025 M
(pH 2,5; 2,5 g NaH2PO4. 2H20 Merck P.A.; 0,65 mL de H3PO4 Synth P.A. 85%) e como fase
mével B foi utilizada acetonitrila (Merck, grau HPLC). O sistema foi operado em modo
isocratico (50% fase movel A e 50% fase mével B) com vazdo de 1 mL mint, volume de injegdo
de 20 pL, detec¢ao no DAD em A = 210 nm e temperatura de 25 °C; resultando em um tempo

de retencéo de 4,53 min.
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4.4.1. Andlises Microbioldgicas

A andlise microbioldgica foi realizada com a utilizacdo de meios de cultura seletivos.
Para fins de entendimento, a Figura 8 traz um resumo esquematico dos procedimentos adotados
para a analise microbioldgica.

Figura 8 - Esquema experimental da anélise microbioldgica

Caldo DILUICAO EM SERIE
Azida
Dextrose /"\; NN NN Y

ndind

Izolados R Gj
OQ—®—0O

Bile Contagem de BHI 4.5% NaCl
Esculina UFCs
', &
MALDI-TOF
® — U = [ /
Criogenia
3mL

Teste de Catalase
» i/
6
Antiblograma Mueller-Hinton Coloracéio Gram

Fonte: Préprio autor.
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No mesmo dia da coleta, foi colocada uma aliquota de 1 mL de cada um dos pontos de
amostragem em 9 mL de Caldo Azida Dextrose, um caldo seletivo utilizado para identificacéo
presuntiva e enumeracao de enterococos em agua. A presenca destes microrganismos é indicada

pela turvacdo do caldo.

Passadas as 18 h, realizou-se diluicdo em série com &gua peptonada para que,
posteriormente, fosse realizada a semeadura em superficie para a contagem de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC), através da deposi¢dao de 100 puL da diluicao referida a placa
contendo o meio de cultura. Nesse caso, 0 meio de cultura utilizado foi o Agar Brain Heart
Infusion (BHI) com concentracédo de 4,5 % m/v de NaCl. A concentracdo de sal no meio garante
0 crescimento seletivo de enterococos, que apresentam alta resisténcia a salinidade, como

comentado anteriormente nesse trabalho.

Apos a contagem de UFC, fez-se uma sele¢éo aleatoria de colonias isoladas nas placas
de BHI, a fim de se realizar o antibiograma e a identificacdo de espécie por meio do MALDI-
TOF.

O teste de susceptibilidade a antibidticos, chamado de antibiograma, tem como
finalidade identificar a resisténcia bacteriana de forma econémica e préatica. Esse método foi
aplicado a todos os isolados de enterococos, a fim de apontar as resisténcias e susceptibilidades
das espécies a determinados antibioticos. O padréo utilizado nesse trabalho foi a 282 edicao,
datada de 2018, do documento intitulado ‘“Performance Standarts for Antimicrobial
Susceptibility Testing, elaborado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI). Os
enterococos isolados foram avaliados quanto ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
através da técnica de difusdo de disco em meio Agar Muller Hilton, como preconiza o método
Kirby-Bauer. Os isolados foram testados para os seguintes antimicrobianos: Estreptomicina
(300 pg), Ampicilina-AMP (10 pg), Vancomicina-VAN (30 pg), Rifampicina-RIF (5 ug),
Tetraciclina-TET (30 pg), Ciprofloxacina-CIP (5 ug), Norfloxacina-NOR (10 pg),
Cloranfenicol-CLO (30 pug), Nitrofurantoina-NIT (300 pg), Linezolida-LNZ (30 ug),
Eritromicina-ERI (15 pg) e Gentamicina-GEN (200 pg).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. TRATAMENTO AVANCADO DO EFLUENTE

Como mencionado anteriormente, houve dois momentos de tratamento do efluente da
ETE. Primeiramente, serdo apresentados os resultados de degradacdo do antibiético SMX e
posteriormente serdo apresentados e discutidos os resultados de carater bioldgico.

