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RESUMO

Pompei, C.M.E. Filtros ecoldgicos: um estudo da remocao de produtos farmacéuticos e
de cuidados pessoais e do efeito da contaminacéo no biofilme. Tese (Doutorado) — Escola
de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, SP, Brasil, 2016.

A contaminacdo do ambiente aquatico e até mesmo da dgua de consumo por produtos farmaceuticos e
de cuidados pessoais (PFCPs) é resultado das atividades antrépicas. Entre as tecnologias de tratamento
de &gua, a filtracdo ecoldgica (modernizagdo do termo filtro lento de areia) é atraente por ser um
método natural de tratamento, de baixo custo e eficiéncia na remocdo de patdgenos e pode ser
utilizada ndo sé em grande escala, mas também domiciliar. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
aplicabilidade dos filtros ecolégicos abastecidos com dgua do Reservatdrio do Lobo, e a eficiéncia em
remover produtos farmaceuticos e de cuidados pessoais. Além disso, foi avaliado o efeito da
contaminacdo nas comunidades de algas e cianobactérias e de bactérias, presentes no biofilme dos
filtros ecoldgicos. Os filtros ecoldgicos apresentaram boa remocao de coliformes fecais e Escherichia
coli. Os PFCPs alvos deste estudo foram encontrados na agua do Reservatério do Lobo em
concentracdo da ordem de pg L. Os produtos de cuidados pessoais, metilparabeno e benzofenona-
3,estiveram presentes em todas as amostras de agua coletadas e foram os compostos encontrados em
maior concentragdo no reservatdrio. Dois produtos de degradacdo dos compostos originais diclofenaco
e benzofenona-3 foram identificados na agua do reservatério. A porcentagem média global de
remogdo dos PFCPs pelos filtros ecoldgicos foi de 81,09 % de paracetamol, 91,07 % de diclofenaco,
97,33 % de naproxeno, 99,57 % de ibuprofeno, 70,81 % de metilparabeno e 71,69 % de benzofenona-
3. Foi observado efeito da contaminacdo na comunidade de algas e cianobactérias.
Aulacoseiragranulata, Chroococcus minutus, Dolichospermum planctonicum e Microcystis
aeruginosa foram as espécies de algas e cianobactérias consideradas como descritoras em comum para
todas as contaminagdes e tempos de coleta. Lepocincles sp. foi a espécie que mais contribuiu em
biovolume durante o periodo experimental. A ocorréncia, abundancia e frequéncia destas espécies
indicam uma possivel tolerancia das mesmas aos PFCPs. O desempenho dos filtros ecoldgicos de uso
doméstico néo foi afetado pela presenca de 2 pg L™ de PFCPs na agua afluente. As espécies Bacillus
anthracis e Exiquobacterium sp. foram resistentes aos compostos aplicados no filtro 2. A concentracéo
de biomassa nos filtros aumentou significativamente com o tempo de operacdo e foi expessa em uma
fungéo exponencial de crescimento, mas ndo houve diferenga significativa entre o filtro controle e o
contaminado.

Palavras-chave: Filtracdo ecoldgica; remocdo de PFCPs; produtos de degradacdo; biofilme;
algas e cianobactérias.



ABSTRACT

Pompei, C.M.E. Ecological filters: a study of the removal of pharmaceuticals and
personal care compounds and the effect of the contamination in the biofilm. Thesis
(Doctorate/PhD) — Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o
Carlos, SP, Brazil, 2016.

The contamination of the aquatic environment and even the water consumption with pharmaceutical
and personal care products (PPCPs) is a result of human activities. Among the water treatment
technologies, the ecological filtration (modern name for slow sand filter) is attractive because it is a
natural treatment method, low cost and efficiency in removing pathogens and can be used not only in
large scale, but also household. The objective of this research was to evaluate the applicability of
ecological filters supplied with water from the Lobo Reservoir, and the efficiency in remove
pharmaceuticals and personal care products. Furthermore, it was evaluated the effect of contamination
in the communities of algae and cyanobacteria and bacteria, in the biofilm of the ecological filters. The
ecological filters showed good removal of total coliforms and E. coli. The PPCPs aims of this study
were found in the water from the Lobo Reservoir in order of pL™ of concentration. The personal care
products, methylparaben and benzophenone-3, were present in all water samples, and the compounds
were found at higher concentration in the reservoir. Two degradation products of the original
compounds diclofenac and benzophenone-3 were identified in the water from reservoir. The overall
average percentage of removal of PPCPs by ecological filters was 81,09% of paracetamol, 91,07% of
diclofenac, 97,33% of naproxen, 99,57% of ibuprofen, 70,81% of methylparaben and 71,69% of
benzophenone-3. It was observed an effect caused by contamination in the community of algae and
cyanobacteria. Aulacoseira granulata, Chroococcus minutus, Dolichospermum planctonicum and
Microcystis aeruginosa were the species of algae and cyanobacteria considered as descriptors in
common for all contamination and collection times. Lepocincles sp. was the specie that most
contributed in biovolume during the period. The occurrence, abundance and frequency of these species
indicate a possible tolerance thereof to PPCPs. The performance of household ecological filters was
not affected by the presence of 2 pug L™ of PPCPs in affluent water. The species of bacteria Bacillus
anthracis and Exiquobacterium sp. were resistant for the compound applied to the filter 2. The filter
biomass concentration increased significantly with filter time and was summarised by an exponential
growth function in both filters, but there was no substantial difference between the filter control and
contaminated.

Key-words: Ecological filtration; removal ofPPCPs; degradation products; biofilm; algae and
cyanobacteria.
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Estruturacdo da Tese

Esta tese estd apresentada em formato de capitulos para facilitar a discuss@o dos resultados e o
desmembramento em artigos cientificos. Além destes, a tese contém uma parte inicial de
contextualizacdo e justificativa da pesquisa, onde é abordado o tema e 0 embasamento tedrico
da pesquisa, com as caracteristicas de cada composto estudado, as consequéncias ambientais,
contaminacdo de corpos d’agua, aguas de abastecimento e a filtracdo ecologica como
alternativa na remocdo de contaminantes emergentes. O capitulo 4 contém parte do estudo
realizado durante o periodo de doutorado sanduiche em Londres, Inglaterra, na University
College London, UCL.

Capitulo 1 - Instalacdo piloto no tratamento de agua por sistema de filtracdo ecologica.
O proposito do estudo descrito neste capitulo foi testar 22 filtros ecoldgicos confeccionados
para tratar a &gua do reservatorio do Lobo, Itirapina, S&o Paulo. Foram analisados pardmetros
fisicos, quimicos e bioldgicos de qualidade da agua, analise da existéncia de correlacdo entre
as variaveis avaliados e a aplicabilidade deste sistema de tratamento de &gua.

Capitulo 2 — Identificacdo e quantificacdo de produtos farmacéuticos e de cuidados
pessoais no Reservatério do Lobo, remocdo por filtros ecoldgicos e produtos de
degradacdo identificados. Neste capitulo procurou-se descrever os resultados obtidos
durante o processo de desenvolvimento, otimizacdo e validacdo do método analitico utilizado
para identificar e quantificar os seis produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais
selecionados. Analise cromatografica das amostras de dgua coletadas tanto da represa como
do efluente de cada filtro, simulando uma contaminacdo real e avaliando-se assim a eficiéncia
do sistema de purificacdo ecoldgica da dgua em remover os seis PFCPs da 4gua. Também
neste capitulo sdo apresentadosos resultados referentes aos PDs encontrados, propondo rotas
de formacdo de novos compostos a partir dos originais.

Capitulo 3 — Comunidade de algas e cianobactérias em filtros ecolégicos utilizados para
o tratamento de 4gua contaminada com produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais.
Este capitulo teve o propoésito de identificar as espécies de algas e cianobactérias presentes
nos filtros ecoldgicos destinados ao tratamento de agua que foram contaminados com seis
produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais, aplicados individualmente e em conjunto, a
fim de observar possiveis diferencas qualitativas e quantitativas na estrutura da comunidade
dos filtros em decorréncia das contaminacgdes; determinar as espécies descritoras e avaliar a
dindmica estrutural da comunidade, relacionando com as caracteristicas da agua.

Capitulo 4 — Efeito da contaminacéo por produtos farmaceuticos e de cuidados pessoais
no biofilme de filtros ecoldgicos para uso doméstico. Neste capitulo estdo apresentados 0s
resultados da pesquisa desenvolvida durante o doutorado sanduiche na University College
London (UCL), sob supervisdo da Profa. Dra. Luiza Cintra Campos. Foram avaliados dois
filtros domesticos, do modelo BioSand Household Filter para tratamento de agua. Foram
operados de duas maneiras distintas: com pausas e sem pausas. Além disso, foram
adicionados seis PFCPs em um dos filtros para avaliar os efeitos na composic¢éo do biofilme,
com realizacdo de sequenciamento genético para bactérias.



Contextualizacao e justificativa da pesquisa

1. Introducéo geral

1.1.Producédo e consumo mundiais de Produtos Farmacéuticos e de Cuidados

Pessoais

A producdo e o consumo de produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais estdo em
constante progresso, em acompanhamento aos avang¢os da medicina, ao surgimento de novas
doencas, e procura da populacdo pelo bem estar e qualidade de vida, e tambem dos usos
veterinarios.

O consumo mundial de farmacos é bastante significativo, um exemplo disso pode ser
visto na Unido Europeia (UE) onde aproximadamente 3.000 diferentes substancias sdo usadas
em medicamentos para consumo humano como analgésicos, anti-inflamatorios, conservantes,
antibiodticos, e muitos outros (PETROVIC et al., 2014). Também, um niimero expressivo
dessas substancias é utilizado em medicamentos de uso veterinario, como antibioticos e anti-
inflamatoérios (PONEZI et al., 2007).

No Brasil houve um grande avanco industrial na década de cinquenta, que colocou 0
pais na rota da modernizacéo industrial. E dessa época a primeira grande transformacg&o no
setor farmacéutico. Foram assim, abertos caminhos para a atual situacdo do parque industrial
farmacéutico brasileiro, confortavel situacdo que se encontra o Brasil diante dos demais paises
desenvolvidos (FNFB 2, 2011).

Em todo o mundo, aproximadamente 3.000 compostos farmaceuticos séo produzidos
em grande escala, atingindo mais de 500 toneladas/ano. Destes, menos de 45% foram
submetidos a algum tipo de ensaio toxicologico e menos de 10% foram estudados
considerando-se qualquer tipo de efeito toxico sobre organismos em desenvolvimento
(MELLO-DA-SILVA e FRUCHTENGARTEN, 2005).

Atualmente, o Brasil esta entre os 10 paises que mais comercializam medicamentos.
Por ano, o Ministério da Saude investe R$ 9 bilhdes na compra de medicamentos que séo
distribuidos pelo SUS (Sistema Unico de Satde) (BRASIL, 2012).

O volume consumido globalmente de diclofenaco foi estimado em 940 toneladas por

ano, com uma dose diaria de 100 mg per capita (ZHANG et al., 2008).



O ibuprofeno tem uma producdo estimada anual global de varias quilo/toneladas,
sendo o terceiro medicamento mais popular do mundo. Possui uma elevada dose terapéutica
(600-1200 mg/d) (BUSER, POIGER e MULLER, 1999).

Na Espanha, o paracetamol foi considerado o analgésico ndo opidide mais vendido nos
ultimos anos (MARTINEZ BUENO et al., 2012).

A procura pelo bem-estar da populagdo faz também, com que homens e mulheres
dediquem muito mais tempo e esforco nos habitos da higiene pessoal e da melhor aparéncia
ao longo de suas vidas.

A preocupacdo com 0s perigos que a radiacdo ultravioleta pode causar na salde
humana tem gerado a procura, cada vez maior, por filtros solares, sejam eles em log¢des, em
cremes, xampus, batons, entre outros. Para proteger os consumidores da radiacdo UV e
aumentar a estabilidade dos produtos sdo adicionadas substancias que atuam como filtro solar
em concentracdes de até 10%, podendo variar de acordo com o composto especifico ou com a
determinacdo da agéncia reguladora de cada pais (WEIHONG LI et al., 2007; SIQUEIRA,
2008). De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) no Brasil é
permitido o uso de alguns filtros quimicos em concentracdes entre 3% e 15%. Na composicao
dos filtros solares pode ser encontrada a benzofenona-3.

Os parabenos sao usados como conservantes em produtos de cuidados pessoais, e
podem ser utilizados em cosméticos para protegé-los contra o crescimento microbiano,
resultando em protecdo aos consumidores e na manutencdo da integridade dos produtos
(FDA, 2006).

No mercado mundial de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, conforme dados do
Euromonitor de 2011, o Brasil ocupa a terceira posicao, sendo Estados Unidos o primeiro e
Japdo o segundo. O Brasil é o primeiro mercado em perfumaria e desodorantes; segundo
mercado em produtos para cabelos, produtos para higiene oral, masculinos, infantil, protecéo
solar; terceiro em produtos cosméticos; quarto em depilatérios; quinto em produtos para 0s
cuidados da pele (ABIHPEC, 2012).

A Industria Brasileira de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, composta por
2.282 empresas atuando no mercado, apresentou um crescimento médio deflacionado
composto de 10% nos ultimos 16 anos, tendo passado de um faturamento de R$ 4,9 bilhdes
em 1996 para R$ 29,4 bilhdes em 2011. Vérios fatores tém contribuido para este crescimento
do setor, dentre os quais se destaca o langamento constante de novos produtos atendendo cada
vez mais as necessidades do mercado, e 0 aumento da expectativa de vida, o que faz com que

seja necessario conservar uma impresséo de juventude (ABIHPEC, 2012).



1.2.  Caracteristicas gerais dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais

1.2.1. Produtos Farmacéuticos

Dentre os produtos farmacéuticos, encontram-se os Anti-inflamat6rios Nao Esteroidais
(AINE). Estes, de um modo geral, consistem em um grupo variado de farmacos que tém em
comum a capacidade de controlar a inflamacdo, de promover a analgesia, e de combater a
hipertermia— embora ndo sejam muito utilizados para este fim.

No Brasil, esses sdo medicamentos de venda livre e estdo em grande parte das
associacbes medicamentosas disponiveis para venda, além de terem fécil acesso para
consumo devido ao grande numero de apresentacdes disponiveis no mercado. Isso acaba por
caracterizar esta classe de medicamentos como a mais prescrita por médicos e dentistas, e
consequentemente, uma das mais consumidas (EMERENCIANO et al., 2008).

Dentre os AINE, estudaram-se nesta pesquisa trés medicamentos que sdo 0s mais
vendidos e, portanto, 0os mais consumidos, sendo estes o diclofenaco sddico, o ibuprofeno e o
naproxeno.

O diclofenaco pode apresentar-se nas formas sddica, potéssica, resinada e
colestiramina. Ele é amplamente usado para tratar inflamacGes e doencgas reumaticas e
dolorosas de origem ndo reumatica, e tem sido encontrado em efluentes de muitas ETEs
(Estacdes de Tratamento de Esgoto) (TERNES, 1998).

O diclofenaco € utilizado em 120 paises, e é considerado o AINE mais utilizado no
mundo. Existe ha mais de 80 anos e se consolidou no mercado mundial como a droga mais
amplamente vendida, devido ao grande nimero de prescricGes, e livre venda em farmacias
(EMERENCIANDO, et al. 2008).

Embora este composto seja suscetivel a fotodegradacdo por mecanismos complexos,
dependendo das condi¢des ambientais, € um dos compostos mais frequentemente encontrado
nas aguas superficiais em concentracdo acima de 1,2 ug L™ (BUSER, POIGER e MULLER,
1998; 1999; FENT et al.,2006).

O ibuprofeno possui propriedades fisicas e quimicas que apontam uma mobilidade
bastante elevada no ambiente aquéatico e de fato, o ibuprofeno tem sido encontrado em
efluentes de esgoto sanitario, industrial e rios (STUMPF et al., 1999). Um estudo realizado
por Zuccato et al. (2000) sobre os sistemas de agua e rios da Italia relata a presenca do

ibuprofeno na agua ribeirinha, nos sedimentos e na agua para consumo humano. Ha4 uma



preocupacao crescente sobre a ocorréncia, destino, e 0s possiveis efeitos dessas substancias no
meio ambiente (BUSER POIGER e MULLER, 1999).

Consta na bula deste medicamento que seu efeito inicia-se 30 minutos apds a ingestéo,
prolongando-se de 4 a 6 horas, sendo metabolizado no figado. A eliminacdo é completa 24
horas apds a Ultima dose e sua meia vida de eliminag&o é de 1,8 a 2 horas.

A concentracdo maxima do ibuprofeno encontrada em aguas de superficie no Reino
Unido foram de 5 pg L com um valor estimado de quociente de risco (QR) de 0,01
(ASHTON et al., 2004). O ibuprofeno foi encontrado também na Espanha, em efluentes de
esgoto sanitarios, aguas superficiais, e de consumo (RODIL et al., 2012).

Em um estudo feito por Pomati et al. (2004) com cultura de espécies isoladas, mostrou
que o ibuprofeno na concentracéo de 1 a 1000 pg L™ estimula o crescimento da cianobactéria
Synechocystis sp. ao longo de cinco dias de exposi¢do, sendo que o maior crescimento em
densidade na cultura foi observado quando usou-se a concentragdo de 10 pg L™. Em uma
concentracdo de 1000 ug L™ do farmaco ocorre inibicdo do crescimento da macréfita Lemna
gibba, apds sete dias de exposicao.

Consta na bula de naproxeno que ele possui uma elevada dose terapéutica, de acordo
com sua indicacdo (250 a 1250 mg/dia). E rapido e completamente absorvido no sistema
gastrointestinal ap6s administracdo oral e sua metabolizacdo ocorre no figado.
Aproximadamente 95% de uma dose de naproxeno sdo excretados na urina e pequenas
quantidades, de aproximadamente 3%, sdo excretadas nas fezes.

Este composto foi encontrado tanto em aguas superficiais, como em efluentes de
esgotos sanitario e industrial (TERNES, 1998; STUMPF et al., 1999; TERNES et al., 2001;
RODIL et al., 2012); e 4gua de consumo (RODIL et al., 2012).

Dentre os compostos farmacéuticos analgésicos, o paracetamol é um dos compostos
farmacéuticos também selecionados para este estudo uma vez que ele é um dos mais
utilizados para alivio de dores cronicas e € um dos melhores analgésicos disponiveis no
mercado, inclusive é um dos analgésicos de distribuicdo gratuita no sistema publico de satde
do Brasil; podendo fazer parte da composicdo de diversos medicamentos como por exemplo
os indicados para gripes e sintomas de dengue, porém, alguns efeitos colaterais sdo associados
a esta substancia. O de maior destaque € a sua acdo hepatotdxica para humanos e animais
utilizados em testes de laboratorio (SANTOS, 2003).

De acordo com informac6es da bula, ap6s administracdo oral, o paracetamol é rapido e
quase completamente absorvido pelo trato gastrintestinal. A concentracdo plasmatica atinge

seu pico em 30 a 60 minutos apds a ingestdo. Sua biotransformacao ocorre no figado. A meia-



vida plasmética do paracetamol é cerca de 2 a 4 horas ap0s doses terapéuticas e seu
metabdlito hidroxilado é tido como responsdvel por sua hepatotoxicidade. A Tabela 1
apresenta algumas caracteristicas fisicas, quimicas e informacdes sobre os quatro produtos

farmacéuticos estudados.

Tabela 1: Caracteristicas fisicas, quimicas e informacdes sobre os farmacos estudados.

Farmacos
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Molecular
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médica/acao
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fusao

Solavel
em agua

Estrutura

Paracetamol
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Diclofenaco
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Naproxeno

Ibuprofeno

Uso CeHsNO,

151,16 g mol™
Uso humano/
Anti-inflamatério,
analgésico,
antipirético
Uso humano e
veterinario/ Anti-
inflamatorio,
analgésico,
antipirético
Uso humano/
Anti-inflamatorio,

CuHCILNNaO, 318,13 g mol™

CuH105 230,26 g mol™

168-172 °C

275-277 °C
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Sim

Sim
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H

Nj(
T

@]
Cl H ONa
Or
Cl
CH3

‘" _OH
H3C\O ‘O 0

CHs

H
CHs ©

analgésico C13H1807 206,28 gmol™*  77-78 °C

- - o HSC
antipirético

1.2.2. Produtos de cuidados pessoais

Os produtos de cuidados pessoais englobam diversos tipos de produtos, que podem
estar relacionados desde a estética, necessidades basicas ou até mesmo para protecdo, como é
0 caso dos protetores solares. Diversos compostos quimicos sdo adicionados a estes produtos
para sua fabricagéo.

A ANVISA publicou em 28 de agosto de 2000, a Resolucdo n° 79, de forma a
compatibilizar os regulamentos nacionais com os instrumentos harmonizados no ambito do
Mercosul, adotando-se como definicdo de cosméticos, produtos de higiene e perfumes:
“Preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas
partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes
e membranas mucosas da cavidade oral, com objetivo exclusivo ou principal de limpéa-los,
perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou protegé-los ou ainda
manté-los em bom estado”.

Dentre os compostos utilizados em produtos de cuidados pessoais, destacam-se 0S

parabenos, que sao utilizados como conservantes em diversos cosméticos, e a benzofenona-3,



substancia essencial na formulacdo de protetores solares. Caracteristicas fisicas, quimicas e

informagdes importantes sobre estes compostos encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas fisicas, quimicas e informag6es sobre os produtos de cuidados pessoais

estudados.
Produtos de cuidados Utilizacso Férmula Massa Ponto de Solavel Estrutura
pessoais ¢ Molecular Molecular fusdo em 4gua

Conservante 0
Metilparabeno cosn?gticos CsHs04 152,15 g mol™  125-128 °C Sim /@LOCHa

e alimentos. HO

O OH
Benzofenona-3 Protetor 1 ~
. CiH1,0; 228,24 g mol 62-64 °C N&o

(Oxibenzona) solar O O ocH,

A radiacdo solar, e especialmente a radiacdo ultravioleta (290 a 400 nm) sao
importante fator ambiental nocivo para a salde humana. S8o varios os efeitos, tais como
eritema, queimadura solar, bronzeamento, ou pigmentacdo, foto-envelhecimento, queratoses
solares, cancro da pele (ndo melanoma e melanoma) e imunossupressdo sdo atribuidos a
radiagdes UV (MODI et al., 2011).

Os filtros solares quimicos sdo compostos que absorvem UV, diminuindo assim a
quantidade de radiacdo de energia solar que atinge a pele, e € o uso dos filtros solares que
podem ajudar a evitar ou minimizar os efeitos nocivos da radiagdo solar sobre a pele
(CHISVERT et al.,2000).

Dentre as substancias contidas em filtros solares que absorvem UV, pode-se citar a
benzofenona. A Benzofenona-3 (BP-3) € uma cetona aromatica comumente utilizada como
filtro ultravioleta nos produtos de cuidados pessoais para proteger humanos e materiais de
exposicoes perigosas a radiacdo UV, pode estar contidas também em sabonetes, perfumes,
embalagens, dentre outros. E identificada na 4gua como resultado de atividades recreativas e
por meio do despejo de efluentes sanitéario e indutrial (HAURI et al., 2003; KRUTMANN,
2006; GONG et al., 2015).

Os parabenos, ésteres do acido p-hidroxibenzoico, sdo utilizados devido as suas
propriedades antimicrobianas e antifungicos, como conservantes necessarios para que se
mantenha a integridade de medicamentos, cosmeticos e alimentos (ANDERSEN, 2008; SONI
et al, 2005; LIN et al, 2009;. LIU et al 2014;. HAMANet al, 2015; GMUREK et al, 2015).

Os mais comuns atualmente sdo metil, etil, propil e butilparabeno, sendo que o metil é

o mais hidrofilico e o butil & o mais lipossollvel. Propriedades essas que os tornam faceis e



convenientes de serem usados na formulagdo ndo s6 de cosméticos, mas também de
medicamentos e conservantes de alimentos (FDA, 2006).

Os cosmeéticos que contém parabenos incluem maquiagem, hidratantes, produtos para
cabelo, produtos para barbear, cremes de depilacdo e clareadores. Porém, a maioria das
principais marcas de desodorantes e antitranspirantes, atualmente, ndo contem parabenos em
suas formulacdes (DARBRE et al, 2004).

O metilparabeno é uma das substancias controladas pela Unido Europeia (DEPA,
2013). Em contrapartida, ndo existem atualmente regulamentos sobre a presenca de parabenos
no ambiente ou, em particular, em aguas superficiais, aguas residuais ou solo. E o parabeno
mais amplamente usado em aplica¢cbes comerciais e pode serutilizado puro ou como uma
mistura com o propilparabeno a fim de melhorar o desempenho antimicrobiano
(VELEGRAKI et al.,2015).

Esté relatado na ficha de informacdes de seguranca de produtos quimicos da Sigma
Aldrich (disponivel no site da empresa) onde foi adquirido o composto padrdo, que o
metilparabeno enquadra-se como possuindo “toxicidade aguda e crénica para o ambiente
aquatico (Categoria 3)”, indicados ainda pelo fabricante como “nocivo para 0S organismos
aquaticos com efeitos duradouros”. E indicado o seu uso evitando a liberagio para o
ambiente.

Além disto, este composto, assim como o0s demais parabenos sdo listados como
causadores de desregulacdo enddcrina (LIU et al., 2014), podendo incentivar resposta
cancerigena em nivel celular (BOBERG et al., 2010). A Tabela 2 apresenta algumas
caracteristicas fisicas, quimicas e informacfes sobre os dois produtos de cuidados pessoais

estudados.

1.3. Contaminacdo dos ambientes aquaticos e aguas de consumo por PFCPs e

Seus possiveis riscos

Os farmacos de uso humano e veterinario podem atingir corpos d’agua por diferentes
rotas, como excrecdo através da urina e fezes ap0s uso, eliminagdo direta de drogas
domeésticas, efluentes de estacOes de tratamento de esgotos (ETESs), efluentes industriais,
descarte inadequado ap0s expiracdo do prazo de validade, ou disposi¢do inadequada em
aterros (KUMMERER, 2009).



Estudos demonstraram que varias dessas substancias parecem ser persistentes no meio
ambiente e ndo sdo completamente removidas nas ETEs (STUMPF et al., 1999; TERNES, et
al., 1999). Esta situacdo é preocupante, em razéo de que de 50 a 90% da dosagem do farmaco
é excretada inalterada e persistente no ambiente (MULROY, 2001).

A grande maioria dos farmacos possui caracteristicas lipofilicas e baixa
biodegrabilidade no ambiente, e sdo estas propriedades que estdo relacionadas a
bioacumulacdo e persisténcia no ambiente (CHRISTENSEN,1998; apud PONEZI et al.,
2007).

A ocorréncia de farmacos no ambiente aquético esta intimamente relacionada ao estilo
de vida da sociedade moderna, aos padrdes de consumo e ao envelhecimento da populagdo
(CORTEZ, 2011).

Em relacdo aos produtos de cuidado pessoal, outra maneira de entrarem no meio
ambiente se d& através de atividades recreativas. Os compostos de produtos como cosméticos,
locOes e protetores solares entram em &gua superficiais através do contato direto em
atividades recreativas em rios e lagos (WEIHONG LI, et al., 2007, BALMEREet al., 2005). A
pratica da higiene pessoal, ou seja, 0s banhos, a utilizacdo dos produtos de higiene pessoal,
também sdo uma forma da contaminacao por estas substancias.

Os primeiros estudos sobre a presenca de farmacos no ambiente datam da década de
70 e foram realizados por Garrison et al., (1976) e Hignite e Azarnoff, (1977). Desde enté&o,
diversos estudos revelaram a presenca de residuos de farmacos em vaérias partes do mundo
(MELO et al., 2009), com concentracdes variando de pg L™ a ng L™ de anti-inflamatérios,
antilipémicos e betabloqueadores em ETE na Alemanha (TERNES, 1998), carbamazepina,
acido clofibrico e diclofenaco contaminando ETEs na Europa (Franca, Grécia, Italia e
Suécia), sendo que alguns destes compostos estavam presentes também em &gua para
consumo humano (HEBERER, 2002).

Em um estudo realizado na Galicia (Espanha), Rodil et al., (2012) estudaram a
presenca de 53 substancias em aguas superficiais, residuérias e de consumo na regido. Destas,
50 foram encontradas. Dentre os farmacos, destacaram-se naproxeno, ibuprofeno, diclofenaco
e atenolol, encontrados em agua superficial, residuarias e também agua de consumo humano.
Dentre os filtros solares, a substancia mais preocupante foi a benzofenona—4, por ter sido
encontrada com frequéncia em 4gua de consumo (62 ng L™).

Além de estas substancias terem sido encontradas em aguas superficiais, Sui et al.,

(2015) relatam contaminacdo em aguas subterraneas, sendo que dentre os anti-inflamatorios e
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analgésicos mais comumente encontrados incluem o ibuprofeno, diclofenaco e paracetamol
por causa de seu grande consumo na vida diéria.

Em uma pesquisa realizada no Canadd, o naproxeno foi encontrado em seis
comunidades e oito dos 51 locais amostrados. O ibuprofeno foi detectado em cinco
comunidades e nove dos 51 locais amostrados, e o diclofenaco foi encontrado em quatro
comunidades e oito dos locais amostrados de 51 em toda a provincia. Todos os anti-
inflamatdrios citados estdo na relagdo dos medicamentos mais prescritos nas comunidades em
que foram encontrados (BOOKER e GARDNER, 2013).

A maioria dos estudos com filtros UV foi realizada na Europa e nos EUA,
considerando que os dados provenientes de estudos semelhantes em paises da Asia e América
Latina sdo escassos (WEIHONG LI et al., 2007).

Lambropoulou et al., (2002) encontraram 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona e acido
octildimetil-p-aminobenzéico em niveis de ng mL™ em amostras de agua de piscina, chuveiro
e 4gua do mar, de pessoas que tinham aplicado produtos cosméticos na pele antes de tomar
banho.

Em um estudo realizado na Suica, foi constatada a ocorréncia de quatro diferentes
substancias presentes em filtros UV em esgotos sanitérios e aguas superficiais (BALMER et
al., 2005 apud WEIHONG LI et al., 2007).

A benzofenona-3 ja foi encontrada em rios (RODIL e MOEDER, 2008), lagos
(POIGER et al., 2004; RODIL e MOEDER, 2008) e no oceano (DANOVARO et al., 2008).

Pedrouzo et al., (2009) validaram um método para determinacdo de onze substancias
encontradas em produtos de cuidado pessoal. Observaram que a maioria das substancias
estudadas foi encontrada nas &guas superficiais sendo metilparabeno e propilparabeno os
encontrados em maior concentracdo (5613 ng L™ e 1945 ng L), respectivamente. Nas 4guas
de efluentes, niveis significativamente baixos de algumas substancias foram encontradas,
sendo que a concentracdo da benzofenona-3 foi maior do que das outras substancias
estudadas.

Os relatos da presenga do metilparabeno em efluentes de estagbes de tratamento de
esgoto sanitario revelam que o composto ndo pode ser completamente eliminado através da
utilizacdo de tratamentos convencionais (HAMAN et al., 2015; GMUREK et al., 2015). Os
parabenos foram também encontrados em fluidos humanos, tais como urina, sangue, e no leite
materno, o qual estd associado a aplicagcGes dérmicas ou ingestdo involuntaria (LIU et al.,
2014).
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O interesse crescente na determinagdo desses contaminantes ocorre pelo efeito e pelo
fato de que ndo estdo inseridos na legislagdo que regulamentam a qualidade da agua para
consumo humano (HERNANDEZ et al., 2007; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2007), o que
requer pesquisas sobre a toxicidade e efeitos na biota aquatica, do solo, e na satde humana
(HERNANDEZ et al., 2007).

Os farmacos sdo projetados para atingir 6érgdos ou rotas metabdlicas e moleculares
especificas tanto nos humanos como em animais, mas também possuem frequentemente
efeitos colaterais relevantes. Quando introduzidos no ambiente, podem afetar os animais pelas
mesmas rotas e atingir 6rgdos, tecidos, células ou biomoléculas com fungdes semelhantes a
dos humanos (FENT et al.,2006); pois sdo moléculas biologicamente ativas.

O diclofenaco pode causar sérios efeitos em espécies de vertebrados em concentracfes
muito mais baixas do que o sugerido por concentracdes agudas em testes de toxicidade
cronica com espécies de invertebrados (FERRARI et al., 2003).

Em um dos mais extensos estudos em que foram investigados os efeitos dos
medicamentos sobre as comunidades planctonicas, Richards et al. (2004) revelaram que uma
mistura de ibuprofeno (0,6 mg L™), fluoxetina (1,0 mg L™) e ciprofloxacina (1,0 mg L™)
causou a diminuicdo da diversidade da comunidade zooplanctonica, e a0 mesmo tempo,
aumentou a abundancia de outras espécies.

Em um estudo com Daphnia magna expostas ao ibuprofeno Heckmann et al., (2007)
avaliaram a dinamica das populacGes e observaram um efeito direto na reproducéo, sendo que
as mudancas na estrutura e no tamanho das populacdes parecem ser induzidas por um atraso
na reproducéo e pela reducgéo da fecundidade.

Por estes e outros motivos, a simples presenca dos farmacos em aguas superficiais e
subterraneas demonstra a necessidade de estudos que determinem seus efeitos toxicos e de
interferéncia enddcrina no meio ambiente (STUMPF et al., 1999).

No caso das substancias encontradas em produtos de cuidado pessoal, mais
especificamente a benzofenona e o metilparabeno, sabe-se que, Nagtegaal et al., (1997) apud
Weihong Li et al., (2007), identificaram seis diferentes principios ativos presentes em filtros
UV em peixes do Lago Maarfelder (Alemanha).

Uma pesquisa realizada pela bidloga molecular Phillippa Darbre, revelou que a
estrutura quimica do éster dos parabenos encontrado nos tumores indica que este é originario
de algum produto aplicado na pele, tais como desodorante axilar, cremes ou sprays para o
corpo (DARBRE et al., 2004).
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De acordo com Gonzalez et al., (2006), um filtro solar disponivel no comeércio,
contendo 4% de benzofenona-3 (também referida como BP-3 ou BZ-3) foi aplicado
topicamente em 25 voluntarios por 5 dias, de manha e a noite. Um grupo foi exposto a radiacao
UV e o outro ndo. Cerca de 3,7 % da quantidade de BP-3 aplicada foi encontrada na urina. Nao
houve diferenca significativa entre os dois grupos.

Estudos também revelaram que as benzofenonas hidroxiladas apresentaram atividade
estrogénica in vitro sobre as células mamarias cancerigenas MCF-7(células sensiveis
ao estrogénio) (SUZUKI et al., 2005).

Em outro estudo sobre filtros solares UV, Schlumpf et al., (2001) verificaram que, de
cada seis amostras de leite materno avaliadas, cinco apresentaram residuos de BP-3 e de
metoxicinamato de octila (OMC) —outro composto presente em um filtro solar.

De acordo com Weihong Li et al., (2007), a preocupacdo com os efeitos secundarios
causados pelos PFCPs é crescente. Estes sdo motivo de preocupacdo pelos impactos
ecoldgicos e ambientais, pois eles podem ser ativos em concentragGes extremamente baixas.
Podem interagir com outras moléculas organicas presentes no meio ambiente e para tanto nao
ha previsdo da acdo dessas substancias nos corpos hidricos, e as vezes podem se concentrar na
cadeia alimentar, afetando especialmente os organismos aquéticos e causando impactos como,
atraso no desenvolvimento dos peixes, na metamorfose de sapos e rds, e uma variedade de
reacOes, incluindo alteragcdes do comportamento e reproducéo.

Em razdo deste cenério, a presenca de residuos de farmacos e outros compostos
xenobidticos em aguas superficiais e na dgua potavel configura uma questao de satde publica,
uma vez que pouco se conhece a respeito do seu potencial efeito na sadde dos humanos
associado com o0 consumo em longo prazo destes compostos na agua potavel
(STACKELBERG et al., 2004).

1.4. Filtros ecoldgicos

Uma &gua limpa e “segura” é a meta mais importante de uma populagdo, comunidade
e economia saudavel (POPE et al., 2012).

Os autores Mala-Jetmarova et al., (2015) fizeram um historico a respeito dos sistemas
de distribuicdo de 4gua, com relatos desde a idade do bronze (Por volta de 3200-1100 aC) até
os dias de hoje.

Ainda segundo Mala-Jetmarova et al., (2015) o registro mais antigo conhecido de

tratamento de agua vem de fontes indianas datada por volta de 2000 aC, porém o primeiro
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desenvolvimento da tecnologia de tratamento de agua relevantes para abastecimento urbano
encontra-se na civilizagdo mindica no inicio da Idade do Bronze (cerca de 3.200-1.100 aC),
onde cisternas de sedimentacdo foram utilizadas para a remocdo de sélidos em suspenséo e
dispositivos de infiltracdo de terra cota cheias com carvdo vegetal para a remocdo de
constituintes organicos e inorganicos presentes na agua (SKLIVANIOTIS e ANGELAKIS,
2006; MAYS et al., 2012).

O surgimento da filtracdo lenta em areia ocorreu em 1804 na Escdcia, desenvolvida
por John Gibs, melhorada por Robert Thom em 1827 que mais tarde foi contratado por James
Simpson para a Companhia de Agua Chelsea em 1829, quando os filtros lentos de areia
estavam prontos para utilizacdo em Londres (BAKER, 1949).

Mas a filtracdo lenta em areia sé tornou-se reconhecida e foi difundida apds o evento
no verdo de 1892, quando John Snow comparou 0 numero de pessoas doentes por cOlera e
febre tifoide em duas cidades da Alemanha, Hamburgo e Altona, sendo que Altona ja
utilizava o sistema de tratamento por filtracdo lenta em areia e em Hamburgo, que registrou
inimeras pessoas doentes, ainda ndo (NAKAMOTO, 2008). Desde entdo, os filtros lentos de
areia tornaram-se uma exigéncia legal para toda a agua potavel extraida do rio Tamisa em
1852 (HUISMAN e WOOD, 1974).

Ap0s, ocorreu 0 advento da filtracdo rapida que logo ganhou seu lugar em todo o
mundo, a qual é muito utilizada no Brasil na atualidade.

Apesar de a filtracdo lenta em areia ter perdido sua popularidade por operar com baixa
taxa de filtracdo, se comparada com a filtragdo rapida (NAKAMOTO, 2008) (5 m*/mz.dia
contra 120 m®/m2.dia da filtragdo rapida) e por isso necessitar de espaco, Nakamoto, (2008)
afirma que o sistema de filtracdo em areia tem bom rendimento em termos de area ocupada. O
autor faz uma comparacao entre duas cidades do Japdo que utilizam cada um destes sistemas
de tratamento e conclui que se considerando a area total ocupada, as estagdes praticamente se
igualam.

Ainda dentre as desvantagens citadas por Nakamoto, (2008) a respeito da filtragdo
rapida, o autor explica que o sistema ndo é capaz de eliminar por completo os agentes
patogénicos, como Cryptosporidium, que atravessam o filtro e provocam diarreia aos
consumidores. Além disso, o sistema ndo é capaz de eliminar o odor desagradavel da agua, o
que faz com que se adicione o carvao ativado, consequentemente elevando o custo da agua

tratada.
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A partir da década de 1980 ressurgiu o interesse no sistema de filtracdo lenta em areia
principalmente para aplicagdes em pequenas comunidades, mas até mesmo em médias, e em
ambos o0s paises industrializados e em desenvolvimento (HAIG et al., 2011).

O interesse pela filtracdo lenta em areia ressurgiu, pois dentre as diversas tecnologias
de tratamento de 4gua, mostra-se bastante atraente por ndo necessitar de aplicacdo de produtos
quimicos, ndo necessitar de mdo de obra especializada e apresentar excelente remoc¢do de
organismos patogénicos incluindo os cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium, além
de compostos organicos complexos, como alguns farmacos (BELLAMY, 1985; HAARHOFF
e CLEASBY, 1991; MELO, 2006; ERBA et al., 2014).

No Brasil, a relevancia da filtracdo lenta em areia estd consolidada no meio técnico,
quer pela recente Portaria n°® 2.914 (BRASIL, 2011) quer pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos EUA (EPA — Environmental Protection Agency), pois ambas estabelecem, embora com
distintos requisitos de qualidade, a necessidade dessa etapa na distribuicdo de &gua captada
em mananciais superficiais (LIBANIO, 2005).

O processo de filtracdo ecoldgica também possui desvantagens. Além da baixa taxa de
filtracdo, existem limitacOes da aplicacdo deste sistema que se referem a qualidade da agua
afluente. De acordo com Sharpe et al. (1994), o uso da filtracdo lenta é indicada quando a
turbidez da 4gua é menor que 10 NTU.

No caso de situacOes diferentes desta, recomenda-se um pré-tratamento da dgua antes
da utilizacdo dos filtros lentos. Um exemplo de pré-tratamento da agua é a inclusdo de Pré-
Filtracdo Dinamica (PFD) e a Pré-Filtracdo em Pedregulhos (PFP), que em conjunto com a
filtracdo lenta em areia, € denominada de Filtragdo em Mudltiplas Etapas (FIME) (DI
BERNANRDO et al., 1999).

De modo geral, os mecanismos responsaveis pela remocdo das particulas no filtro
lento podem ser divididos em trés grupos, o que conduz a particula em direcdo ao grdo de
areia (transporte) — fisico; aqueles que operam para manter as particulas em contato com a
superficie dos graos de areia (aderéncia) — quimico; e os processos microbioldgicos, que sdo
considerados de grande importancia no processo (SA, 2006).

Conforme a agua se infiltra através da areia, 0 material organico e 0s microrganismos
sdo removidos tanto por acdo mecénica (por exemplo, absorcdo, difusdo, triagem e
sedimentacdo) como por processos biolégicos (por exemplo, a predacdo, morte natural e
degradacdo metabolica) (HUISMAN, 1974; ELLIS e WOOD, 1985; HAARHOFF e
CLEASBY, 1991; FOGEL et al., 1993; LLOYD, 1996; BAHGAT et al., 1999; HAIG et al.,
2011).
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O filtro lento opera com baixa taxa (ou velocidade) de filtragdo, resultando em altos
tempos de detengdo na dgua acima do meio e no proprio meio. Em consequéncia desse tempo
de detencdo elevado, ha o desenvolvimento de intensa atividade bioldgica nas camadas mais
superficiais do meio filtrante (SA, 2006), esta camada bioldgica é conhecida como biofilme
ou schmutzdecke.

Quando um filtro é colocado em operacao, é necessario um periodo para o processo de
maturacao, ou seja, o estabelecimento da comunidade microbioldgica. Este periodo é medido
pela remocdo dos coliformes pelo filtro, sendo este considerado maturado quando a remogéo
atinge o percentual proximo de 99% (ELLIOTT et al., 2008; PALMATEER et al., 1999;
BUZUNIS, 1993.).

E justamente pela presenca deste biofilme no filtro lento de areia que Nakamoto
(2008) diz que o nome filtragdo lenta ¢ um equivoco ¢ deve ser substituido por “sistema de
purificac¢do ecologica”, pois 0 nome reflete o processo de purificacdo da 4gua, incorporando o
papel fundamental dos microrganismos (Figura 1).

Quando se utiliza o nome filtracdo ecoldgica, o0 proprio nome ja sugere a fundamental
importancia da comunidade bioldgica, agregando valores ao sistema de tratamento por

mostrar que é um sistema natural de purificacdo da agua e, portanto, mais saudavel.

>t\_/—t‘/\\ —) Sistema de Purificacdo Ecolégica

Producéo de oxigénio
fotossintético
Algas

Filamentosas _ _
Microrganismos

Agua potavel, sem sabor e
odor, e segura obtida por
atividade biol6gica.

Fonte: NAKAMOTO, (2008).

Figura 1: Esquema representativo do sistema de purificagdo ecol6gica da agua.
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1.5. O hiofilme formado nos filtros

O biofilme do filtro ecoldgico, conhecido também como schmutzdecke, é formado
no topo da areia durante o processo de maturacdo (amadurecimento do filtro). Os organismos
se formam ndo s6 sobre a areia do filtro, mas também nas paredes do mesmao.

De acordo com Huisman e Wood, (1974), o processo de purificacdo de 4gua comecana
agua sobrenadante. Os organismos presentes no filtro lento sdo em sua maioria algas,
protozoarios, bactérias e invertebrados (HAARHOFF e CLEASBY, 1991). Nakamoto, (2014)
diz que o sucesso do sistema de purificacdo ecoldgica da agua da-se pela cadeia trofica
completa que se forma nos filtros.

O “revestimento”, ou biofilme sobre a areia continua através de alguns centimetros do
leito de areia, as diferentes formas de vida predominam em diferentes profundidades, com a
maior atividade proxima a superficie, onde o alimento é abundante (CAMPQOS, 2002).

Em estudo realizado na Australia por Bowles et al., 1983, os protozoarios, as algas,
rotiferos, e invertebrados eram abundantes no topo da areia de um filtro lento (1 cm), sendo
gue o numero de microrganismos presentes decresceu rapidamente até uma profundidade de 8
cm. Os pequenos flagelados foram os protozoarios mais abundantes e as espécies ciliadas
eram comumente encontradas.

McNair et al., (1987) examinaram 0 crescimento e a composi¢do do schmutzdecke e
encontraram quatro zonas: a zona A era composta de algas filamentosas e tinha uma espessura
de aproximadamente 15 mm; a zona B foi caracterizada por uma camada fina de algas
unicelulares misturado com o sedimento e foi igualmente de aproximadamente 15 mm de
espessura; a zona C continha acumulado sedimentos e contribuiu para uma espessura
adicional de 15 mm para o schmutzdecke. A zona D consistia de uma fina camada de
sedimentos e de poucas algas entre a superficie da areia.

Entre os mecanismos biolégicos que ocorrem nos filtros lentos de areia, as atividades
predatorias associadas com a maturidade do leito filtrante sdo sugeridas como sendo o
processo principal responséavel pela remoc&o e inativagdo dos patdgenos microbianos durante
a filtracdo (CAMPOS, 2002).

Dentre os varios grupos biolégicos que compdem o biofilme de filtros ecoldgicos, as
algas e cianobactérias desempenham papel fundamental na atividade biologica, pois compdem
a base para a cadeia trofica. De acordo com Nakamoto, (2008) a comunidade fitoplancténica

forma uma “malha” sobre a areia do filtro, o que auxilia na retengdo de impurezas.
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Embora tenha sido alvo de diversos estudos, € um sistema complexo ainda néo
totalmente compreendido e desvendado, o que limitou ainda mais a aplicacdo e utilizagéo
desta tecnologia. Os autores Haig et al., (2011) consideram os mecanismos bioldgicos de
purificacdo dos filtros lentos em areia como uma “caixa preta”, precisando ser mais
investigados.

Haig et al., (2011) afirmam que uma limitacdo € que a maioria dos estudos foram
realizados em microcosmos de escalas laboratoriais, com parametros cuidadosamente
controlados, que ndo podem representar plenamente as complexas e diversificadas
comunidades microbianas que formam o biofilme dos filtros lentos de areia em grande escala.

Com os avangos da biologia molecular, muitos estudos tém sido desenvolvidos
utilizando sequenciamento genético e métodos avancados na investigacdo das bactérias que
compdem o biofilme de filtros lentos de areia e Biosand filters (CALVO-BADO et al., 2003;
WAKELIN et al., 2010; WAKELIN et al., 2011; HWANG et al., 2014; HAIG et al., 2015).
Porém muitas perguntas ainda restam a respeito das algas e cianobactérias que formam a base

de toda a cadeia trofica dos filtros ecolégicos.
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2. Justificativa

Ainda hoje, muitas pessoas em todo o mundo sofrem com a falta de saneamento
basico. Globalmente, estima-se que 1,9 bilhdes de pessoas ou usam uma fonte de agua
impropria e urbanizada, ou de uma fonte ndo tratada e contaminada por residuos fecais
(WHO, 2016).

Além dos patogenos, a questdo da poluicdo ambiental relacionada a contaminacéo dos
corpos hidricos, agua de consumo e até mesmo aguas subterraneas por PFCPs tem sido objeto
de estudo em todo o mundo (SUI et al., 2015), sendo estes classificados como poluentes
emergentes.

O consumo de agua nas atividades humanas varia muito entre diversos paises. Ndo s
0 aumento populacional e a aceleracdo da economia ampliam os usos maltiplos, mas também
o desenvolvimento cultural, que faz com que outras necessidades sejam incorporadas,
resultando em impactos diversificados e de maior amplitude. Estes diversos usos da agua e as
permanentes necessidades estdo relacionados ao crescimento populacional e as demandas
industriais e agricolas tém gerado permanente pressdo sobre a qualidade dos recursos hidricos
superficiais e subterraneos (TUNDISI, 2005).

O uso de filtros ecoldgicos, terminologia moderna para filtro lento de areia,
representam uma tecnologia em tratamento promissora em razdo desta ndo necessitar da
aplicacdo de produtos quimicos, baixos custos de instalacdo e operacionais, bem como sua
constatada eficiéncia na remocdo de diversos compostos, inclusive de alguns farmacos (Erba
etal., 2012).

A avaliagdo da remocdo dos compostos selecionados aplicados isoladamente ou em
mistura nos traz respostas do funcionamento do sistema simulando situages reais de
utilizacdo, uma vez que no meio ambiente uma mistura dos mais diversos compostos estdo
presentes. Deste modo, pode-se ter um sistema de tratamento de agua eficiente, oferecendo a
populacdo de baixa renda o acesso a agua potavel uma alternativa viavel e segura.

Os estudos modernos acerca da filtracdo lenta em areia, ou filtracdo ecoldgica, ou
Biosand Household filters, estdo focados em entender e descrever 0s processos que envolvem
o0 biofilme formado no topo da areia. Diversos estudos foram realizados com bactérias, mas
muito pouco foi investigado acerca das algas e cianobactérias que compdem a base da cadeia
trofica do sistema ecoldgico de tratamento de agua.

Além disso, os efeitos da aplicacdo de PFCPs na agua a ser tratada pelos filtros e a
resposta da comunidade de algas e cianobactérias ante a contaminag&o, nos traz contribuicoes

importantes para compreender a essencial agdo do biofilme no sistema de tratamento.
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Capitulo 1

Instalacéo piloto no tratamento de agua por sistema de filtracdo ecologica.

Resumo

Muitas pessoas em todo o mundo ainda sofrem com a falta de saneamento basico, sendo que
boa parte fica doente e até vem a 6bito por consumo de &gua impropria. Dentre as diversas
tecnologias de tratamento de agua, a filtracdo ecoldgica é bastante atraente, pois ndo necessita
de aplicagdo de produtos quimicos, ndo requer mao de obra especializada e apresenta eficiente
remocao de organismos patogénicos. O objetivo deste estudo foi avaliar filtros ecoldgicos no
tratamento de &gua, utilizando &gua do reservatorio do Lobo, Itirapina, Sdo Paulo. Foram
confeccionados 22 filtros ecoldgicos identicamente, sendo estes operados por quatro meses
consecutivos, continuamente. Varidveis de qualidade da agua, tais como temperatura, pH,
turbidez, cor aparente, cor verdadeira, oxigénio dissolvido, sélidos totais dissolvidos,
condutividade elétrica, foram medidos no afluente e efluente dos filtros. Houve remocéo
média de 64% de turbidez, 57% de cor aparente, 90% de cor verdadeira, mais de 70% de
coliformes totais e mais de 80% de E. coli pelos filtros ecoldgicos. Foi observada a existéncia
de quatro correlagdes significativas entre as variaveis de qualidade de &gua avaliadas. Em
relacdo a aplicabilidade, apesar do sistema de filtracdo rapida ser dominante no Brasil, vé-se
um crescente interesse em adotar o sistema de purificacdo ecologica da agua, com
implementacdo em diversos paises. Devido ao insuficiente investimento em saneamento
basico no Brasil e dentre as diversas vantagens da filtracdo ecoldgica, o baixo custo torna esta
alternativa bastante atraente. Em relacdo a area ocupada por filtros ecoldgicos, levando em
conta a area total ocupada por estac6es de tratamento que utilizam filtracdo rapida comparado
com estacBes que usam filtracdo lenta, as estagdes praticamente se igualam, portanto, ha
aplicabilidade deste sistema de tratamento de 4gua no Brasil.

Palavras-chave: Filtro ecoldgico, variaveis fisico-quimicas, remocao de coliformes.
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Abstract

Many people around the world still suffer from a lack of basic sanitation, and much get sick
and even comes to death by consumption of unsafe water. Among the various water treatment
technologies, ecological filtration is quite attractive because it does not require the application
of chemicals, does not require skilled labor and has good removal of pathogenic organisms.
The aim of this study was to evaluate ecological filters in water treatment, using water from
the Lobo’s reservoir, Itirapina, Sdo Paulo. Twenty two ecological filters were made
identically, which are operated for four consecutive months, continuously. Water quality
variables, such as temperature, pH, turbidity, apparent color, true color, dissolved oxygen,
total dissolved solids, and electrical conductivity, were measured in the influent and effluent
water from filters. There was a mean removal of 64% turbidity, 57% of apparent color, the
true color 90%, more than 70% of total coliforms and over 80% of E. coli, by the ecological
filters. It was observed the existence of four significant correlations between the water quality
parameters evaluated. Regarding the applicability, despite of the rapid filtration system is
dominant in Brazil, we see a growing interest in adopting the ecological purification system,
with implementation in several countries. Due to insufficient investment in basic sanitation in
Brazil and among the several advantages of ecological filtration, low cost makes this
alternative attractive enough. Regarding the area occupied by ecological filters, the total area
occupied by treatment plants using rapid filtration compared stations using slow filtration
stations are practically equal, so there is applicability of the water treatment system in Brazil.

Key-words: Ecological filter, fisico-chemical variables, coliforms removal.
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1. Introdugéo

Ainda hoje, muitas pessoas em todo o mundo sofrem com a falta de saneamento
basico. Globalmente, estima-se que 1,9 bilhdes de pessoas ou usam uma fonte de agua
impropria e urbanizada, ou de uma fonte ndo tratada e contaminada por residuos fecais
(WHO, 2016).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que melhorias em saneamento e
higiene poderiam prevenir pelo menos 9,1 % da carga de doenca global e 6,3 % das mortes,
que sdo decorrentes de doencas de veiculagdo hidrica (PRUSS-USTUN, 2008). Doengas
diarreicas representam uma fracdo significativa desta carga resultando em aproximadamente 4
bilhdes de casos e 2 milhdes de mortes (20 % das fatalidades ocorrem em paises
subdesenvolvidos) por ano em criangas com menos de 5 anos de idade (BOSCHI-PINTO,
VELEBIT, e SHIBUYA, 2008).

Além disso, 502.000 mortes sdo causadas por diarreia em paises de baixa e média
renda e pode ser atribuida ao acesso insuficiente e inseguro a gua potavel (WHO, 2014). A
maioria desta populacdo encontra-se em paises em desenvolvimento (GUNDRY, WRIGHT, e
CONROY, 2004), ou em comunidades remotas e areas rurais onde a pobreza é mais severa e
0 custo de abastecimento de dgua é mais alto. Mesmo onde existem pocos protegidos muitas
vezes a agua abastecida é contaminada devido a falta de saneamento ambiental (RADWQ,
2008). Além disso, uma éagua potavel do ponto de vista microbiolégico muitas vezes esta
sujeita a re-contaminacdo durante a coleta, o transporte ou a reserva domiciliar (WRIGHT,
GUNDRY, e CONRQY, 2004).

O Brasil é um pais em desenvolvimento e de acordo com dados do IBGE, 9,8 milhGes
de domicilios no Brasil ainda ndo possuem acesso a rede de distribuicdo de agua e rede de
esgoto, sendo que a Regido Norte, que possui a maior propor¢do de criancas e adolescentes
em sua populacdo, apresenta o pior percentual de acesso a dgua de qualidade do pais (45%).
(IBGE-CENSO, 2010).

Dentre as diversas tecnologias de tratamento de agua, a filtracdo lenta é bastante
atraente, pois ndo necessita de aplicagdo de produtos quimicos, ndo requer mdo de obra
especializada e apresenta Gtima remoc¢do de organismos patogénicos incluindo os cistos de
Giardia e oocistos de Cryptosporidium, além de compostos organicos complexos, como
alguns farmacos (BELLAMY et al., 1985; HAARHOFF e CLEASBY, 1991; MELO, 2006;
ERBA et al., 2014).
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O processo de filtragdo lenta em areia ja foi, por mais de 100 anos, e continua sendo
amplamente utilizado em tratamento da &gua, mas apesar de caracteristicas importantes do
processo ja terem sido estudadas em detalhe, muitos aspectos do processo permanecem pouco
compreendidos. Isto é em parte explicado pela maior atencdo que se tem dado ao processo de
filtracdo rapida, por ser mais amplamente aplicada, mas também devido & complexidade
inerente ao processo de filtracdo lenta (GRAHAM e COLLINS, 2014).

Na década de 90, a filtracdo lenta foi objeto de uma série de conferéncias
internacionais (GRAHAM, 1998; COLLINS e GRAHAM, 1994; GRAHAM e COLLINS,
1996; NAKAMOTO et al., 2014), manuais de orientacdo profissional (AWWA, 1991; ASCE,
1991) e revisdes de literatura (LAMBERT e GRAHAM, 1995), que fornecem um extenso
material de referéncia contendo detalhes dos estudos de investigagdo (GRAHAM e
COLLINS, 2014).

Pode-se dizer que o processo de filtracdo lenta é uma combinacgéo de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos. Os mecanismos responsaveis pela remoc¢do das particulas no filtro
lento podem ser divididos em trés grupos, o que conduz a particula em direcdo ao grdo de
areia (transporte), aqueles que operam para manter as particulas em contato com a superficie
dos grdos de areia (aderéncia) e os processos microbiol6gicos, que sdo considerados de
grande importancia no processo (SA, 2006).

O filtro lento de areia opera com baixa taxa de filtracdo, e como consequéncia tem-se
altos tempos de detencdo. Esta baixa taxa e elevado tempo de detencdo favorece o
desenvolvimento de atividade bioldgica nas camadas mais superficiais do meio filtrante
(também conhecido por biofilme ou schmutzdecke), sendo a base desta cadeia tréfica formada
por algas e cianobactérias.

Antes de ser colocado em operacdo, um filtro lento de areia precisa passar pelo
processo de maturagdo. Um filtro € considerado “maturado” ou “maduro” quando a remogao
de coliformes atinge seu melhor nivel (> 90 %) (BARRET et al., 1991). A maturacéo do filtro
é uma importante e fundamental etapa, pois assegura a remocao de microrganismos patégenos
e particulas, como turbidez da agua.

Além da maturidade do leito de areia, o desenvolvimento do biofilme na superficie da
areia € um importante processo de remocdo de particulas e microrganismos (CAMPOS,
2002).

A importancia do biofilme em filtros lentos ja € sabida e documentada por diversos
autores, que indicam que a eficiéncia do sistema depende do biofilme, e relatam que o

desempenho dos filtros melhora com a maturidade dos mesmos (HUISMAN e WOOD 1974;
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CAMPOS et al., 2002; WAKELIN, 2011). As atividades predatérias associadas com a
maturidade do leito filtrante sdo sugeridas como principais responséveis pela remocéo e
inativacdo de patdgenos microbianos (CAMPOS, 2002).

Apesar de sua eficacia na producdo de agua de qualidade, os filtros lentos de areia
ainda sdo operados como “caixas pretas”, sendo a purificacdo atribuida aos processos
bioquimicos naturais, (por exemplo, predacdo e bio-oxidagdo), no entanto, estes processos
nunca foram verificados com detalhes (HAIG et al., 2011).

E justamente pela presenca deste biofilme no filtro lento que Nakamoto (2008),
Nakamoto et al., (2014) sugerem que o nome ideal para o processo seja “filtracdo ecologica”,
dando énfase ao processo microbioldgico que ocorre no sistema, com a acdo de diversos
microrganismos essenciais a purificacdo da agua.

Apbds um tempo de operacdo, a area superficial dos filtros pode passar por um
processo de entupimento conhecido como “colmatacdo”. O tempo para que a colmatacio
ocorra depende ndo s6 do numero de carreiras de filtracdo, mas também da qualidade da 4gua
que serd filtrada. O processo de colmatacdo pode ser observado com o aumento da perda de
carga dos filtros e atinge seu auge com o extravasamento de agua pelos filtros, onde se faz
necessaria a interrup¢do da utilizacéo para limpeza dos filtros.

De acordo com Sharpe et al. (1994), o uso da filtragdo lenta é indicada quando a
turbidez da agua € menor que 10 NTU. No caso de situacGes diferentes desta, recomenda-se
um pré-tratamento da agua antes da utilizacdo dos filtros lentos. Um exemplo de pré-
tratamento da &gua é a inclusdo de Pré-Filtracdo Dinamica (PFD) e a Pré-Filtracdo em
Pedregulhos (PFP), que em conjunto com a filtracdo lenta em areia, é denominada de
Filtragdo em Mudltiplas Etapas (FIME) (DI BERNANRDO et al., 1999). Ainda assim, a
qualidade da &agua bruta parece ser importante para o desempenho de uma FIME
(TANGERINO e DI BERNARDO, 2005).

Em adicional, a mesma comunidade fitoplancténica que compde o biofilme de filtros
ecoldgicos, pode colaborar para a colmatagdo do mesmo, no caso de floragfes de algas com
células grandes e que podem formar col6nias, incluindo as diatomaceas Melosira e
Asterionella provenientes da agua a ser tratada pelo filtro (HENDERSON et al., 2008),
causando entdo uma obstrucdo dos vazios intergranulares das camadas superiores, e
consequentemente gerando a diminuicdo da carreira de filtracdo pela formacdo de
schmutzdecke mais impermeavel (DI BERNARDO et al., 1999). Este também pode ser
resolvido com a incluséo de um pré-tratamento no caso de constatada e recorrente presenca de

diatoméceas filamentosas.
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As cianobactérias também podem afetar a cor, sabor e odor da &4gua de consumo,
sendoque algumas de espécies também excretam toxinas que, se consumidos em quantidades
suficientes, pode causar problemas de saude (HUTSON et al. 1987; WHO, 1998 apud
HENDERSON et al., 2008). Para tal, além de recomendacgdes da inclusdo de tratamentos
como a pré-oxidacdo, carvdo granular ativado, também ha sugestdes de métodos para o
controle da eutrofizagdo dos corpos de agua utilizados como fonte de captacdo de agua para
abastecimento, como a limitacao de nutrientes (HENDERSON et al., 2008).

Porém, Nakamoto (2014) diz que a “chave” do sistema de purificacdo ecoldgica da
agua esta justamente na cadeia trofica que se forma no topo da areia dos filtros, com todos os
microrganismos que a compde, onde a propria comunidade ali estabelecida se encarrega de
manter a estabilidade do sistema, com consorcio, predacdo, decomposicdo, simbiose, dentre
outros.

A referida relevancia da filtragdo lenta esta consolidada no meio técnico, quer pela
recente Portaria n® 2.914 (BRASIL, 2011) quer pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
(EPA — Environmental Protection Agency), pois ambas estabelecem, embora com distintos
requisitos de qualidade, a necessidade dessa etapa na distribuicdo de agua captada em
mananciais superficiais (LIBANIO, 2005).

Apesar de varias tecnologias em tratamentos avancados de &gua estarem sendo
desenvolvidas, deve-se levar em conta a aplicabilidade de tais tecnologias no Brasil, devido
aos altos custos recorrentes. Em um pais onde ainda ha caréncia em saneamento basico,
alternativas menos dispendiosas devem ser consideradas, como é o caso da filtracdo

ecoldgica.

2. Material e Métodos

2.1. Local de estudo

O Reservatorio do Lobo (também conhecido como represa do Broa) foi originalmente
construido para a geracao de energia elétrica em 1936 e tem sido investigado desde 1971, em
varios aspectos ecoldgicos, a fim de se compreender o funcionamento hidrodindmico e os
processos bioldgicos deste raso lago artificial (RODRIGUEZ e MATSUMURA-TUNDISI,
2000).
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O reservatorio foi classificado por Calijuri e Tundisi (1990) como oligomesotrdfico.
Os autores também identificaram algumas mudancas ambientais causadas por atividades
humanas como o desmatamento, o despejo de esgotos domeésticos e de fertilizantes utilizados
em algumas areas agricolas.

A partir de uma observacdo do fitoplancton no reservatério do Lobo em 1974,
Nakamoto (2011) deu origem a uma discusséo sobre o filtro lento de areia como um sistema
ecologico de purificacdo da agua.

A instalacdo piloto foi alocada a beira do reservatério do Lobo (22°10'18.09"S
47°54'5.00"W), nas dependéncias do CRHEA/EESC-USP. A &4gua do reservatorio do Lobo
foi bombeada e utilizada para abastecer o sistema de tratamento de agua (Figura 1).
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Figura 1: Mapa de localizagdo de: A) sistema de filtracdo ecoldgica; B) local de captagdo de 4gua na
represa do Lobo.

2.2.Confeccdo dos filtros ecolégicos

Foram confeccionados 22 filtros ecoldgicos idénticos, em tubo de PVC de 250 mm de
diametro. Cada filtro possui 720 mm de altura. A camada suporte, ou base do filtro, € formada
por trés camadas de pedregulho, somando 15 cm de altura total, com granulometria de 12,5
mm a 1,41 mm. O leito de areia possui 30 cm de altura em cada filtro, com granulometria
entre 1,0 e 0,08 mm, coeficiente de desuniformidade entre 2 e 3 e didmetro efetivo de 0,25
mm (BELLAMY et al., 1985; DI BERNARDO, 1993). A lamina d’agua sobre a areia foi em
media de 25 cm. A Figura 3 mostra um esquema representativo de um filtro ecoldgico.

Os 22 filtros encontram-se alocados sob uma estrutura de ferro que contém 3,06
metros de comprimento total, 0,63 metros de largura e altura total de 1,65 metros. A caixa de
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nivel constante da agua que abasteceu os filtros possui 1,51 metros de altura do chdo. A
Figura 2 contém um esquema representativo do sistema composto por 22 filtros ecoldgicos.

A agua utilizada neste estudo foi bombeada constantemente do Reservatério do Lobo e
conduzida até uma caixa de nivel constante, e posteriormente distribuida continuamente aos

filtros ecoldgicos, conforme Figura 1. A taxa de aplicacdo média dos filtros foi de 3m*/m?.d.
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Figura 2: Esquema representativo do sistema de filtracdo ecoldgica.
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Figura 3: Esquema representativo de um filtro ecolégico em corte.
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2.3. Coleta de amostras e analises das variaveis de qualidade de agua

As amostras de &gua foram coletadas (500 mL) do afluente (&dgua bruta do
Reservatério do Lobo) e do efluente de cada filtro ecologico, trés vezes por semana. As
analises foram conduzidas durante os meses de setembro a dezembro de 2013, sendo que nos
meses de novembro e dezembro ocorreu a contaminacdo dos filtros com produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais, conforme Capitulo 2.

A turbidez da agua (NTU) e a cor aparente (uC) foram medidas utilizando
espectrofotdbmetro HACH DR 2000, selecionando as op¢fes do equipamento em UV 455 nm
para analises de cor e UV 750 nm para turbidez, conforme indicacdo do manual do usuério do
equipamento. A cor verdadeira (uC) foi medida com prévia filtracdo da &gua por meio de
membrana 0,45 pum (Millipore, celulose, 90 mm de diametro), seguida de medicdo no mesmo
espectrofotdmetro citado anteriormente, selecionando UV 455 nm.

O pH foi medido por meio de medicdo direta na &gua com o uso de pHmetro B374 —
Micronal. A Temperatura (°C), os solidos totais dissolvidos (STD) (mg L), e a
condutividade elétrica da 4gua (uS cm™) foram medidos por meio de sonda multiparametros
Orion, modelo 145. O oxigénio dissolvido (mg L™) foi medido utilizando-se oximetro, YSI-
Yellow Springs Incorporated (Ohio, USA), modelo 55-25 FT.

Exames de coliformes totais (NMP) e E. coli (NMP) foram realizadas uma vez por
semana nos meses de setembro e outubro, a nos meses de novembro e dezembro quando
ocorreram as contaminac@es nos filtros, os exames foram feitos antes e 24 horas apds as
contaminacdes. Utilizou-se o kit Colilert® para a realizacdo dos exames, conforme instrucdes

do fabricante.
2.4. Andlises dos dados

Foi calculado o Desvio Padrdo (DP) e o Coeficiente de Variacdo (CV) para avaliar
como cada variavel de qualidade da adgua variou em cada filtro ao longo do tempo e entre 0s
filtros. As relagGes entre as variaveis de qualidade da agua do afluente e do efluente dos filtros
foram examinadas usando o teste estatistico teste-t, sendo considerado significativo o valor de

P < 0,05. Estes calculos foram feitos atraves do programa Microsoft Excel 2010.
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3. Resultados e Discussdes

3.1. Variaveis fisicas, quimicas e bioldgicas.

Os valores médios de cada varidvel fisica e quimica avaliadas nos efluentes de cada
Filtro Ecologico (FEco), e do afluente, durante o periodo que compreende 0s meses de
setembro a dezembro de 2013 estdo apresentados na Tabela 1. Foi efetuado um total de 30

medi¢des durante o periodo.

Tabela 1: Valores médios de cada variavel avaliada, desvios padrao (DP) e valores de P referente ao
teste-t que considerou afluente e efluente, medidos nos filtros ecol6gicos (n= 30).

Ponto de Temperatura Condutividade STD

coleta (°C) elétrica (US cm®) (mg L) pH
Valor Valor Valor valor o g
médio médio médio médio
Afluente 23,18 1,90 - 17,01 0,73 - 8,0 0,31 - 7,05 0,08 -
FEco 1 2240 2,48 0,18 20,87 8,90 <0,05 9,7 4,16 <0,05 6,61 0,26 <0,05

FEco 2 22,33 2,38 0,13 18,34 359 0,05 83 214 051 6,54 0,20 <0,05
FEco 3 22,11 2,64 0,08 21,06 8,23 <0,05 10,0 3,78 <0,05 6,62 0,18 <0,05
FEco 4 22,14 2,49 0,07 19,20 3,45 <0,05 87 219 011 6,63 0,17 <0,05
FEco 5 22,10 2,45 0,06 18,94 3,04 <0,05 89 149 <005 6,61 0,15 <0,05
FEco 6 22,09 241 0,05 19,45 4,84 <0,05 91 231 <005 6,62 0,18 <0,05
FEco 7 22,09 2,27 0,05 18,86 4,36 <0,05 88 19 <005 6,61 0,13 <0,05
FEco 8 22,12 2,32 0,06 17,97 1,86 <0,05 84 09 005 6,65 0,13 <0,05
FEco 9 2201 226 <005 1754 210 0,21 83 110 021 6,56 0,14 <0,05

FEco 10 22,08 216 <005 19,85 6,14 <0,05 95 294 <005 6,60 0,17 <0,05
FEco 11 22,02 231 <005 1786 1,61 <0,05 83 083 <005 6,57 014 <0,05
FEco 12 2183 2,20 <0,05 20,10 4,18 <0,05 95 209 <005 6,69 020 <0,05
FEco 13 21,79 2,24 <0,05 19,64 4,20 <0,05 92 198 <005 6,64 0,16 <0,05
FEco 14 21,78 2,28 <0,05 19,99 6,62 <0,05 94 3,19 <005 6,64 0,19 <0,05

FEco 15 2180 2,32 <0,05 1860 2,37 <0,05 8,7 112 <005 6,58 0,14 <0,05
FEco 16 2184 2,23 <0,05 1881 3,31 <0,05 88 155 <005 6,58 0,14 <0,05
FEco 17 21,88 2,18 <0,05 18,57 3,55 <0,05 8,7 1,78 <005 6,558 0,12 <0,05
FEco 18 2184 234 <005 17,80 248 0,10 83 122 016 6,56 0,12 <0,05
FEco 19 2196 2,11 <0,05 17,53 1,48 0,09 83 09 013 6,55 0,13 <0,05
FEco 20 21,92 2,15 <0,05 18,61 297 <0,05 88 146 <0,05 6,57 0,15 <0,05
FEco 21 22,01 223 <005 18,38 3,14 <0,05 86 153 <005 6,64 0,15 <0,05
FEco 22 22,29 2,30 0,11 18,49 3,07 <0,05 87 143 <005 6,57 0,12 <0,05
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Continuacéo da Tabela 1:

P(()jr;to Turbidez Cor aparente Cor verdadeira oD
coleta (NTU) (uC) (uC) (mg L)
valor =y p o Valor o, Valor o, Valor
médio médio médio médio
Afluente 74 1,76 - 38,86 6,60 - 7,60 7,23 - 7,19 0,43 -
FEco 1 34 172 <005 2013 843 <005 1,36 254 <005 6,84 064 0,12
FEco 2 1,7 1,00 <005 10,30 6,97 <0,05 <l 2,06 <005 655 0,68 <0,05
FEco 3 39 2,14 <0,05 16,20 12,79 <0,05 <l 1,80 <005 652 062 <0,05
FEco 4 34 257 <005 2663 14,03 <005 1,80 4,25 <005 6,67 0,65 <0,05
FEco 5 36 347 <005 199 1952 <005 196 5,02 <005 651 0,62 <0,05
FEco 6 32 235 <005 1990 14,14 <005 160 3,33 <005 6,59 052 <0,05
FEco 7 34 210 <0,05 1930 1578 <005 1,00 2,52 <005 6,60 0,65 <0,05
FEco 8 3,8 355 <005 2256 2347 <005 240 4,82 <005 6,53 062 <0,05
FEco 9 2,7 212 <005 1833 16,42 <005 1,72 3,07 <005 6,67 055 <0,05

FEco 10 34 320 <005 1993 1986 <005 128 263 <005 658 0,67 <0,05
FEco 11 2,7 2,22 <0,05 1526 12,44 <0,05 <l 197 <0,05 6,60 0,54 <0,05
FEco 12 34 317 <005 19,76 18,20 <0,05 164 3,12 <005 6,99 055 0,12
FEco 13 48 3,07 <0,05 26,13 1848 <0,05 2,08 507 <005 6,76 0,70 0,07
FEco 14 40 383 <005 2000 2083 <005 220 433 <005 6,72 0,61 <0,05
FEco 15 35 312 <0,05 1930 18,69 <005 1,72 342 <005 6,39 066 <0,05
FEco 16 39 349 <005 2060 2052 <005 192 462 <005 654 054 <0,05
FEco 17 35 327 <005 19,16 1823 <005 2,04 3,78 <005 6,47 0,61 <0,05
FEco 18 2,7 2,13 <0,05 14,76 1230 <0,05 148 3,15 <005 6,559 057 <0,05
FEco 19 28 242 <005 17,30 17,36 <005 164 3,36 <005 647 054 <0,05
FEco 20 30 260 <005 16,43 12,78 <005 1,60 3,37 <005 6,76 0,60 0,05
FEco 21 34 249 <005 1840 16,66 <005 140 2,74 <005 682 061 0,10
FEco 22 31 220 <005 1680 1188 <005 136 3,01 <005 6,67 058 <0,05

Para determinar a variabilidade entre os 22 filtros ecoldgicos calcularam-se o desvio
padrdo (DP) e o Coeficiente de Variacdo (CV) que esta expresso em porcentagem, em cada
coleta feita de setembro a dezembro de 2013, e encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores calculados de desvio padréo (DP), e coeficiente de variagdo (CV) — expresso em
porcentagem, a partir dos valores médios dos 22 filtros ecoldgicos de cada variavel fisica e quimica de
qualidade da agua medidos no efluente dos filtros.

Variaveis

Temp. Cond. STD pH Turbidez Cor ap. Cor verd. oD
Coletas DP CV DP Cv DP CVv DP CV DP CV DP Cv DP CcVv DP cCcV
1 054 003 124 761 078 010 0,07 0,01 260 0,29 1655 0,34 - - - -
2 029 001 099 570 055 007 006 001 251 040 16,44 0,34 - - - -
3 052 002 308 1812 149 019 0,08 0,01 320 0,30 2193 0,33 - - - -
4 062 003 1,76 10,32 0,85 0,11 0,07 0,01 286 0,36 1281 0,29 - - - -
5 0,40 002 374 1930 1,73 019 0,09 0,01 137 040 8,00 0,38 415 042 - -
6 018 001 7,33 32,72 350 033 0,16 0,02 142 043 839 051 - - - -
7 048 002 152 861 072 0,09 0,08 001 164 034 968 067 438 089 - -
8 0,67 004 115 580 066 0,07 005 001 122 053 480 055 248 094 - -
9 042 002 105 508 057 006 007 001 067 017 422 059 283 133 - -
10 069 003 2,76 1349 224 024 013 0,02 264 059 11,07 046 544 052 - -
11 0,37 002 571 29,82 268 030 012 0,02 1,10 0,35 528 0,23 254 053 - -
12 034 002 155 875 152 017 0,14 0,02 0,89 0,31 255 0,13 060 0,77 - -
13 0,80 003 659 26,73 311 027 016 0,02 102 052 537 061 234 063 - -
14 0,44 002 264 13,70 2,13 025 0,12 0,02 0,89 0,31 5,01 0,29 0,00 0,00 - -
15 0,40 0,02 345 1842 162 0,18 0,11 0,02 047 0,16 3,71 0,22 049 269 - -
16 031 001 534 2435 249 024 017 0,02 098 0,70 4,12 0,39 0,00 0,00 - -
17 023 001 253 1364 1,33 015 0,13 0,02 0,81 094 452 046 0,00 0,00 - -
18 041 002 163 954 0,71 0,09 0,08 001 060 027 379 037 0,00 0,00 0,23 0,03
19 0,14 0,01 1088 47,83 505 047 017 0,02 173 0,78 595 059 0,21 458 0,04 0,01
20 0,38 002 083 519 058 0,08 0,07 001 050 020 224 0,14 0,21 458 0,22 0,03
21 0,72 004 074 451 049 006 006 001 110 0,84 3,07 054 0,00 0,00 0,26 0,04
22 019 001 055 318 029 004 007 001 045 163 283 0,39 0,00 0,00 0,40 0,06
23 025 001 867 3834 418 039 0,27 0,04 287 094 1462 084 0,00 0,00 043 0,07
24 018 0,01 298 16,73 147 017 012 0,02 047 024 355 0,31 0,00 0,00 0,26 0,04
25 031 001 282 1319 141 014 014 0,02 097 034 195 0,20 0,00 0,00 0,29 0,04
26 017 001 110 591 069 008 008 001 021 011 137 0,09 0,00 0,00 0,17 0,03
27 0,09 000 068 397 029 004 007 001 049 027 252 024 0,00 0,00 0,21 0,03
28 011 o000 162 882 088 010 0,07 0,01 0,00 0,00 246 0,22 0,00 0,00 0,28 0,05
29 1,05 004 167 993 083 011 014 002 052 029 245 0,34 0,00 0,00 0,30 0,05
30 017 001 117 666 063 008 009 001 055 174 484 09 0,00 0,00 0,16 0,03

A temperatura média da agua aferida no afluente dos filtros (23,18 °C) esteve superior

a da agua de efluente dos filtros ecoldgicos (22,02 °C). As flutuacdes de temperatura da agua

observadas nos efluentes dos filtros acompanharam as observadas na agua afluente aos filtros,

ao longo do tempo (Figura 4).

Os filtros ecologicos FEco 1, 2, 3. 4, 5, 8 e 22 ndo apresentaram diferencas

significativas entre afluente e efluente (P > 0,05), enquanto os demais filtros apresentaram

diferencgas (P < 0,05) (Tabela 1). Ao longo do tempo de analise, houve pouca variabilidade de

temperatura da agua no efluente dos filtros (Tabela 2), com coeficiente de variacdo (CV)

<0,1% em todas as coletas realizadas.
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Figura 4: Temperatura média da &gua no afluente e efluente dos filtros ecoldgicos.
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A condutividade elétrica da agua média foi menor no afluente dos filtros (17,01 uS

cm?) do que no efluente (uS cm?), com diferenca significativa em quase todos os casos entre

afluente e efluente dos filtros (P < 0,05) (Tabela 1), com excegdo do filtro FEco 9 (P=0,21),
FEcco 18 (P=0,10), FEco 19 (P=0,09).

Entre os parametros fisico-quimicos de qualidade da agua, a condutividade elétrica

teve as maiores variacdes entre os filtros ecologicos ao longo do tempo de coleta, confirmados

pelos altos valores do coeficiente de variagdo (CV), que nas coletas 6; 11; 13; 16; 19 e 23 foi

acima de 20% (Tabela 2). Isensee (1976), baseando-se em analises realizadas em

mesocosmos, sugeriu que o limite superior considerado adequado fosse entre 20 e 30%;

considera-se este conceito para este caso, trés coletas ainda permanecem acima do limite.