5.1.1. Degradacéo de Sulfametoxazol

A degradacdo de antibioticos em processos avancados aplicados como polimento de
efluentes sanitarios € um passo importante para a diminuicdo de seu lancamento no ambiente,
e assim, de maneira direta reduzir a possibilidade de resisténcia microbiana em matrizes

ambientais.

Para tanto, uma concentracdo conhecida do antibiotico SMX de 20 mg/L foi adicionada
ao efluente coletado apds o decantador secundario da ETE e encaminhado ao processo de OEA.
Cabe destacar, inclusive, que o SMX ja detectado nas aguas superficiais da regido metropolitana
de Porto Alegre/RS (PERIN et al., 2021), portanto a discussao torna-se pertinente tendo em

vista essa observacéo.

Observa-se na Figura 9 dois regimes distintos de degradacdo do SMX, a depender da
densidade de corrente (j) aplicada, 10 ou 20 mA/cm2. Wohlmuth da Silva et al. (2019), por meio
de experimentos realizados no mesmo sistema de OEA utilizado nesse trabalho, que visavam a
avaliacdo da degradacdo do farmaco atenolol, verificou que, dependendo da densidade de
corrente aplicada no efluente, os meios de degradacdo se alteravam, levando a diferentes

subprodutos inorganicos e organicos.

Ademais, as diferentes densidades de corrente conferem distintas leis cinéticas. Quando
aplicadas densidades baixas, pode-se considerar a reacdo de ordem zero, gerando boas
aproximacdes (DA SILVA et al., 2019). Para a densidade de corrente de 10 mA/cm?, seguindo
a Lei de ordem zero, podemos integrar da seguinte forma, na Equacéo 3:

[SMX] = [SMX], — k, - t (3)

onde [SMX] é a concentracgdo do antibi6tico ao longo do tempo; [SMX]o é a concentragdo inicial do antibidtico
adicionada no sistema; k; € a constante cinética de ordem zero e t é o tempo de tratamento.
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Com base na equacdo 3, chegou-se a uma constante cinética de 0,012 1/min e um ajuste
de R2=0,99.

J& para densidades de correntes maiores, como é o caso de 20 mA/cm?, considera-se que
ocorre uma reagdo que obedece a Lei de primeira ordem podendo ser integrada da seguinte
forma, descrita na equacao 4.

[SMX] = [SMX], - e kpt 4)
onde k, é a constante cinética de primeira ordem.

Esta relacdo matematica pode ser confirmada por meio da linearizacdo do sistema, de
acordo com o grafico inserido na Figura 9. Com base na equacao da reta do gréfico inserido,
chegou-se a uma constante cinética de 0,032 1/min e um ajuste de R2 = 0,99. Isso significa que
ao aplicar uma densidade de corrente maior, mais rapida sera a degradacédo do SMX via radicais
hidroxila, radicais sulfato e espécies de cloro geradas no a&nodo (DA SILVA et al., 2019).

Ja na Figura 9(b) esta demonstrado o consumo energético especifico em kWh para
degradar um quilograma de SMX. A equacao utilizada para o célculo do consumo esta descrita
no trabalho de Heberle et al. (HEBERLE et al., 2022).
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Figura 9 - Concentracdo de SMX ao longo do tempo de tratamento (a) e consumo energético (b) para
distintas densidades de corrente.
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Fonte: Prdpria do autor.
Quando aplicado 10 mA/cmz?, de acordo com Panizza et al. (2008), a eficiéncia do
processo eletroquimico tende a ser proximo de 100%, significando que a correte aplicada no
sistema esta sendo utilizada na oxidacdo do SMX, tendendo a apresentar menor consumo

energético ao longo do tempo. Por outro lado, quando aplicado 20 mA/cmz2, 0os compostos
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orgénicos geralmente sdo completamente transformados em gés carbdnico, configurando
degradacédo rapida. Entretanto, reagdes secundarias (como evolucdo de oxigénio) se iniciam,
resultando em uma diminuicdo de eficiéncia geral, causando maior consumo energético — algo

que, do ponto de vista de aplicabilidade da tecnologia, é prejudicial.