Porém, o valor médio do coeficiente de variacdo da condutividade elétrica entre os filtros

ecoldgicos foi de 14,53%.
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Set/201 Out/2013

Nov/2013
[
L [
=
[
* L [ ] *
*
I R . ® [ ]

Dez/2013

e
L |
He
L] |

123 456 7 8 9101112131415161718192021222324252627282930

+ Afluente

Coletas

M Efluente



41

A variavel solidos totais dissolvidos (STD) (Figura 6) teve maior concentragdo média
no efluente dos filtros (8,89 mg L™) do que no afluente (8,03 mg L™), com diferenca
significativa entre a agua de entrada e de saida dos filtros em quase todos os casos (P < 0,05)
(Tabela 1). Entre os 22 filtros ecoldgicos durante o periodo de estudo, a variacdo média da
variavel foi pequena (DP=1,91; CV=0,16%). Na Figura 6 observa-se que houve variacoes

nos valores de efluente dos filtros, se comparado com o afluente dos mesmos.
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Figura 6: Solidos totais dissolvidos (STD) médio da agua no afluente e efluente dos filtros
ecologicos.

Na Figura 7 observa-se o pH médio no afluente e efluente dos filtros ecoldgicos ao
longo do tempo de operacao dos filtros (coletas).

O pH teve valores médios maiores no afluente dos filtros (7,05) do que no efluente dos
filtros (6,60), com diferenca significativa (P < 0,05) para todos os filtros ecologicos. De
acordo com Nakamoto (2008), na presenca da luz, que ativa o processo fotossintético, ha
aumento do pH da &gua e do oxigénio dissolvido, e com isso, varias matérias Sao
transformadas em compostos de hidroxidos e se sedimentam, e pela acdo dos
microorganismos, a atividade de decomposicdo se acelera. No caso deste estudo, tal
fendmeno pode ser observado com maior valor de pH no afluente dos filtros ecoldgicos, e
apos o processo de filtracdo, ha queda de pH.

Os valores aferidos se enquadram na faixa recomendada (6,0 a 9,5) pela portaria n°
2.914/2011, que estabelece os padrBes de potabilidade da agua vigentes no Brasil (BRASIL,
2011). De acordo com Oliveira e Pelegrini, (2008) a faixa de pH entre 6,5 e 9,5 é o
considerado 6timo para o crescimento bacteriano, garantindo o crescimento e manutenc¢do dos

microrganismos que compdem o biofilme dos filtros ecologicos.
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A Tabela 2 mostra que houve pouca variagdo de pH entre os filtros ecoldgicos, com
valores médios de DP= 0,16 e CV=0,02%.
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Figura 7: Valores médios de pH aferidos no afluente e efluente dos filtros ecol6gicos.

A turbidez da agua é uma varidvel de fundamental importancia para indicar a
eficiéncia do filtro ecoldgico, juntamente com o monitoramento da remocao de coliformes.

Neste estudo, a turbidez média do afluente aos filtros foi de 7,40 NTU, dentro do
limite sugerido por Sharpe et al., (1994) para o uso da filtracdo lenta de valor menor que 10
NTU. Na coleta 3 (Set/2013) o valor de turbidez no afluente esteve acima (12 NTU), e
observa-se que a remocao pelo filtro ndo foi boa (16,66 %), com valor médio final de 10 NTU
(Tabela 1, Figura 8), confirmando que turbidez de 10 NTU ou mais, ndo € indicada, pois além
disso, pode ocasionar a colmatacéo dos filtros rapidamente.

Observa-se na Figura 8 que até o dia 4 (Set/2013) de coleta a turbidez media no
efluente dos filtros foi de 8,39, indicando que os filtros ainda ndo estavam maturados. Apos
esta data, houve melhora na remocao de turbidez pelos filtros, caracterizando o aumento da
eficiéncia de remocéo devido ao desenvolvimento da comunidade microbiolégica no interior
do meio filtrante (maturacgéo dos filtros).

O valor médio afluente, considerando todos os dias de coleta, (7,4 NTU), foi maior
que o valor efluente, em media considerando todos os filtros (3,21 NTU), sendo que houve
diferenca significativa (P < 0,05) em todos os filtros (Tabela 1), com porcentagem media de

remocéo de 64,96 % entre os filtros e em todo o periodo analisado.
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A linha verde na Figura 8 indica o valor maximo permitido de 1,0 NTU para agua
filtrada por filtragdo lenta, estabelecidos no Anexo Il da portaria n°® 2.914/2011, que
estabelece os padrdes de potabilidade da dgua vigentes no Brasil (BRASIL, 2011), em media,
os filtros estiveram acima (3,21 NTU) do valor permitido, enquadrando-se apenas nas datas
de coleta 17 (0,86 NTU), 22 (0,27 NTU) e 30 (0,31 NTU) (Figura 8).

De acordo com célculos apresentados na Tabela 2, observa-se que a turbidez teve

pouca variacao entre os filtros, com valores medios de DP= 2,62 e CV=0,49%.
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Figura 8: Valores médios de turbidez (NTU) aferidos no afluente e efluente dos filtros
ecoldgicos.

A cor aparente (Figura 9) comportou-se similarmente a turbidez (Figura 8) ao longo
do tempo nos filtros ecoldgicos. O valor médio no afluente (38,86 uC) foi maior que o do
efluente (18,09 uC), com diferenga significativa entre afluente e efluente (P < 0,05). A
porcentagem media de remocdo de cor aparente considerando todos os filtros e todo tempo de
analise, foi de 57,78%. Ndo houve remocdo de cor aparente pelos filtros nas coletas feitas em
setembro, confirmando os dados de remocéo de turbidez e indicando que os filtros ainda nao
estavam maturados no periodo (Figura 9).

A linha verde na Figura 9 indica o valor méximo de cor aparente permitido de 15 uC
para 0 padrdo organoléptico de potabilidade da &gua no Brasil, disponivel no anexo X da
portaria n°® 2.914/2011(BRASIL, 2011), indicando que os filtros estiveram fora do limite
permitido em algumas datas de coleta.

A Tabela 2 mostra que houve pouca variacdo de cor aparente entre os filtros

ecologicos, com valores médios de DP= 15,90 e CV=0,40%.
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Figura 9: Valores médios de cor aparente (uC) aferidos no afluente e efluente dos filtros
ecoldgicos.

A cor verdadeira comecou a ser avaliada a partir de outubro/2013, 52 coleta (Figura
10). A partir da 142 coleta, a remogéo foi de 100%. O valor médio detectado no afluente dos
filtros (7,6 uC) esteve maior que no efluente (1,58 uC), com diferenca significativa (P < 0,05)
em todos os filtros. A porcentagem média de remocdo de cor aparente pelos filtros,
considerando todos os filtros e todo tempo de analise foi de 90, 47%. A eficiéncia na remocéo
de cor aparente é compativel com as citagdes na literatura, dependendo da faixa de cor
aparente afluente aos filtros ecoldgicos. Collins et al., (1992) descreveram eficiéncia na
remocao de cor variando de 40 a 80% e Visscher (1990) considera uma faixa mais ampla, de
30 a 100%.

A Tabela 2 mostra que houve pouca variacdo de cor aparente entre os filtros
ecoldgicos, com valores médios de DP= 3,48 e CV=0,72%.
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Figura 10: Valores médios de cor verdadeira (uC) aferidos no afluente e efluente dos
filtros ecoldgicos.
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O valor médio de OD medido no afluente dos filtros (7,19 mg L™) foi maior que o de
efluente (6,63 mg L"), com diferenca significativa (P < 0,05) entre afluente e efluente para
todos os filtros (Tabela 1, Figura 11). O que ocorreu com esta variavel pode ser comparado
com o ocorrido com o pH.

De acordo com Nakamoto (2008), a presenca de luz que ativa a fotossintese faz com
que o pH da agua aumente e, varias matérias sdo transformadas em compostos de hidroxidos e
se sedimentam. A agua rica em oxigénio dissolvido propicia a oxidacdo de matérias,
facilitando a sua precipitacéo e, pela acdo dos microorganismos, a atividade de decomposicéo
se acelera. A queda no oxigénio dissolvido observada no efluente dos filtros ecolégicos indica
consumo de oxigénio dissolvido por microrganismos

O indicado para uma adequada oxidacdo da matéria orgénica, € a concentracao de
oxigénio dissolvido superior a 3,0 mg L™, ou as condi¢cdes serdo anaerdbias, formando
produtos como metano, hidrogénio, sulfeto de hidrogénio, amdnia e outras substancias que
podem causar gosto e odor a agua (HESPANHOL, 1987; DI BERNARDO, 1993).
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Figura 11: Valores médios de oxigénio dissolvido (mg L™) aferidos no afluente e
efluente dos filtros ecoldgicos.

3.1.1. Remocao de coliformes totais e E. coli

A Tabela 3 mostra os dados dos calculos realizados a partir dos valores aferidos no
afluente e efluente de cada filtro ecoldgico de coliformes totais e E. coli, no periodo de
estudo. A agua afluente aos filtros ecoldgicos (dgua do Reservatério do Lobo) foi diluida,
com agua Milli-Q, na concentracdo 1:500 para que fosse possivel a contagem. Apos passar

pelos filtros, ndo foram necesséarias diluicbes para realizagdo da contagem. Inicialmente, os



46

exames de coliformes totais e E. coli foram efetuados todos os dias, mas observando-se a
maturacdo dos filtros, os exames foram efetuados semanalmente, o que totalizou 13 medigdes.

A Tabela 4 contém os valores do coeficiente de variacdo (CV) calculados a partir das
medias e do desvio padrdo, a fim de mostrar a pouca variacdo entre os valores aferidos nos
efluentes dos filtros ecoldgicos durante o periodo de estudo.

De acordo com o padréo de potabilidade vigente no Brasil, disponivel no anexo | da
portaria n® 2.914/2011 (BRASIL, 2011), tanto para coliformes totais como para E. coli deve
haver auséncia em 100 mL, e de acordo com a Tabela 3, observa-se que os filtros ndo se
enquadraram no padrdo de potabilidade, pois a dgua efluente aos filtros necessita ainda ser
desinfetada para o abastecimento da populacéo.

Tabela 3: VValores médios de coliformes totais e E. coli no afluente, afluente diluido e efluente dos
filtros ecolégicos, com seus respectivos valores de p para o teste-t realizado (n=13) e desvio padréo

(DP).
Coliformes totais (NMP) E. coli (NMP)
Média P DP Média P DP

Afluente 2,4x10° - 0 2,5x10" - 23,7
Afluente diluido 1,4x10* - 7.2 - - -

FEco 1 75x10° <0,05 9421  53x10° <0,05 16,7
FECo 2 51x10° <0,05 7035  2,7x10° <0,05 5,6
FEco 3 8,5x10° <0,05 8866 7,8x10* <0,05 1,5
FEco 4 57,102 <0,05  753,8  1,7x10° <0,05 2,6
FEco 5 75x10° <0,05  967,6  3,8x10! <0,05 0,8
FEco 6 6,4x10° <0,05 7820  1,4x10° <0,05 2.8
FEco 7 52x10° <0,05  770,1  7,7x10° <0,05 0,2
FEco 8 5,1x10*>  <0,05 6555 1,5x10* <0,05 0,3
FEco 9 6,3x10>  <0,05 840,6  5,4x10* <0,05 1,0
FEco 10 6,0x10° <0,05 8460  1,1x10° <0,05 2.8
FEco 11 6,4x10° <0,05 9369 3,8x10* <0,05 0,8
FEco 12 8,0x10°  <0,05 867,7 1,8x10° <0,05 4,8
FEco 13 6,5x10° <0,05  802,0 2x10' 0,79 63,6
FEco 14 1,2x10° <0,05 1057,7 1,0x10° <0,05 1,6
FEco 15 5,2x10>  <0,05 7180  4,2x10° <0,05 8,0
FEco 16 4,1x10> <005 7139  45x10* 0,65 154,22
FEco 17 3,3x10° <0,05  402,3 9,5x10* <0,05 1,5
FEco 18 5,8x10>  <0,05 826,4  3,1x10° <0,05 9,7
FEco 19 6,2x10>  <0,05 8323  2,3x10° <0,05 6,7
FEco 20 53x10° <0,05 8699 3,1x10* <0,05 0,8
FEco 21 7,6x10° <0,05 9324 55x101 <0,05 1,1
FEco 22 7,6x10°> <0,05 9775  7,0x10% <0,05 1,2

Meédia dos filtros 6,4x10° - 570,9  4,2x10° - 8,3
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Tabela 4: Valores de coeficiente de variacdo (CV) expressos em porcentagem, e desvio padréo (DP),
calculados entre os 22 filtros ecoldgicos em cada coleta realizada.

Coletas  Coliformes totais E. coli
CV (%) DP CV (%) DP

1 0,21 475,0 3,82 119,8
2 0,71 812,1 2,20 3,8
3 1,13 487,2 1,54 0,8
6 0,80 872,1 3,87 13,0
9 1,08 844.,6 2,38 1,9
14 1,23 883,3 2,27 2,2
17 1,13 148,9 4,58 0,2
19 1,20 326,3 3,01 5,2
20 2,89 495,0 2,07 1,0
23 1,45 822,0 3,51 3,9
24 1,53 740,6 4,05 49,9
27 2,17 362,5 2,43 2,3
28 1,56 215,2 2,51 0,3
Média 1,31 168,5 2,94 9,7
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Figura 12: Valores médios de: a) coliformes totais e b) E. coli no afluente e no efluente dos filtros
ecoldgicos, nas respectivas datas de coleta.
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Entre os valores médios de coliformes totais no afluente dos filtros e efluente, houve
diferenca significativa (P < 0,05) em todos os filtros. A Figura 12 mostra os valores médios de
afluente e efluente aferidos em cada data de coleta, para coliformes totais e E. coli. Observa-
se que na primeira coleta, os filtros ndo estavam maturados.

Para E. coli, na primeira coleta realizada, (Figura 12b) o valor médio do efluente dos
filtros foi maior que o afluente, pois em um dos filtros (FEco 16) a concentragdo no efluente
foi alta (579,4 NMP/100mL), o que acarretou em uma média elevada do dia 1 de coleta.

Houve remocdo média de coliformes totais de 79,31%, e 80,04% de E. coli pelos
filtros ecoldgicos (Figura 13), mas ainda foram encontrados coliformes totais e E. coli na 4gua
efluente aos filtros (Tabela 3). Apesar de a filtracdo lenta ter uma excelente remocdo
microbioldgica, é necessaria a desinfeccdo do efluente do filtro, garantindo que havera cloro
residual na rede distribuidora (VISSCHER et al., 1990). De acordo com o estabelecido pela
Portarian® 2.914 do Ministério da SalGde (BRASIL, 2011), Art. 34, “E obrigatoria a
manutenc&o de, no minimo, 0,2 mg L™de cloro residual livre ou 2 mg L™ de cloro residual
combinado ou de 0,2 mg L™ de diéxido de cloro em toda a extensdo do sistema de
distribuicdo (reservatorio e rede)”.

N&o houve remocdo de coliformes totais nem de E. coli pelos filtros na coleta 1,
indicando que o filtros ainda ndo estavam maturados. Para coliformes totais, a remogao
melhorou da 32 coleta em diante (Figura 13). Estes dados estdo de acordo com a remocao de

turbidez pelos filtros (Figura 8).
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Figura 13: Porcentagem de remocéo de coliformes totais e E. coli pelos filtros
ecoldgicos.
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3.2.Relages entre os parametros fisicos e quimicos de qualidade da agua

A existéncia de relacdo entre os parametros de qualidade de &gua foi avaliada por meio
da determinacdo do coeficiente de correlacdo de Pearson (r), que foi obtido a partir dos
valores médios aferidos no efluente de cada filtro ecoldgico (n= 22), avaliando a existéncia de
relacOes lineares entre as variaveis aferidas, durante a operacdo dos mesmos de setembro a
dezembro de 2013 (n= 30), e também foi efetuada anélise de regressdo, onde r® indica a
qualidade da regressdao, sendo que quanto mais proximo da unidade for o coeficiente de
determinacéo (1), tanto maior sera a validade da regressao.

A Tabela A.1. (anexos) apresenta os valores de correlacdo para todas as relacdes
avaliadas, e os respectivos valores de P, indicando a significancia da regressdo. Os valores de
r? estdo sendo indicados em cada grafico apresentado abaixo, onde houve correlagdo
significativa entre os parametros; nos demais casos de correlacdes testadas e ndo apresentadas
em gréaficos, a correlacdo nao foi significativa.

A correlagdo mais significativa observada foi entre a condutividade elétrica da agua e
os solidos totais dissolvidos (STD) (r= 0,98, P < 0,001) (Figura 14). A correlacéo existente
entre estas duas varidveis ndo é novidade, sendo que se pode estimar o teor de sais pela
medida de condutividade de uma dgua em uma dada temperatura, ou seja, 0 seu teor salino é
aproximadamente dois tergcos do valor obtido para a condutividade (PEDROSA e CAETANO,
2002).
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Figura 14: Correlagdo entre condutividade elétrica e STD no efluente
dos filtros ecolégicos.
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O coeficiente de correlacdo de pearson entre pH e temperatura da &gua aferidos no
efluente dos filtros ecoldgicos foi de r= 0,35, sendo esta correlacdo considerada significativa
(P= 0,05) (Figura 15). Esta correlacdo observada também ja era esperada, pois quando se
aumenta a temperatura, as moléculas de agua tendem a separarem-se em ions hidrogénio e
oxigénio. Ao aumentar a proporcao de moléculas decompostas, € produzido mais hidrogénio,
diminuindo o pH. Tal correlacéo ja foi descrita anteriormente na literatura (CARVALHO et
al., 2000).
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6’6 | ® ” ‘
265 & 7 o
6,4 - PN *
6,3
6,2
6,1 -
6 T T T T 1
19 21 23 25 27 29
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Figura 15: Correlacdo entre pH e temperatura da agua no efluente dos filtros
ecoldgicos.

A correlacdo entre cor aparente e turbidez da agua efluente aos filtros ecolégicos (r=
0,93) foi significativa (P < 0,001), e com boa explicabiliadade de regresséo linear (r* = 0,87)
(Figura 16). A cor aparente € em parte atribuivel a turbidez, sendo esperada correlagdo entre
essas varidveis. A turbidez pode estar relacionada ao aporte de efluentes, a erosdo e a
patdgenos, que podem se adsorver e proliferar entre os s6lidos em suspensdao que a
determinam (WHO, 1995). O termo cor aparente inclui ndo somente as substancias
dissolvidas, mas também aquela que envolve a matéria orgénica suspensa (MACEDO, 2004).

Houve correlacdo negativa e significativa entre pH e cor verdadeira da agua (r=-0,49)
(P= 0,01) aferidos no efluente dos filtros (Figura 17). Ja& foi relatada na literatura tal
correlacdo, na avaliagdo da correlagdo entre parametros aferidos em &guas superficiais na
cidade de Goias, GO (BONNET, FERREIRA e LOBO, 2008).
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Figura 16: Correlacéo entre cor aparente e turbidez da agua no efluente dos
filtros ecolégicos.
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Figura 17: Correlagdo entre pH e cor verdadeira da &gua no efluente dos
filtros ecoldgicos.

3.3. Aplicabilidade do sistema de filtracdo ecoldgica

Nakamoto, (2008) explica que a filtragdo lenta em areia vem recebendo concepgéo
equivocada em varios paises, inclusive no Japdo, e para reverter essa situacdo, faz-se
necessario alterar o nome para “Sistema de Purificacdo Ecologica”. Este novo nome faz
mencdo a fundamental importancia do biofilme no sistema de filtracdo, e atribui valores de
uma agua tratada naturalmente.

Sabe-se que a filtragdo ecologica opera com baixa taxa de filtracdo, e, portanto, no
caso de dimensionamento deste sistema de tratamento de agua para abastecer uma cidade
populosa, far-se-ia necesséria grande area para implementacdo do sistema. Porém, o Brasil
consta com grande area territorial, comparando-se com outros paises do mundo, e é sabido
que em diversos paises que contam com areas demograficas muito inferiores utilizam este

sistema de tratamento de agua para abastecer cidades.
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Um exemplo é a cidade de Londres, capital da Inglaterra, com populacdo de
aproximadamente 8,2 milhdes de habitantes e area total de 1.579 km?, onde o sistema de
filtracdo ecoldgica faz parte do sistema de tratamento de agua utilizado na cidade. A Thames
Water, de acordo com site oficial da companhia, € a maior empresa de tratamento de agua e
esgotos do Reino Unido, servindo 14 milhGes de usuarios em Londres e no Vale do Tamisa.

Existem diversas estacdes de tratamento de &gua que utilizam filtros ecol6gicos na
cidade de Londres (Ashford Common, Walton, Kempton Park, Hampton, e Coppermills), com
capacidade total de tratamento de 2 milhdes de litro por dia (CAMPOS, 2002). Dentre elas,
pode-se citar a companhia Ashford Common works, a maior do rio Tamisa. Nela existem 32
tanques de filtragdo com 3,0 m de largura e 100 m de comprimento (NAKAMOTO, 2008).

Nakamoto (2008) relata construcGes de estacGes de tratamento de agua utilizando
filtracdo ecoldgica na Indonésia, em Bangladesh, e em diversas cidades do Japao.

Yamamura, (2014) realizou uma revisdo sobre o uso e as condigdes da filtracdo
ecoldgica no Japédo. De acordo com o autor, ha a necessidade do desenvolvimento técnico na
area para a melhoria e renovacéo de ETAs (EstacBes de Tratamento de Agua) para o futuro do
pais. A cidade de Nagoya, em 2014 colocou em operacdo 12 filtros ecoldgicos, com
capacidade de tratar 140 m*/dia de 4gua (OKUYAMA, 2014), este autor ainda comenta que a
técnica de tratamento de agua ¢ “amiga do meio ambiente”, por ndo necessitar adicionar
produtos quimicos para o tratamento, e pouco uso de maquinario para operacdo, e
consequente economia de energia.

No Brasil muitas estacdes de tratamento de agua utilizam filtros rapidos. Apesar da
filtracdo lenta em areia ter perdido sua popularidade por operar com baixa taxa de filtracéo, se
comparada com a filtragdo réapida - 5 m*/m2.dia contra 120 m*/mz.dia da filtragdo rapida e por
isso necessitar de espaco, Nakamoto, (2008) afirma que o sistema de filtracdo em areia tem
bom rendimento em termos de area ocupada. O autor faz uma comparacédo entre duas cidades
do Japdo que utilizam cada uma um destes sistemas de tratamento e conclui que
considerando-se a area total ocupada, as estacdes praticamente se igualam.

Para pessoas que ndo tem acesso a agua potavel, a filtragcdo ecoldgica é uma
alternativa vidvel por ser de facil montagem, operacdo, manutencdo e produzir gua de
qualidade para os consumidores. A nao utilizacdo de produtos quimicos durante o tratamento
torna a opc¢éo de tratamento muito vantajosa, por redugdo nos custos e gerar um produto final
mais saudavel, uma vez que pouco se conhece sobre o efeito que a adi¢cdo de produtos
guimicos pode causar quando em contato com o0s demais compostos, como produtos

farmacéuticos e de cuidados pessoais que estdo presentes na agua.
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Portanto, nota-se que se levando em consideracdo a area disponivel, € aplicavel o
sistema de filtracdo ecoldgica no Brasil, ndo s6 para 0 uso em pequenas comunidades

afastadas e/ou rurais, mas também para abastecer cidades com maior populacéo.

4. Conclusdes

As variaveis avaliadas no afluente e efluente dos 22 filtros ecoldgicos apresentaram
baixo coeficiente de variacdo (menor que 10%) no tempo de estudo (quatro meses de
operacao) e entre os 22 filtros ecoldgicos, com excecdo da condutividade elétrica da dgua que
apresentou coeficiente de variacdo médio de 14%, mas em alguns filtros o coeficiente de
variacdo foi acima de 30%.

A temperatura da agua e o pH estiveram dentro dos valores indicados no padrdo de
potabilidade, sendo que o efluente dos filtros tiveram menor valor médio que o afluente dos
filtros, com diferenca significativa (P < 0,05) entre afluente e efluente.

Houve remocdo de turbidez (64,9%) pelos filtros ecoldgicos, com diferenca
significativa (P < 0,05) entre afluente e efluente. A agua efluente dos filtros ndo esteve dentro
do padréo de potabilidade vigente no Brasil.

A cor aparente também foi removida pelos filtros (57,7 %), sendo que na maioria das
datas de coleta, na media geral, os filtros se enquadraram na portaria n°® 2.914/2011. Houve
remocao de cor verdadeira pelos filtros ecoldgicos (90,4 %). Este estudo esta de acordo com
os resultados das pesquisas que avaliaram a filtracdo lenta em areia.

A 4gua do reservatorio do Lobo apresentou altos valores de coliformes totais,
precisando ser diluida em 500 vezes (2,10°) para que fosse possivel a contagem, e apds
passar pelos filtros ecoldgicos, a agua ndo precisou ser diluida para a contagem, indicando
boa remocéo pelos filtros (> 70% de coliformes totais e > 80% de E. coli). A eficiéncia dos
filtros ecolégicos na remocéo de coliformes totais e E. coli neste estudo estd de acordo com a
literatura.

Com a avaliagdo dos dados de remocdo de turbidez, cor aparente, cor verdadeira,
coliformes totais e E. coli, os filtros foram considerados maturados a partir do més de outubro
(20 dias de maturacéo).

Foi verificada a existéncia de correlacdes lineares entre os parametros aferidos no
efluente dos filtros ecoldgicos, e foi efetuada analise de regressdo. Quatro correlagdes foram

significativas (P < 0,05). Algumas correlacdes ja eram esperadas pelo fato do parametro estar
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diretamente relacionado com o outro, como é o caso de: condutividade elétrica x solidos totais
dissolvidos (STD), pH x temperatura.

A correlacdo entre pH e cor verdadeira, apesar de sere significativa (P < 0,05),
apresentou baixa explicabilidade de regressao linear (r).

A filtragdo ecoldgica tem sido implementada em diversos paises e tem se mostrado
uma alternativa vidvel e vantajosa em diversos aspectos, como o fato da producéo de 4gua por
um método natural, e consequentemente, mais saudavel.

De acordo com os resultados obtidos com esta pesquisa, no caso da utilizacdo da agua
do reservatorio do Lobo para aplicacdo do sistema de purificacdo ecoldgica, recomenda-se um
pré-tratamento da agua antes da filtracdo ecolégica, como a inclusdo de um pré-filtro de fluxo
ascendente.

Ha aplicabilidade do sistema de purificacdo ecoldgica para tratamento de agua no
Brasil, pois é uma alternativa com baixo custo, que fornece agua tratada naturalmente, de facil
operacdo, ndo necessitando de mao de obra especializada e pode ser uma alternativa para
fornecer agua tratada para toda a populacdo, com possibilidade de utilizacdo de filtros
domeésticos (Capitulo 4). Alem disso, foi descrito na literatura que levando em conta a area
total ocupada por estacbes de tratamento que utilizam filtracdo rapida comparado com
estacOes que usam filtracdo lenta, as estacGes praticamente se igualam.
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Capitulo 2

Identificacéo e quantificacdo de produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais no
Reservatdrio do Lobo, remocéo por filtros ecolégicos e produtos de degradacao
identificados.

Resumo

Os produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PFCPs) tem sido o foco de muitas
pesquisas nos Ultimos anos acerca da deteccdo em aguas superficiais, subterraneas e até
mesmo de consumo. Produtos de degradagédo (PDs) dos compostos originalmente descartados
das mais diversas maneiras, também tém sido detectados no meio ambiente, onde podem ter
sofrido véarios processos de degradacdo naturais, ou em estacGes de tratamento de esgoto.
Apesar das tecnologias avancadas em tratamento de agua serem eficientes na remocédo de
diversos compostos recalcitrantes, os altos custos de implementacdo, operacdo e manutencao
inviabilizam a utilizacdo na maioria dos paises em desenvolvimento onde uma porcentagem
da populacdo ainda sofre com a falta de saneamento béasico. Os filtros ecoldgicos
(modernizacdo nomenclatural de filtros lentos de areia) sdo uma alternativa viavel de sistema
de purificacdo da &gua por ser um método natural, com baixos custos de implementacdo,
operacdo e manutencdo. No reservatorio do Lobo foram detectados seis PFCPs em
concentracdes na ordem de pg L™ (paracetamol, diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno,
metilparabeno e benzofenona-3). Dois PDs foram identificados no reservatério do Lobo e
foram propostas vias de degradacdo dos compostos, a saber: diclofenaco e benzofenona-3. Os
dados obtidos refletem o resultado da contaminacdo detectada em decorréncia de problemas
ambientais relacionados as atividades antrépicas no entorno do reservatério. Foram
constatadas remoc¢fes médias pelos filtros ecologicos de paracetamol em 81%, 91% de
diclofenaco, 97% de naproxeno, 99% de ibuprofeno, 70% de metilparabeno e 71% de
benzofenona-3. Pouco se sabe a respeito dos mecanismos responsaveis pela remocao destes
compostos, mas atribui-se a acdo microbiolégica o sucesso do sistema ecoldgico de
purificacdo da agua.

Palavras-chave: produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais, produtos de degradacéo,

sistema de purificacdo ecoldgica.
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Abstract

Pharmaceuticals and personal care products (PPCPs) has been the focus of much research in
recent years about the detection in surface water, groundwater and even tap water.
Degradation products (DPs) of compounds originally disposed in various ways have also been
detected in the environment, which may have undergone various processes of natural
degradation, or are being degraded in sewage treatment plants. Despite the advanced
technologies in water treatment are effective at removing many recalcitrant compounds, high
implementation costs, operation and maintenance make it impossible to apply in most
development countries where a percentage of the population still suffers from a lack of basic
sanitation. The ecological filters (modern name of slow sand filters) are a viable alternative to
water purification system for being a natural method, with low implementation costs,
operation and maintenance. In Lobo’s Reservoir six PPCPs were detected at concentrationS on
the order of pg L™ (paracetamol, diclofenac, naproxen, ibuprofen, methylparaben and
benzophenone-3). Two DPs were identified in the Lobo’s reservoir and has been proposed
pathways of degradation of compounds of diclofenac and benzophenone-3. The data reflect
the contamination detected as a result of environmental problems related to human activities
around the reservoir. The ecological filters remove 81% of paracetamol, 91% of diclofenac,
97% of naproxen, 99% of ibuprofen, 70% of methylparaben and 71% of benzophenone-3.
Little is known about the mechanisms responsible for the removal of these compounds, but is
attributed to microbiological action the success of the ecological system of water purification.

Key words: pharmaceuticals and personal care products, degradation products, ecological

purification system.
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1. Introdugéo

Os Produtos Farmacéuticos e de Cuidados Pessoais (PFCPs) sdao motivo de
preocupacao cientifica e pablica, pois foram reconhecidos recentemente como uma classe de
poluentes ambientais, descritos como grupo nao esperado de contaminantes da agua, com
propriedades psicoativas potentes, desrregulacdo enddcrina e efeitos desconhecidos para a
biota aquética. (EVEGENIDOU et al., 2015).

O consumo mundial de farmacos é bastante significativo, um exemplo disso pode ser
visto na Unido Europeia (UE) onde aproximadamente 3.000 diferentes substancias sdo usadas
em medicamento para consumo humano como analgésicos, anti-inflamatorios, conservantes,
antibioticos, B-bloqueadores e muitos outros (PETROVIC et al., 2014).

Atualmente, o Brasil estd entre os 10 paises que mais comercializam medicamentos.
Por ano, o Ministério da salde investe R$ 9 bilhGes na compra de medicamentos que séo
distribuidos pelo SUS (Sistema Unico de Sadde) (BRASIL, 2012).

Além dos medicamentos, a procura da populacdo pelo bem-estar e esfor¢o ao cultivo
da higiene pessoal e da melhor aparéncia, fez com que este mercado crescesse muito nos
ultimos tempos.

No mercado mundial de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, conforme dados do
Euromonitor de 2011, o Brasil ocupa a terceira posicao, sendo os Estados Unidos o primeiro e
Japdo o segundo. O Brasil é o primeiro mercado em perfumaria e desodorantes; segundo
mercado em produtos para cabelos, produtos para higiene oral, masculinos, infantil, protecao
solar; terceiro em produtos cosméticos; quarto em depilatorios; quinto em pele (ABIHPEC,
2012).

Da dosagem dos farmacos utilizados tanto na medicina humana como na medicina
veterinria sdo excretados de 50 a 90% inalterada e persistente no ambiente (MULROY,
2001).

Em relacdo aos produtos de cuidados pessoais, outra maneira de entrarem no meio
ambiente se d& por meio de atividades recreativas. Compostos que fazem parte da composicao
de produtos como cosméticos, logdes e protetores solares entram em aguas superficiais
através do contato direto em atividades recreativas em rios e lagos (WEIHONG LI et al.,
2007; BALMER et al., 2005).

A maioria das estag0es de tratamento de esgoto existentes atualmente ndo séo
projetadas para eliminar este tipo de substancia e uma porcao significativa dos compostos

emergentes ndo sdo degradados e/ou removidos e 0 composto puro e seus produtos de
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degradacdo podem permanecer apés o tratamento. Desta forma, podem adentrar no ambiente
aquatico por meio de efluentes de esgoto (DAUGHTON e TERNES, 1999; STUMPF et al.,
1999; TERNES et al., 1999; HEBERER, 2002; PETROVIC et al 2003; JONES et al, 2005;
FENT et al, 2006; CHRISTEN et al., 2010).

Os diversos estudos possibilitaram que, com o aumento da sensibilidade de
equipamentos para a detec¢do dos PFCPs, mais estudos pudessem ser conduzidos acerca da
ocorréncia nos diversos meios (KOLPIN et al., 2002; TIXIER et al., 2003; ASHTON et al.,
2004)

Os PFCPs tém sido encontrados em aguas de superficie, solo e até mesmo na &gua
potavel na ordem de ng a ug L™ em todo o mundo (STUMPF et al., 1999; HEBERER, 2002;
PETROVIC et al., 2003; ALMEIDA e WEBER, 2005; FENT et al., 2006; ELLIS, 2006;
BECERRIL, 2009).

Dos anti-inflamatorios ndo-esteroidais mais consumidos, os encontrados com maior
frequéncia nos ecossistemas aquaticos sdo aspirina, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno e
diclofenaco (FENT et al., 2006).

Em razdo deste cenario, a presenca de farmacos residuais e outros compostos
xenobioticos na dgua potavel configura uma questdo de salde publica, uma vez que pouco se
conhece a respeito do seu potencial efeito na satde associado com o consumo a longo prazo
destes compostos na dgua potavel (STACKELBERG et al., 2004).

Filtros ecoldgicos na remocéo de compostos

Cerca de um bilhdo de pessoas no mundo ndo tem acesso as fontes de agua tratadas
(WHO/UNICEF 2008), e globalmente, estima-se que 1,9 bilhdo de pessoas ou usam uma
fonte de agua imprépria, ou de uma fonte de dgua ndo tratada e contaminada por residuos
fecais (WHO, 2016). Aproximadamente dois tercos desta populacdo vive em comunidades
remotas e areas rurais onde a pobreza é mais severa e 0 custo do abastecimento de agua €
mais alto. Mesmo onde existem pocos protegidos ou chafarizes publicos, muitas vezes a 4gua
abastecida é contaminada devido a falta de saneamento ambiental (RADWQ, 2008).

A Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) estima que melhorias em saneamento e
higiene poderiam prevenir pelo menos 9,1 % da carga de doenca global e 6,3 % das mortes
(PRUSS-USTUN et al., 2008).

Apesar de diversas tecnologias estarem sendo desenvolvidas e modernizadas a fim de

tratar a agua de uma forma que o tratamento seja capaz de remover até mesmo 0S Compostos
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considerados recalcitrantes, precisa-se levar em conta a questdo da viabilidade de
implementacdo e dos custos destas tecnologias.

O Brasil é um pais em desenvolvimento e de acordo com dados do IBGE, 9,8 milhdes
de domicilios no Brasil ainda ndo possuem acesso a rede de distribuicdo de agua e rede de
esgoto, sendo que a Regido Norte, que possui a maior propor¢do de criancas e adolescentes
em sua populagdo, apresenta o pior percentual de acesso a dgua de qualidade do pais (45%).
(IBGE-CENSO, 2010).

De acordo com o relatério do Ministério das Cidades (BRASIL, 2016), a aplicacdo dos
recursos nem sempre corresponde as reais necessidades apontadas pelos déficits, sendo que as
regides Norte e Nordeste do Brasil apresentam participagdo nos investimentos realizados
inferior a participacdo no déficit de acesso. No Norte a situacdo é extrema, sendo esse déficit
4,8 vezes superior ao investimento.

O sistema convencional de tratamento de &gua apresentou resultados ineficientes na
remoc¢do de muitos farmacos, com porcentagens de remocdes <5 a 40% (VIENO et al., 2007;
POJANA et al., 2011). Tecnologias avancadas de tratamento de 4gua tem sido testadas com a
finalidade de remocéo dos PFCPs, tais como osmose reversa, 0zonizacao, carvao ativado, UV
(TERNES et al., 2002, CANONICA et al., 2008) mas na pratica, 0 uso de tecnologias
avancadas nas estacdes de tratamento de agua ainda é bastante limitado, uma vez que o custo
de tais tecnologias € alto, principalmente em paises em desenvolvimento, como é o caso do
Brasil.

Além disso, em geral, os processos oxidativos demonstram uma boa eficiéncia de
transformacdo de contaminantes, mas a mineralizagdo incompleta pode levar a formacéo de
subprodutos com riscos desconhecidos para a saude humana e do ambiente (ROSSNER,
SNYDER e KNAPPE, 2009; ADAMS et al, 2002; YOON et al., 2002).

Em contrapartida, foi constatada por diversos autores a eficiéncia da filtracdo lenta na
remocéo de varios compostos, como toxinas de algas (SA, 2002 e 2006; ARANTES, 2004;
MELO, 2006, dentre outros), remocdo de patdgenos, matérias organicas e substancias
himicas (COLLINS et al., 1992), herbicidas (WOUDNEH et al., 1997). Kuhlmann et al.,
(2006) investigaram a eficiéncia dos filtros lentos na remogéo de quatro diferentes farmacos.
Hallé, (2009) avaliou a remogéo de farmacos por biofiltros e relatou a biodegradacdo quase
total de ibuprofeno e naproxeno. Rigobello et al., (2013) testaram a remocdao de diclofenaco
por sistema convencional de tratamento de agua, que inclui filtros lentos de areia, utilizando-
se agua preparada em laboratério. Erba et al., (2014) constataram eficiéncia do filtro

ecologico na remocéo de quatro farmacos, em até 95%.
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Diante do exposto, a filtracdo ecoldgica pode ter eficiéncia significativa na remocéo de
diversos compostos organicos e inorganicos, e por se tratar de uma tecnologia de baixo custo

de implementacéo e operacdo, precisa ser mais explorada.

Produtos de degradacéo dos PFCPs

Alguns estudos indicam que a auséncia dos compostos farmacéuticos em agua tratada
ndo necessariamente implica em sua total remocdo. Na maioria dos casos, 0s farmacos de uso
humano sdo metabolizados e se transformam em compostos mais polares, que sdo mais
susceptiveis a passar pela estacio de tratamento de esgoto (PEREZ e BARCELO, 2007).

Outros autores nomeiam estes compostos como PT (Produtos de Transformagéo) —
traducdo do inglés TPs (Transformation Products), como é o caso de um artigo recente escrito
por PICO e BARCELDO, (2015).

Os Produtos de Transformacdo (PTs), ou Produtos de Degradacdo (PDs), de
contaminantes emergentes podem ser encontrados em amostras de agua apos o tratamento, ou
em corpos d’dgua no meio ambiente, como resultado de uma multiplicidade de processos
bidticos e abioticos (tal como hidrolise, fotolise, oxidacdo, e metabolismo microbioldgico)
atuando nos compostos originais ou em seus metabolitos (DEVIER et al., 2011; ANDRES-
COSTA etal., 2014; VAN DOORSLAER et al., 2014; PORTIGO e RICHARDSON, 2014).