Para ambas as densidades de corrente aplicadas, observou-se diminuicdo de valores de
pH e condutividade. O decaimento dos valores absolutos de pH pode estar associado ao
deshalanco das reagdes eletroquimicas, que acarreta acimulo de H* no meio. Ja a diminuicéo
da condutividade pode estar associada a degradacdo de matéria organica dissolvida que possui
carga superficial — que pode exercer a funcdo de transportador de carga. Pode ter havido
também consumo de ions sulfato e cloreto na geracdo de oxidantes utilizados para degradar o
SMX. A Figura 10 traz a relagéo destas variaveis em funcao do tempo.

Figura 10 - Valores de pH e condutividade () ao longo do tratamento de efluente por OEA.
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Fonte: Prépria do autor.

5.1.2. Inativacdo Microbioldgica

50

60

Conforme comentado, houve dois momentos de tratamento do efluente da ETE. Em
primeiro momento foram discutidos os resultados de degradacdo do SMX, e agora, serdo

discutidos os resultados referentes a inativagdo de microrganismos. Espera-se, que essa
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inativacdo seja elevada, visto a intensidade de diferenca de potencial e corrente elétrica que
foram propostas para a realizacdo do experimento. Experimentos anteriores, como 0s
apresentados por Chen et al. (2021) fundamentam a hipdtese. Os regimes primarios e
secundarios de desinfeccdo, por meio de OEA, incluem a destruicdo da membrana celular,
enzimas, parede celular e material genético intracelular, ou seja, ha uma degradacdo conjunta
de todos os fatores bioquimicos essenciais para a vida bacteriana, garantindo alta eficiéncia para
0 processo.

Diferentemente do processo visando a degradacdo do SMX, onde é possivel quantificar
sua concentragdo no sistema, e assim, estimar o consumo energético em kWh para remover
1 kg se SMX; para a inativagdo microbiologica, o consumo energético global do sistema foi
obtido através do produto do tempo de duracdo do experimento, diferenca de potencial e
corrente elétrica aplicados (dados na Tabela 1). Para a diferenca de potencial, fez-se uma média
dos valores averiguados no intervalo do experimento de 60 min, e os resultados obtidos para
j =10 e 20 mA/cm? foram de 0,013+0,0001 e 0,027+0,0006 kW, respectivamente.

Tabela 1 - Valores de DDP, temperatura e pH ao longo do tratamento de efluente por OEA.

Corrente Aplicada = 10 mA/cm? - Experimento 1
) Duplicata 1 Duplicata 2
t (min) -
T (°C) pH ddp (V) T (°C) pH ddp (V)
0 22,9 7,2 13 22,0 8,14 13
15 23,1 7,2 14 22,0 8,16 13
30 21,9 7,62 14 22,0 8,13 13
45 21,9 7,65 13 22,1 8,03 13
60 27,1 7,26 13 22,0 8,02 13
Corrente Aplicada = 20 mA/cm? - Experimento 2
) Duplicata 1 Duplicata 2
t (min) -
T (°C) pH ddp (V) T (°C) pH ddp (V)
0 22,1 7,82 14 22,2 8,39 13
15 22,1 8,04 14 22,1 8,14 13
30 22,0 7,92 12 22,1 8,00 13
45 22,0 7,70 13 22,1 7,60 13
60 22,0 7,25 14 22,2 6,94 13

Fonte: Préprio autor.

5.1.2.1 Unidades Formadoras de Col6nias

Apos a inoculacdo da amostra em Caldo Azida Destroze, e passadas as 18 h em estufa

de 37 °C, verificou-se a turvagdo dos tubos. Os meios ndo turvaram para as amostras
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provenientes do sistema de tratamento avangado. Para se ter a certeza de que ndo havia presenca
de microrganismos nas amostras, optou-se por esperar mais 18 h em 37 °C. Mesmo assim, 0sS
caldos ndo turvaram. A Figura 11 exemplifica o ocorrido, o que indica a ndo presenca de
bactérias viaveis no caldo. Passadas as 18h para 0s tubos turvados e 36 h para os tubos
transldcidos, realizou-se diluicdo em série das amostras, fundamental para a realizagdo da
contagem de UFCs, feita pelo método de semeadura em superficie, nesse experimento em agar
BHI 4,5 % m/v de NaCl.