Segundo PEREZ e BARCELO (2007), no corpo humano, os produtos farmacéuticos
podem ser transformados em um ou mais metabdlitos e excretados na forma de uma mistura
do composto-mée ou metabdlitos, em que o composto progenitor é frequentemente o menor
componente. No entanto, alguns medicamentos ndo sdo metabolizados e s&o excretados
inalterados. O metabolismo depende de uma série de pardmetros, incluindo idade, sexo e
etnia, a constituicdo do paciente e o periodo de administracdo. Ja no ambiente, estes
compostos podem ser carreados e se espalharem em rios, corregos, e, possivelmente,
biodegradados. Para a maioria dos farmacos e seus produtos de biotransformacdo seus
caminhos no ambiente aquéatico sdo desconhecidos, e as investigacGes das ocorréncias dessas
substancias no meio ambiente ainda sdo escassas.

Os diversos estudos acerca dos produtos de degradacdo gerados a partir de cada
molécula mée foram realizados estudando-se mecanismos especificos que promovem tais
degradagbes, como para o paracetamol. Estudos mencionam os produtos de degradacdes
gerados a partir da cloracdo da agua e observou-se a formacdo de dois produtos, o N-acetyl-p-
benzoquinona imina (NAPQI), e o p-benzoquinona. A oxidagdo gerou o 1,4-benzoquinona

(HUGUET et al., 2014). Ainda sobre o paracetamol, diversos trabalhos relatam os produtos de
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degradacdo formados a partir de diversos meios de degradacdo, como électro-fenton,
degradacdo fotocatalitica, dentre outras (DE LUNA et al., 2012; JALLOULI et al., 2014;
YANG et al., 2008).

A descricdo de produtos de degradacdo do diclofenaco foram relatadas por Galmier et
al., (2005), que mostram os trés principais produtos de degradacdo gerados, a rota de
formagdo e produtos derivados dos degradados. Pérez-Estrada et al., (2005) relatam 8
produtos de degradacdo deste composto; Noutsopoulos et al., (2015) relatam os produtos de
degradacdo gerados apos a cloracdo, e Marco-Urrea et al., (2010) relatam a degradacédo do
diclofenaco por uma espécie de fungo.

No caso do naproxeno, Sidelmanm et al., (2001) apresentaram um perfil metabolico
do composto com os produtos que podem ser gerados, e outros autores como Quintana et al.,
(2005) e Hsu et al., (2006) também apresentam informacdes sobre os produtos de degradacéo
deste composto.

Trés metabdlitos do ibuprofeno foram identificados em experimentos de
biodegradacdo com lodo ativado a partir de uma estacdo de tratamento de esgoto sanitario em
condicdes Oxida e andxica (ZWIENER et al., 2002). Quintana et al., (2005) também
investigaram a biodegradabilidade do ibuprofeno em lodos de esgoto, demonstrando que foi
degradado somente o0s co-metabolitos. Dois isdbmeros de hidroxi-ibuprofeno foram
identificados como os principais produtos de degradacdo. Loffler e Ternes, (2003) também
registraram como produto de degradacdo do ibuprofeno o 2-hydroxy-ibuprofeno.

No caso dos produtos de cuidados pessoais, o primeiro trabalho que tratou sobre os
produtos de degradacdo de parabenos, foi 0 de Canosa et al., (2006) que relataram os produtos
gerados a partir de cloracdo da agua. Tay et al., (2010) propdem estruturas para os produtos de
degradacdo do metilparabeno gerados por ozonizacdo, e Steter et al., (2013) mostram 10
produtos gerados a partir da oxidacao eletroquimica. A pesquisa de Gong et al., (2015) mostra
4 produtos formados a partir de benzofenona-3.

Levando em conta o elevado consumo de produtos farmaceuticos e de cuidados
pessoais, e a ocorréncia em adgua com base em uma metodologia de referéncia, avaliacdes de
salde e riscos ecotoxicolégicos devem ser desenvolvidas em paralelo com métodos analiticos
que permitam a identificacdo e quantificacdo de subprodutos (DELPLA et al., 2009) para
identificar onde e como os produtos de degradacéao estdo sendo formados e entéo, direcionar o

tratamento.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Padrdes e reagentes utilizados

A acetonitrila (CH3CN) e o metanol (CH3OH) utilizados foram de grau HPLC,
adquiridos de J.T.Baker (Xalostoc, México). Os padrbes do paracetamol (4-acetaminofenol),
diclofenaco sddico, naproxeno, ibuprofeno, metilparabeno (metil 4-hidroxibenzoato) e
benzofenona-3 (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona) utilizados foram todos com pureza de >99%
provenientesda Sigma-Aldrich. Informagdes adicionais de cada composto estdo na Tabela 1.
Os compostos deuterados que foram utilizados como padrdes internos, a saber: paracetamol-
d4, diclofenaco-d4, naproxeno-d3, ibuprofeno-d3; todos obtidos da CDN Isotopes (Quebec,
Canada).

A solucéo estoque de cada composto foi preparada em metanol e armazenada a 4 °C.
A &gua utilizada foi previamente purificada utilizando o sistema Milli-Q da Millipore
(Millipore, Bedford, MA, EUA). Para a secagem das amostras foi utilizado nitrogénio com

99% de pureza.

Tabela 1: Informacdes gerais e caracteristicas dos compostos em estudo.

Composto CAS Férmula Molecular  logkow pKa
Paracetamol 103-90-2 CgHyNO, 0.46 9.5
Diclofenaco 15307-79-6  Cy4H1oCI,NNaO, 4.51% 4.14%
Naproxeno 22204-53-1  Cy4H1404 3.18° 4.15
Ibuprofeno 15687-27-1  Cy3Hi0, 3.91° 459°%
Metilparabeno ~ 39-73-3 CgHsO5 1.96 8.17
Benzofenona-3 ~ 131-57-7 C14H1,05 3.79° 7.56°

a: Noutsopoulos et al., (2015); b: Rodil e Moeder, (2008);

2.2. Aplicagao dos PFCPs nos filtros ecoldgicos e coleta das amostras de agua

O sistema de operacdo dos filtros foi continuo e foram realizados trés eventos de
contaminacéo dos filtros apds a maturagdo dos mesmos, com intervalo de 15 dias entre cada
uma das contaminagoes.

A concentracdo aplicada de cada composto em cada filtro foi de 2 pg L™. Para tal,
cada composto foi pesado em balanca de precisdo, e uma solugdo estoque de cada composto
foi preparada, assim como uma solucdo estoque do mix dos seis compostos. Todas as

solucBes estoque foram preparadas em metanol. A partir da solucdo estoque, uma aliquota de
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cada uma das solucdes foi diluida em um litro de &gua a fim de obter a concentragdo desejada.
As misturas diluidas gotejaram juntamente com o afluente.

As amostras de agua foram coletadas no efluente e afluente de cada filtro ecoldgico,
em diferentes tempos apos a contaminacgdo para quantificacdo dos PFCPs: 3 horas, 6 horas e
24 horas ap6s, sendo que o tempo de detencdo médio dos filtros era de seis horas. A Figura 1

mostra como foi realizada a aplicacdo dos contaminantes nos filtros ecoldgicos.

017 FEcolG FEc015 FEc014 FEc013 FEcolZ

Figura 1: Filtros ecolégicos e seus respectivos nimeros. * = Equipos utilizados para a
aplicagdo dos PFCPs.

2.3. Método analitico utilizado para a identificacéo e a quantificacdo dos analitos

Apds coletadas, as amostras foram submetidas a extracdo em fase sélida (conhecida
como SPE), utilizando o adsorvente C18; seguida de analise cromatografica em cromatografo
de alta eficiéncia da Agilent Technologies equipado com uma bomba quaternaria Agilent
1200, amostrador automatico de alta performance Agilent 1200, forno de coluna Agilent e
detector de arranjo de diodos Agilent 1260. O cromatdgrafo estd acoplado ao espectrometro
de massas 3200 QTRAP (quadrupolo — ion trap linear) da AB SCiex Technologies equipado
com a ionizagdo Turbolon.

Utilizou-se a coluna Phenomenex kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 5um) equipada com

uma pré-coluna de mesma marca e do mesmo material.
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O método utilizado foi 0 modo gradiente de elui¢cdo, sendo agua acidificada com acido
férmico (0,1%), acetonitrila e metanol (50:50, v/v). A propor¢do de acetonitrila + metanol
variou da seguinte maneira: 0 a 0,5 min (10%), 0,5 a 5.0 min (10 - 75%), 5,0 a 10,0 min (75 —
77,6%), 10,0 a 11 min (77,6 - 100%), 11 a 14,0 min (100%), 14 a 14,5 min (100 - 10%), 14,5
a 17 min (10%), totalizando 17 minutos de andlise.

O desenvolvimento do método analitico, a identificacdo e quantificacdo dos
compostos foi realizada na Unesp-Araraquara, no Instituto de Quimica, sob supervisdo da
Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni.

O método utilizado para a leitura das amostras no LC-MS-MS sera apresentado mais
detalhadamente em resultados ja o método foi desenvolvido, otimizado e validado para este
estudo em especifico, e se trata de um dos resultados obtidos.

Para analisar os dados e cromatogramas resultantes a fim de chegar a deteccdo e

quantificacdo de cada analito, utilizou-se o software Analyst 1.5.2.

2.3.1. Extracdo em fase solida

Os PFCPs foram extraidos das amostras de agua usando extracdo em fase solida
(SPE). Os adsorventes utilizados foram da Estrata-X (Phenomenex) C18 200 mg/6 mL (8B-
S100-FCH). Cada cartucho C18 foi pré-condicionado com 6 mL de metanol (2 vezes), 6 mL
de agua purificada (Milli-Q), e 6 mL de agua purificada (Milli-Q) acidificada com HCI para
pH 3 por gravidade, respectivamente. Em seguida, 300 mL de agua (pH 3,0) foi passada
através do sorvente C18, a uma taxa de fluxo de 5 mL min™. Foi realizada a eluicdo dos
analitos em 4 mL de metanol, duas vezes, sem vacuo, por gravidade. Os 8 mL resultantes
foram secos sob atmosfera de nitrogénio a fluxo baixo para que ndo houvesse perda das
amostras. Apds a secagem foi feita a ressuspensdo dos analitos em 300 pL com MeOH + agua
Milli-Q (1:1 v/v).

2.4. ldentificacédo dos Produtos de Degradacao
No mesmo equipamento utilizado para conduzir as analises de identificagdo e

quantificacdo dos PFCPs nas amostras, foram feitos os experimentos de varredura de ions nas

amostras coletadas a fim de identificar possiveis Produtos de Degradagéo (PDs).
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Para tal, inicialmente foi feita uma busca na literatura sobre os trabalhos dedicados a
degradacéo de cada um dos seis compostos e as informagdes obtidas foram utilizadas como
banco de dados para a busca dos compostos nas amostras.

As mais variadas massas dos PDs descritas na literatura foram utilizadas para a
realizacdo de experimentos de ions fragmentos. Para tal, realizou-se a extracdo de cada uma
das massas encontradas para todos os produtos de degradacdo de cada um dos compostos, e
aquelas que foram detectadas nas amostras, foram selecionadas para as analises de

fragmentacéo.

2.5. Testes estatisticos
Os resultados oriundos da quantificagdo dos PFCPs foram submetidos a analise
estatistica de perfis. Este tipo de anélise tem como objetivo estudar o efeito dos tratamentos
nos diferentes tempos de coleta, e utiliza técnicas de analise multivariadas ou univariadas
(dependendo do resultado de analises prévias), e foi realizado com software SAS, por

intermédio do PROC GLM (general linear model).

3. Resultados e discussoes

3.1. Desenvolvimento, otimizacao e validacdo do método analitico.

Foi feito o desenvolvimento do método analitico para deteccdo dos seis analitos que
foram estudados.

O ajuste dos parametros do espectrébmetro de massas ocorreu atraves da injecao direta
dos padrdes dos analitos, preparados individualmente na concentracdo de 1 mg L™, em
metanol:agua (50:50, v/v). A injecdo direta ocorreu via seringa automatica na vazdo de 10 pL
min™. Os parametros de ionizagdo otimizados em comum para todos os compostos foram
lonSpray: 5500 V (modo positivo) e -4500 V (modo negativo), Curtain Gas: 10 psi, Gas 1 e
Gas 2: 50 psi, Interface heater: ON e Temperatura: 700 °C.

Os parametros foram ajustados com as amostras individuais de todos os compostos a
serem analisados, de acordo com a Directiva 2001/83/CE da Unido Europeia, para a
quantificacdo de farmacos em amostras ambientais, e foram escolhidas trés transi¢cdes para

cada composto, sendo uma de quantificagdo e duas de confirmacéo.
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Foram ainda empregados compostos deuterados para o desenvolvimento do método,
sendo estes adicionados como surrogantes nas amostras analisadas, sendo assim aplicado o
método de diluicdo isotdpica dos analitos em interesse, 0 que torna o método ainda mais
viavel e ja corrigido de erros experimentais (incluindo extracdo e equipamento). Os
parametros ajustados para cada composto encontram-se listados na Tabela 2.

Os ions de transicdo, ou ions fragmentos selecionados neste estudo, estdo de acordo
com os ions fragmentos descritos na literatura para os mesmos compostos (MIAO et al., 2002;
LOFFTER e TERNES, 2003; RODIL e MOEDER, 2008; MAGI et al., 2013).

Com os parametros do espectrometro de massas definidos, partiu-se para o estudo da
cromatografia liquida. Para tal, realizou-se o preparo de uma mistura de padrdes, todos na
mesma concentracdo (1 mg L™), em metanol:agua (50:50, v/v). Utilizou-se a coluna
Phenomenex kinetex PFP (150 x 4,6 mm, 5um) equipada com uma pré-coluna de mesma
marca e do mesmo material.

O método utilizado foi 0 modo gradiente de eluicdo, sendo a &gua acidificada com
acido férmico (0,1%), acetonitrila e metanol (50:50, v/v). A proporcdo de acetonitrila +
metanol variou da seguinte maneira: 0 a 0,5 min (10%), 0,5 a 5.0 min (10 - 75%), 5,0 a 10,0
min (75 — 77,6%), 10.0 a 11 min (77,6 a 100%), 11 a 14,0 min (100%), 14 a 14,5 min (100 a
10%), 14,5 a 17 min (10%), totalizando 17 minutos de anélise.

Tabela 2: Parametros ajustados para cada um dos compostos estudados e os deuterados.
Modo Negativo

Analitos pre::?ﬂsor fraglgqento DP EP CEP CE CXP
IM-HT(m/2) [M-H] (m/2) (Volts) (Volts) (Volts) (Volts)  (Volts)

107,0 -40 -8,5 -18 -28 0

Paracetamol 150 107,4 -40 -8,5 -18 -18 0
118,0 -40 -8,5 -18 -38 0

250,0 -25 -3,0 -22 -14 -4

Diclofenaco 294 214,0 -25 -3,0 -22 -22 -4
178,0 -25 -3,0 -22 -28 -4

158,9 -20  -10,0 -18 -10 -2

Ibuprofeno 205 159,0 -20  -10,0 -18 -8 -2
161,0 -20  -10,0 -18 -6 -4

169,0 -15 -9,0 -22 -44 -2

Naproxeno 229 170,0 -15 -9,0 -22 -18 -4
185,0 -15 -9,0 -22 -6 -4

254,0 -15 -3,0 -14 -18 -4

Diclofenaco-d4 298 217,0 -15 -3,0 -14 -22 -8

181,0 -15 -3,0 -14 -38 -4
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Continuacédo da Tabela 2....

1710 -30 -2,5 -34 -40 -2
Naproxeno-d3 232 173,0 -30 -2,5 -34 -16 -4
188,0 -30 -2,5 -34 -10 -4
161,0 -15 -11,0 -26 -6 -2
Ibuprofeno-d3 208 161,5 -15 -11,0 -26 -6 -4
164,0 -15 -11.0 -26 -8 -2
108,0 -45 -9,5 -18 -20 -2
Paracetamol-d4 154 107,5 -45 -9,5 -18 -22 -2
110,0 -45 -9,5 -18 -24 -2
107,0 -50  -115 -10 -5 0
Paracetamol-d3 153 109,0 -50 -11,5 -10 -18 0
134,0 -50 -115 -10 -30 -2

_Modo Positivo
Analitos 10N precursor frag'r?]r;nto DP EP CEP CE CXP
[M+H]" (m/z) IM+H]" (m/2) (Volts) (Volts) (Volts) (Volts) (Volts)
Benzofenona-3 151,0 41 4,5 12 27 4
229 105,0 41 4,5 12 27 4
77,0 41 4,5 12 49 4
121,0 31 8,0 10 17 4
Metilparabeno 153 109,0 31 8,0 10 13 4
93,0 31 8,0 10 29 4

Sendo: DP (Declustering Potential), EP (Entrance Potential), CEP (Cell Entrance Potential), CE
(Collision Energy) e CXP (Cell Exit Potential).

Na Figura 2 tem-se o cromatograma de ions totais de todos os analitos separados
obtidos ap6s a otimizagdo das condi¢Ges cromatograficas. A divisdo nesta figura trata-se de
segmentos adicionados para a possivel realizacdo de analises em modo positivo e negativo
simultaneamente na mesma injecdo. A Figura 3 possui 0s cromatogramas de ions extraidos
para cada um dos compostos, incluindo as trés transicdes definidas para cada composto, sendo
que o pico em azul representa a transicdo de quantificacdo e as transicdes vermelhas e verdes,
as de confirmacéo.

Os tempos de retencdo de cada um dos seis analitos estudados foram: paracetamol
(3,83 min.), diclofenaco sddico (7,65 min.), naproxeno (7,29 min.), ibuprofeno (7,59 min.),
metilparabeno (5,99 min.) e benzofenona-3 (8,31 min.).

Para assegurar que um novo método analitico seja capaz de gerar informacgdes
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma série de estudos
experimentais denominados validacdo. A validacdo de um método é um processo continuo
que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu

desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004).
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Existem algumas agéncias regulamentadoras deste processo de validacdo, destacando-
se nacionalmente: Instituto Nacional de Meteorologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA); e internacionalmente: Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), Organizacdo Internacional para
Padronizacgdo (ISO), Environmental Protection Agency (EPA), Comité Europeu para Andlise
Quimica (EURACHEM) e International Conference on Harmonisation (ICH).

Segundo alguns autores, como: Brasil, (2003) e Cassiano et al., (2009) , devido ao fato
de os guias fazerem vagas recomendacfes em alguns casos, o analista procede de acordo com
suas possibilidades experimentais e de interesse, sem deixar de se pautar pelos principios
gerais contidos nas recomendagfes existentes; além disso em alguns casos ndo hd uma
legislacdo, norma ou recomendacéo indicando o protocolo de validagéo a ser seguido.

Como parametros para a validacdo deste método, foram utilizados: curva analitica e
linearidade, LOD e LOQ, precisdo, exatiddo (recuperacdo). O método utilizado foi validado
de acordo com a resolucdo numero 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA, 2003), e os resultados para alguns parametros encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3: Alguns parametros avaliados para a valida¢do do método analitico por LC/MS-MS.

Analito Y=ax+c R? LOD LOQ  Recuperagéo
(gL  (ugL™ (%)

Paracetamol 5,472x + 0,322 00,9994 0,50 1,0 80,50
Diclofenaco sédico  0,491x + 0,065 0,9996 0,10 0,5 97,00
Naproxeno 1,062x + 0,010 0,9994 0,10 0,5 104,70
Ibuprofeno 0,918x + 0,102 0,9997 0,10 0,5 99,90
Metilparabeno 0,115x + 0,005 0,9990 0,10 0,5 94,05
Benzofenona-3 0,794x + 0,071 0,9994 0,05 0,1 87,60

Analisando as equacgfes das curvas obtidas por LC-MS/MS, pode-se perceber que
quanto maiores foram os coeficientes angulares “a” das equagdes, mais sensivel foi o método
para o composto (LANCAS, 2004). Outro parametro avaliado que se mostrou adequado foi o
modelo linear, representado pelo coeficiente de determinago (r?), maior do que 0,99, que é
recomendado tanto pela ANVISA (2003), quanto pela Diretiva Europeia (2002/657/EC). Para
o0 INMETRO (2003), acima de 0,90 ja é considerado um valor adequado.

Para a determinacdo do LOD e do LOQ do método, um fator de pré-concentracdo de
1000 vezes foi considerado na sua determinacdo. Por se tratar de um método com dilui¢do

isotopica para a maioria dos compostos (cada composto analisado foi comparado com seu
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respectivo padrdo deuterado), as curvas analiticas e os limites foram calculados utilizando
solugdes em metanol.

A exatiddo do método foi feita por meio do estudo de recuperacdo dos compostos na
matriz. Como se trata de uma amostra ambiental (dgua de represa) especifica da regido e a
inexisténcia de um material de referéncia permitiu-se o célculo da exatiddo pelo estudo de
recuperacdo, onde uma concentracdo conhecida do analito é adicionada a amostra e submetida
a extracdo. A comparacdo da area do composto na amostra dopada antes da extracdo e apds
extracdo fornece a recuperacdo expressa em % do método utilizado. A recomendacdo do
processo de validacdo de métodos cromatograficos para o estudo de recuperacdo é de 70 —
120%.

Além da recuperacdo dos analitos, estudou-se ainda a recuperacdo dos deuterados
utilizados no método para a maior confiabilidade dos dados. Os resultados de recuperacao
absoluta dos deuterados foram: paracetamol-d4 (93,2%), diclofenaco-d4 (30,5%), naproxeno-
d3 (97,8%) e ibuprofeno-d3 (78,8%).

Com o uso de padrdes deuterados antes da extracdo por SPE das amostras, pode-se
observar a confiabilidade que os dados passam a apresentar, pois 0 mesmo comportamento
dos padrdes € obtido para seus respectivos deuterados.

Dessa forma, pode-se utiliza-los para corrigir todo o processo de extracdo e analise,
além de proporcionar uma boa recuperacao relativa, ou seja, a recuperacdo do composto em
relacdo ao deuterado. Essa informacdo é importante em casos onde se obtém uma recuperacao
muito baixa como no caso do diclofenaco. No entanto, o seu respectivo deuterado também
apresenta baixa recuperagdo e uma vez que esteja acontecendo com o deuterado vai acontecer
com o analito e vice e versa.

Como a recuperacao relativa entre eles é de 97%, o mesmo se enquadra na faixa de
validacao. Assim, o0 método com emprego de diluicdo isotdpica trata-se hoje de um estado na
arte em termos de quantificacdo de analitos em diversas amostras, uma vez que qualquer
alteracdo que ocorra na amostra, as interferéncias ao analito serdo as mesmas nos deuterados
e, portanto constantemente corrigidos.

A precisdo do instrumento em termos de repetibilidade foi obtida da analise de trés
solugdes com diferentes niveis de concentragdo selecionados na elaboracdo das curvas
analiticas. Para matrizes ambientais, a precisdo € dependente da matriz da amostra, da
concentracdo do analito e da técnica de analise, podendo variar até 20% (RIBANI et al.,
2004), portanto os dados apresentados estdo dentro dos limites sugeridos. Os resultados de

repetibilidade encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4: Resultados de repetibilidade das amostras dopadas em 3 niveis de concentracéo.

Compostos Concentracdo do  Repetibilidade
padréo (ug L™) (%)

1 3,07

Paracetamol 10 6,43
50 3,72

1 11,90

Diclofenaco 10 0,62
50 6,21

1 2,51

Naproxeno 10 3,13
50 3,78

1 4,37

Ibuprofeno 10 5,67
50 0,75

1 1,02

Metilparabeno 10 2,05
50 0,86

1 2,27

Benzofenona-3 10 1,65
50 2,28

N=9 (trés amostras dopadas em triplicata) de cada concentracao.

3.2.1dentificacdo e quantificacio dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais

na agua do Reservatdrio do Lobo

Foram identificados e quantificados os seis PFCPs foco deste estudo na agua do
Reservatorio do Lobo, que abasteceu os 22 filtros ecoldgicos, durante todo o periodo das
contaminacdes (22°10'18.09"S 47°54'5.00"W).

Calijuri e Tundisi (1990) identificaram no reservatorio do Lobo mudancas ambientais
causadas por atividades humanas o desmatamento, o despejo de esgoto sanitario e de
fertilizantes utilizados em algumas &reas agricolas. Porém, até o presente momento ndo
haviam sido divulgadas informacdes de contaminagdes do reservatorio do Lobo por PFCPs.

A concentracdo de cada um dos compostos detectados na agua afluente aos filtros
ecoldgicos encontram-se na Tabela 5. O ponto de coleta das amostras na represa foi sempre o
mesmo, sendo este o local onde esta localizada a bomba hidraulica que bombeou agua para
abastecer o sistema de tratamento de agua (Figura 1 do Capitulo 1).

Na primeira coleta realizada (S1) a concentracdo do metilparabeno e da benzofenona-3
foram as mais altas detectadas em todo o periodo de analise (1.192,3900 pg L™ e 1,4810 pg L’

! respectivamente). Em um trabalho feito no interior do estado de Sdo Paulo, Brasil, por
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Galinaro et al., (2015) o metilparabeno foi detectado em diversos pontos de coleta de 4gua do
rio Mogi Guagu em concentracdo média de 8 pg L™, sendo 27,5 pug L™a concentracéo mais

alta. Neste estudo, a média da concentracio do metilparabeno foi de 170,87 ug L™,

Tabela 5: Concentragdes dos compostos detectados nas amostras de agua do reservatorio do Lobo,
expressos em g L, por SPE-LC-MS/MS.

Amostras Paracetamol Diclofenaco  Naproxeno lbuprofeno Metilparabeno Benzofenona-3

S1 0,0250 0,0560 0,1050 0,1380 1.192,3900 1,4810
S2 0,1321 0,0200 0,0092 0,0005 1,3127 2,1041
S3 <LOQ <LOQ n.d. <LOQ 0,4575 1,1811
sS4 0,0269 0,0509 <LOQ n.d. 0,7657 0,7793
S5 0,0084 0,0202 0,0051 n.d. 0,6486 1,5071
S6 0,0198 nd. <LOQ n.d. 0,4708 0,6663
S7 n.d. n.d. <LOQ n.d. 0,1049 0,3268

n.d.: Nao detectado.<LOQ: menor que o limite de quantificacao.

De acordo com dados meteoroldgicos coletados na estacdo climatoldgica do CRHEA
(Centro de Recursos Hidricos e Estudos Ambientais) que segue as normas da Organizacdo
Mundial de Meteorologia, no dia da coleta S1, choveu uma média de 55,40 mm.

A coleta S1 ocorreu no dia 04/11/2013 (segunda-feira), sendo que no final de semana
que antecedeu a coleta foi feriado nacional. O provavel aumento do uso do reservatério e do
seu entorno para atividades recreativas, e maior possibilidade de uso para banhos e despejo de
esgoto pelos ranchos que beiram o reservatorio, podem estar relacionados a0 aumento na
concentracdo dos compostos, como diclofenaco (0,056 pg L™), naproxeno (0,1050 pg L™),
ibuprofeno (0,138 pg L™), e principalmente de metilparabeno (1.192,39 ug L™).

Se for desconsiderado o dia atipico, a concentracio média do metilparabeno
encontrada foi de 0,6267 pg L™. Este composto também foi encontrado em diversos corpos
d’agua no mundo, como India, Estados Unidos, Reino Unido, China e diversos paises da
Europa (BENWNITS et al., 2004; LORAINE e PETTIGROVE, 2006; PENG et al., 2008;
BLANCO et al, 2009; PEDROUZO et al, 2009; JONKERS et al, 2010; RAMASWAMY et
al., 2011; RENZ et al., 2013; HAMAN et al., 2015) em concentracédo variando de 0,005 a 79,6
ng L™ Considera-se geralmente que os parabenos sédo predominantemente presentes na fase
aquosa do afluente (> 97%), provavelmente devido a sua moderada solubilidade em agua
(BRATKOWSKA et al., 2011).

A concentracdo média de benzofenona-3 foi de 1,1493 pg L™. Em lagos da Suica a
concentracio da benzofenona-3 encontradas foram de <2 a 125 ng L™ (POIGER et al., 2004).

No Brasil Silva et al (2013) registraram < 2 ng L™ em Araraquara, S0 Paulo. Também foi
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encontrado em diversos paises, como Japdo, Espanha, Coréa do Sul, Reino Unido, dentre
outros (<0,3— 103 ng L™) (KIM e CHOI, 2014).

O paracetamol foi encontrado na concentracdo que variou de 0,0198 pg L™ a 0,1321
ng L™ ao longo do periodo estudado, com média de 0,042 pug L. Em demais trabalhos
realizados no Brasil, Almeida e Weber, (2005) descrevem que a concentracdo de paracetamol
na represa Billings esteve entre 0,3 e 10,3 ng L™, Montagner e Jardim (2011) encontraram
13,440 ng L™ em amostras de 4gua da bacia hidrografica do Atibaia, e Oliveira (2014)
reportou a concentracdo de 11 a 531 ng L™ na represa do Guarapiranga. Em demais paises, o
composto foi encontrado com concentragdo media de 0,055 pg L™ (BOUND e VOULVOLIS,
2006; GROS et al., 2006).

O paracetamol € amplamente utilizado e na maioria dos paises, ndo & necessario
receita medica para a sua compra, além disso, faz parte da composicdo de varios
medicamentos. Devido a grande producdo e extensivo uso, esta substancia é relatada como
um dos medicamentos mais frequentemente encontrados em amostras de aguas de superficie,
aguas residuarias e até mesmo agua potavel (PAROLINI et al., 2010). Henschel et al., (1997)
classificaram este medicamento como nocivo para 0S organismos aquaticos, com base em
alguns ensaios ecotoxicoldgicos com diferentes modelos biol6gicos, como bactérias, algas,
claddceros e peixes.

O diclofenaco esta dentre os 10 compostos mais frequentemente encontrados nos
ecossistemas aquaticos (SOTELO et al., 2014). Neste trabalho sua média de detec¢do foi de
0,036 pg L, sendo que o composto ndo foi detectado ou esteve abaixo do limite de deteccio
em trés das sete coletas realizadas. No Brasil o composto foi encontrado na represa Billings
em concentracdo entre 8,1 a 3945 ng L (ALMEIDA e WEBER, 2005), na represa do
Guarapiranga a concentracdo esteve entre 6 e 36 ng L™ (OLIVEIRA, 2014), e no Rio de
Janeiro foi encontrado na concentracdo de até 60 ng L™ (STUMPF et al, 1999). Na Alemanha,
a concentragdo chegou a 600 ng L™ (HEBERER, 2002).

O naproxeno e o ibuprofeno também estdo entre os fA&rmacos mais encontrados em
corpos de &gua, com concentracdo média entre 0,039 pg L™ e 0,069 ug L™, respectivamente,
similarmente a outros trabalhos que encontraram estes compostos no Brasil, como a
concentrac&o encontrada na represa Billings (10 a 78,2 ng L™) (ALMEIDA e WEBER, 2005),
e no Rio de Janeiro (<0,01 pg L") (STUMPF et al., 1999). O naproxeno, também foi
encontrado no Rio de Janeiro (STUMPF et al., 1999) com concentracdo media de 0,03 pg L™.
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Neste estudo, o naproxeno ndo foi encontrado em um dos dias de coleta e esteve
abaixo do limite de quantificacdo em trés dias. O ibuprofeno ndo foi encontrado em quatro
dias de coleta e esteve abaixo do limite de quantificacdo em um deles.

E importante ressaltar que a poluicdo da agua esta diretamente ligada as atividades
humanas, urbana, industrial ou agricola. Delpla et al., (2009) descrevem que as mudancas
climaticas podem levar a degradacdo nas aguas superficiais e a qualidade como uma

consequéncia indireta desta fonte pontual de atividades.

3.3.1dentificacdo de produtos de degradacgdo nas aguas do reservatério do Lobo

Inicialmente foi feita uma busca na literatura sobre os trabalhos que trataramda
degradacdo de cada um dos seis dos compostos foco deste estudo (WIESENBERG-
BOETHER et al, 1991; KEPP et al., 1997; SIDELMANN et al 2001; WINKLER et al., 2001;
LOFFLER e TERNES, 2003; GALMIER et al., 2005; PEREZ-ESTRADA et at., 2005;
AGUERA et al., 2005; QUINTANA et al., 2005; HSU et al., 2006; CANOSA et al., 2006;
YANG et al., 2008; MARCO-URREA et al., 2010; TAY et al., 2010; DE LUNA et al., 2012;
STETER et al., 2013; HUGUET et al., 2014; JALLOULI et al., 2014; NOETSOPOULOS et
al., 2015; GONG et al., 2015).

As informacdes foram utilizadas como banco de dados para a busca dos compostos
nas amostras. As mais variadas massas dos produtos de degradacdo descritas na literatura
foram utilizadas para o monitoramento dos experimentos de ions fragmentos.

Primeiramente, realizou-se a extracdo de cada uma das massas encontradas para todos
o0s produtos de degradacdo de cada um dos compostos, e aquelas que foram detectadas nas
amostras, foram selecionadas para as analises de fragmentacdo. As massas selecionadas
foram: m/z 292 (PD do diclofenaco), m/z 278 (PD de diclofenaco), m/z 201 (PD do
metilparabeno), 282 (PD do diclofenaco), m/z 185 (PD metilparabeno), m/z 245 (PD da
benzofenona-3), m/z 215 (PD da Benzofenona-3), m/z 231(PD da benzofenona-3), sendo PD -
Produto de Degradacéo.

Foram feitos os experimentos de varredura de ions para as amostras estudadas, e ao
analisar os espectros obtidos, observou-se que 0s mesmos compostos detectados nas amostras
da agua de entrada nos filtros, em todos os tempos e dias de coletas, eram 0s mesmos
encontrados nas amostras da saida do filtro. Ou seja, 0s mesmos compostos que se esperava
identificar como produtos de degradacdo gerados pelo tratamento da agua por filtros

ecologicos ja se encontravam presentes na agua de entrada (Reservatério do Lobo), o que
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condiz com as anélises de quantificacdo j& que todos os compostos em estudos foram
encontrados na &gua afluente aos filtros.

Das massas selecionadas, os PDs que podem ser correlacionados aos compostos
descritos na literatura tratam-se dos de m/z 292 e 245, PDs dos compostos diclofenaco e
Benzofenona-3, respectivamente.

O PD 291 (m/z 292) apresentou os ions fragmentos 274 (Ci4HgNOsCI), 218
(C12HgNOCI) e 150 (Cy11H4N) (Figura 4). O PD 244 (m/z 245) apresentou como principais
fragmentos 217 (Cy3H1303), 199 (Ci3H1107), 189 (Ci2H130,) e 157 (Cq1HgO) (Figura 5).
Ambos 0s compostos estdo condizentes com a literatura ja citada e ja foram detectados em
corpos d’agua.

Em adicional, propde-se uma via de degradacdo de cada composto identificado,

diclofenaco e benzofenona-3, que podem ser observadas nas Figuras 4 e 5, respectivamente.
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Figura 4: Espectro de ions fragmentos do PD do diclofenaco nas amostras, e estrutura proposta (pelo
autor) da via de degradacéo.

Como sugestdes para futuros trabalhos a respeito, devem ser realizados estudos mais

aprofundados para a confirmacdo de quais produtos sdo ou ndo formados pelo processo de
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filtracdo estudado, em experimentos de bancada com agua sintética, ou agua proveniente de
nascente, que ainda ndo foram contaminadas.

Foram feitas as analises para as amostras do efluente dos filtros ecoldgicos, porém,
observou-se 0 mesmo perfil cromatografico em todas as amostras. Induz-se entdo que,

provavelmente, ndo houve a total remocao dos PDs detectados na agua da represa pelos filtros

ecoldgicos.
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Figura 5: Espectro de ions fragmentos do PD de benzofenona-3 nas amostras, e estrutura proposta (pelo autor)
da via de degradagéo.
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3.4. Remogdo dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais por filtros
ecoldgicos

A fim de avaliar a remocdo dos seis PFCPs, foram efetuados trés eventos de
contaminacgdes dos filtros, com intervalo de 15 dias entre elas, sendo que as amostras no
efluente de cada filtro foram coletadas em trés instantes distintos: 3; 6 e 24 horas apds o inicio
do processo de filtragem com a adi¢do dos contaminantes.

Dado que o intervalo de 15 dias entre as medicGes € um periodo longo, foram

consideradas como sendo independentes.

Tabela 6: Descrigdo de cada tratamento e respectivas unidades amostrais.

Tratamentos Filtros Tempos de coleta
Controle (nenhuma contaminacéo aplicada) 1 3h, 6h e 24h
Filtro FEco (contaminado com uma substancia especifica) 2al9 3h, 6h e 24h
Filtro Mix  (contaminado com uma mistura de todas as substancias) 20a 22 3h, 6h e 24h

Conforme mostra a Tabela 6, os filtros FEco foram contaminados com uma substancia
pré-definida, sendo considerados 3 filtros para cada substancia, sendo assim considerados:
e Filtro 1: filtro controle, sem receber contaminacéo;
e Filtros FEco 2 a 4: filtros contaminados com paracetamol,

e Filtros FEco 5 a 7: filtros contaminados com diclofenaco;

Filtros FEco 8 a 10: filtros contaminados com naproxeno;

Filtros FEco 11 a 13: filtros contaminados com ibuprofeno;

Filtros FEco 14 a 16: filtros contaminados com metilparabeno;

Filtros FEco 17 a 19: filtros contaminados com benzofenona-3;

Filtros Mix 20 a 22: filtros contaminados com um mix de todas essas substancias.

Os filtros foram dispostos de forma independente, ou seja, a 4gua que abasteceu o
sistema foi a mesma para todos os filtros, mas a filtragem em cada um, apds a respectiva
contaminac&o, foi independente dos demais. Foram adicionados os contaminantes especificos,
na concentragdo de 2ug L™, em cada filtro, como descrito anteriormente em materiais e

métodos. Desta forma, a agua a ser filtrada nos filtros especificos para uma determinada
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substancia, recebeu uma contaminacido proposital de 2 pg L™ da substancia, além da
concentracdo ja presente na agua da represa.

Para os tratamentos FEco e Mix foram coletadas um total de nove coletas para cada
contaminacdo enquanto que, para o Controle, foram trés coletas ja que este era comum aos
demais. Desta forma, teve-se um experimento longitudinal para cada composto utilizado na
contaminacgdo, comparando o seu processo de filtragem com as filtragens nos filtros Controle
e Mix, ou seja, tém-se seis analises, uma para cada substancia.

Numa analise exploratéria inicial, foram calculadas as medias do percentual na
concentracdo de cada substancia e nos instantes de coleta. Para os filtros FEco e Mix, como
foram coletadas nove amostras, foi possivel construir intervalos assint6ticos normais para as
médias com 95% de confianca. Para os filtros Controle ndo foi possivel construir os intervalos
de confianca pelo fato de terem trés observacdes cada. Os resultados obtidos sdo apresentados

nas Tabelas 7 a 9.

Tabela 7: Redugdo percentual média na concentracdo de cada substancia pelos filtros controle.

Compostos Coleta N Abf”"X.O Médias Desvio Padrao®
(tempo) do limite
3 3 0 46,03 48,50
Paracetamol 6 2 1 14,78 9,08
24 2 1 73,80 37,05
3 3 0 45,99 42,56
Diclofenaco 6 1 2 95,00 :
24 2 1 93,47 9,23
3 3 0 84,83 24,64
Naproxeno 6 1 2 99,43
24 1 2 96,19 :
3 2 1 99,28 1,02
Ibuprofeno 6 1 2 98,77
24 1 2 100,00 :
3 3 0 49,75 43,10
Metilparabeno 6 3 0 51,34 47,24
24 3 0 54,17 50,02
Benzofenona-3 3 3 0 44,60 29,58
6 3 0 39,87 57,68
24 3 0 66,16 28,79

(1) medidas que ndo puderam ser calculadas devido as observagdes abaixo do limite (composto nao
detectado, ou abaixo dos limites de quantificacdo e/ou detecc¢éo).
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Tabela 8: Percentual de reducdo média na concentragdo de cada substancia pelos filtros FEco.

Compostos Coleta N Abaixo do Média Desvio Inte_rvalo2 de
(Tempo) limite Padréo Confianga 95%

3 9 0 99,43 1,43 98,33 100,53
Paracetamol 6 9 0 99,33 0,68 98,80 99,85
24 9 0 99,56 0,44 99,22 99,89
3 9 0 97,15 2,61 95,15 99,16
Diclofenaco 6 9 0 94,85 9,13 87,83 101,87
24 9 0 97,83 5,40 93,68 101,99
3 9 0 98,26 1,92 96,79 99,74
Naproxeno 6 9 0 99,37 0,45 99,03 99,72
24 9 0 99,93 0,09 99,86 99,99
3 9 0 98,50 4,26 95,22 101,78
Ibuprofeno 6 9 0 99,89 0,25 99,70 100,08
24 9 0 99,98 0,04 99,95 100,01
3 9 0 78,12 14,19 67,21 89,02
Metilparabeno 6 9 0 90,55 9,42 83,31 97,80
24 9 0 85,22 16,12 72,83 97,61
3 9 0 79,32 22,04 62,38 96,27
Benzofenona-3 6 9 0 74,34 23,89 55,97 92,70
24 9 0 85,19 19,27 70,38 100,00

@ Devido ao carater normal assintético dos intervalos de confianca, alguns valores no limite superior s&o

maiores de 100%.

Tabela 9: Percentual de reducdo média na concentracdo de cada substancia pelos Filtros Mix.

Composto Coleta N Abgix_o do Meédia Desvi~o Inte_rvalo2 de
(tempo) limite Padrao Confianga 95%

3 9 0 99,41 0,68 98,89 99,93
Paracetamol 6 9 0 98,64 1,69 97,34 99,94
24 9 0 98,91 2,17 97,24 100,58
3 9 0 97,70 1,94 96,21 99,19
Diclofenaco 6 9 0 98,13 3,71 95,28 100,98
24 9 0 99,53 0,46 99,18 99,89
3 9 0 98,86 0,85 98,21 99,51
Naproxeno 6 9 0 99,23 1,05 98,42 100,04
24 9 0 99,90 0,09 99,83 99,97
3 9 0 99,91 0,15 99,80 100,03
Ibuprofeno 6 9 0 99,94 0,16 99,82 100,06
24 9 0 99,95 0,11 99,86 100,04
3 9 0 62,88 47,01 26,74 99,02
Metilparabeno 6 9 0 89,52 7,83 83,50 95,53
24 9 0 75,81 33,76 49,86 101,76
3 9 0 76,58 16,38 63,99 89,16
Benzofenona-3 6 9 0 90,27 3,66 87,46 93,09
24 9 0 88,81 11,59 79,90 97,71

@ Devido ao carater normal assintético dos intervalos de confianga, alguns valores no limite superior s&o

maiores de 100%.
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Apo6s as andlises exploratorias iniciais, a analise considerada foi a de variancia
(ANOVA) a um fator com medidas repetidas. A anlise de experimentos com medidas
repetidas apresenta um carater multivariado, porém, uma condicao suficiente e necessaria para
que os testes de hipoOteses possam ser aplicados € que a matriz de covariancias satisfaca a
condicdo de esfericidade. Para verificar essa condi¢cdo foi usado o teste de esfericidade de
Mauchly.

A partir dos resultados de tais testes realizados, e percebido que a condicdo de
esfericidade ndo foi satisfeita para nenhum dos compostos, analisou-se os dados através de
uma andlise de variancia multivariada (MANOVA).

Os resultados estdo apresentados a seguir, divididos por contaminante, sendo
comparados os filtros em que o composto foi aplicado individualmente em triplicata (FEco),
com o filtro controle (Controle) e com os trés filtros em que foi aplicado o mix (Mix) dos

compostos.

Remocao do Paracetamol

No caso da contaminacdo dos filtros com paracetamol, foram considerados os filtros
FEco de nimeros 2 a 4, os quais foram comparados com os filtros Controle e Mix, nos
tempos de coleta de 3; 6 e 24 horas apds o inicio da contaminacédo (Tabela 10).

Na Figura 6 sdo apresentados os perfis individuais das concentracdes encontradas nas
amostras coletadas em cada filtro no grafico da esquerda, e os perfis amostrais medios por
tratamento no grafico da direita, onde se observa a médiaentre tratamentos (FEco, Mix e
Controle) e possiveis tendéncias nos tratamentos.

Na Figura 7 tem-se um grafico com as porcentagens médias de remocdo do composto.
Observa-se que o filtro controle apresentou menor porcentagem média de remocao no tempo
de coleta de 6 horas, e que as porcentagens de remocéo se igualaram nos filtros FEco e FMix,
indicando que ndo houve diferencas na eficiéncia de remocdo quando ha mistura de
compostos na agua afluente.

Na Tabela 11 tem-se o resultado do teste de Mauchly. Os valores p’s dos testes, iguais
a 0,0123, sd@o menores do que 0,05 indicando que a condicdo de esfericidade ndo esta sendo

satisfeita, indicando que as analises devem ser feitas pela técnica multivariada, ou MANOVA.
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Tabela 10: Valores médios de concentracdo de paracetamol por tratamento e média geral, expressas

empug L™
Tempos de coleta
Tratamento 3h 6h 24h
FEco 0,01141 0,01361 0,00896
Mix 0,01201 0,02742 0,02211
Controle 0,04702 0,01263 0,00437
Geral 0,01675 0,01939 0,01394
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Figura6: Perfis individuais (A) e perfis amostrais médios (B) para as contaminagdes com paracetamol.
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Figura 7: Médias das porcentagens de remog&o do paracetamol pelos filtros Controle, FEco e Mix, durante todas
contaminagdes e diferentes tempos de coleta.

Tabela 11: Teste de esfericidade de Mauchly na contaminagdo com paracetamol.
Variaveis GL x2 Valor p
Transformed Variates 2 8,7899  0,0123
Orthogonal Components 2 8,7899 0,0123
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Na Tabela 12 sdo apresentados os testes multivariados para a hip6tese de que néo
existe efeito da interacdo tempo de coleta x tratamento, ou seja, para testar se ha paralelismo
entre os perfis médios.

Como os valores p dos testes sdo maiores do que 0,05, logo, ndo se rejeita a hipdtese

de paralelismo entre os perfis médios de concentracdo de paracetamol.

Tabela 12: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito da interacdo coleta x tratamento,
nas contaminag0es com paracetamol.
Valor GL do GL do

Estatistica Razédo F . Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,82342 0,870 4 34,000 0,4936

Pillai's Trace 0,17676 0,870 4 36,000 0,4899

Hotelling-Lawley Trace 0,21423 0,900 4 19,407 0,4854

Roy's Greatest Root 0,21319 1,920 2 18,000 0,1756

Na Tabela 13 tém-se os testes para a hipotese de que ndo existe efeito de tratamento,
ou seja, de que os perfis médios efluente dos filtros possuem retas coincidentes no grafico.
Pelos valores de p apresentados, todos maiores do que 0,05, ndo se descarta a hipotese de
perfis coincidentes. Isso indica as concentracbes médias do paracetamol ndo apresentaram

diferencas significativas com relacdo aos filtros Controle, Mix e FEco.

Tabela 13: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito de tratamento, nas contaminagoes
com paracetamol.

Estatistica Valor Razédo F GL do GL.dO Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,76572 0,760 6 32,000 0,6054

Pillai's Trace 0,24619 0,800 6 34,000 0,5800

Hotelling-Lawley Trace 0,29041 0,750 6 19,652 0,6136

Roy's Greatest Root 0,21959 1,24 3 17,000 0,3247

Na Tabela 14, por sua vez, estdo os testes que verificaram se ha evidéncia do efeito do
tempo de coleta na concentracdo de saida dos filtros. Com valor de p iguais a 0,5369 para 0s
testes aplicados, maior do que o nivel de significancia de 0,05, ndo se rejeitou a hipotese de

igualdade entre as medias dos tempos de coleta.

Tabela 14: MANOVA para testar a hipdtese da auséncia do efeito do tempo de coleta.

Estatistica Valor Razéo F GL do GL.dO Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,92944 0,650 2 17 0,5369

Pillai's Trace 0,07056 0,650 2 17 0,5369

Hotelling-Lawley Trace 0,07592 0,650 2 17 0,5369

Roy's Greatest Root 0,07592 0,650 2 17 0,5369
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Apesar dos testes estatisticos iniciais e das porcentagens de remoc¢do (Figura 6)
mostrarem que a porcentagem de remocdo do paracetamol nos filtros controle tenha sido
menor de que nos tratamentos FEco e Mix, com os resultados dos testes estatisticos
MANOVA apresentados nas Tabelas 12 a 14, verifica-se que os perfis médios de
concentracdo de paracetamol s&o paralelos, coincidentes e horizontais, ou seja, ndo houve
diferenca significativa entre os tempos de coleta (3; 6 ou 24 horas), nem de tratamento (FEco,
Controle ou Mix), nem da interacdo. A porcentagem media global de remocéo do paracetamol
pelos filtros ecologicos foi de 81%. Erba et al., (2012) relataram a remocéo de 80% por filtro
ecoldgico, o que se assimila muito com este estudo em quest&o.

Muitos trabalhos avaliaram a remocdo do paracetamol por diversos sistemas de
tratamento de esgoto ou sistemas de tratamento avancado de dgua, com remocdes de até 90%
mas sdo técnicas dispendiosas. Sao escassos 0s trabalhos que avaliem a remocdo por filtros
ecoldgicos. Alguns estudos relatam a biodegradacdo do composto, e podem ser vistos na
revisdo bibliogréafica realizada por Onesios, Yu e Bouwer, (2009).

Westerhoff, (2003) relata que os biofiltros avaliados foram capazes de remover
paracetamol, mas ndo ha informacGes sobre a concentracdo ou porcentagem de remocao pelo
filtro. O autor diz ainda que testes mostraram que ha acumulagdo no biofilme, mas os testes

em escalas laboratoriais realizados ndo foram conclusivos.

Remocao de Diclofenaco

No caso da contaminacdo dos filtros com diclofenaco, foram considerados os filtros
FEco de nimeros 5 a 7, os quais foram comparados com os filtros Controle e Mix, nos
tempos de coleta 3; 6 e 24 horas ap06s o inicio da contaminacédo (Tabela 15).

Tabela 15: Valores médios da concentracdo de diclofenaco por tratamento e concentracdo média
geral, expressas em ug L™,
Tempos de coleta

Tratamento 3h 6h 24h
FEco 0,05784 0,10354 0,04444
Mix 0,04662 0,03750 0,00953
Controle 0,01152 0,00093 0,00222
Geral 0,04641 0,06058 0,02345

Na Figura 8 sdo apresentados os perfis individuais de cada filtro no grafico da

esquerda e os perfis amostrais medios por tratamento no grafico da direita, nos quais se pode
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observar a variabilidade presente entre os filtros e entre tratamentos e, também, possiveis
tendéncias nos tratamentos.

Na Figura 9 tem-se um grafico com as porcentagens médias de remocdo do
diclofenaco. Observa-se que o filtro controle apresentou menor porcentagem media de
remocao no tempo de coleta de 3 horas, e que as porcentagens de remocéo se igualaram nos
filtros FEco e FMix, indicando que ndo houve diferencas na eficiéncia de remoc¢do quando ha
mistura de compostos na agua a ser tratada.
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Figura 8: Perfis individuais (A) e perfis amostrais médios (B) para as contaminagdes com diclofenaco.
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Figura 9: Médias das porcentagens de remocéo do diclofenaco pelos filtros Controle, FEco e Mix,
durante todas contaminagdes e diferentes tempos de coleta.

Em avaliacdo da remocédo do diclofenaco por sistema convencional de tratamento de
agua, Rigobello et al., (2013) constataram que ndo houve remocéo pelo filtro lento de areia,
porem, o experimento foi conduzido com agua preparada em laboratorio, e acredita-se que

ndo houve formacéo ideal do biofilme, como acontece quando utiliza-se agua provenientes de
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lagos e/ou represas onde ja existe uma biota aquatica que ira colonizar o topo da areia dos
filtros. Erba et al., (2012) relataram a remocao de 94% do composto por filtro ecoldgico.

Uma extensa revisdo bibliografica realizada por Onesios, Yu e Bouwerm, (2009)
mostra as diversas tecnologias de tratamento de aguas residuarias que apresentaram remocao
do diclofenaco, e citam a biodegradagdo do composto. Em trabalhos realizados com
tratamento de &guas residuérias, a remogdo de diclofenaco mostrou grandes diferengas nas
porcentagens de remocéo, 17% (HEBERER et al., 2002), 69% (TERNES et al.,1998), e 100%
(THOMAS e FOSTER, 2004), que para estes casos, de acordo com Delpla et al., (2009),
ocorreu por diferencas de temperatura e clima.

Na Tabela 16 estdo os resultados do teste de Mauchly para os dados da contaminacéo
por diclofenaco. Como o valor p do teste € pequeno (< 0,0001), a condicao de esfericidade
ndo esta sendo satisfeita, indicando que as analises devem ser feitas pela técnica multivariada,
ou MANOVA.

Na Tabela 17 sdo apresentados os testes multivariados para testar a hipotese de que
ndo existe efeito da interacdo tempo de coletaxtratamento, ou seja, para testar se ha

paralelismo entre os perfis medios.

Tabela 16: Teste de esfericidade de Mauchly na contaminagdo com diclofenaco.

Variaveis GL x2 Valor p
Transformed Variates 2 37.2503 < 0,0001
Orthogonal Components 2 23.6714 < 0,0001

Tabela 17: MANOVA para testar a hipétese da auséncia do efeito da interagdo tempo de
coletaxtratamento, na contaminagdo com diclofenaco.
Valor GL do GL do

Estatistica Razédo F . Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,84080 0,770 4 34 0,5524

Pillai's Trace 0,16206 0,790 4 36 0,5372

Hotelling-Lawley Trace 0,18595 0,780 4 19,407 0,5532

Roy's Greatest Root 0,16542 1,490 2 18 0,2521

Como os quatro testes considerados apresentam valores de p sdo maiores do que 0,05,
ndo se rejeita a hipotese de paralelismo entre os perfis médios de concentracdo de diclofenaco.
Para a verificacdo de um possivel efeito de tratamento na concentracdo de diclofenaco
no efluente dos filtros, testamos a hipotese de que nédo existiu efeito de tratamento, ou seja, de

que os perfis médios sdo iguais.



90

Conforme Tabela 18, os quatro testes apresentam valores de p maiores do que 0,05,
indicando que ndo ha diferenca. Isso indica que além de comportamentos semelhantes em
relacdo aos seus perfis, as concentragdes médias das filtragens de diclofenaco néo

apresentaram diferencas significativas com relacdo aos filtros Controle, Mix e FEco.

Tabela 18: MANOVA para teste da hipotese de auséncia do efeito de tratamento, nas contaminagoes
com diclofenaco.
Valor GL do GL do

Estatistica observado Razao F numerador denominador Valorp
Wilks' Lambda 0,75113 0,820 6 32 0,5624
Pillai's Trace 0,25395 0,820 6 34 0,5593
Hotelling-Lawley Trace 0,32456 0,840 6 19,652 0,552

Roy's Greatest Root 0,30218 1,710 3 17 0,2023

Na Tabela 19, por sua vez, estdo os resultados dos testes efetuados para verificar
evidéncias do efeito do tempo de coleta na concentracdo do diclofenaco no efluente dos
filtros. Como os valores p dos testes (0,0358) sdo menores do que o nivel de significancia de
0,05 rejeitou-se a hipdtese de perfis horizontais. Logo, tem-se evidéncia de que pelo menos
uma concentracdo em relacdo as demais na saida dos filtros, nos tempos 3; 6 e 24 horas é
diferente.

Aplicou-se entdo, a partir de combinacgdes dos resultados anteriores, analise por meio
de contrastes, especificos para identificar em qual tempo (ou quais tempos) a diferenca se
verifica (Tabela 20).

Tabela 19: MANOVA para testar a hip6tese da auséncia do efeito do tempo de coleta, nas
contaminages com diclofenaco.

Estatistica Valor Razédo F GL do GL_do Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,67580 4,080 2 17 0,0358

Pillai's Trace 0,32420 4,080 2 17 0,0358

Hotelling-Lawley Trace 0,47973 4,080 2 17 0,0358

Roy's Greatest Root 0,47973 4,080 2 17 0,0358

Tabela 20: Testes para comparac¢des da concentracdo média de diclofenaco nos Tempo de Coleta.
Teste Valor p Concluséo

N&o se rejeita a hipotese de igualdade entre as concentragdes
médias nos tempos 3 e 6 horas.

Néo se rejeita a hipotese de igualdade entre as concentragdes
médias nos tempos 3 e 24 horas.

U3 = Ue 0,8152

W3 = o4 0,3985

Verifica-se que os valores de p dos testes sdo altos indicando que ndo foi detectada

nenhuma diferenca significativa entre os tempos de coleta. Esse resultado conflita com o
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anterior (Tabela 19), quando foi identificada pelo menos uma diferenca significativa entre a
concentracdo média nos efluentes de cada filtro. Os testes individuais ndo apresentaram a
diferenca indicada pelo teste geral. Nessa situacdo, considera-se a diferenca entre as
concentracdes médias nos tempos 6 e 24 horas, ja que sdo, respectivamente, a maior e a
menor média amostral (3 horas: 0,04641; 6 horas: 0,06058; 24 horas: 0,02345).

Remocao do Naproxeno

No caso da contaminacdo com naproxeno, foram considerados os filtros FEco de
nameros 8 a 10, os quais foram comparados com os filtros Controle e Mix, nos tempos de
coleta: 3, 6 e 24 horas apds o inicio da contaminacdo. A concentracdo média encontrada em

cada tipo de tratamento esta apresentada na Tabela 21.

Tabela 21: Concentracdo média de naproxeno por tratamento e média geral, expressas em ug L™, em
cada tempo de coleta.

Coletas
Tratamento 3h 6h 24h
FEco 0,03491 0,01259 0,00148
Mix 0,02293 0,01544 0,00204
Controle 0,00200 0,00020 0,00217
Geral 0,02508 0,01204 0,00182

Na Figura 10 sdo apresentados os perfis individuais de cada filtro no grafico da
esquerda e os perfis amostrais médios por tratamento no grafico da direita, onde se observa a
variabilidade presente entre individuos, entre tratamentos (FEco, Mix e controle) e possiveis
tendéncias nos tratamentos.

Na Figura 11 tem-se um gréafico com as porcentagens médias de remocdo de
naproxeno. Observa-se que o filtro controle apresentou menor porcentagem média de
remocao no tempo de coleta de 3 e 24 horas. As porcentagens de remocdo se igualaram nos
filtros FEco e FMix, indicando que ndo houve diferencas na eficiéncia de remogéo quando 0s

compostos sao aplicados em mistura na dgua a ser tratada.
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Figura 10: Perfis individuais (A) e perfis amostrais médios (B) para as contaminacGes com naproxeno.
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Figura 11: Médias das porcentagens de remogao de naproxeno pelos filtros Controle, FEco e Mix,
durante todas contaminagdes e diferentes tempos de coleta.

Na Tabela 22 esta o resultado do teste de Mauchly para os dados da contaminagdo por
naproxeno. Como os valores de p dos testes sdo pequenos a condicao de esfericidade néo esta

sendo satisfeita, indicando que as andlises devem ser feitas pela técnica multivariada, ou
MANOVA.

Tabela 22: Teste de esfericidade de Mauchly, nas contaminagfes com naproxeno.

Variaveis GL %2 Valor p
Transformed Variates 2 17,5234 0,0002
Orthogonal Components 2 13,4026 0,0012

Na Tabela 23 sdo apresentados os testes multivariados para a hipotese de que nao

existe efeito da interacdo coletaxtratamento, ou seja, para testar se ha paralelismo entre os
perfis médios.
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Como os valores de p dos testes sdo maiores do que 0,05, entdo ndo se rejeita a
hipotese de paralelismo entre os perfis médios de concentragdo de naproxeno, indicando que

n&o existe o efeito da interacdo coletaxtratamento.

Tabela 23: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito da interacdo coleta x tratamento,
nas contaminagdes com naproxeno.

Estatistica Valor Razédo F GL do GL.dO Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,72487 1,480 4 34,000 0,2288

Pillai's Trace 0,28329 1,490 4 36,000 0,2271

Hotelling-Lawley Trace 0,36830 1,540 4 19,407 0,2301

Roy's Greatest Root 0,33467 3,010 2 18,000 0,0744

Na Tabela 24 estdo os resultados dos testes para a hipdtese de que nédo existe efeito de
tratamento, ou seja, de que os perfis médios de saida dos filtros sdo iguais.

Os quatro testes apresentaram valores p maiores do que 0,05, ou seja, indicando que
ndo se descartou a hipotese de perfis coincidentes. Isso indica que a concentracdo média de
naproxeno ndo apresentou diferencas significativas com relacdo aos filtros Controle, Mix e
FEco.

Tabela 24: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito de tratamento, na contaminagédo
COM Naproxeno.

Estatistica Valor Razédo F GL da GL_do Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,69465 1,070 6 32,000 0,4032

Pillai's Trace 0,32284 1,090 6 34,000 0,3877

Hotelling-Lawley Trace 0,41440 1,080 6 19,652 0,4097

Roy's Greatest Root 0,34045 1,930 3 17,000 0,1632

Na Tabela 25, por sua vez, estdo os resultados dos testes para verificar se ha evidéncia
do efeito do tempo de coleta na concentragdo de naproxeno no efluente dos filtros. Como os
valores de p dos testes sdo menores do que o nivel de significancia de 0,05 rejeita-se a
hipbtese de perfis horizontais. Logo, tem-se evidéncia de que uma concentracdo do naproxeno
no efluente dos filtros nos tempos de coleta 3; 6 e 24 horas é diferente das demais.

Uma vez tendo observado um efeito do tempo de coleta na concentracdo de naproxeno
no efluente dos filtros, aplicou-se contrastes especificos para identificar em qual tempo (ou
quais tempos) a diferenca se verifica. A analise por meio de contrastes foi, entdo, realizada a
partir de combinacdes dos resultados anteriores e os resultados podem ser observados na
Tabela 26.
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Foi comparada a concentragdo média do naproxeno nos afluentes dos filtros
ecoldgicos nos tempos 3 e 24 horas com a concentragdo média no tempo de 6 horas. Os

resultados sdo apresentados pelos respectivos valores p dos testes.

Tabela 25: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito do tempo de coleta nas
contaminagdes com naproxeno.

Estatistica Valor Razédo F GL do GL.dO Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,58092 6,13 2 17 0,0099

Pillai's Trace 0,41908 6,13 2 17 0,0099

Hotelling-Lawley Trace 0,72140 6,13 2 17 0,0099

Roy's Greatest Root 0,72140 6,13 2 17 0,0099

Tabela 26: Testes para compara¢des da concentracdo média de naproxeno nos tempo de coleta.
Teste Valor p Conclusao
_ 0.2344 Nao se rejeita a hipétese de igualdade entre as concentragcoes
Hs = He ’ médias nos tempos 3 e 6 horas.
Rejeita-se a hipotese de igualdade entre as concentragdes
médias nos tempos 3 e 24 horas.

Ue = K24 0,0716

Nas comparacdes entre a concentracdo média de naproxeno nos trés tempos de coleta,
ndo se rejeita a igualdade entre os tempos de coleta 3 e 6 horas para a concentracdo de saida
do naproxeno. No tempo de coleta 24 horas a concentracdo de saida de naproxeno foi
significativamente menor do que nos dois tempos de coleta anteriores, sendo os valores das
medias amostrais de 0,02508 pg L™ no tempo de 3 horas; 0,01204 pg L™ no tempo de 6
horas; e 0,00182 pg L™ no tempo de coleta de 24 horas apés a contaminacéo dos filtros com o
composto.

Diversos estudos foram realizados para avaliar a remocdo de naproxeno para
tratamento de aguas residuarias e podem ser vistos na revisao bibliografica realizada por
Onesios, Yu e Bouwer, (2009), assim como os relatos de biodegradacdo do composto
(QUINTANA, et al., 2005).

Vieno, Tuhkane e Kronberg, (2005) relatam a remocéo do naproxeno em tratamento
de &gua de abastecimento humano, utilizando coagulacdo (cloreto férrico), seguido de
filtracdo em carvdo ativado granular e cloracdo. Westerhoff, (2003) relata que biofiltros
avaliados foram capazes de remover naproxeno, mas nao ha informacdes sobre a
concentracdo ou porcentagem de remogéo pelo filtro. O autor diz ainda que testes mostraram
que h& acumulacdo no biofilme, mas os testes em escalas laboratoriais realizados ndo foram

conclusivos.
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Hallé, (2009) mostra que o naproxeno foi removido em quase a totalidade por
biofiltros apds processo de maturacdo. A autora menciona ainda a biodegradacdo do composto
e que as bactérias presentes continham as enzimas necessarias para biodegradar os compostos.
Em concordancia com este trabalho, Erba et al., (2012) relataram a remocdo de 94,11% do
naproxeno aplicado, sendo o filtro ecoldgico responsavel por 87,25%, e o restante, removido

por coluna de carvéo ativado granular.

Remocéao do Ibuprofeno

Para a contaminacdo dos filtros ecolégicos com ibuprofeno, foram considerados os
filtros FEco de numeros 11 a 13, os quais foram comparados com os filtros Controle e Mix,
nos tempos de coleta 3; 6 e 24 horas apds o inicio da contaminagdo. A concentracdo do

ibuprofeno nos diferentes tratamentos é apresentada na Tabela 27.

Tabela 27: Concentracdo média de ibuprofeno por tratamento e média geral, expressas em pg L™, em
cada tempo de coleta.

Coletas
Tratamento 3h 6h 24h
FEco 0,03211 0,00232 0,00044
Mix 0,00189 0,00116 0,00111
Controle 0,00067 0,00057 0,00000
Geral 0,01467 0,00157 0,00067

Na Figura 12 sdo apresentados os perfis individuais de cada filtro no grafico da
esquerda e os perfis amostrais médios por tratamento no grafico da direita, onde se observa a
variabilidade presente entre individuos, entre tratamentos (FEco, Mix e controle) e possiveis
tendéncias nos tratamentos.

Na Figura 13 tem-se um grafico com as porcentagens médias de remocéo de ibuprofeno.
Observa-se que assim como ocorreu nos demais casos, o filtro controle apresentou menor
porcentagem média de remocdo no tempo de coleta de 3 horas, se comparar com 0s demais
tratamentos. Ocorreu também menor porcentagem de remocao no tempo de coleta de 3 horas
para 0 FEco. Ressalta-se que a escala vai de 98 a 100% de remocgdo e as diferencas nos
tempos de coleta foram baixas, se comparar com o0s demais contaminantes. Erba et al., (2012)

relataram a remocéo de 76% do ibuprofeno por filtro ecologico.
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Figura 12: Perfis individuais (A) e perfis amostrais médios (B) para as contamina¢es com ibuprofeno.
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Figura 13: Médias das porcentagens de remogdo de ibuprofeno pelos filtros Controle, FEco e Mix,
durante todas contaminagdes e diferentes tempos de coleta.

Na Tabela 28 esta o resultado do teste de Mauchly para os dados das contaminacdes

com ibuprofeno, o que evidencia que com os valores de p sendo pequenos, a condi¢do de

esfericidade ndo esta sendo satisfeita, indicando que as analises devem ser feitas pela técnica

multivariada, ou MANOVA.

Tabela 28: Teste de esfericidade de Mauchly nas contaminag¢fes com ibuprofeno.

Variaveis GL x2 Valor p
Transformed Variates 2 69,9453 < 0,0001
Orthogonal Components 2 69,9453 <0,0001

Na Tabela 29 sdo apresentados os testes multivariados para a hipotese de que néo
existe efeito da interacdo tempo de coletaxtratamento, ou seja, para testar se ha paralelismo

entre os perfis médios. Como os valores de p dos testes sdo maiores do que 0,05, entdo néo se
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rejeita a hipdtese de paralelismo entre os perfis medios de concentragdo de ibuprofeno,

indicando que ndo existe o efeito da interacdo tempo de coletax tratamento.

Tabela 29: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito da interacdo tempo de coleta x
tratamento, nas contaminac¢es com ibuprofeno.
Valor GL do GL do

Estatistica Razédo F . Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,90949 0,410 4 34 0,7981

Pillai's Trace 0,09062 0,430 4 36 0,7880

Hotelling-Lawley Trace 0,09939 0,420 4 19,407 0,7954

Roy's Greatest Root 0,09811 0,880 2 18 0,4307

Na Tabela 30 estdo os resultados dos testes para a hipotese de que ndo existe efeito de
tratamento, ou seja, de que os perfis médios de saida dos filtros sdo coincidentes. Pelos
valores p apresentados, todos maiores do que 0,05, ndo se descarta a hipdtese de perfis
coincidentes. Isso indica que as médias da concentracdo do ibuprofeno ndo apresentaram

diferencas significativas com relagéo aos resultados dos filtros Controle, Mix e FEco.

Tabela 30: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito de tratamento, nas contaminacoes
com ibuprofeno.

Estatistica Valor Razéo F GL do GL.dO Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,85863 0,420 6 32 0,8586

Pillai's Trace 0,14634 0,450 6 34 0,8417

Hotelling-Lawley Trace 0,15886 0,410 6 19,652 0,8617

Roy's Greatest Root 0,10225 0,580 3 17 0,6365

Na Tabela 31, por sua vez, estdo os testes para verificar se houve evidéncia do efeito
do tempo de coleta na concentracdo de saida dos filtros. Com um valor p Unico de 0,6553,
maior do que o nivel de significancia de 0,05, ndo se rejeita a hipotese de igualdade entre as

medias dos tempos de coleta.

Tabela 31: MANOVA para testar a hipdtese da auséncia do efeito do tempo de coleta, nas
contaminagdes com ibuprofeno.
Valor GL do GL do

Estatistica Razéo F . Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,95149 0,430 2 17 0,6553

Pillai's Trace 0,04851 0,430 2 17 0,6553

Hotelling-Lawley Trace 0,05098 0,430 2 17 0,6553

Roy's Greatest Root 0,05098 0,430 2 17 0,6553
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Com os resultados das Tabelas 28 a 31, verifica-se que os perfis medios de
concentracdo do ibuprofeno sdo paralelos, coincidentes e horizontais, ou seja, ndo houve
diferenca entre os tempos de coleta (3; 6 ou 24 horas), nem de tratamento (FEco, Controle ou
Mix), nem da interacdo, o que condiz com a Figura 12, pois as diferencas observadas nas
porcentagens médias de remocao calculadas sdo pequenas.

Kuhlmann et al., (2006) avaliaram a remocdo de alguns farmacos por filtracdo lenta
em areia, a fim de investigar a degradacdo dos compostos por bactérias, e concluiram que
houve remocdao do ibuprofeno pelos filtros apos duas semanas de testes, porem os resultados
sobre degradacdo bacteriana foram inconclusivos. Porém, Onensios, Yu e Bouwer, (2009)
apresentam uma extensa listagem de trabalhos realizados na remogéo de ibuprofeno para
tratar aguas residuarias por diferentes tecnologias de tratamento com atribuicdes da
biodegradacdo do composto.

Winkler et al., (2001) avaliou a biodegradacao do ibuprofeno por biofilme proveniente
de &guas superficiais e observaram degradacdo rapida até 90% do ibuprofeno na fase aquosa.
Também observaram que a adsorcdo do ibuprofeno e dos seus dois metabolitos principais
(hidroxilo-ibuprofeno e carboxyibuprofeno) no biofilme ndo foram significativos.

O trabalho feito por Hallé (2009) mostrou que os biofiltros precisaram passar por um
periodo de aclimatagdo (maturagdo) para comegarem a remover 0s compostos testados, dentre
eles, o ibuprofeno, que foi removido quase na totalidade. Segundo a autora, isso comprova
gue o que ocorre é a biodegradacdo dos compostos, e que as bactérias presentes continham as
enzimas necessarias para biodegradar os compostos.

Em relacdo a remocgdo dos produtos farmacéuticos, algumas investigacfes foram
realizadas a respeito do processo de biodegradacédo dos PFCPs, e podem ser encontradas em
detalhes na revisdo bibliografica feita por Onesios, Yu e Bouwer, (2009), onde o paracetamol,
o diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno tiveram <80 a 99% de biodegradacédo por diversos tipos

de processos.

Remocéao do Metilparabeno

Para as contaminacOes realizadas com metilparabeno, foram considerados os filtros
FEco de nameros 14 a 16, os quais foram comparados com os filtros Controle e Mix, nos
tempos de coleta: 3; 6 e 24 horas apds o inicio da contamina¢do. A concentracdo do

metilparabeno nos diferentes tempos de coleta estdo apresentadas na Tabela 32.



Tabela 32: Concentracdo média do metilparabeno por tratamento e média geral, expressas em
ug L, em cada tempo de coleta.

Coletas
Tratamento 3h 6h 24h
FEco 101,415 0,232 3,130
Mix 62,754 27,488 91,028
Controle 28,925 0,242 0,311
Geral 74,490 11,914 40,398
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Na Figura 14 sdo apresentados os perfis individuais da concentracdo do metilparabeno

nos efluentes de cada filtro no grafico da esquerda, e os perfis amostrais médios por
tratamento no grafico da direita, onde se observa a concentragdodo composto no efluente de

cada filtro, entre tratamentos (FEco, Mix e controle) e possiveis tendéncias nos tratamentos.
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Figura 14: Perfis individuais (A) e perfis amostrais médios (B) para as contamina¢Ges com metilparabeno.

Na Figura 15 verifica-seo grafico com as porcentagens médias de remocdo do
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metilparabeno. Observa-se que o filtro controle apresentou remocdo média abaixo de 55% em
todos os tempos de coleta. Nos tratamentos FEco e FMix a melhor porcentagem de remocéo
para o periodo foi no tempo de 6 horas (<85%).

Figura 15: Médias das porcentagens de remogdo de metilparabeno pelos filtros Controle, FEco e Mix,
durante todas contaminac®es e diferentes tempos de coleta.
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Na Tabela 33 esta o resultado do teste de Mauchly para os dados da concentracdo do
metilparabeno em cada uma das contaminagdes. Os valores p dos testes, iguais a 0,0442, séo
menores do que 0,05 indicando que a condicdo de esfericidade ndo esta sendo satisfeita

mostrando que as analises devem ser feitas pela técnica multivariada, ou MANOVA.

Tabela 33: Teste de esfericidade de Mauchly, nas contaminagdes com metilparabeno.

Variaveis GL %2 Valor p
Transformed Variates 2 6,2364 0,0442
Orthogonal Components 2 6,2364 0,0442

Na Tabela 34 sdo apresentados os testes multivariados para a hipotese de que nédo
existe efeito da interacdo tempo de coletaxtratamento, ou seja, para testar se ha paralelismo
entre os perfis médios. Como os valores p’s dos testes sdo maiores do que 0,05, logo, ndo se

rejeita a hipotese de paralelismo entre os perfis médios de concentracdo do metilparabeno.

Tabela 34: MANOVA para testar a hipétese da auséncia do efeito da interagdo tempo de coleta x
tratamento, nas contaminagdes com metilparabeno.

Estatistica Valor Razédo F GL da GL_do Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,92055 0,360 4 34 0,8358

Pillai's Trace 0,08027 0,380 4 36 0,8240

Hotelling-Lawley Trace 0,08541 0,360 4 19,407 0,8360

Roy's Greatest Root 0,07323 0,660 2 18 0,5294

Na Tabela 35 estdo os resultados dos testes para a hipGtese de que ndo existe efeito
detratamento, ou seja, de que os perfis médios de saida dos filtros sdo coincidentes. Pelos
valores p apresentados, todos maiores do que 0,05, aceita-se a hipotese de perfis coincidentes.
Isso indica que as médias da concentracdo do metilparabeno ndo apresentaram diferencas

significativas com relagéo aos filtros Controle, Mix e FEco.

Tabela 35: MANOVA para testar a hipdtese da auséncia do efeito do tratamento, nas contaminacdes
com metilparabeno.
Valor GL do GL do

Estatistica Razéo F . Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,82304 0,550 6 32 0,7697

Pillai's Trace 0,18097 0,560 6 34 0,7560

Hotelling-Lawley Trace 0,21012 0,550 6 19,652 0,7672

Roy's Greatest Root 0,18355 1,040 3 17 0,4000

Na Tabela 36, por sua vez, estdo os testes realizados para verificar se houve evidéncia

do efeito do tempo de coleta nas concentragdes do metilparabeno na saida dos filtros. Com
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um valor p Unico de 0,3452, maior do que o nivel de significancia de 0,05, ndo se rejeita a
hipotese de igualdade entre as medias dos tempos de coleta.

Tabela 36: MANOVA para testar a hipdtese da auséncia do efeito do tempo de coleta.
Valor GL do GL do

Estatistica observado Razdo F numerador denominador Valor p
Wilks' Lambda 0,88237 1,130 2 17 0,3452
Pillai's Trace 0,11763 1,130 2 17 0,3452
Hotelling-Lawley Trace 0,13331 1,130 2 17 0,3452
Roy's Greatest Root 0,13331 1,130 2 17 0,3452

Portanto, com os resultados estatisticos das Tabelas 31 a 33, verifica-se que apesar das
grandes diferencas em porcentagens de remocdo do metilparabeno no filtro controle em
relacdo aos demais tratamentos, os perfis médios de concentracdo de metilparabeno séo
paralelos, coincidentes e horizontais, ou seja, ndo houve diferenca entre os tempos de coleta
(3; 6 ou 24 horas), nem de tratamento (FEco, Controle ou Mix), nem da interacao.

Ainda ndo houveram trabalhos realizados que testaram a remoc¢do do metilparabeno
por filtragdo ecoldgica, mas Verlicchi, Zambello e Aukidy, (2014) realizaram uma reviséo
bibliogréfica sobre a remocéo de produtos de cuidados pessoais por wetlands, com trabalhos
realizados na Europa, América no norte e Asia, que mostram que a remogcéo foi influenciada
principalmente pelo potencial redox, temperatura, tempo de retencdo hidraulica e

concentragédo afluente do composto.

Remocao de Benzofenona-3

Os filtros FEco identificados pelos nimeros 17 a 19 foram contaminados com 2ug L™de
benzofenona-3 e foram comparados com os filtros Controle e Mix, nos tempos de coleta: 3; 6
e 24 horas apds o inicio de cada contaminacéo.

A Tabela 37 contém os valores médios de cada concentracdo de benzofenona-3 em cada

tratamento durante todo o periodo de coleta e a média geral.

Tabela 37: Concentracdo média da benzofenona-3 por tratamento e média geral, expressas em

ug L™, em cada tempo de coleta.
Coletas
Tratamento 3h 6h 24h
FEco 0,95025 0,76306 0,41820
Mix 1,03346 0,28507 0,31367
Controle 1,00485 0,64123 0,25820
Geral 0,99371 0,54080 0,35055




102

Na Figura 16, sdo apresentados os perfis individuais de cada filtro no gréfico da
esquerda e os perfis amostrais médios por tratamento no gréfico da direita, nos quais se pode

observar os valores aferidosem cada tratamento e, também, possiveis tendéncias nos

tratamentos.
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Figura 16: Perfis individuais (A) e perfis amostrais médios (B) para as contamina¢Ges com benzofenona-3.

Na Figura 17 tem-se o grafico com as porcentagens médias de remocdo de
benzofenona-3 pelos filtros ecoldgicos. Observa-se que o filtro controle apresentou remocao
média abaixo de 58% nos tempos de coleta de 3 e 6 horas. A melhor porcentagem de remoc¢éo
ocorreu no FMix, nos tempos de coleta 6 e 24 horas (< 86%). Observa-se que as porcentagens
de remocéo deste composto foram similares ao ocorrido para o contaminante metilparabeno, e

ambos séo produtos de cuidados pessoais.
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Figura 17: Médias das porcentagens de remogdo da benzofenona-3 pelos filtros Controle, FEco e
Mix, durante todas contaminacdes e diferentes tempos de coleta.
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Na Tabela 38 esta o resultado do teste de Mauchly para os dados da contaminagéo por
benzofenona-3. Como o valor p do teste é pequeno (menor do que 0,05), entdo, a condicdo de
esfericidade nédo estd sendo satisfeita, indicando que as analises devem ser feitas pela técnica
multivariada, ou MANOVA.

Tabela 38: Teste de esfericidade de Mauchly nas contaminag0es com benzofenona-3.

Variaveis GL x2 Valor p
Transformed Variates 2 10,1556 0,0062
Orthogonal Components 2 10,7401 0,0047

Na Tabela 39 sdo apresentados os testes multivariados para testar a hipotese de que
ndo existe efeito da interacdo coletaxtratamento, ou seja, para testar se ha paralelismo entre os
perfis médios. Os resultados dos testes com suas respectivas probabilidades de significancia,
ou valores p, séo apresentados na Tabela 40.

Tomando um nivel de significancia de 0,05 (5%) como referéncia, caso o valor p seja
menor do que 0,05, entdo, ha evidéncia suficiente na amostra para concluir que o efeito da
interacdo € significativo, rejeitando, assim, a hipotese de paralelismo. Por outro lado, se o
valor p do teste for maior do que 0,05, entdo, observa-se que o efeito da interacdo ndo é
significativo, ndo rejeitando a hipdtese de paralelismo.