Figura 11 - Caldo Azida Dextrose apds tempo de crescimento, onde todas as amostras translicidas séo
provenientes do sistema de OEA

Fonte: Prdpria do autor.

Passada a realizacdo da semeadura em superficie, pode-se, ap6s 18h, realizar a
contagem. Sendo assim, tem-se os valores de UFCs na Tabela 2. A contagem foi realizada em
duplicata para cada ponto. Para os pontos OEA 45-1 e OEA 45-11 ndo foi realizada a semeadura

em BHI, visto baixa possibilidade de presenca de bactérias apos tratamento prolongado.



Tabela 2 - Contagem de UFCs.
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Amostra Turvacéao UFC
Hospital (H) Sim 5,21x10°
Bruto (B) Sim 8,6x10°
Tratado (T) Sim 1x10°
Oxidacdo Eletroquimica Avancada 15min de tratamento Néo Zero
com 1A (OEA 15-1)

Oxidacdo Eletroquimica Avancada 30min de tratamento Néo Zero
com 1A (OEA 30-1)

Oxidagao Eletroquimica Avangada 45min de tratamento Né&o -
com 1A (OEA 45-1)

Oxidacdo Eletroquimica Avancada 15min de tratamento Néo Zero
com 2A (OEA 15-11)

Oxidacdo Eletroquimica Avancada 30min de tratamento Néo Zero
com 2A (OEA 30-I1)

Oxidagao Eletroquimica Avangada 45min de tratamento Né&o -
com 2A (OEA 45-11)

Fonte: Préprio autor.

A auséncia de bactérias nas amostras provenientes do processo de oxidagédo

eletroquimica avancada sugere alta eficiéncia. Esses resultados estdo de acordo com o

verificado na analise de coliformes totais, realizada através da tecnologia IDEXX Quanti-Tray

2000®. Os resultados obtidos de nimero mais provavel (NMP) da analise das amostras podem

ser verificados na tabela 3.

Tabela 3 - NMP para as amostras, utilizando a tecnologia IDEXX Quanti-Tray 2000®.

Amostra NMP/100mL
Hospital (H) > 2419,6
Bruto (B) > 2419,6
Tratado (T) > 2419,6
Oxidacgdo Eletroguimica Avancada 60min de tratamento com 1A (OEA <1
g)g(i:%géo Eletroquimica Avancada 60min de tratamento com 2A (OEA <1

Fonte: Prdprio autor.

5.1.2.2. Selecdo de isolados e identificacdo por MALDI-TOF

A selecdo de colbnias isoladas foi realizada aleatoriamente, buscando obter diferentes

morfologias de colbnia, a fim de se tentar alcancar o maior nimero de espécies distintas. As

colénias foram retiradas diretamente do agar BHI utilizado para a contagem de UFCs
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(Figura 12) e logo foram semeadas em &gar Bile Esculina. No total, foram selecionadas 56

col6nias bacterianas.

Figura 12 - Agar BHI 4,5% NaCl com col6nias bacterianas em equipamento de contagem de UFCs.

Fonte: Proprio autor.

A passagem das col6nias para a Bile Esculina permite melhor selegdo das bactérias. O
crescimento em agar BHI 4,5% NaCl e posterior escurecimento do meio no agar Bile Esculina

garante boas chances de que a coldnia em questéo possa pertencer ao género enterococos.