Como os quatro testes considerados apresentam valores p maiores do que 0,05 (ultima
coluna da Tabela 39), entdo ndo se descarta a hipotese de paralelismo entre os perfis médios
da concentracdo de benzofenona-3. Neste caso, foram aplicados testes para avaliar a presenca,
ou ndo, dos efeitos individuais do tratamento e do tempo de coleta.

Tabela 39: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito da interagdo tempo de coleta x
tratamento, nas contaminac¢es com benzofenona-3.

Estatistica Valor Razédo F GL do GL.dO Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,80013 1,00 4 34 0,4198

Pillai's Trace 0,20123 1,01 4 36 0,4166

Hotelling-Lawley Trace 0,24802 1,04 4 19,407 0,4135

Roy's Greatest Root 0,24061 2,17 2 18 0,1436

NOTA: A estatistica F para a Roy's Greatest Root ¢ um limite superior.
NOTA: A estatistica F para 0 Wilks' Lambda € exata.
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Para a verificagdo de um possivel efeito de tratamento na concentracdo de saida dos
filtros, a hipotese a ser testada foi de que ndo existe efeito de tratamento, ou seja, de que 0s
perfis médios sdo iguais.

Os testes sdo os mesmos do caso anterior, pois se tratam de um desdobramento da
técnica MANOVA, sendo os respectivos valores p’s, apresentados na tltima coluna da Tabela
40. Conforme Tabela 40 (P > 0,05), ndo se descartou a hipdtese de perfis coincidentes. 1sso
indica que além de comportamentos semelhantes em relacdo aos seus perfis, os valores
médios da benzofenna-3 no efluente dos filtros ndo apresentaram diferencas significativas

com relacdo aos filtros Controle, Mix e FEco.

Tabela 40: MANOVA para testar a hipotese da auséncia do efeito de tratamento, nas contaminagoes
com benzofenona-3.

Estatistica Valor Razédo F GL da GL_do Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,7691 0,75 6 32 0,6155

Pillai's Trace 0,2360 0,76 6 34 0,6076

Hotelling-Lawley Trace 0,2935 0,76 6 19,652 0,6079

Roy's Greatest Root 0,2687 1,52 3 17 0,2447

Na Tabela 41, por sua vez, estdo os resultados dos testes feitos para verificar se havia
evidéncia do efeito do tempo de coleta na concentracdo de saida dos filtros. Como os valores
p dos testes (0,0149) sdo menores do que o nivel de significancia de 0,05 os perfis ndo séo
horizontais. Logo, ha evidéncia de que em pelo menos um dos tempos de coleta houve

diferenga entre os efluentes dos filtros.

Tabela 41: MANOVA para testar a hipétese da auséncia do efeito do tempo de coleta, na
contaminagdo com benzofenona-3.

Estatistica Valor Razédo F GL do GL_do Valor p
observado numerador denominador

Wilks' Lambda 0,6095 5,45 2 17 0,0149

Pillai's Trace 0,3905 5,45 2 17 0,0149

Hotelling-Lawley Trace 0,6407 5,45 2 17 0,0149

Roy's Greatest Root 0,6407 5,45 2 17 0,0149

A andlise por meio de contrastes foi, entdo, realizada a partir de combinaces dos
resultados anteriores. Na Tabela 42 estdo os resultados de tais testes, com 0s quais se
comparou as médias da benzofenona-3 nos tempos 3 e 24 horas com a concentra¢do media no

tempo 6 horas. Os resultados séo apresentados pelos respectivos valores p dos testes.
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Tabela 42: Testes para comparacgdes da concentragdo média de benzofenona-3 nos tempo de coleta.

Teste Valor p Conclusao
_ 0.0760 Nao se rejeitou a hipétese de igualdade entre as concentracdes
M3 = He ’ médias nos tempos 3 e 6 horas.
s = 1 0,0485 Descarta-se a hipotese de igualdade entre as concentracoes

médias nos tempos 6 e 24 horas.

Apesar de os resultados dos calculos de porcentagens de remocdes da benzofenona-3,
de acordo com os testes estatisticos realizados com as médias da concentracdo de
benzofenona-3 nos trés tempos de coleta, e com as médias amostrais, ndo se descarta a
igualdade entre os tempos de coleta de 3 e 6 horas (0,99371 pg L™ e 0,54080 pg L™,
respectivamente). Ja o tempo de coleta de 24 horas, com concentracdo media de 0,35055 ug
L™ indica concentracéo significativamente menor do que nos outros dois tempos de coleta.

Ainda ndo ha trabalhos realizados que testaram a remocdo de benzofenona-3 por
filtracdo ecoldgica, mas Onensios, Yu e Bouwer, (2009) apresentam uma extensa listagem de
trabalhos realizados na remocdo de protetores solares para tratar aguas residudrias por
diferentes tecnologias de tratamento com atribuicbes de biodegradagdo do composto.
Verlicchi, Zambello e Aukidy, (2014) realizaram uma revisdo bibliogréfica sobre a remocéo
de produtos de cuidados pessoais por wetlands, com trabalhos realizados na Europa, América
do norte e Asia, que mostram que a remocao foi influenciada principalmente pelo potencial

redox, temperatura, tempo de retencdo hidraulica e concentracdo afluente do composto.

4. Conclusotes

Foram identificados e quantificados os seis PFCPs, a saber: paracetamol, diclofenaco,
naproxeno, ibuprofeno, metilparabeno e benzofenona-3 na agua do Reservatério do Lobo,
durante o periodo de estudo (novembro a dezembro de 2013).

As concentracdes médias de cada composto encontrado no Reservatorio do Lobo
foram de 0,030 pg L™ de paracetamol sendo que em uma medicdo o composto ndo foi
encontrado e em uma 0 composto esteve abaixo do limite de quantificacdo; 0,021ug L™ de
diclofenaco sendo nédo detectado em duas coletas e esteve abaixo do limite de quantificacdo
em uma coleta; 0,017 pg L™ de naproxeno, estando abaixo do limite de quantificacdo em uma
coleta e néo foi encontrado em trés coletas; 0,019 ug L ™de ibuprofeno, sendo ndo encontrado

em quatro coletas e esteve abaixo do limite de quantificagdo em uma coleta; 170,87 pg L™ de



106

metilparabeno, sendo que a alta concentragdo no primeiro dia de coleta foi a mais elevada de
todas (1.192,39 pg L™); 1,149 ug L *de benzofenona-3.

Os produtos de cuidados pessoais (metilparabeno e benzofenona-3) estiveram
presentes em 100% das amostras de agua coletadas e foram os compostos detectados em
maior concentracao no reservatdrio do Lobo.

Dois produtos de degradacdo (PDs) foram identificados na agua do Reservatdrio do
Lobo, referente aos compostos diclofenaco e benzofenona-3. O PD do diclofenaco foi 0 291
(m/z 292), com trés ions fragmentos. O PD da benzofenona-3 identificado foi o PD 244 (m/z
245), com quatro principais fragmentos. Ambos os compostos estdo condizentes com a
literatura. ldentificados os ions fragmentos de cada PD, foi possivel propor uma rota de
degradacéo para cada composto em questao.

Os filtros ecoldgicos apresentaram bons resultados na remocdo dos PFCPs
adicionados. Apesar de serem observadas diferencas de porcentagens de remogédo do filtro
controle com os filtros FEco e FMix, os testes estatisticos aplicados mostraram que para 0s
compostos paracetamol, ibuprofeno e metilparabeno os filtros ndo apresentaram diferencas
significativas de remogéo dos compostos nem referente aos diferentes tempos de coleta, nem
ao tipo de tratamento — composto aplicado individualmente (FEco) ou aplicagdo do mix dos
seis PFCPs (FMix) e nem da interacéo.

Para diclofenaco, naproxeno e benzofenona-3, 0s testes estatisticos aplicados
mostraram que ndo houve diferenca entre os tratamentos, mas houve diferenca em relacédo ao
tempo de coleta.

No caso do diclofenaco, os testes individuais ndo detectaram a diferenca indicada pelo
teste geral, porém, consideramos haver diferenca entre as concentracbes medias nos tempos 6
horas e 24horas, ja que sdo, respectivamente, a maior e a menor média amostral (3 horas:
0,046 pg L™; 6 horas: 0,060 ug L™; 24 horas: 0,023 pg L™).

Na remocéo de naproxeno pelos filtros, ndo houve diferenca entre os tempos de coleta
3 e 6 horas (p= 0,2344), mas nao rejeitamos a hipdtese entre os tempos de coleta 3 e 24 horas
(p= 0,0716). No tempo de coleta 24 horas a concentracdo de saida de naproxeno foi
significativamente menor (0,00182 pg L™) do que nos dois tempos de coleta anteriores. Ja
para a remocdo de benzofenona-3 pelos filtros ecoldgicos, os testes estatisticos indicaram
diferenca entre os tempos de coleta 6 e 24 horas (p= 0,0485), com concentracdo media de
0,35055 pg L, significativamente menor do que nos outros dois tempos de coleta.

A porcentagem média global de remocéo pelos filtros ecoldgicos, levando em conta

todas as contaminagdes realizadas, todos os filtros e todos os tempos de coleta, foi de 81,09 %
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de paracetamol, 91,07 % de diclofenaco, 97,33 % de naproxeno, 99,57 % de ibuprofeno,
70,81 % de metilparabeno e 71,69 % de benzofenona-3.

Os compostos farmacéuticos tiveram melhor remocéo pelos filtros ecologicos do que
0s produtos de cuidados pessoais.

No Brasil ainda ndo foram estabelecidos os limites permitidos da concentragéo destes
compostos em corpos d’agua e agua de consumo. Levando-se em conta que pouco se conhece
a respeito do efeito na saude da biota aquéatica e humana em longo prazo, o cenario torna-se
preocupante.

Ainda ndo ha conhecimento acerca do que exatamente leva os filtros ecoldgicos a
removerem os produtos farmacéuticos (mais de 80%) e os produtos de cuidados pessoais
(mais de 70%), mas com indicativos de que a qualidade da agua tratada melhora nas remogdes
de parametros béasicos de qualidade da agua como turbidez e cor, e E. coli apds a maturagédo
do filtro, ndo restam duvidas de que a a¢do bioldgica que ocorre principalmente no biofilme
dos filtros é a chave para o sucesso do sistema de purificacdo ecoldgica. Diversos trabalhos
encontrados na literatura citam a biodegradacéo de compostos farmacéuticos.

Apesar de tecnologias avancadas em tratamento de agua serem capazes de remover em
quase 100% contaminantes organicos, devem ser levar em consideracdo que tais tecnologias
sdo dispendiosas e no Brasil, um pais ainda em desenvolvimento onde grande parte da
populacdo ainda sofre com a falta de saneamento basico, e ainda ndo sdo feitos grandes
investimentos em tecnologias avancadas de tratamento de agua, o sistema de purificacdo

ecologica pode vir a ser uma alternativa viavel e aplicavel.
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Capitulo 3
Comunidade de algas e cianobactérias em filtros ecoldgicos utilizados para o tratamento

de agua contaminada com produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais.

Resumo

O biofilme desenvolvido no topo da areia dos filtros ecologicos € tido como a chave do
sucesso no sistema de purificacdo ecoldgica da dgua. Neste complexo mecanismo de filtrag&o,
ainda pouco conhecido, que é o biologico, a comunidade de algas e cianobactérias compde a
base da cadeia trofica. Diante da conhecida contaminacgao de corpos d’agua, d4gua de consumo
e até mesmo agua subterrdnea por produtos farmaceuticos e de cuidados pessoais (PFCPs),
estudos devem ser conduzidos para avaliar o efeito que a presenca destes e de outros
contaminantes exercem no biofilme, importante compartimento dos filtros ecoldgicos. Assim,
este estudo teve por objetivo avaliar a comunidade de algas e cianobactérias do biofilme de
filtros ecoldgicos que receberam agua contaminada por seis PFCPs, aplicados isoladamente
em cada filtro e em conjunto, comparados com um filtro controle, que n&o recebeu
contaminacdo. Foram identificados 156 taxons. A flora de algas e cianobactérias identificada
nos filtros foi bem diversificada, com elevado numero de taxons e densidade de
Chlorophyceae e Cyanobacteria. Registrou-se efeito na comunidade de algas e cianobactérias
diante da presenca dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais na agua a ser tratada
pelos filtros ecoldgicos, porém, ndo foram evidenciadas as diferencas com a aplicacdo dos
PFCPs isoladamente ou em mistura. O efeito tempo (nUmero de carreiras de filtracdo)
também influenciou nos resultados do biovolume; riqueza, espécies descritoras, e composi¢do
de um modo geral. O efeito tempo de coleta, se antes ou 96 horas apds a contaminacéao
também foi observado por PCoAs, indicando diferenca entre os biovolumes estimados, e
consequentemente, efeito da contaminacdo sobre a comunidade. A analise de Analise de
correspondéncia canénica (ACC) realizada detectou que houve correlacdo dos fatores
abidticos (nitrogénio total, fosforo total, e clorofila-a) com os biovolumes das espécies
significativas presentes nos filtros em todas as contaminacdes.

Palavras-chave: Biofilme de algas, contaminagéo por PFCPs, Lepocinclis sp.
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Abstract

The biofilm developed on the top of the sand of the ecological filters is regarded as the key of
the success in the ecological purification system. In this complex filtration mechanism, still
little known, which is the biological, community of algae and cyanobacteria forms the basis of
the food chain. Given the known contamination of water bodies, water consumption and even
underground water with pharmaceuticals and personal care products (PPCPs), studies should
be conducted to assess the effect that the presence of these and other contaminants have on
the biofilm, important compartment on ecological filters. This study aimed to evaluate the
community of algae and cyanobacteria from the biofilm of the ecological filters that received
water contaminated with six PPCPs applied separately on each filter and together, compared
with a control filter, which received no contamination. 156 taxa were identified. The flora of
algae and cyanobacteria identified on the filters was diverse, with high number of taxa and
density of Chlorophyceae and Cyanobacteria. Was registered an effect on the community of
algae and cyanobacteria in the presence of pharmaceuticals and personal care compounds in
water to be treated by ecological filters, however, were not evident differences in the
application of PPCPs alone or mixed. The effect of time (number of filtration runs) also
influenced the biovolume results; richness of species, descriptor speciesand composition
generally. The effect of collection time, before or 96 hours after the contamination was also
observed by Principal Coordinate Analysis (PCoAs), indicating the difference between the
estimated biovolumes, and therefore, the effect of contamination on the community.
Canonical correspondence analysis (CCA) analysis conducted found that correlation of
abiotic factors (total nitrogen, total phosphorus, and chlorophyll-a) with biovolumes of
significant species present in the filters in all contaminations.

Key-words: Biofilm of algae; contamination with PPCPs; Lepocinclis sp.
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1. Introdugéo

Antigamente, a presenca de microorganismos e fitoplancton em filtros de tratamento
de &gua era vista como prejudicial, associando-o0s a doencas, ou no caso do fitoplancton, como
causadores de obstrucbes nos filtros, o que tornava a visdo do publico em relacdo ao filtro
lento de areia um pouco preconceituosa.

J& é sabido que a eficiéncia da filtracdo lenta esta diretamente ligada a presenca do
biofilme formado no topo do leito de areia dos filtros, tanto que, quando se inicia a utilizacéo
de um filtro para o tratamento de agua, este deve ser submetido, primeiramente, ao processo
de maturacédo, que nada mais € do que a colonizacao da parte superficial da areia do filtro por
diversos microrganismos que ja estavam presentes na agua a ser filtrada.

Segundo Nakamoto (2014), idealizador da ideia de um novo nome e conceito para a
filtracdo lenta em areia, como sendo: “sistema de purificacdo ecologica”, a cadeia trofica
formada no filtro € a chave para a eficiéncia do sistema e também para a modificacdo da
nomenclatura, uma vez que a maior contribuicdo deste sistema para purificar e tratar a 4gua
seja bioldgica.

As algas e cianobactérias exercem importancia fundamental na atividade bioldgica de
um filtro ecolégico. Compdem a base para a cadeia trofica e, além disso, durante seu processo
fotossintético as algas absorvem o gas carbénico, nitratos, fosfatos e produzem oxigénio,
proporcionando condic¢Oes ideais para o desenvolvimento da vida de microrganismos que
dependem de oxigénio para sua sobrevivéncia e permite a realizacdo da decomposicao
(NAKAMOTO, 2008).

Ainda de acordo com Nakamoto (2008) a comunidade de algas e cianobactérias
também forma uma “malha” sobre a areia do filtro, o que auxilia na retencdo de impurezas.

Segundo Nakamoto e Kato (2006), a pequena flutuacdo nos pardmetros ambientais é
“gentil” para os pequenos organismos na camada de areia, 0 que ndo ocorre no caso da
filtracdo rapida, por exemplo. Em paralelo a esse processo, 0s compostos nitrogenados sao
oxidados formando nitratos que sdo facilmente assimilados pelas algas (HESPANHOL,
1987).

De acordo com Haig et al., (2015), a composi¢do da comunidade microbiana de filtros
lentos de areia depende de varios fatores como: més de coleta das amostras, as profundidades
a que as amostras foram coletadas, sendo a idade do filtro o pardmetro mais importante para

explicar as mudangas na comunidade microbiana.
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O sistema de crescimento continuo de algas € importante para a manutencdo da
condicdo aerdbia do filtro (NAKAMOTO, 2014). Em contrapartida, a elevada concentracdo
de algas na agua afluente aos filtros pode causar obstru¢es do meio filtrante, resultando no
aumento acelerado da perda de carga (DI BERNARDO, 1993).

Em estudo realizado com filtros lentos abastecidos pelas aguas do rio Tamisa, em
Londres, no periodo de 1994 a 1996, a alga verde filamentosa Clarophora dominou durante o
periodo de verdo, sendo que diatomaceas filamentosas do género Melosira foram as
dominantes no inverno (NAKAMOTO et al., 1996, HENDERSON et al., 2008). De acordo
com Henderson et al., (2008) as diatoméaceas Melosira sp., Asterionella formosa e Fragillaria
crotonensis sdo formadoras de coldnias, e foram as responsaveis pelo bloom que promoveu
consideravel perda de carga e quedas acentuadas nos tempos de execucdo registrados em uma
estacao de tratamento de agua que utilizou filtros lentos em areia em Londres, Inglaterra.

Neste tipo de sistema de tratamento de agua ndo se pode fugir do processo de limpeza
dos filtros quando estes colmatam. Porém, o proprio biofilme formado no topo da areia do
filtro, caracterizado como uma cadeia trofica se encarrega de manter a operacgéo dos filtros por
maior tempo.

Em casos extremos e da indisponibilidade de parar o filtro para limpeza, ou casos
como “bloom” na agua que abastece o sistema, os autores Bernhardt e Clasen, (1991) afirmam
que a remocéo de algas ocorre quando se usa uma dose baixa de metais coagulantes.

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com o foco no biofilme de filtros lentos de
areia, ou filtros ecologicos ou “Household Biosand filters”, porém ainda ndo ha relatos de
trabalhos realizados em relagdo a composicdo, densidade e biovolume de algas e
cianobactérias de biofilmes de filtros ecoldgicos que sofreram contaminacdo de PFCPs. A
maioria dos trabalhos aborda o estudo das bactérias que fazem parte da composi¢do do
biofilme (CALVO-BADO et al., 2003; WAKELIN et al., 2010; WAKELIN et al., 2011;
HWANG et al., 2014; HAIG et al., 2015). Além disso, a maioria dos estudos foram realizados
em escala laboratorial e com parametros cuidadosamente controlados, que ndo podem
representar plenamente as complexas e diversificadas comunidades microbianas que formam
o0 biofilme dos filtros lentos de areia em grande escala (HAIG et al., 2011).

Ante a sabida contaminacdo das aguas por PFCPs, e a possibilidade da aplicacdo do
sistema ecologico de purificagdo da agua como tratamento, fazem-se necessarios
conhecimentos sobre o possivel efeito da contaminagdo da agua no ponto mais importante e
essencial para o sucesso da filtracdo ecologica, o biofilme, e mais especificamente a

comunidade de algas e cianobactérias que comp0e a base da cadeia trofica.
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Um indicio do que pode ocorrer com algumas espécies do fitoplancton pode ser
observado no estudo realizado por Pomati et al., (2004) com cultura de espécies isoladas, que
mostrou que o ibuprofeno na concentracdo de 1-1.000 ug L™ estimula o crescimento da
cianobactéria Synechocystis sp. ao longo de cinco dias de exposi¢do, sendo o0 maior
crescimento (em densidade) observado na concentracéo de 10 pg L™. J& em uma concentragéo
de 1000 pg L™ do farmaco ocorre inibicdo do crescimento da macréfita Lemna gibba, ap6s

sete dias de exposicao.

2. Material e Métodos

2.1. Analises dos fatores abioticos

As seguintes anélises da 4gua foram efetuadas: fésforo total (ng L™) de acordo com
Golterman et al. (1978); nitrogénio Kjeldahl total (ng L™) de acordo com método descrito por
Mackereth et al.(1978); clorofila-a (g L™) de acordo com método descrito por Nusch,
(1980). Foram realizadas as medicdes de: pH utilizando pHmetro Micronal B374; oxigénio
dissolvido (mg L™) com Oximetro YSI e temperatura da agua (°C) utilizando-se sonda
multiparametros Orion, modelo 145.

As amostras foram coletadas na parte interna dos filtros ecoldgicos (coluna d’agua
sobre a areia). As coletas foram realizadas antes da contaminacdo e 96 horas apds a
contaminacdo. A coleta final de 96 horas apds a contaminacéo foi definida por ser o tempo de
duracdo de um teste de toxicidade para algas, quando o intuito é avaliar o efeito de alguma
substancia sob o crescimento e desenvolvimento de algas, ABNT- NBR 12648 (ABNT,
2011).

2.2. Andlises qualitativas e quantitativas da comunidade de algas e cianobactérias

A identificacdo e contagem das algas e cianobactérias que se desenvolveram nos
filtros ecoldgicos foram realizadas em S&o Paulo, no Instituto de Boténica, Ndcleo de
Pesquisa em Ficologia, sob a orientacdo da Profa. Dra. Andrea Tucci.

As amostras de fitoplancton foram coletadas e analisadas de duas maneiras distintas,

de acordo com a finalidade da amostra, sendo 2.2.1 e 2.2.2.
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2.2.1. Andlise qualitativa da comunidade de algas e cianobactérias

Para a analise taxondémica da comunidade as amostras da sub-superficie d’agua de
cada filtro foram filtradas por meio de rede de plancton com abertura de malha de 20 pm e
fixadas com formalina na concentracdo final de 4 a 5%. A analise taxondmica foi realizada
com base no exame morfologico e morfométrico dos organismos fazendo uso de microscopio
fotdnico, Zeiss Axioplan 2, com sistema de captura de imagem acoplado. Quando necessario,
foi utilizada luz de epifluorescéncia para diferenciar bacterioplancton de cianobacteérias;
contraste de fase e nanquim para evidenciar bainha mucilaginosa.

As amostras foram examinadas em aumentos de 400 e 1000 vezes, e para a
identificacdo foram utilizadas bibliografias especializadas incluindo floras, revisdes e
monografias. Os sistemas de classificacdo adotados foram: Round, (1971) para as classes de
Chlorophyta, Round et al., (1990) para as Bacillariophyceae, Fragilariophyceae e
Coscinodiscophyceae; Komarek e Anagnostidis (1989, 1998 e 2005) e Hoffmam et al., (2005)
para Cyanobacteria e van den Hoek et al., (1995) para as demais classes.

Dentre os trabalhos especializados utilizados para identificacdo de géneros e espécies
destacam-se: Komarek e Fott, (1983); Sant’Anna, (1984); Comas, (1996); Godinho et al.,
(2010); Rodrigues et at., (2010); Rosini et al., (2012 e 2013a); Ramos et al., (2012) para algas
verdes; Tell e Conforti, (1986) para Euglenophyceae; Castro et al., (1991) para
Cryptophyceae; Koméarkova-Legnerova e Cronberg, (1994); Azevedo et al., (1996); Azevedo
e Sant’Anna, (1999, 2003); Komérek e Azevedo, (2000); Rosini et al., (2013b) e Sant’ Anna et
al., (2004) para Cyanobacteria.

Apos a analise taxondmica, as amostras foram depositadas na colecdo liquida de algas
do Herbario “Maria Eneida P.K. Fidalgo” do Instituto de Botanica, Sao Paulo. As amostras
dos filtros triplicatas para cada tratamento deram origem a uma amostra composta, sendo que

as amostras foram incluidas com os vouchers de 469.577 a 469.608.

2.2.2. Analise quantitativa da comunidade de algas e cianobactérias

Para coleta do material, foi feito sorteio de um dos quadrantes de cada filtro; um frasco
de vidro foi submerso no quadrante sorteado. Foi coletado 100 mL de amostra e fixada com
lugol acético 1% na proporc¢éo de 1:100.

A contagem do fitoplancton foi realizada conforme o método descrito por Uterméhl
(1958) em microscopio invertido Zeiss Axiovert 25 em aumento de 400 vezes. O tempo de
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sedimentacdo das amostras foi de trés horas para cada centimetro de altura da cAmara (LUND
et al.,, 1958). A camara de sedimentacdo utilizada foi de 2 e 10 mL, dependendo da
concentracdo do fitoplancton de cada amostra.

A contagem dos individuos foi realizada em transectos e o limite da contagem, ou seja,
0 numero minimo de campos contados por camara de sedimentacdo foi determinado por meio
de dois critérios: a) gréafico de estabilizacdo do nimero de espécies, obtido a partir de espécies
novas adicionadas com o numero de campos contados e b) o de espécies mais abundantes,
obtido pela contagem de até 100 individuos da espécie mais comum. No caso de ocorréncia
de floragdes de cianobactérias ou outras microalgas, foi realizada a contagem de 100
individuos da segunda espécie mais abundante (TUCCI, 2002). Cada célula, coldnia, cendbio
e filamento foram considerados como um individuo. Os resultados foram expressos em

densidade (org mL™) e calculados de acordo com a férmula descrita em Weber (1973):

Organismos mL™ = (n/sc).(1/h).(F); onde:

n = ndmero de individuos efetivamente contados;

s = area do campo em mm?no aumento de 40x;

€ = numero de campos contados;

h = altura da cdmara de sedimenta¢do em mm;

F = fator de correcdo para mililitro (10° mm?/1 mL).

A Riqueza (R) foi considerada como o nimero total de tdxons encontrados na amostra
do quantitativo. A partir dos resultados de densidade (org mL™) foi calculado o indice de
Diversidade (H’) de Shannon e Weaver, (1963), (bits ind*/bits pm?), estimado pelo indice de
Shannon e Weaver (1963). Calculado a partir da formula:

n
H’ = - pi logpi, onde:

i—1
pi = ni/n;
ni = namero total de individuos de cada taxons na amostra;
n = ndmero total de individuos na amostra.

Biovolume da Comunidade Fitoplanctdnica (mm?® L™)

O biovolume é calculado a partir da densidade (org mL™) calculada anteriormente. O
método do calculo do biovolume é importante, pois atribui aos individuos de maior tamanho
sua devida importancia ambiental como contribuidores da biomassa fitoplanctonica (DIAS
JR., 1998).

O biovolume de cada espécie do fitoplancton pode ser estimado através da associacéo

da forma das algas com modelos geométricos aproximados, onde se considera a dimensao



125

média dos individuos para fins de célculo de volume celular (HILLEBRAND et. al., 1999;
SUN e LIU, 2003).

Para tanto, mede-se as dimensdes lineares (um) de cada espécie (didmetro, altura,
largura) e efetuam-se as referidas medicdes em pelo menos 20 células de cada espécie.
Utiliza-se a forma geométrica que melhor representa a forma da célula e utiliza-se a
respectiva equagao para calcular o volume celular para a espécie (um?). Determina-se entéo o
volume celular da espécie utilizando a mediana da série de volumes individuais. A mediana
da série de valores individuais calculados é considerada como o valor mais robusto e
representativo do volume especifico para um determinado taxon. Calcular o biovolume (mm3
L) da espécie multiplicando o volume celular médio (um?®) da espécie pelo nimero de
células contadas (cel mL™), e o biovolume total da amostra é obtido pelo somatério do
biovolume de cada taxon (INAG, 2009).

Para este estudo em questdo, o volume celular para cada espécie foi calculado com
base em modelos geométricos, cujas formas se aproximassem mais, isolados ou combinados,
da forma dos individuos de acordo com Hillebrand et al., (1999), Wetzel e Likens, (2000),
Sun e Liu, (2003) e Fonseca et al., (2014).

O Biovolume (mm3 L) foi estimado multiplicando-se as densidades de cada espécie
pelo volume médio de suas células e, sempre que possivel, foram consideradas as dimensdes
médias de 20 individuos. O biovolume de algumas espécies foram obtidos de Tucci, (2002),
Fonseca et al., (2014), Osti, (2013), Rossini, (2015). O valor obtido em pum® mL* foi
transformado para mm? L dividindo-se esse valor por 10°.

A partir dos resultados de densidade (org mL™) e de biovolume (um® mL™) da

comunidade de algas e cianobactérias foram calculadas as espécies descritoras.

Espécies Descritoras

Como espécies descritoras da comunidade de algas e cianobactérias considerou-se o
seguinte critério sobre os resultados de biovolume: foram consideradas espécies descritoras,
aquelas que contribuiram com 1% (ou mais) do biovolume total obtido e que juntas somaram

80% do biovolume total.

2.3. Analises estatisticas

Foi realizada a analise de agrupamento com as espécies registradas em todo o periodo

estudado, gerando um dendrograma de similaridade de espécies, por indice de Jaccared.
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A andlise de coordenadas principais (ACoP) (GOODALL, 1954 apud VALENTIN,
2000) foi utilizada para determinar a variabilidade dos dados abidticos em relagcdo as
contaminacdes (temporal) e aos filtros (espacial). Utilizou-se a matriz de covariancia, sendo
o0s dados transformados pela amplitude de varia¢do “ranging” ([x-xmin)/(xmax-xmin)]).

Para avaliagdo conjunta das variaveis abioticas e bidticas foi utilizada a analise de
correspondéncia canbnica (ACC). A ACC foi realizada a partir de matrizes de covariancia,
com transformacdo dos dados abidticos pela amplitude de variacdo “ranging”
([xxmin)/(xmax-xmin)]) e dos dados bioticos pelo [log (x+1)].

Primeiramente, realizou-se uma ACoP com todas as espécies registradas para
selecionar as que foram estatisticamente significativas (p < 0,05). Posteriormente, foi
realizada a ACC para explicar as possiveis relacdes entre as espécies de algas e cianobactérias
com as variaveis abidticas. Para testar o nivel de significancia dos dois primeiros eixos
canonicos utilizou-se o teste de Monte Carlo (999 permutagdes; p < 0,05), que determina se
h& probabilidade dos autovalores terem distribui¢do ao acaso.

Os dados foram analisados mediante analises estatisticas multivariadas utilizando o
Programa PC-ORD versdo 6.0 para Windows (MCCUNE e MEFFORD, 2011).
Consideramos as variaveis com correlacao significativa aquelas que apresentaram r >0,5 com

0s eixos 1 e 2 da ordenacdo.

3. Resultados e Discussoes
3.1.Parametros abidticos

Os valores médios da temperatura da dgua estiveram préximos entre os filtros controle
e mix (x22 °C), enquanto os filtros contaminados com uma Unica substancia estiveram mais
proximos entre si (21 °C). O oxigénio dissolvido (OD) manteve-se entre 6,5 e 6,7 mg L™ em
todos os filtros durante o periodo, assim como o pH (Tabela 1).

Os valores médios de NT (nitrogénio total) estiveram préximos, entre 0,4 e 0,5 mg L™
em todos os filtros durante o periodo, com desvio padrdo +0,5, enquanto as variagdes de PT
(fésforo total) foram maiores, com valores de desvios padrdes variando entre 27 e 80. Os
filtros que apresentaram maiores valores de PT foram os contaminados com metilparabeno
(82,7 mg L™) e ibuprofeno (80,1 mg L™), enquanto o filtro controle teve valor médio de 58

mg L. Os filtros que receberam contaminagéo extra pelos compostos apresentaram maiores
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valores de fdsforo total, se comparado com o filtro controle, exceto para 0o composto
paracetamol (45 mg L™).

Tabela 1: Valor médio total e desvio padrdo para os valores de: Temperatura (Temp) (°C), Oxigénio
Dissolvido (OD) (mg L™), pH, Nitrogénio Total (NT) (ug L™), Fésforo Total (PT) (ug L ™), e
Clorofila-a (Cloro a) (mg L™), aferidos durante as trés contaminagoes.

Filtros/Desvio padréo

C P D N I M B Mix
Temp 22,06/1,09 21,75/1,10 21,71/1,14 21,79/1,19 21,78/1,16  21,80/1,19  21,82/1,22 22,02/1,21
oD 6,79/0,62 6,59/0,61 6,64/0,44 6,61/0,53 6,77/0,44 6,57/0,44 6,52/0,44 6,79/0,48
pH 6,59/0,21 6,64/0,12 6,68/0,11 6,62/0,06 6,70/0,07 6,64/0,06 6,56/0,06 6,62/0,06
NT 0,54/0,21 0,50/0,25 0,43/0,18 0,55/0,36 0,54/0,24 0,59/0,37 0,41/0,23 0,50/0,32
PT 58,01/43,69 45,66/27,75 63,59/29,97 55,49/42,45 80,09/30,20 82,68/80,43 60,85/39,08 72,02/58,57
Cloroa 10,00/3,41 21,53/28,22 11,74/540 13,41/6,74 16,93/9,36  14,06/8,46  12,17/7,23 10,45/4,86

Assim como PT, a clorofila-a também apresentou variabilidade entre as coletas e entre
os filtros. O filtro contaminado com paracetamol apresentou maior concentracao de clorofila-
a (21,5 mg L), e o filtro controle apresentou a menor concentracio detectada, sequido pelo
filtro contaminacdo com o mix dos compostos (10,00 mg L™ e 10,45 mg L™Y).

A variabilidade nos dados de PT aferidos no filtro controle (desvio padrdo = 43,69)
reflete a variabilidade deste parametro na dgua de entrada nos filtros (A&gua do Reservatorio do
Lobo) e pode estar relacionada com as atividades antropicas do entorno ja reportada
anteriormente por Calijuri e Tundisi, (1990), onde os autores citam despejo de esgotos
domesticos e de fertilizantes utilizados em algumas areas agricolas.

A avaliacdo da disponibilidade de nutrientes na agua esta diretamente relacionada com
a comunidade fitoplanctnica, podendo esta apresentar crescimento acelerado, caracterizando
as floragdes de cianobactérias e algas. No entanto, outras condicGes e fatores sdo necessarios
para que a floracdo se estabeleca, como as condi¢des de temperatura da agua, luminosidade,
tempo de residéncia do sistema, fotoperiodo, atividade do vento, bem como a presenca de
zooplancton que se alimentam das algas, dentre outros (REYNOLDS, 1980; PADISAK,
1997; BENSON-EVANS et al. 1999; BOUVY et al., 2000; FERNANDES et al., 2009).

A adicdo dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais nos filtros, ndo ocasionou
aumentos significativos nos valores médios dos nutrientes avaliados (PT e NT). A clorofila-a
também ndo apresentou valores discrepantes na comparacdo entre os filtros em que foram
aplicadas as contaminac¢des quando comparados com o filtro controle, fato este que pode ser
observado também na comparacao dos valores de desvio padréo calculado (Tabela 1).
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3.2.Comunidade de algas e cianobactérias no biofilme dos filtros ecoldgicos

Nos 22 filtros ecoldgicos, durante o periodo de 04/11/2013 a 02/12/2013 (da primeira
a terceira contaminagdes) foram identificados 156 taxons, distribuidos em 9 grupos
taxonémicos (Tabela 2).

Chlorophyceae e Cyanobacteria foram os grupos que apresentaram maior nimero de
taxons, 58 e 37, respectivamente. Chlorophyceae e Cyanobacteria sdo mencionadas como as
classes mais representativas quanto a riqueza de taxons em ambientes rasos e classificados
como eutroficos (SANT’ANNA et al., 2006; TUCCI et al., 2006; MERCANTE et al., 2011).
A Tabela 3 contém a lista completa de taxons registrados nos filtros para o periodo em

questéo.

Tabela 2: Grupos taxonémicos registrados nos filtros ecoldgicos durante o periodo.

Grupos Taxondmicos N° de tAxons %
Chlorophyceae 58 37,17%
Cyanobacteria 37 23,71%
Zygnemaphyceae 18 11,53%
Bacillariophyceae 17 10,89%
Cryptophyceae 7 4,44%
Chrysophyceae 6 3,84%
Euglenophyceae 6 3,84%
Xanthophyceae 5 3,20%
Dinophyceae 2 1,28%

Tabela 3: Taxons registrados nos filtros ecoldgicos durante o periodo.

Cyanobacteria

Aphanocapsa cf. conferta (West & G.S.West) Komarkova-Legnerova & Cronberg

Aphanocapsa delicatissima West & G.S.West

Aphanocapsa elachista West & G.S.West

Aphanocapsa holsatica (Lemmermann) G.Cronberg & Komarek

Aphanocapsa incerta (Lemmermann) G.Cronberg & Komarek

Aphanocapsa sp.1

Aphanothece sp. 1

Aphanothece sp. 2

Aphanothece sp. 3

Calothrix sp.

Chroococcus limneticus Lemmermann

Chroococcus minor (Kutzing) Nageli

Chroococcus minutus (Kutzing) Nageli

Coelosphaerium kuetzingianum Né&geli

Coelosphaerium minutissimum Lemmermann

Cyanodictium sp.

Dolichospermum circinales (rabenhorst ex Bornet & Flahault) P. Wacklin, L. Hoffmann & J. Komarek
Dolichospermum planctonicum (Brunnthaler) Wacklin, L.Hoffmann & Koméarek
Geitlerinema sp. 1

Geitlerinema sp. 2
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Continuacéo da Tabela 3.....

Gloeotrichia sp.

Merismopedia sp. 1

Merismopedia sp. 2

Merismopedia sp. 3

Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kiitzing

Microcystis protocystis W.B.Crow

Phormidium sp.1

Planktolyngbya limnetica (Lemmermann) Komarkova-Legnerova & Cronberg
Planktolyngbya sp. 1

Planktolyngbya sp. 2

Planktothrix sp. 1

Pseudanabaena limnetica (Lemmermann) Komarek
Pseudanabaena mucicola (Naumann & Huber-Pestalozzi) Schwabe
Pseudanabaena sp. 1

Pseudanabaena sp. 2

Radiocystisfernandoi Komarek & Komarkova-Legnerova
Synechocystis aquatilis Sauvageau

Bacillariophyceae

Achnanthidium minutissimum (Kutzing) Czarnecki
Aulacoseira granulata (Ehrenberg) Ralfs

Aulacoseira sp. 1

Aulacoseira sp. 2

Aulacoseira sp. 3

Cyclotella meneghiniana Kiitzin

Discostella stelligera (Cleve & Grunow) Houk & Klee
Encyonema cf. minutum (Hilse ex Rabenh.) D.G.Mann
Eunotia camelus Ehrenberg

Fragilaria sp.

Gomphonema gracile Ehremberg

Gomphonema sp. 1

Gomphonema sp. 2

Melosira sp.

Navicula sp.

Pennales sp.

Surirella sp.

Chlorophyceae

Actinastrum sp.

Ankistrodesmus fusiformis Corda
Ankistrodesmus gracilis (Reinsch) Korshikov
Ankyra sp.

Botryococcus sp.

Bulbochaete sp.

Carteria sp. 1

Carteria sp. 2

Chlamydomonas sp. 2

Chlamydomonas sp. 3

Chlamydomonas sp. 4

Chlamydomonas gloeopara Rodhe & Skuja
Chlamydomonas planctogloea Skuja
Chlamydomonas sp. 1

Chlorella minutissima Fott & Novékova
Chlorella vulgaris Beverinck (Beijerinck)
Coelastrum microporum Nageli
Coenocystis planktonica Korshikov
Coenocystisquadriguloides Fott
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Continuacéo da Tabela 3.....

Desmodesmus abundans (Kirchner) E.Hegewald

Desmodesmus brasiliensis (Bohlin) E.Hegewald

Desmodesmus communis (E.Hegewald) E.Hegewald
Desmodesmus intermedius (Chodat) E.Hegewald
Dictyosphaerium ehrembergianum Nageli

Dictyosphaerium pulchellum H.C.Wood

Elakatothrix gelatinosa Wille

Eutetramorus fotti (Hindak) Komarek

Eutetramorus planctonicus (Korshikov) Bourrelly

Eutetramorus tetrasporus Komarek

Golenkinia sp.

Kirchneriella lunaris (Kirchner) Mobius

Kirchneriella rosellata Hindak

Monoraphidium arcuatum (Korshikov) Hindak

Monoraphidium caribeum Hindéak

Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova
Monoraphidium irregulare (G.M.Smith) Komarkova-Legnerova
Monoraphidium komarkovae Nygaard

Monoraphidium minutum (Négeli) Koméarkova-Legnerova
Monoraphidium tortile (West & G.S.West) Koméarkova-Legnerova
Oedogonium sp.

Oocystis lacustris Chodat

Oocystis marssoni Lemmermann

Oocystis sp.1

Pseudodidymocystis fina (Komarek) E.Hegewald & Deason
Pseudodidymocystis planctonica (Korshikov) E. Hegewald & Deason
Radiococcus hindakii (J.Komarek) I.Kostikov, T.Darienko, A.Lukesova, & L.Hoffmann
Radiococcus planktonicus J.W.G.Lund

Scenedesmus bijugus (Turpin) Lagerheim

Scenedesmus caudato-aculeolatus Chodat

Scenedesmus cf. quadriculata (Turpin) Brébisson

Scenedesmus opoliensis P.G.Richter

Scenedesmus sp. 1

Scenedesmus sp. 2

Sphaerocystis sp.

Stauridium tetras (Ehrenberg) E.Hegewald

Tetradesmus lunatus Korshikov

Tetrastrum heteracanthum (Nordstedt) Chodat

Tetrastrum komarekii Hindak

Chrysophyceae

Chromulina elegans Doflein
Chromulina sp. 1
Mallomonas sp. 1
Mallomonas sp. 2
Mallomonas sp. 3
Ochromonas ovalis Doflein
Cryptophyceae

Cryptomonas brasiliensis A.Castro, C. Bicudo & D.Bicudo
Cryptomonas curvata Ehremberg

Cryptomonas erosa Ehremberg

Cryptomonas marssonii Skuja

Cryptomonasobovata Skuja

Cryptomonas tetrapyrenoidosa Skuja

Rhodomonas lacustris Pascher & Ruttner

Dinophyceae
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Continuacéo da Tabela 3.....

Gymnodinium sp.
Peridinium sp.
Euglenophyceae

Lepocinclis sp. 1

Phacus curvicauda Svirenko

Phacus tortus (Lemmermann) Skvortzov
Trachelomonas sp. 1

Trachelomonas volvocina (Ehrenberg) Ehrenberg
Trachelomonas volvocinopsis Svirenko
Xanthophyceae

Characiopsis sp. 1

Characiopsis sp. 2

Isthmochlorom lobulatum (Néageli) Skuja

Tetraediella spinigera Skuja

Tetraplektron torsum (W.B.Turner) Dedusenko-Shchegoleva
Zygnemaphyceae

Actinathaenium sp.

Arthrodesmus sp.

Closterium sp.1

Cosmariumhumile Nordstedt ex De Toni
Cosmarium sp.1

Cosmarium sp.2

Cosmarium sp.3

Cosmarium sp.4

Cosmarium sp.5

Mougeotia sp.

Pleurotaenium sp. 1

Spirogyra sp.

Staurastrum rotula Nordstedt
Staurastrum sp. 1

Staurastrum vista apical sp. 1
Staurastrum vista apical sp. 2
Staurodesmus sp.

Staurodesmus triangularis (Lagerheim) Teiling

As viérias descricbes disponiveis para schmutzdecke desenvolvidos em filtros
descobertos indicam que suas caracteristicas variam significativamente de um local para outro
e de sazonalidade (CAMPOS, 2002).

No trabalho realizado por Bowles et al., (1983) as diatoméaceas Melosira sp., Navicula
sp. e Nitzschia acecularis foram as espécies predominantes durante o inverno. No entanto, um
tapete verde e espesso da alga filamentosa Zygnema sp. desenvolveu-se em uma espessura de
aproximadamente 2 mm com 0 aumento da temperatura e da energia solar radiacdo na
primavera.

De acordo com Haig et al., (2015) que realizaram analises de sequenciamento genético
para bactérias do biofilme, as composi¢des de comunidades microbianas de filtros lentos de

areia sdo significativamente diferentes, dependendo do estado (operacional ou drenado), idade
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do filtro, a localizacdo da amostra, més de coleta das amostras, e as distancias do afluente e
efluente dos tubos e as profundidades a que as amostras foram tomadas.

Neste estudo, observou-se que ao longo do tempo de operacdo dos filtros, houve o
desenvolvimento de uma espessa camada formada por Spyrogira sp. (Figura 1), tanto sobre a

areia dos filtros, como nas bordas.

Figura 1: Desenvolvimento da alga Spyrogira sp. nos filtros ecoldgicos.

Com base nas analises estatisticas feitas no Capitulo 2, que mostrou ndo haver
diferenca significativa entre os filtros considerados triplicatas dos compostos aplicados, para o
calculo da densidade e biovolume das algas e cianobactérias em cada filtro, foi feita a média
entre os filtros triplicata para a aplicacdo dos compostos. Uma sintese das abreviagdes usadas
encontra-se na Tabela 4. As contaminagdes foram chamadas de 1, 2 e 3, sendo que “a”

significa antes da contaminagdo e “b” significa 96 horas ap6s a contaminagéo.

Tabela 4: Abreviactes definidas para os filtros e seus respectivos PFCPs aplicados.

Filtros Contaminante Abreviacao
F1 Nenhum — Controle C

F2,3e4 Paracetamol P

F5,6e7 Diclofenaco D
F8,9e10 Naproxeno N

F11,12e 13 Ibuprofeno I

F14,15¢ 16 Metilparabeno M

F17,18¢e 19 Benzofenona-3 B
F20,21e22 Mix Mix

Considerando-se a média geral de riqueza de espécies (todas as contaminacdes e

tempos de coleta), a riqgueza aumentou com o aumento do tempo de operacdo dos filtros,
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sendo 0 menor numero observado na 1% contaminacdo e o maior na 32 (40, 46 e 49,
respectivamente).

Os resultados de riqueza antes da contaminacdo indicam que a 22 contaminacéo teve o
maior valor médio de riqueza de espécies (52), enquanto 38 e 44 da 1% e 3% contaminac0es,
respectivamente. Apos a contaminacéo dos filtros, observou-se riqueza média de 43 tdxons na
12 contaminacdo e 41 na 22, sendo na 32 observado maior riqueza (54 espécies).

O filtro controle apresentou menor riqueza de espécies comparada com os filtros
contaminados, durante todo o periodo de estudo. Pode-se concluir com base nestes resultados
que a presenca dos contaminantes nos filtros parece favorecer a riqueza de espécies nos filtros
ecoldgicos. Apesar de o fator tempo (idade dos filtros e nimero de carreira de filtracao) estar
sendo considerado, quando se compara o filtro controle, que também sofreu a influéncia do
tempo, observa-se que a riqueza de espécies continua maior nos filtros contaminados na 32

contaminagéo realizada (Figura 2).

70
60
50
40
30
20
10

Riqueza de espécies

Ca Pa Da Na la Ma Ba Mixa Cb Pb Db Nb Ib Mb Bb Mixb

B 12 contaminagdo M 22 contaminagao 32 contaminagao

Figura 2: Variacdo de riqueza de espécies em cada contaminacao e filtros (de acordo com
contaminante aplicado — Tabela 4 e tempo de coleta, onde “a”= antes da contaminagédo e “b”= 96
horas ap0s a contaminagéo).

A analise de agrupamento (Figura 3) mostrou a formacéo de trés grupos (divididos nas
trés contaminacdes). Os filtros “controle” das diferentes contaminacdes e tempos de coleta
realizados ndo se agruparam. O coeficiente cofenético calculado foi de 0,846.

Em nivel de 40% de similaridade houve a formacdo de dois grandes grupos, sendo um
referente & 1% contaminagcdo e o outro contendo a 22 e 32 contaminagGes. Em 50% de
similaridade formaram-se dois grupos distintos (22 e 32 contaminagdes).

Apds, os agrupamentos que podem ser observados dentro dos grandes grupos,
referem-se aos diferentes tempos de coleta de cada contaminacdo (antes e apds a

contaminag&o).
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Figura 3: Dendrograma de similaridade de espécies identificadas nos filtros ecoldgicos em todas as
contaminacdes e diferentes tempos de coleta.

3.3. Andlises quantitativas da comunidade de algas e cianobactérias

Foi registrada variacdo do biovolume de algas e cianobactérias ao longo do tempo de
operacdo dos filtros (12, 2% e 3% contaminacgdes), e entre 0s tempos de coleta (a= antes da
contaminacdo; b= 96 horas ap6s a contaminacdo) (Figura 4).

Na primeira contaminacdo, as classes com o0s maiores valores de biovolume, e
consequentemente, maior  contribuicdo  foram:  Euglenophyceae, = Cyanobacteria,
Bacillariophyceae, e Cryptophyceae, respectivamente. Na segunda e terceira contaminagoes,
as mesmas classes foram as com maiores valores de biovolume nos filtros ecol6gicos, sendo
estas: Bacillariophyceae, Cyanobacteria, Euglenophyceae, e Zygnemaphyceae (Figura 4).

Na segunda contaminacéo, ocorreu diminuigdo do biovolume de Euglenophyceae em
todos os filtros, até mesmo no filtro controle, o que indica nédo ter sido o fator da presenca do
contaminante o determinante para a ocorréncia do fato. Mas pode-se observar uma diminuicédo
do biovolume total nos filtros 96 horas ap6s a segunda contaminacao.

Na terceira contaminacao, houve elevado biovolume de Zygnemaphyceae no filtro que
recebeu contaminacdo por ibuprofeno ap6s 96 horas da contaminacdo. A Zygnemaphyceae
filamentosa Spyrogira sp., por apresentar grande biovolume, foi a responséavel pelo pico registrado.
Nas segunda e terceira contaminacgdes, nos filtros em que foi aplicado ibuprofeno, houve maior
contribuigdo de biovolume da classe Zygnemaphyceae pela presenga da espécie Spyrogira sp.
(Figura 4).
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Figura 4: Variagio do biovolume (mm? L") em cada filtro ecolégico (siglas de acordo com Tabela 4), e no
tempo de coleta na: A) primeira contaminacdo; B) segunda contaminagéo e C) terceira contaminacéo.
Bacilla= Bacillariophyceae; Crypto= Cryptophyceae; Cyano= Cyanobacteria; Eugleno= Euglenophyceae;
Zygne= Zugnemaphyceae e Outros = soma do biovolume das classes Chlorophyceae, Chrysophyceae,
Dinophyceae, Xanthophyceae, Zygnemaphyceae — para A. Em B e C, Outros = soma do biovolume das
classes Chlorophyceae, Chrysophyceae, Cryptophyceae, Dinophyceae, Xanthophyceae.

(@)
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Bacillariophyceae (Figura 4) teve reduzida contribuicdo na comunidade ao longo das
contaminagfes, indicando uma possivel sensibilidade da classe ante a presenca dos
contaminantes, ou em decorréncia das modificacGes na composi¢cdo da comunidade de algas e
cianobactérias com o efeito tempo (carreiras de filtracédo).

Com base nos valores de biovolume, nove taxons foram classificados como descritores
antes da contaminacdo e 8 tdxons 96 horas apds, tanto na primeira como na segunda
contaminagdo (Tabela 5, Tabela 6), que juntos representaram > 90% do biovolume total da
comunidade na primeira contaminacdo e >50% na segunda contaminacdo. A espécie que mais
contribuiu nas duas contaminacdes foi Lepocincles sp.1 (Euglenophyceae).

Na terceira contaminagdo 14 taxons foram classificados como descritores antes da
contaminacdo e nove tdxons no tempo de coleta de 96 horas ap6s a contaminacdo (Tabela 7),
gue juntos representaram > 90% do biovolume total da comunidade. Assim como nas demais
contaminac0es, a espécie que mais contribuiu foi Lepocincles sp. (Euglenophyceae).

A diatomacea Aulacoseira granulata foi classificada como espécie descritora em todas
as contaminac@es, com porcentagens de contribuicdo que variaram de 0,5 a 6,2%. Dentre 0s
taxons de Cyanobacteria, destaca-se Chroococcus minutus (0,8 a 21%), Dolichospermum
planctonicum (0,6 a 43,1%) e Microcystis aeruginosa (0,7 a 22,3%), que foram classificadas

como descritoras em todas as contaminagoes.

Tabela 5: Espécies descritoras da comunidade de algas e cianobactérias com base na porcentagem de
contribuicdo em biovolume, nos filtros ecoldgicos (siglas conforme Tabela 4), na primeira

contaminagao.

%
Espécies descritoras (antes) Cla Pla Dla Nla lla Mla Bla Mixla
Aulacoseira granulata 0,0 3,6 0,9 1,2 0,9 0,5 2,2 0,5
Aulacoseira sp2 2,8 3,3 1,8 1,1 11 15 0,9 1.4
Aulacoseira sp3 0,0 2,1 1,3 11 0,0 1,6 2,8 0,5
Chroococcus minutus 0,8 2,2 2,8 2,3 2,3 3,1 2,3 3,1
Cyclotela meneghiniana 0,9 4.3 50 49 3,1 2,4 15 5,6
Dolichospermum planctonicum 13,7 146 176 202 151 296 20,2 23,5
Lepocincles sp.1 66,0 424 519 584 578 450 583 61,5
Microcystis aeruginosa 116 216 11,7 6,0 8,7 6,2 45 0,0
Microcystis protocystis 0,9 1,0 0,3 0,2 14 2,4 2,0 0,2
Espécies descritoras (96 horas apés) Clb Plb Dilb Nilb Ilb Mlb Blb Mixlb
Aulacoseiragranulata 3,0 4,1 2,7 2,3 15 3,1 2,1 1,3
Aulacoseira sp.2 1,9 1,2 1,0 0,8 1,3 1,0 1,2 1,8
Aulacoseira sp.3 2,2 1,3 0,0 1,1 0,6 0,7 1,8 0,5
Chroococcus minutus 2,2 4.4 2,5 2,7 49 3,1 43 3,3
Cryptomonas tetrapyrenoidosa 0,5 0,8 1,2 0,8 1,2 1,1 2,0 1,6
Dolichospermum planctonicum 3,3 5,7 2,6 3,0 50 2,2 3,9 2,3
Lepocincles sp.1 770 780 862 824 765 822 740 81,4
Microcystis aeruginosa 0,0 0,0 0,0 2,6 0,0 2,7 3,8 1,4
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Tabela 6: Espécies descritoras da comunidade de algas e cianobactérias com base na porcentagem de
contribuicdo em biovolume, nos filtros ecoldgicos (siglas conforme Tabela 4), na segunda
contaminacao.

%
Espécies descritoras (antes) C2a P2a D2a N2a 12a M2a B2a Mix2a
Aulacoseira granulata 6,2 2,8 2,2 5,6 2,3 3,0 2,7 8,6
Aulacoseira sp.2 5,8 3,6 2,5 3,7 2,4 3,9 3,6 7,1
Aulacoseira sp.3 0,0 1,0 2,0 3,4 15 1,4 1,7 3,3
Chroococcus minutus 9,6 3,9 3,0 5,0 3,6 3,8 4,1 3,8
Dolichospermum planktonicum 16,1 5,6 51 11,0 54 59 5,6 6,6
Gomphonema gracile 0,0 1,6 11 1,3 2,0 1,0 1,2 2,9
Lepocincles sp.1 44,0 70,5 72,4 61,8 18,3 68,7 76,7 59,1
Microcystis aeruginosa 0,0 4.8 0,7 1,7 3,2 6,0 0,0 2,3
Spyrogyra sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 55,3 0,0 0,0 0,0
Espécies descritoras (96 horas apds) C2b P2b D2b N2b 12b M2b B2b Mix2b
Aulacoseiragranulata 0,0 2,8 0,7 1,3 0,3 1,7 0,8 3,8
Aulacoseira sp.2 20,6 1,2 14 0,6 0,9 3,4 0,6 2,0
Chroococcus minutus 13,9 9,5 8,9 12,1 3,1 7,1 2,6 8,1
Dolichospermum planktonicum 21,6 37,5 36,2 43,1 12,0 26,4 9,1 45,5
Gomphonema gracile 0,0 15 0,6 1,0 0,3 49 1,3 1,2
Lepocincles sp.1 0,0 33,6 31,9 247 8,4 35,5 14,8 0,0
Microcystis aeruginosa 0,0 0,0 7,0 0,0 2,8 5,2 0,0 22,3
Spyrogyra sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 67,4 0,0 66,9 0,0

Tabela 7: Espécies descritoras da comunidade de algas e cianobactérias com base na porcentagem de
contribuicdo em biovolume, nos filtros ecoldgicos (siglas conforme Tabela 4), na terceira
contaminagao.

%
Espécies descritoras (antes) C3a P3a D3a N3a 13a M3a B3a Mix3a
Aphanocapsa holsatica 75,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Aulacoseira granulata 0,0 0,7 1,9 0,0 6,0 2,2 1,9 0,0
Aulacoseira sp.2 0,0 1,9 1,9 0,3 9,5 0,9 0,8 2,1
Aulacoseira sp.3 5,6 0,0 15 2,0 0,0 0,0 0,0 1,2
Chroococcus minutus 111 18,9 15,0 16,8 9,8 20,5 9,1 12,2
Coenocystis quadriguloides 0,5 1,4 1,7 2,7 0,5 2,0 0,8 1,2
Cryptomonas marssonii 0,0 1,7 2,3 2,9 0,6 1,4 1,1 2,2
Cyclotela meneghiniana 3,5 4,2 10,4 4,2 2,2 4.4 2,6 2,1
Dolichospermum planktonicum 0,0 6,3 9,0 12,3 1,9 75 40 7,2
Lepocincles sp.1 0,0 48,0 41,7 25,7 2,4 44,3 17,4 52,9
Microcystis aeruginosa 0,0 0,0 0,0 18,0 15,4 2,5 3,4 6,1
Microcystis protocystis 2,4 1,7 2,3 0,4 1,8 3,0 1,8 1,7
Radiococcus fotti 0,0 44 50 41 2,4 2,0 1,3 3,8
Spyrogyra sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 38,0 0,0 49,3 0,0
Espécies descritoras (96 horas apés)  C3b P3b D3b N3b 13b M3b B3b  Mix3b
Aulacoseira granulata 4,3 2,0 2,3 1,8 0,0 15 1,4 2,6
Chroococcus minutus 4.4 8,4 8,7 16,4 1,0 13,3 13,5 21,0
Cryptomonas tetrapyrenoidosa 2,2 1,4 1,9 4,8 0,1 3,9 2,5 5,2
Cyclotela meneghiniana 0,0 2,1 1,4 5,8 0,4 3,1 3,4 59
Dolichospermum planktonicum 5,2 3,5 5,6 10,4 0,6 42 8,2 10,6
Lepocincles spl 60,7 63,7 66,5 26,6 34 50,6 36,3 16,6
Microcystis aeruginosa 14,1 6,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Radiococcus fotti 4.7 4.4 49 9,6 0,6 11,3 12,3 14,6
Spyrogyra sp. 0,0 0,0 0,0 0,0 92,1 0,0 0,0 0,0
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O indice de diversidade baseado no biovolume (Figura 5), variou entre 0,65 bits.ind™ e
3,72 bits.ind™. O valor médio do indice de diversidade considerando todas as contaminacdes
no tempo de coleta antes da contaminacdo foi H’= 2,39 bits.ind™. J4 para as coletas realizadas
apos a contaminacdo o valor médio para todos os filtros foi de H’= 2,23, mostrando que nio
houve diferenca significativa (p= 0,72) no indice de diversidade de espécies identificadas nos
filtros apds a contaminagdo dos mesmos.

O maior valor do indice de diversidade (3,72 bits.ind™) e o menor (0,65 bits.ind™)
ocorreram na terceira contaminacdao, no tempo de coleta apds 96 horas da contaminagéo,
sendo o maior valor detectado no filtro contaminado com naproxeno e o menor valor no filtro
contaminado com ibuprofeno.

A diversidade (H’) média dos filtros foi aumentando, conforme o tempo de operacao
dos filtros, sendo os valores médios: H’= 1,84 bits.ind™ na primeira contaminacio, H’= 2,40
na segunda contaminacdo e H’= 2,69 na terceira contaminagdo. Este calculo mostrou e
reforcou o fato ja discutido anteriormente que a comunidade de algas e cianobactérias se
desenvolveu, aumentou em nimero de individuos e apresentou mudangas de composicdo ao

longo do tempo de operacdo dos filtros ecologicos.
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Figura 5: Valores do indice de diversidade (H’: bits.ind-1) estimados com base no biovolume
nas trés contaminagdes e em cada filtro, antes (a) e apos a contaminacéo (b), sendo que
primeira letra refere-se ao tipo de tratamento aplicado, de acordo com a Tabela 4.

A andlise das coordenadas principais (ACoP) foi realizada primeiramente, a partir de
matrizes de biovolume de todas as espécies de algas e cianobactérias identificadas nas trés

contaminag0es, e apods selecionadas as espécies significativas (1> 0,5) das correlagdes, outra

ACoP foi gerada (Figura 6).
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A anélise resumiu 65,4% da variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros
componentes (Figura 6). Observa-se 0 agrupamento das contaminacOes separadamente, e
dentro de cada contaminacdo, observa-se a separagdo em “a”e “b”, ou seja, antes e 96 horas
apos a contaminacao, respectivamente.

No lado positivo do eixo 1, ordenam-se filtros na primeira contaminagdo, sendo que
estas unidades estdo associadas aos maiores biovolumes das espécies com valores de
correlagcdes positivas do eixo 1 (Tabela 8), sendo as de maiores valores as especies
Dictyosphaerium pulchellum, Desmodesmus intermedius e Cryptomonas obovata.

No lado negativo do eixo 1 ordenaram-se os filtros referentes a terceira contaminacéo,
onde as espécies Coenocystis quadriguloides e Eutetramorus fotti tiveram o maior valor de
correlacdo (r= -0,854). No lado negativo do eixo 2 ordenaram-se os filtros referentes a
segunda contaminacdo. O filtro controle antes da terceira contaminacdo dispersou-se dos
demais filtros da mesma contaminacdo, indicando que o biovolume das espécies encontradas
neste filtro ndo se assimila com os demais, assim como ocorreu no filtro antes da aplicacdo do

ibuprofeno na primeira contaminacao.
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Figura 6: Grafico de ACoP (Analise de Coordenadas Principais) das espécies significativas em
todos os filtros (primeira letra refere-se ao tipo de tratamento aplicado, de acordo com a Tabela 4),
nas trés contaminages (1= primeira contaminagao; 2= segunda contaminagdo; 3= terceira
contaminacdo) realizadas e nos diferentes tempos de coleta (a= antes da contaminacéo; b= 96 horas
apds a contaminacao).
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Tabela 8: Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as espécies significativas identificadas nos
filtros ecoldgicos, nas trés contaminages, nos dois primeiros eixos de ordenacao (n = 48).

Correlacao

Taxons Eixol Eixo2

Aphanocapsa cf. conferta - 0,568 0,022
Aphanocapsa elachista - 0,524 0,011
Aphanocapsa sp.1 - 0,596 0,182
Aphanothece sp. 2 - 0,658 0,112
Aulacoseira sp. 2 0,539 0,387
Chlorella minutssima -0,551 -0,046
Chromulina sp. 1 -0,593 -0,048
Closterium sp.1 0,692 -0,075
Coelasphaerium minutissimum -0,726 0,159
Coenocystisquadriguloides -0,854 0,041
Cryptomonasobovata 0,722 0,236
Desmodesmus brasiliensis -0,729 -0,274
Desmodesmus intermedius 0,791 0,206
Dictyosphaerium pulchellum 0,835 0,068
Eutetramorus fottii - 0,854 0,033
Eutetramorus planctonicus - 0,682 0,005
Fragilaria sp. 0,408 -0,530
Geitlerinema sp. 1 -0,770  -0,056
Gomphonema gracile 0,374 -0,559
Kirchneriella rosellata -0,777 0,346
Monoraphidium arcuatum -0,629 -0,304
Monoraphidium irregulare -0,415 -0,576
Monoraphidium minutum -0,636 -0,100
Peridinium sp. 0,537 -0,024
Planktolyngbya limnetica -0,688 -0,397
Planktolyngbya sp. 1 0,519 0,136
Pseudodidymocystis fina -0,750 -0,035
Radiococcus planktonicus - 0,683 0,156
Synechocystis aquatilis -0,589 -0,013
Trachelomonas volvocinopsis 0,537 0,165
% de explicabilidade dos eixos 55,060 10,411

Foram realizadas andlises das coordenadas principais (ACoP) para cada contaminacao
separadamente (Figuras 7; 8 e 9).

Na ACoP referente a primeira contaminacdo (Figura 7), a analise resumiu 58,76% da
variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros componentes. A ordenacdo dos
filtros antes da contaminacao (tempo zero hora) esta no lado positivo do eixo 1, sendo comum
a estes as espécies Dolichospermum planctonicum, Eutetramorus tetrasporus e
Planktolyngbya sp. 1. O filtro controle antes da contaminagdo nédo se agrupou com 0s demais
filtros, indicando a separacdo entre estes filtros.

No lado negativo do eixo 1 ordenaram-se os filtros no tempo de coleta de 96 horas
apos a contaminacdo, onde observa-se similaridade entre os filtros onde aplicou-se

diclofenaco (D1), paracetamol (P1) e o filtro controle (C1); assim como houve similaridade
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entre os filtros em que aplicou-se os produtos de cuidados pessoais (metilparabeno — M1 e
benzofenona-3 — B1) com o filtro Mix dos compostos.

Axis 2

0.10 4 m Zero hora

96 horas

D1 -
P1
C1 "
N1
- -P1
Bl
" MK oMy Axis 1
1 -
0,00
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Figura 7: Grafico de ACoP (Analise de Coordenadas Principais) das espécies significativas
em todos os filtros (primeira letra refere-se ao tipo de tratamento aplicado, de acordo com a
Tabela 4), na primeira contaminacéo realizada e nos diferentes tempos de coleta.

Tabela 9: Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as espécies significativas identificadas nos
filtros ecoldgicos, na primeira contaminagdo, nos dois primeiros eixos de ordenagéo (n =16).

Correlacéo

Téaxons Eixo 1 Eixo 2

Aphanocapsa delicatissima - 0,560 0,566
Aphanocapsa incerta -0,741 0,329
Aphanothece sp.1 -0,792 0,357
Aulacoseira granulata - 0,601 0,663
Aulacoseira sp.2 -0,737 -0,172
Chlorella minutissima -0,797 -0,234
Chlorella vulgaris -0,194 0,695
Chroococcus minor - 0,687 0,197
Chroococcus minutus - 0,929 0,189
Closterium sp.1 0,113 0,507
Cryptomonas brasiliensis - 0,389 0,700
Cryptomonas erosa - 0,681 0,375
Cryptomonas marssonii - 0,495 0,693
Cryptomonasobovata 0,431 0,708
Cryptomonas tetrapyrenoidosa -0,982 -0,053
Dictyosphaerium ehrembergianum - 0,826 0,199
Dictyosphaerium pulchellum - 0,633 0,480
Dolichospermum planctonicum 0,707 0,406
Eutetramorus tetrasporus 0,602 0,445
Gymnodinium sp. -0,740 -0,257
Kirchneriella lunaris -0,217 -0,627

Lepocinclis sp. 1 -0,947 -0,045
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Continuacao da Tabela 9...

Mallomonas sp.2 -0,770 0,067
Melosira sp. - 0,699 0,057
Monoraphidium arcuatum -0,637 -0,106
Monoraphidium contortum -0,251 0,590
Monoraphidium irregulare -0,572 -0,317
Monoraphidium komarkovae -0,677 0,218
Monoraphidium minutum -0,979 -0,036
Monoraphidium tortile -0,850 -0,014
Ochromonas ovalis -0,540 -0,439
Oocystis sp.1 -0,537 -0,442
Peridinium sp. - 0,548 0,287
Planktolyngbya sp. 1 0,754 0,375
Pleurataenium sp. 1 0,329 -0,743
Pseudanabaena mucicola -0,726 0,520
% de explicabilidade dos eixos 43,005 15,760

Na ACoP referente a segunda contaminacdo (Figura 8), a analise resumiu 50,9 % da
variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros componentes. Os filtros antes da
contaminacdo (tempo zero hora) estdo ordenamento dos no lado positivo do eixo 1, e 0
conjunto de filtros 96 horas apds a contaminacdo ordenando-se no lado negativo do eixo 1,
assim como ocorreu na primeira contaminagao.

Entre o agrupamento dos filtros antes da contaminacdo (eixo 1), as espécies com
maiores valores de correlacdo foram Aulacoseira sp.2 e Aulacoseira sp.3, ambas pertencentes
a classe Bacillariophyta. O filtro controle antes da contaminagcdo ndo se agrupou com 0S
demais filtros, mostrando a falta de similaridade com os demais filtros.

No lado negativo do eixo 1 ordenaram-se os filtros no tempo de coleta de 96 horas
apos a contaminacdo, com agrupamento entre os filtros onde se aplicou benzofenona-3 (B2) e
Ibuprofeno (12); e entre os filtros com aplicacdo de naproxeno (N2) e 0 mix dos compostos
(Mix2). O filtro controle (C2), assim como para o tempo de zero hora, ndo se agrupou com 0s

demais filtros.
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Figura 8: Grafico de ACoP (Analise de Coordenadas Principais) das espécies significativas em todos
os filtros (primeira letra refere-se ao tipo de tratamento aplicado, de acordo com a Tabela 4), na
segunda contaminag&o realizada e nos diferentes tempos de coleta.

Tabela 10: Coeficiente de correlagdo de Pearson entre as espécies significativas identificadas nos
filtros ecolégicos, na segunda contaminagdo, nos dois primeiros eixos de ordenacdo (n =16).

Correlacéo

Téaxons Eixo 1 Eixo 2

Achnanthidium minutissimum 0,424 -0,691
Aphanocapsa delicatissima 0,650 0,013
Aphanocapsa incerta 0,568 -0,122
Aulacoseira sp.2 0,813 -0,106
Aulacoseiragranulata 0,720 -0,351
Aulacoseira sp.3 0,776  -0,313
Bulbochaete sp. -0,342 -0,691
Characiopsis sp. 1 -0,758 -0,423
Chlamydomonas sp. 1 -0,006 -0,686
Chlorella minutissima -0,702 -0,190
Chlorella vulgaris -0,163 -0,588
Chroococcus minor 0,375 -0,748
Chroococcus minutus 0,697 -0,367
Closterium sp.1 0,746 0,006
Coenocystisquadriguloides -0,715 -0,334
Cosmariumhumile 0,117 -0,531
Cryptomonas brasiliensis 0,653 -0,092
Cryptomonas erosa 0,733 0,511
Cryptomonas tetrapyrenoidosa 0,546 0,002
Desmodesmus brasiliensis -0,173 -0,525
Desmodesmus communis 0,578 0,124
Dictyosphaerium pulchellum 0,752 0,247
Discostella stelligera -0,133 -0,584
Eutetramorus planctonicus 0,126 -0,579
Fragilaria sp. 0,371 -0,710
Geitlerinema sp. 1 -0,752 0,113

Gomphonema gracile 0,398 -0,728
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Continuacéo da Tabela 10...

Gomphonema sp. 1 0,117 -0,531
Lepocincles sp. 1 0,695 -0,224
Mallomonas sp.1 0,606 0,122
Melosira sp. 0,569 -0,222
Mougeotia sp. 0,262 -0,509
Navicula sp. 0,603 0,118
Oedogonium sp. 0,587 -0,111
Oocystis sp.1 0,652 -0,205
Phormidium sp.1 0,741 -0,321
Pseudanabaena mucicola 0,706  -0,193
Radiococcus planktonicus 0,235 0,569
Radiocystisfernandoi 0,509 -0,011
Spirogyra sp. -0,150 -0,679
Staurastrum sp. 1 0,114 -0,525
Synechocystis aquatilis -0,728 -0,315
% explicabilidade dos eixos 34,941 15,991

A ACoP referente a terceira contaminacdo (Figura 9), resumiu 51,02% da
variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros componentes. Os dois primeiroeixos
foram estatisticamente significativos (p < 0,05).

Os filtros antes da contaminacdo (tempo zero hora) estdo agrupados no lado negativo
do eixo 2, associados aos biovolumes das espécies Chroococcus minor, Gomphonema gracile,
Fragilaria sp., Achnanthidium minutissimum, Bulbochaete sp., Chlamydomonas sp. 1, Spirogyra sp.
(espécies com maiores valores de correlagdo negativa no eixo) e aos filtros contaminados com
naproxeno, diclofenaco e mix dos compostos (N3, D3 e Mix3). O filtro controle ndo se
agrupou com os demais no mesmo tempo (zero hora), e esteve associado ao lado negativo do
eixo 1. A espécie com maior valor de correlacdo observado para tal ordenamento foi
Chroococcus minor.

O conjunto de filtros 96 horas apds a contaminacdo ordenaram-se parte no lado
positivo do eixo 1, e parte no lado positivo do eixo 2, com maior peso na ordenagdo do eixo
pelo biovolume das espécies dos filtros contaminados com ibuprofeno, naproxeno e mix dos
compostos (13, N3, Mix3), respectivamente. Também se observa que os filtros em que foram
aplicados os produtos de cuidados pessoais (B3 e M3) encontram-se proximos entre si no
gréafico, 96 horas ap0s a contaminagdo, assim como ocorreu na primeira contaminacao (Figura
9).
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Figura 9: Gréfico de ACoP (Analise de Coordenadas Principais) das espécies significativas em
todos os filtros (primeira letra refere-se ao tipo de tratamento aplicado, de acordo com a Tabela 4),
na terceira contaminagéo realizada e nos diferentes tempos de coleta.

Tabela 11: Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as espécies significativas identificadas nos
filtros ecoldgicos, na terceira contaminagdo, nos dois primeiros eixos de ordenagdo (n =16).

Correlacéo

Téaxons Eixol Eixo2

Aphanocapsa delicatissima 0,886 0,166
Aphanocapsa elachista 0,360 0,565
Aphanocapsa holsatica -0,763 -0,554
Aphanocapsa sp.1 0,150 0,746
Aphanothece sp. 1 0,280 0,588
Aphanothece sp. 2 0,463 0,120
Aulacoseiragranulata 0,569 -0,018
Aulacoseira sp.2 0,881 -0,106
Aulacoseira sp.3 -0,756 0,076
Characiopsis sp. 1 -0,619 0,435
Chlamydomonas sp. 2 0,224 0,697
Chlorella vulgaris 0,884 -0,018
Chromulina sp.1 0,480 -0,444
Chromulina sp.2 0,561 0,137
Chroococcus limneticus 0,507 0,008
Chroococcus minor 0,872 -0,706
Chrysophyceae ndo identificada 0,156 -0,559
Cryptomonas brasiliensis -0,197 0,627
Cryptomonas marssonii 0,844 0,818

Cryptomonas tetrapyrenoidosa 0,565 0,018
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Continuacédo da Tabela 11...
Cyanophyceae filamentosa ndo identificada 0,061 0,043

Desmodesmus brasiliensis 0,915 0,131
Dictyosphaerium ehrembergianum 0,030 0,521
Discostella stelligera 0,511  -0,060
Dolichospermum planctonicum 0,879 0,750
Euglenophyta ndo identificada 0,868 0,559
Eutetramorus fottii 0,881 0,111
Fragilaria sp. 0,548 -0,187
Geitlerinema sp. 1 0,525 0,649
Geitlerinema sp. 2 0,240 0,042
Gomphonema sp.1 0,156 -0,559
Mallomonas sp.3 0,029 0,522
Melosira sp. 0,884 0,013
Microcystis aeruginosa 0,211 -0,007
Monoraphidium arcuatum 0,760 -0,220
Monoraphidium contortum 0,531 -0,170
Monoraphidium irregulare 0,675 0,101
Monoraphidium tortile 0,837 0,082
Ochromonas ovalis 0,156 -0,559
Oedogonium sp. 0,156 -0,559
Oocystis sp.1 0,074 0,675
Pseudanabaena mucicola -0,544 0,772
Pseudodidymocystis planctonica 0,166 0,851
Radiococcus planktonicus 0,933 0,056
Rhodomonas lacustris 0,285 0,044
Synechocystis aquatilis 0,444 0,549
Tetraediella spinigera 0,156 0,559
Tetrastrum komarekii 0,080 0,517
% de explicabilidade dos eixos 30,891 20,138

Anélise integrada dos fatores abioticos e bidticos com base no biovolume

A avaliacdo da relacdo dos fatores abidticos e bidticos foi realizada pela andlise de
correspondéncia canénica (ACC) a partir das matrizes de biovolume da totalidade das
espécies significativas de algas e cianobactérias das trés contaminacdes realizadas e de seis
variaveis ambientais da dgua dos filtros ecoldgicos. Os autovalores para o eixo 1 (A=0,29) e 2
(A=0,09) explicaram conjuntamente 40,7% da variabilidade dos dados. O teste de Monte
Carlo revelou que os dois primeiros eixos foram estatisticamente significativos (p < 0,05). As
correlagbes especie-ambiente foram elevadas para o eixo 1 (r = 0,90) e 2 (r = 0,88) e
significativa para os dois eixos da ACC (p= 0,001), indicando forte relacdo entre a

distribuicdo das variaveis ambientais e as espécies descritoras em questdo (Tabela 12).



147

Tabela 12: Sintese dos resultados da Anélise de Correspondéncia Canénica (ACC) realizada a partir
de 6 varidveis ambientais e 37 espécies significativas (n= 48).

Eixol Eixo?2
Autovalores (L) 0,290 0,090
Porcentagem de Variancia explicada (%) 30,700 10,000
Porcentagem de Varidncia acumulada 30,700 40,800
Correlacdo de Pearson (espécie-ambiente) 0,900 0,880
Teste de Monte Carlo (p) Autovalores 0,001 0,001

Teste de Monte Carlo (p) Correlacdes espécies-ambiente 0,001 0,001

Tabela 13: Coeficiente candnico e correlagdes “intra-set” das seis variaveis ambientais com os eixos 1
e 2 da ACC, realizada com as 37 espécies significativas dos filtros ecologicos (n = 48).

Coeficiente Coeficiente de

Canbnico Correlacdo "intra-set"
Variaveis Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2
Temperatura (Temp) -0,234 -0,725 -0,212 -0,643
Oxigénio Dissolvido (OD) 0,564 -0,339 0,511 -0,301
pH 0,031 -0,335 0,028 -0,297
Nitrogénio Total (NT) 0,817 0,511 0,741 0,453
Faésforo Total (PT) 0,228 0,541 0,206 0,479
Clorofila-a (Cloro a) -0,762 0,244 -0,691 0,216

As correlagdes “intra-set” e o coeficiente candnico (Tabela 13) indicam que o
nitrogénio total (NT) e o oxigénio dissolvido (OD) foram as variaveis de maior peso na
ordenacdo do lado positivo do eixo 1, com r= 0,817 e r= 0,564, respectivamente. Também se
observa 0 agrupamento das amostras dos filtros na contaminacdo, incluindo o filtro controle,
com separacdo das amostras realizadas antes e ap0s a contaminagdo dos filtros. Estdo
associados a este lado do eixo, com maiores valores de biovolumes de Desmodesmus
intermedius (r= 0,877), Dictyosphaerium pulchellum (r= 0,705) e Cryptomonas obovata (r=
0,698).

No lado negativo do eixo 1 ordenam-se os filtros das amostras da terceira
contaminacdo, com alguns da segunda contaminacdo, como B2b e P2b; associadas aos
maiores biovolumes e Coenocystis quadriguloides (r=-0,795), Eutetramorus fotti (r= -0,729)
e Pseudodidymocystis fina (r= -0,722), associadas aos valores de clorofila-a (Cloro a) (r= -
0,762) (Figura 10 e Tabela 13 e 14).

Em relacdo ao lado positivo do eixo 2 da andlise ACC (Figura 10) destaca-se a
ordenacdo das amostrasdos filtros na segunda contaminagdo, onde a varidvel fosforo total
(PT) apresentou 0 maior peso de ordenacdo (r= 0,541) (Tabela 13), sendo Monoraphidium
minutum (r= 0,609), Chlorella minutissima (r= 0,551) e Monoraphidium irregulare (r= 0,537)
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as espécies com maiores valores de correlagcdes nos eixos e portanto, melhor associadas as
unidades amostrais neste lado do eixo (Tabela 14). No lado negativo do eixo 2 a temperatura
da 4gua (Temp) apresentou maior peso na ordenacao do eixo (r= -0,725), com a ordenacdo de
alguns filtros da terceira contaminacdo, como o filtro controle antes da contaminacéo (C3a) e
o filtro paracetamol antes da contaminacgéo (P3a).