As coldnias que apresentaram capacidade de hidrolisar o glicosideo esculina em
esculetina e dextrose, causando a formacao de complexo castanho-escuro — que contém sal de
ferro, foram encaminhadas para analise em MALDI-TOF, para a identificacdo, se possivel, da
espécie bacteriana em questdo. Concomitantemente, o teste de catalase e Coloragdo Gram
(Anexo A) foi realizada para os isolados. Os isolados que ndo se mostraram gram-positivos
e/ou apresentaram resultado positivo para o teste catalase foram descartados. A identificacao

obtida para os isolados de enterococos pode ser verificada na Tabela 4.
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Tabela 4 - Identificacdo das espécies ou dos géneros dos isolados.

Isolado | Proveniéncia | Organismo Descricéo

3 Hospital Enterococcus faecium | Provével identificacdo de género.

5 Hospital Enterococcus hirae Provavel identificacdo de género.

7 Hospital Enterococcus hirae Provavel identificacdo de género.

10 Hospital Enterococcus hirae Identificagdo segura do género e provavel
identificacfo de espécie.

11 Hospital Enterococcus hirae Provavel identificacdo de género.

12 Hospital Enterococcus hirae Identificagdo segura do género e provavel
identificacfo de espécie.

16 Hospital Enterococcus hirae Identificagdo segura do género e provavel
identificacdo de espécie.

17 Hospital Enterococcus faecium | ldentificagdo segura do género e provavel
identificacdo de espécie.

18 Hospital Enterococcus hirae Provavel identificacdo de género.

29 Bruto Enterococcus faecium | Identificacdo segura do género e provavel
identificacdo de espécie.

30 Bruto Enterococcus hirae Alta probabilidade de identificacdo de espécie.

53 Tratado Enterococcus hirae Alta probabilidade de identificacdo de espécie.

54 Tratado Enterococcus hirae Alta probabilidade de identificacdo de espécie.

55 Tratado Enterococcus hirae Alta probabilidade de identificacdo de espécie.

56 Tratado Enterococcus hirae Identificacdo segura do género e provavel

identificacdo de espécie.

Fonte:

Proprio autor.

Especula-se que a prevaléncia de espécies Enterococcus hirae deve-se ao fato de ter

havido chuvas anteriores proximas temporalmente ao momento da coleta, tendo em vista que

esse organismo habita o solo.

5.1.2.3. Antibiograma e analise de resisténcia

Os antibioticos utilizados para a analise do perfil de resisténcia foram: Ampicilina
(AMP), Ciprofloxacina (CIP), Clororanfenicol (CLO), Eritromicina (ERI), Estreptomicina
(EST), Gentamicina (GEN), Linezolida (LNZ), Nitrofuratoina (NIT), Norfloxacina (NOR),

Rifampicina (RIF), Tetraciclina (TET) e Vancomicina (VAN). As medidas, em milimetros

(mm) dos halos formados pelos discos de antibidticos sdo listados na Tabela 5. A figura 13 traz

imagem de duas placas de antibiogramas realizados, para fins de exemplificacao.




Tabela 5 - Diametro dos halos formados para cada antibiético.

46

Antibidtico e respectiva diametro do halo formado (mm)

Isolado = P CIP_ CLO ERI EST GEN LNZ NIT NOR RIF TET VAN
3 30 23 32 12 25 26 26 24 25 34 34 26
5 29 29 26 30 17 19 23 22 26 33 27 23
7 31 26 26 26 17 19 24 21 20 21 27 22
10 35 25 31 30 22 21 30 19 21 22 34 24
11 30 26 26 27 15 18 22 22 23 21 23 19
12 36 28 27 28 17 20 26 24 24 22 28 22
16 31 25 26 26 16 18 23 24 23 26 25 21
17 26 27 30 11 22 24 30 23 24 39 29 22
18 28 29 30 21 16 22 25 19 27 31 28 21
29 30 24 32 18 22 25 27 25 21 - 271 22
30 35 30 28 29 18 20 25 21 26 18 09 22
53 30 28 27 28 19 20 25 22 23 33 08 21
54 29 29 30 29 19 21 26 22 24 32 09 22
55 32 28 32 30 18 20 25 22 26 36 09 21
56 30 23 29 28 18 21 23 16 24 32 10 21

Fonte: Préprio autor.

Figura 13 - Antibiog

Fonte: Préprio autor.

A interpretacdo destes valores,

conforme CSLI

rama dos solados 11e53

e BrCAST,

susceptibilidade dos isolados estdo apresentados na Tabela 6. A LNZ ndo consta no CSLI;

classificando a

portanto, os valores de ponto de corte para este antibidtico citado foram retirados do BrCAST.
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Tabela 6 - Susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados.
Antibiotico e respectiva susceptibilidade

Isolado — o 5—CIF CLO ERI EST GEN LNZ NIT NOR RIF _TET VAN
3 S s s S S S S s S s s s
5 S s S S s §s s s s s s s
7 s S S S s S s s s s s s
10 S s S S s s s s s s s s
11 s S S S s S s s s s s s
12 S s S S s s s s s s s s
16 s S s S s s s s s s s s
17 S S s S s s s s s s s s
18 S S S S s s s s s s s s
29 S S S S S s s s s = s s
30 S S s S s s s s s s R s
53 s s s S s s s s s s R s
54 S s s S S s s s s s R s
55 s s s S s s s s s s R s
56 S s s S s s s 1 s s R s

Onde: R = Resistente, | = Resistencia intermediaria e S = susceptivel. *Nao foi possivel a realizagéo de leitura confiavel.
Fonte: Préprio autor.

Verifica-se, portanto, que ha presenca de bactérias resistentes a TET no sistema da ETE
Vicentina. Tal resisténcia ao farmaco ja foi averiguada em populac6es de enterococos em outras
ETEs no Brasil (DA SILVA et al., 2006).

Deve-se atentar, também, ao fato de que ndo se pode afirmar que a resisténcia
encontrada para os organismos isolados da estacdo de tratamento € proveniente de cepas
hospitalares. Entretanto, pode-se inferir que o ambiente da ETE — caracterizado, dentre outras
variaveis, pelo alto tempo de residéncia e elevada concentracdo de microrganismos — favorece
a troca de genes de resisténcia entre as espécies e comunidades microbianas no local,
acarretando em consequente facilidade de aquisicdo desses genes pelos microrganismos. Essa
observacdo pde em destaque a necessidade da realizacdo de um tratamento posterior ao
convencional, visto gque esses microrganismos podem apresentar potencial risco a saude

humana.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar uma eficiéncia de remocéo de
aproximados 80% para SMX, e inativacdo total do organismo sentinela avaliado — Enterococos
com o uso de oxidacéo eletroquimica avancada como polimento ao tratamento convencional da
ETE. As condicBes que tiveram melhores resultados, pensando em gasto energético, foram:
60 min 10 mA/cm2,

Observou-se ainda, que o tratamento convencional de ETE ndo possui a capacidade de
remover por completo a carga bacteriana do esgoto — bem como as bactérias resistentes.
Portanto, a tecnologia apresentada nesse trabalho mostra-se, como uma alternativa de remocéo

completa de microrganismos do efluente.

Ademais, sua versatilidade e capacidade de degradacao de diversos farmacos atestam a
viabilidade de implementacgéo desses sistemas eletroquimicos avancados em localidades com
disposicdo frequente de efluentes que contenham medicamentos e bactérias patogénicas, com
possivel tracos de resisténcia — como € o0 caso de hospitais. A utilizagdo do enterococos como
organismo sentinela possibilita afirmar, com teor maior de certeza, que boa parte das bactérias
sdo inativadas durante o processo de OEA, visto que este microrganismo apresenta alta

resisténcia a estressores ambientais.

O sistema mostrou-se eficaz na inativacdo de microrganismos - até mesmo na aplicacéo
da menor densidade de corrente estudada, de 10 mA/cm?, por um periodo curto, de somente
15 minutos. Essas observacdes podem indicar um baixo gasto com energia elétrica que o
sistema pode vir a demandar para o tratamento. Assim, o custo da tecnologia pode justificar-se

devido sua alta eficiéncia de degradacéo de farmacos e da inativagcdo de microrganismos.
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