Espécies diferentes, em maioria da classe Chlorophyceae, foram as que tiveram
maiores valores de correlagdo com os eixos (Tabela 14), assim como ocorreu para bactérias
em outros trabalhos. De acordo com Haig et al., (2015), as composi¢cdes de comunidades
microbianas de filtros lentos de areia sdo significativamente diferentes, dependendo do estado
(operacional ou drenado), idade do filtro, a localizagdo da amostra, més de coleta das
amostras, as distancias do afluente e efluente, e as profundidades a que as amostras foram
coletadas.

O efeito tempo de operacdo do filtro (carreiras de filtragdo) influenciou o agrupamento
das espécies em relacdo ao biovolume, separando as contaminacgdes realizadas. Porém 0s

efeitos dos contaminantes neste estudo foram inconclusivos.

Tabela 14: Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as variaveis bioldgicas (37 espécies
significativas) e as variaveis abioticas, nos dois primeiros eixos de ordenagdo (n = 48).

Correlacéo
Téaxons Eixol Eixo2
Chlorella minutissima -0,523 0,551
Coenocystisquadriguloides -0,795 -0,068
Desmodesmus brasiliensis -0,712 0,255
Dictyosphaerium pulchellum 0,705 -0,012
Kirchneriella rosellata -0,639 -0,361
Monoraphidium arcuatum -0,591 0,505
Monoraphidium irregulare -0,455 0,537
Monoraphidium minutum -0,620 0,609
Oocystis sp.1 -0,205 0,547
Pseudodidymocystis fina -0,722 0,154
Desmodesmus intermedius 0,877 -0,198
Eutetramorus planctonicus -0,611 -0,107
Eutetramorus fottii -0,729 -0,165
Radiococcus planktonicus -0,593 -0,344
Chromulina sp. 1 0,523 -0,196
Cryptomonasobovata 0,698 -0,424
Aphanocapsa cf. conferta -0,561 -0,193
Aphanothece sp. 2 -0,513 -0,284
Coelosphaerium minutissimum -0,631 -0,270
Planktolyngbya limnetica -0,666 0,269
Synechocystis aquatilis -0,577 -0,199
Geitlerinema sp. 1 -0,637 -0,027
Closterium sp.1 0,622 0,023

% explicabilidade dos eixos 30,700 10,000
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Figura 10: Gréfico biplot da ACC (eixos 1 e 2) das unidade amostrais referentes as trés
contaminagdes, em funcéo das coletas realizadas nos filtros ecolégicos de acordo com o tratamento
(abreviagdes na Tabela 4) das espécies significativas da comunidade de algas e cianobactérias e as

variaveis dos parametros de qualidade da dgua estudadas.

4. Conclustes

Os filtros ecologicos apresentaram uma flora de algas e cianobactérias bem
diversificada, no que diz respeito a sua composi¢do taxonémica, com representantes de
Chlorophyceae e Cyanobacteria com elevados nimero de tdxons e abundancias.

Com este trabalho, observou-se que houve um efeito na comunidade de algas e
cianobactérias diante da presenca dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais na agua
a ser tratada pelos filtros ecolégicos, porém, ndo foram evidenciadas as diferencas com a
aplicagdo dos PFCPs isoladamente ou em mistura dos seis compostos, talvez pelo fato dos
mesmos ja estarem presentes na agua do Reservatério do Lobo, como relatado no Capitulo 2.

O efeito tempo (numero de carreiras de filtragdo) também influenciou nos resultados
de densidade, e consequentemente biovolume; riqueza, espécies descritoras, e composic¢ao da
comunidade de algas e cianobactérias presentes nos filtros ecologicos de um modo geral.

As especies que foram consideradas como descritoras em comum para todas as

contaminagfes e tempos de coleta foram: a diatomacea Aulacoseira granulata, as
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cianobactérias Chroococcus minutus, Dolichospermum planctonicum e Microcystis
aeruginosa. A espécie que mais contribuiu durante o periodo, com maior porcentagem, foi
Lepocincles sp. (Euglenophyceae). A ocorréncia/abundancia e frequéncia destas espécies
indicam uma possivel tolerancia das mesmas aos PFCPs aplicados.

Também foi observado o efeito tempo de coleta (antes e 96 horas apds a contaminagao
dos filtros) nas ACoPs geradas, tanto na anélise que considerou todas as contaminacgdes e seus
respectivos tempos de coleta, como nas analises especificas para cada contaminagdo, onde
observa-se a ordenacdo de diferentes grupos antes e 96 horas apds a contaminacdo de cada
filtro.

Houve correlacdo dos fatores abidticos com os biovolumes das espécies significativas
presentes nos filtros em todas as contaminacgdes, conforme a andlise de ACC, com maiores
valores de correlac@es de nitrogénio total (NT) para o eixo 1 no lado positivo, com as espécies
Desmodesmus intermedius, Cryptomonas obovata, Dictyosphaerium pulchellum, Closterium
sp.1, e Chromulina sp. 1; do fésforo total (PT) para o eixo 2 no lado positivo, com as espécies
Monoraphidium minutum, Chlorella minutissima, Oocystis sp.1, Monoraphidium irregulare,
Monoraphidium arcuatum; e da clorofila-a (Cloro a) no eixo 1 no lado negativo, com 0s
biovolumes das espécies Coenocystis quadriguloides, Eutetramorus fottii, Desmodesmus
brasiliensis, Pseudodidymocystis fina, Kirchneriella rosellata, Planktolyngbya limnetica.
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Capitulo 4
Efeito da contaminacgdo por produtos farmaceuticos e de cuidados pessoais no biofilme

de filtros ecologicos para uso doméstico

Resumo

A remocédo dos produtos farmacéuticos para cuidados pessoais (PFCPs) da agua geralmente
sdo melhores por oxidacdo avancada que ndo é acessivel em paises de baixa renda. A
biodegradacdo tem sido sugerida como um dos mecanismos responsaveis pela remogdo de
contaminantes organicos da agua, e a filtracdo ecologica tem mostrado remover compostos
anti-inflamatorios. Seus baixos custos de manutencdo e operacdo a torna uma tecnologia
atrativa para o tratamento de d&gua em muitas partes do mundo. Aléem disso, filtros ecoldgicos
podem ser utilizados a nivel domestico ou em grande escala. O biofilme (ou schmutzdecke)
desenvolvido no topo da areia e em camadas superiores da areia € reconhecido como sendo
responsavel pela purificacdo da dgua. No entanto, é possivel que os PFCPs possam afetar o
desenvolvimento do biofilme e a comunidade microbiana dentro dos filtros e,
consequentemente, o desempenho do filtro. Este estudo investigou dois filtros ecoldgicos
domeésticos operados com e sem contaminacdo por seis PFCPs (paracetamol, diclofenaco,
naproxeno, ibuprofeno, metilparabeno e benzofenona-3). Onze parametros foram monitorados
na agua afluente e efluente, além do sequenciamento genético de bactérias e a determinacéo
da biomassa do biofilme. Os resultados demonstraram que o desempenho dos filtros
ecologicos domésticos ndo foi afetado pela presenca dos PFCPs na dgua. N&o houve diferenca
significativa entre filtros para remocdo de coliformes totais e de E. coli, mas ndo houve
diferenca consideravel entre os tempos de coleta. A biomassa teve aumento consideravel com
o0 tempo, em ambos os filtros, sendo que ndo houve diferenca significativa entre os filtros. No
entanto, verificou-se que mais espécies de bactérias estavam presentes no periodo sem
contaminacdo do que durante o periodo de contaminacdo. Bacillus anthracis e
Exiquobacterium sp. parecem ser resistente aos compostos PFCPs.

Palavras-chave: filtros domésticos, compostos farmacéuticos e de cuidados pessoais,
biomassa, biofilme, sequenciamento genético de bactérias.
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Abstract

The removal of pharmaceutical personal care products (PPCPs) from water are usually
enhanced by advanced oxidation which is not affordable in low income countries.
Biodegradation has been suggested as one of the mechanisms responsible for the removal of
organic trace contaminants from water, and ecological filters have been found capable of
removing anti-inflammatory compounds. Its low maintenance costs and easy operation make
ecological filtration an attractive technology for treating water in many parts of the world. In
addition, ecological filters can be used at large scale and household level. The biolayer
(i.e.schmutzdecke) developed on the top of the sand and within the upper layers of the sand is
acknowledged to be responsible for the purification of the water. However, it is possible that
the PPCPs may affect the schmutzdecke development and microbial community within the
filters, and consequently the performance of the filter. This study investigated two household
ecologogical filters operated with and without contamination by six PPCPs (i.e.paracetamol,
diclofenac, naproxen, ibuprofen, methylparaben and benzophenone-3). Eleven parameters
were monitored in the affluent and effluent water, including bacteria gene speciation and
schmutzdecke biomass determination. Results demonstrated that the household ecological
filters performance was not affected by the presence of PPCPs in the water. There was no
significant difference between filters for total coliforms and E.coli removals, but there was
considerable difference between sampling times. Biomass considerably increased with time in
both filters and there was no siginifcant difference between filter biomass. However, it was
found that more bacteria species were present in the period with no contamination than during
the contamination period. Bacillus anthracis and Exiquobacterium sp. showed to be resistant
to the PPCPs compounds.

Keywords: Household filters, pharmaceutical and personal care compounds, biomass,
biofilm, bacteria sequencing.
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1. Introdugéo

Apesar dos esforcos de alcancar o Objetivo de Desenvolvimento do Milénio (ODM 7)
na agua potavel, globalmente cerca de 1,9 bilhdes de pessoas usam fontes de agua
contaminada com patogenos (WHO, 2016). Além de patdgenos, em todo mundo o0s
compostos quimicos sdo encontrados em aguas superficiais e subterrdneas com concentracéo
em niveis de ng L a mg L™ (SUI et al., 2015). Dentre estes compostos estdo antibiéticos,
anti-inflamatorios, analgésicos, esteroides, antidepressivos, antipiréticos, estimulantes,
agentes antimicrobianos, perfumes, cosméticos, e muitos outros produtos farmacéuticos e de
cuidados pessoais (PFCPs). O trabalho realizado por Chan et al., (2014) mostra como é
alarmante a presenca de farmacos em &gua, e os autores descrevem que farmacos foram
encontrados em 14 das 17 comunidades investigadas.

Os PFCPs sdo biologicamente ativos e foram desenvolvidos para atuar em vias
especificas em seres humanos e animais (BOXALL et al., 2012); podendo exercer a sua
atividade mesmo quando em baixa concentracdo (VULLIET e CREN-OLIVA, 2011), e,
potencialmente, ter um impacto no abastecimento de agua potéavel (Jones et al., 2005). Os
efeitos adversos causados por compostos farmacéuticos incluem toxicidade em organismos
aquaticos, desenvolvimento de resisténcia em bactérias patogénicas, genotoxicidade e
desregulacdes enddcrinas (KUMMERER, 2008).

O processo convencional de tratamento de &gua usualmente utiliza coagulagdo com
sulfato de aluminio ou sais de metais a base de ferro, sequido de floculacdo, sedimentacéo,
filtracdo, e desinfeccdo. Este processo atinge altas remoc6es de microrganismos, mas uma
remocao muito modesta de carbono organico dissolvido (COD) (RIGOBELLO et al., 2013).
Os tratamentos de dgua avancgados utilizando oxidacdo e carvao ativado geralmente melhoram
a remocao de COD.

Um exemplo de que o tratamento convencional ndo remove totalmente os PFCPs pode
ser visto no trabalho desenvolvido por Qiao et al., (2011), que investigaram a ocorréncia e 0
destino de PFCPs na agua potavel e relatam que dos 15 PFCPs encontrados em concentracfes
de 0 a 36 ng L™ em agua de nascente, 12 deles ainda estavam presentes na agua apds o
tratamento, em concentracdo de 0 a 20 ng L™. Observa-se em dados da literatura que os
processos convencionais de tratamento de agua removem em média 30% a 50% dos PFCPs.

Os processos de tratamento de agua avancados foram mais eficientes na remocéao de
PFCPs, com redugdes de aproximadamente 50% a 90%. Porém, um dos inconvenientes dos

processos € o seu elevado custo. Isso faz com que a remocdo de PFCPs nédo seja viavel nos



160

paises em desenvolvimento onde os recursos financeiros sdo limitados. Assim, é necessaria
uma alternativa de tratamento eficiente e de baixo custo.

A biodegradacdo tem sido sugerida como um dos mecanismos responsaveis para a
remocao de contaminantes organicos (HALLE, 2009; QIAO et al., 2011, BERTELKAMP et
al., 2014). A filtracdo Ecoldgica (terminologia moderna para filtracdo lenta) mostrou ser um
processo eficiente para remover alguns anti-inflamatorios, tais como diclofenaco, naproxeno e
ibuprofeno (ERBA et al., 2014). Portanto, a filtracdo ecoldgica parece uma alternativa viavel,
uma vez que é de facil operacdo e manutencdo - ndo requer coagulante e pode ser usada em
grandes escalas ou pequenas, como filtros domésticos.

Um exemplo de filtro lento de areia em escala domiciliar é o Biosand household filter,
gue nada mais é do que o filtro ecoldgico, mas em escala domiciliar com operacdo
intermitente. Desde 2012 mais de 400.000 biofiltros de areia foram implementadas por
governos, agéncias de desenvolvimento, organizacfes ndo-governamentais, organizacoes
comunitarias e empresas de iniciativa privada em mais de 60 paises, atendendo a mais de 2,5
milhdes de pessoas (CAWST, 2012).

A escala domiciliar dos filtros supre as necessidades de pequenas populacGes e/ou de
familias que ndo possuem &agua potavel disponivel, deixando as familias em situacdo de
independéncia dos sistemas publicos.

A alta eficiéncia do tratamento de agua alcancado por filtracdo ecoldgica é
parcialmente explicado pela baixa taxa de filtracdo (0,1 a 0,4 mh™) e pela espessura fina da
areia utilizada como meio filtrante (0,1 a 0,3 mm). Mas também € atribuida a processos
biolégicos que ocorrem principalmente na camada superficial da areia do filtro
(schmutzdecke, ou biofilme) (HUISMAN e WOOD, 1974). Nakamoto (2014) explica também
a importancia do biofilme no sistema de tratamento, enfatizando a importancia da camada
bioldgica no topo da camada de areia.

Recentemente, muitos estudos tém focado na investigacdo do biofilme dos filtros
ecoldgicos, mais especificamente da comunidade microbiana presente no biofilme (CAMPOS
et al., 2002; ROOKLIDGE et al., 2005; UNGER e COLLINS, 2008; WAKELIN et al., 2011;
HWANG, et al., 2014; HAIG et al., 2014, 2015), mas ndo ha registros de investigacbes do
efeito de compostos farmacéuticos e de cuidados pessoais no desenvolvimento de biofilme.
No entanto alguns estudos demonstraram que ha efeitos dos compostos farmacéuticos em
espécies de bactérias presentes nos biofilmes aquéticos. Entre os efeitos descritos podem ser
citados supressdo da biomassa, da respiragdo e da fotossintese (ROSI-MARSHALL et al.,
2013), o aumento da resisténcia a farmacos (DRURY et al., 2013), e a toxicidade (HARADA
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et al., 2008). Mais recentemente, Rosi-Marshall et al., (2015) realizaram uma revisao literaria
sobre os efeitos ecoldgicos de drogas ilicitas nos organismos aquéticos e concluiram que uma
grande variedade de organismos aquaticos, como bactérias e algas tém receptores que 0s
tornam potencialmente sensiveis a estes compostos. Portanto, os PFCPs podem afetar o
desenvolvimento da comunidade microbiana do biofilme de filtros lentos de areia e,
consequentemente, influenciar no desempenho do filtro.

Neste trabalho foi investigado o desenvolvimento do biofilme, incluindo espécies de
bactérias e o crescimento da biomassa, em filtros ecoldgicos domésticos para o tratamento de
agua contaminada por PFCPs, a fim de investigar a influencia da contaminacdo no

desempenho dos filtros e do efeito no biofilme.

2. Materiais e Métodos

2.1. Agua bruta utilizada e descrigo dos filtros

A &gua bruta filtrada pelos filtros foi coletada em um lago localizado no Regents Park
em Londres, Inglaterra. Duas vezes por semana, 100 L de agua foram coletados para ser
filtrados pelos filtros domésticos no Laboratério de Engenharia Ambiental da University
College London. Um volume de 24 L de &gua foi filtrado em cada filtro, em cada carreira de
filtracdo. Os filtros domésticos foram operados de maneira intermitente. O trabalho
experimental foi dividido em duas fases, o que resultou em um total de 21 filtragdes na fase 1,
e 12 filtracBes na fase 2 (Tabela 1).

Dois filtros domésticos (Household filters) (Figura 1 e Figura 2) foram usados para
este estudo. Os filtros eram compostos de 50 mm de cascalho grosso, 50 mm de cascalho de
tamanho médio, e 400 mm de areia. O tamanho efetivo (D1o) da areia foi de 0,210 mm, com
coeficiente de uniformidade de 1,40. Tais valores estdo dentro do tamanho de gréo entre 0,15
mm e 0,30 mm e coeficiente de uniformidade inferior a 4 para utilizacdo em filtracdo lenta de
areia (HUISMAN e WOOD, 1974). A equacdo utilizada para calcular o coeficiente de
uniformidade foi: CU= Dgo/D1p.

Para investigar o efeito do tempo de detencdo hidraulica na qualidade da agua, foram
coletadas amostras de acordo com tempos de detengéo hidraulicos determinados por Campos
e Outhwaite, (2014), que estdo resumidas na Tabela 2.
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Durante a fase 1, os filtros foram operados com torneira de modo que a filtragem da
agua foi interrompida por duas vezes durante um periodo de 2 horas. Durante a fase 2, 0s
filtros foram operados sem torneira sendo o tempo de filtracdo igual a 90 minutos (Tabela 2).
Além disso, na fase 1, o filtro 2 (F2) foi contaminado com uma mistura de produtos

farmacéuticos e de cuidados pessoais, e o filtro 1 (F1) correspondeu ao filtro de controle.

300mm

'-_]"

B0 mm de dgua remanescente
Biofilme

400mm de leito de areia

50mm de pedregulho fino
50mm de pedregulho grosso

Corte transversal

Figura 1: Modelo de um filtro ecol6gico doméstico em planta e secdo transversal.

)

Figura 2: Filtros domésticos utilizados.
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Tabela 1: Descricéo das filtragdes realizadas na fase 1 e fase 2.

Procedimento Fase 1 Fase 2
Periodo de maturacéo 10 filtracdes (20 dias) -
FiltragOes la2l 22a33
NUmero de filtragcBes 21 12

Contaminag6es com PFCPs A partir da 112 filtracdo no F2 -

Tabela 2: Sistema de operagdo dos filtros ecolégicos domésticos nas fases 1 e 2.

Amostras Descricgéo Fase 1 com torneira  Fase 2 sem torneira
Apdbs 10minutos do
Represeqta aagua |n|C|o_da fll_tra(;ao. A Apbs 10 minutos do
S1 proveniente da torneira foi fechada L . x
! . . . AP inicio da filtracdo
filtracdo anterior apos 2 horas do inicio
da filtragdo.

A torneira foi fechada

. 2 horas ap0s inicio da
Periodo de pausa . ~ , -

filtracdo e aberta apds

duas horas.

Ap6s 4h30 minutos
da adicdo de agua nos
filtros

Representa a agua da
filtracdo do dia

Apbs 90minutos do

S2 inicio da filtragao

2.2. Solucédo de produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais adicionada a agua
bruta

Durante a fase 1, a agua afluente do filtro 2 (F2) foi contaminada com uma mistura de
6 diferentes produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PFCPs), a saber: paracetamol,
diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, metilparabeno e benzofenona-3, na concentracdo de
2 pug L™, enquanto o filtro 1 (F1) operou como controle , ou seja, sem adicdo dos PFCPs.

Os padrdes do paracetamol (4-acetaminofenol), diclofenaco sddico, naproxeno,
ibuprofeno, metilparabeno (metil 4-hidroxibenzoato) e benzofenona-3 (2-hidroxi-4-
metoxibenzofenona) utilizados foram todos com pureza de >99% provenientesda Sigma-
Aldrich. Informacdes adicionaisde cada composto estdo na Tabela 1 do Capitulo 2. A
quantificacdo destes compostos em agua nao foram consideradas neste estudo.

2.3. Coleta de amostras de agua

Para a analise dos parametros de qualidade da agua, 100 mL de agua afluente e
efluente foram coletados em triplicata durante a fase 1 e fase 2 em cada filtracdo efetuada. Na

fase 1, uma vez iniciada a filtracdo, as coletas das amostras de agua foram feitas com 10
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minutos apos inicio da filtracdo (S1) que representa a gua remanescente no filtro da filtracdo
anterior, e 4 horas e 30 minutos depois da filtragdo (S2), que representa a 4gua da filtracdo do
dia. Na fase 2 as amostras foram coletadas em S1 (10 min), e S2 (90 min) representando agua

a partir do mesmo dia de filtracao.
2.4. Variaveis de qualidade da agua

Foram aferidos as seguintes variaveis de qualidade da agua: turbidez (NTU), Oxigénio
Dissolvido (OD) (mg L™), absorbancia ultravioleta especifica (254 nm), pH, temperatura
(°C), condutividade elétrica (mg L™), Carbono Organico Total (COT), expresso em mg L™,
nitrito (mg L™), nitrato (mg L™?), e fosfato (mg L™). A determinagéo de cada variavel seguiu
0s métodos da APHA (2005), com excecdo de fosfato, nitrito, nitrato e que foram
determinados por cromatografia de ions (ClI), utilizando-se o cromatdgrafo de ions KS-1100,
Thermo Scientific™ Dionex™,

Na cromatografia de ions a coluna utilizada foi Thermo Scientific™ Dionex™
IonPac™ AS23, 4 x 250 mm de carbonato de troca anidnica como eluente. A analise no modo
aniodnica foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante, utilizando uma fase
mével de 4,5 mM de Na,COs. A taxa de fluxo foi de 1 mL min™, com um tempo total da
analise de 30 minutos e a temperatura mantida em 30 °C. A analise de cations foi efetuada
utilizando a coluna lonPac® CS16 - 5um (0,5 x 250 mm) com 4cido metanossulfonico a 30
mM como eluente. A taxa de fluxo estabelecida também foi de 1 mL min™, com um tempo
total de analise de 25 minutos, e temperatura mantida a 40 ° C. A deteccdo de picos de ions
em ambas as condicOes foi realizada por meio de medi¢des de condutividade suprimida a 25
mA. Os espectros foram analisados por meio de um conjunto de normas e software fornecidos
pela Dionex.

Foi avaliada a remocdo de coliformes totais e Escherichia coli pelos filtros utilizando
0 kit m-ColiBlue24® de acordo com as instrugcdes do fabricante.

2.5. Anélise microbioldgica do biofilme
Foram coletadas duas amostras do biofilme (10 gramas cada) no final da fase 1 e da

fase 2 em triplicata. Os pontos de coleta foram selecionados aleatoriamente no biofilme dos

filtros.
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Apos coletadas, as amostras foram misturadas em vortex com Solucéo Fosfato Salino
tamponada - PBS (Phosphate-buffered salin). Foram feitas diluices em série (1:10) e as
amostras diluidas foram plaqueadas em agar R2A, recomendado para bactérias em agua,
especialmente de agua potavel (Oxoid, Reino Unido), a 25 °C durante 48 horas. Foram
isoladas coldnias com diferentes morfologias.

O DNA (DeoxyriboNucleic Acid) de cada espécie isolada foi extraido utilizando o
QlAamp DNA Mini Kit ® (Qiagen, UK), e amplificado por meio de PCR (Polymerase Chain
Reaction) utilizando o equipamento 7500 Real Time PCR System.

A concentracdo do DNA extraido foi mensurado por meio do equipamento Nanodrop
2000 (Thermo fisher, UK), e os valores dos extraidos foram medidos na faixa de 260-280nm,
e estiveram entre 1,70 a 2,2, que é o indicado.

O DNA extraido foi amplificado utilizando o gene 16S rRNA, com primers universais
27F (5AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1492R (5'GGTTACCTTGTTACGACTT-3),
provenientes da Sigma Aldrich, UK. (LANE et al., 1985).

Foi construida uma curva de calibracdo (Figura A.2 - Anexos) com um mix de 20
amostras a serem sequenciadas selecionadas aleatoreamente, a fim de possibilitar o calculo do
namero de amplificacbes realizadas para cada amostra. Para a construcdo da curva, foram
feitas diluicdes de 10™ a 10™ em triplicata. O DNA amplificado foi purificado utilizando o kit
de purificacdo QlAquick PCR (Qiagen, UK).

2.6. Sequenciamento e anélise dos dados

O sequenciamento do 16S rRNA dos amplicons foi conduzido pela Eurofins
Genomics, Reino Unido.

As sequéncias foram editadas e alinhadas com o uso dos softwares EDISEQ e
Megalign. Para cada cepa isolada, o vizinho filogenético mais préximo foi encontrado
segundo a ferramenta "Basic Local Alignment search” (BLAST) do NCBI (National Centre
for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA). As cepas isoladas foram organizadas na
Tabela 4, que mostra que o que foi encontrado em cada amostra do filtro durante a fase 1 e
fase 2. A Tabela 4 foi entéo utilizada para executar a analise de componente principal (PCA).
O PCA foi realizado utilizando Multiple Variable Statistical Package (Kovach Computing
Services, UK).
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2.7.Andlises da biomassa

Trés amostras contendo 100 gramas cada foram coletadas aleatoriamente na superficie
de areia de cada filtro (biofilme mais areia), para a analise no final da fase 1 e uma vez por
semana, apds trés filtragens por semana, na fase 2. A biomassa durante a fase 1 foi medida
apenas uma vez no final das 21 filtragens. Foram coletadas seis amostras no total. Nao era
possivel retirar mais amostras de areia dos filtros para efetuar mais analises por se tratar de
filtros pequenos e a retirada excessiva de areia poderia afetar o desempenho dos filtros uma
vez que o biofilme é um componente essencial para a purificagdo de agua por filtragdo
ecoldgica. As amostras foram armazenadas em -80 ° C em frascos com glicerol a 10% antes

da determinacédo da biomassa atraves do processo de fumigacdo (CAMPOS et al., 2002).

3. Resultados e Discussdes
3.1.Andlises das variaveis de qualidade da agua

As analises das variaveis de qualidade da &gua mostraram que os filtros domesticos se
enquadraram nos parametros de qualidade de &gua estabelecidos pela diretiva da Unido
Europeia: 98/83/CE (1998), com excecdo de coliformes totais e E. coli, que excederam o
limite em alguns dias de filtragem (Figura 3b e 3d). Ambos os filtros apresentaram excelente
remocao de coliformes totais e E. coli (> 99%) no tempo de coleta S1 (Figura 3a e 3c). Antes
da anélise, a 4gua bruta foi diluida na proporcéo de 1:10 para a contagem.

A Tabela 3 mostra os resultados médios de todos os parametros de qualidade da agua
aferidos em diferentes tempos de coleta, de acordo com as fases 1 e 2. As relacOes entre
afluente e efluente dos filtros, em relacdo aos parametros de qualidade da agua foram
examinadas usando teste-t, e o valor foi considerado significativo quando P < 0,05.

Pode-se visto que F1 (controle) e F2 (contaminado) apresentaram diferencas
significativas entre afluente e efluente em relacdo aos mesmos parametros. Isto indica que os
filtros tivera um comportamento semelhante e a contaminagdo por PFCPs pareceu ndo afetar o
desempenho da remocdo dos parametros fisico-quimicos. No entanto, a pausa do fluxo
causada por fechamento da torneira na fase 1 pareceu melhorar a remocdo de turbidez e
absorbancia, enquanto a diferenca de oxigénio dissolvido entre afluente e efluente foi
significativa (P <0,05) com diferenca de 7,81 mg L™ para 9,93 mgL*e 3,80 mgL emFle



167

F2, respectivamente, devido a respiracdo microbiana. No entanto, estes niveis sdo superiores
ao valor recomendado de 3 mg L™ para filtros lentos de areia (Huisman e Wood, 1974). Os
niveis de nitratos aumentaram significativamente (P <0,05) de 0,29 mg L™ para2,40 mg L™ e
2,28 mg L, enquanto o fosfato moderadamente aumentado de 8,61 mg L™ para 11,53 mg L™
e 11,36 mg L™ em F1 e F2, respectivamente , na fase 1 para o tempo de coleta S1. Este
aumento de nitrito e fosfatos pode ser devido a respiragdo algas que converte fosforo organico
para inorganico e nitrogénio de algas para nitrogénio inorganico (BROWN e BARNWELL,
1987).

Observa-se também que a qualidade da dgua do lago do Regents Park tinham niveis
mais elevados de condutividade elétrica da agua, STD, e fosfato na fase 2 do que na fase 1
(Tabela 3). Isso se deveu ao fato de que a fase 2 ocorreu durante o verdo, e além disso, foi
observada a presenca bloom de algas (Figura A.3 — Anexos). Consequentemente, a eficiéncia
de remocéo dos filtros na fase 2 foi menor do que na fase 1. Contudo uma outra razao pode ter
sido o fato 3 amostras contendo schmutzdecke e alguns centimetros de areia foram coletadas a
cada duas outras semanas durante a fase 2 para a determinacdo de biomassa.

Em adicional, foi feito o teste-t para examinar as relacdes entre F1 e F2 e S1 e S2, para
verificar se havia diferenca ou ndo entre filtros e tempos de coletas. A significancia foi
considerada quando P < 0,05.

N&o houve diferenga significativa entre os filtros e entre os tempos de coleta, em
ambas as fases, para temperatura, condutividade elétrica, STD, pH, turbidez, COT, nitrato e
fosfato (P = 0,1 a 0,9). Estes resultados confirmam que o efeito do aumento do tempo de
residéncia ap6s a maturacdo do filtro ndo afeta o desempenho do filtro (CAMPOS e
OUTHWAITE, 2014). Os resultados também mostram que a presenca de PFCPs no afluente
ndo afetou a eficiéncia do F2 (contaminado) na remocao de turbidez, coliformes totais e E.
coli durante a fase 1 (remocéo > 90%).

No entanto, houve diferenca consideravel entre e nas fases 1 e 2, para 0s parametros:
absorbancia, nitrito e OD. Houve diferenca significativa da absorbancia da agua no F1, entre
0s tempos de coleta S1 e S2 (P = 0,006) na fase 1, operado com torneira, e pausa. Entretanto,
ndo houve diferenca significativa entre os filtros na fase 1. Isto indica que o aumento do
tempo de detencdo aumenta o crescimento da biomassa (P = 0,79 para S1 e P = 0,11 para S2)
e melhora a remocdo de absorbancia. H4 melhora na eficiéncia dos filtros lentos de areia
domésticos em relagdo aos pardmetros de qualidade de agua conforme o amadurecimento dos
filtros, fato este que tem sido relatado em varios trabalhos (KAISER et al., 2002; NGAI et al.;
2007, MWABI et al., 2012).
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Em relacdo ao nitrito, uma diferenca significativa ocorreu apenas na fase 2 para ambos
os filtros operados sem torneira, nos tempos de coleta S1 (P =0,01) e S2 (P = 0,008). Na fase
2, a concentracdo de nitrato no efluente dos filtros foi maior do que na fase 1. Como a
amostragem do biofilme foi feita semanalmente, pode ter ocorrido um aumento da
decomposicgdo de algas, pois houve também diminuicdo de OD (Tabela 3).

N&o houve diferenca significativa de OD na fase 1 entre os filtros (P = 0,70), porém
foi observada uma diferenca significativa entre os tempos de coleta, sendo que o OD em S1
esteve bem abaixo do que em S2. Esta diferenca foi mais significativa do filtro F2
contaminado (P = 0,0009) do que no filtro F1 (P <0,05). A concentracdo média de OD foi
F1 S1(4,93mgL™), F1.S2 (6,28 mg L™) e F2_S1 (3,80 mg L™), F2_S2 (6,09 mg L™). Isto
foi causado provavelmente pela pausa do fluxo com o fechamento da torneira e,
consequentemente, S1 - ou seja, a agua remanescente no filtro da filtragem anterior -
apresentou o0 menor OD, causada pelo aumento do tempo de detencdo. Isso indica que o
biofilme pode ter comecado a decair devido a menor concentracdo de OD dissolvido na &gua
causado pelo tempo da pausa (LEA, 2014).

Um comportamento semelhante ocorreu com o OD aferido na fase 2, pois ndo houve
diferenga significativa entre os filtros F1 e F2 em S2. Entretanto, houve diferenca significativa
entre 0 OD nos efluentes de ambos os filtros no tempo de coleta S1, com valor médio aferido
no efluente do F1 (3,65 mg L™; P = 0,003) maior do que em F2 (1,67 mg L™, P = 0,0009).
Pode-se observar também uma diferenca significativa entre os tempos de coleta para ambos 0s
filtros (P < 0,001 para o F1 e para o F2). Independentemente do modo de operacéo do filtro, a
agua remanescente nos filtros por mais de 24 horas provoca baixa quantidade de OD no
efluente. Isto leva a baixa atividade dos microrganismos que necessitam do oxigénio para suas

atividades basicas.
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Tabela 3: Valores médios dos parametros de qualidade de &dgua aferidos durante as fases 1 e 2, e seus respectivos valores de P, mostrando a relacéo entre
afluente e efluente dos filtros.

Fase 1 — Filtracbesde 1 a 21

Afluente Efluente Teste-t Efluente Teste-t Efluente Teste-t Efluente Teste-t
F1 s1 F2 S1 F1 S2 F2 S2
Temperatura (°C) 20,06 21,24 P =0,06 21,50 P < 0,05 21,21 P=0,05 21,48 P < 0,05
Condutividade elétrica (uS cm™) 57,78 56,09 P=0,59 57,61 P=0,96 58,71 P=0,66 60,64 P=0,17
STD (mg L™ 20,04 26,83 P=0,61 26,92 P=0,63 29,93 P=0,25 30,63 P=0,11
pH 8,26 7,85 P < 0,05 7,91 P <0,05 8,00 P=0,09 8,07 P=0,21
Oxegénio dissolvido (mg L™) 7,81 4,93 P <0,05 3,80 P <0,05 6,31 P <0,05 6,15 P <0,05
Turbidez (NTU) 6,94 1,76 P <0,05 2,08 P =0,06 0,78 P <0,05 0,82 P <0,05
Absorbancia (254nm) 0,21 0,14 P<0,05 0,16 P <0,05 0,19 P=0,19 0,18 P=0,06
COT (mgL™) 58,37 49,32 P=0,22 39,89 P <0,05 43,67 P=0,08 54,06 P=0,74
Nitrito (mg L™ 0,29 2,40 P <0,05 2,28 P < 0,05 2,42 P < 0,05 2,33 P < 0,05
Nitrato (mg L™ 17,94 17,22 P=0,92 16,21 P=0,81 17,51 P=0,95 18,76 P=0,91
Fosfato (mg L™) 8,61 11,53 P=0,41 11,36 P=0,44 11,24 P=0,40 11,29 P=0,50
| Fase 2 — Filtracdes de 22 a 33
Afluente  Efluente Teste-t Efluente Teste-t Efluente Teste-t Efluente Teste-t
F1 s1 F2 s1 F1 S2 F2 s2
Temperatura (°C) 19,90 20,09 P=0,67 20,24 P=0,46 19,88 P=0,97 19,82 P=0,87
Condutividade elétrica (uS cm™) 1040,27 1033,30 P=0,77 1037,41 P=0,88 1005,60 P=0,21 1016,10 P=0,30
STD (mg L™ 527,57 519,02 P=0,49 520,66 P=0,52 509,78 P=0,24 511,57 P=0,20
pH 7,84 7,81 P=0,76 7,76 P=0,50 7,92 P=0,49 7,95 P=0,38
Oxegénio dissolvido (mg L™) 5,77 3,65 P <0,05 1,67 P < 0,05 6,06 P=0,52 6,31 P=0,26
Turbidez (NTU) 6,55 1,23 P < 0,05 1,35 P < 0,05 1,83 P=0,06 1,80 P=0,06
Absorbancia (254nm) 0,27 0,23 P<0,05 0,23 P=0,54 0,23 P<0,05 0,22 P <0,05
COT (mgL™) 62,72 56,22 P=0,21 56,19 P=0,21 57,88 P=0,15 56,40 P=0,23
Nitrito (mg L™ 0,61 1,09 P=0,11 1,23 P =0,06 0,36 P=0,17 0,33 P=0,15
Nitrato (mg L™ 1,49 3,97 P < 0,05 3,50 P < 0,05 4,22 P <0,05 3,81 P < 0,05
Fosfato (mg L™) 127,90 100,81 P=0,69 105,06 P=0,74 105,45 P=0,75 91,18 P=0,59
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Considerando o valor de P calculado para a remogéo de coliformes totais (Figuras 3a e
3b), na fase 1 ndo houve diferenca significativa entre os filtros F1 e F2, mas houve diferenca
significativa entre os tempos de coleta S1 e S2 (P = 0,0041 para o F1; P = 0,0042 para o F2).

Os coliformes totais foram mais bem removidos em S1 (F1= 89,2%; F2= 91,1%) do
que em S2 (F1 = 68,7%, F2 = 72,1%). Estes resultados estdo de acordo com Campos e
Outhwaite, (2014). Embora a hipdtese fosse de que o aumento do tempo de retencdo
melhoraria a remocéo de coliformes totais, a remoc¢ao melhorou com o aumento do numero de
filtragens. Por exemplo, na fase 2, ndo houve diferenca significativa entre F1 e F2 e nem entre
o0s tempos de coleta S1 e S2. No entanto, em todos os casos na fase 2, a média de remocao de
coliformes totais foi > 85%. A diferenca entre 0s tempos de coleta deixou de existir quando
mais filtragens foram efetuadas.

Em relacdo a remocao de E. coli houve diferenca significativa apenas entre os tempos
de coleta no F2 (P = 0,0048), durante a fase 1, onde a remocao média foi de 97,6% em S1 e
47,8% em S2.

Na fase 2, ndo houve diferenca significativa entre F1 e F2 nem entre os tempos de
coleta S1 e S2, sendo que a remocdo de E. coli foi > 87% para todos os casos. Tanto a
remocao de coliformes totais como de E. coli foram variveis nas fases 1 e 2 para Fl e F2 e
para o tempo de coleta S2 (a 4gua coletada no efluente referiu-se a agua adicionada nos filtros
no mesmo dia) embora as remogOes tenham se tornado constantes apos a 162 filtragao.

No geral, as remogdes de coliformes totais e E. coli estdo de acordo com trabalhos
publicados sobre filtros lentos de areia para uso doméstico (NGAI et al., 2007; MWABI et al.,
2012).

Como pode ser visto na Figura 4, a concentragcdo de COT no efluente dos filtros variou
na fase 2 se comparada com a fase 1, onde ocorreu um perfil mais constante das
concentracdes. Isto ocorreu provavelmente devido a contaminacdo PFCPs. Ndo foram
observadas diferencas significativas de COT nos efluentes entre F1 e F2. Estes resultados
estdo de acordo com Campos et al., (2002).

Né&o houve diferenca significativa de COT entre os filtros em S1 (P = 0,30 para a fase
1; P =0,99 paraafase 2) e nemem S2 (P = 0,44 para a fase 1; P = 0,80 para a fase 2) (Figura
3). Também n&o houve diferenca significativade COT entre os tempos de coleta em F1 (P =
0,49 para a fase 1; P = 0,78 para a fase 2) e nem em F2 (P = 0,31 para a fase 1; P = 0,97 para a
fase 2).
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Figura 4: Remogéo de COT na fase 1 (filtragens de 1 a 21) e na fase 2 (filtragens de 22 a 33) nos
tempos de coleta (a) S1 e (b) S2.

3.2.Comparacao da composicao bacteriana em filtros ecoldgicos domesticos, em dois

modos operacionais diferentes.

As amostras do biofilme foram coletadasem ambos os filtros, em trés locais aleatorios,
a fim de comparar a comunidade de bactérias que se desenvolveu nos dois filtros, na fase 1 e

na fase 2 (Tabela 4). Os pontos de coleta do biofilme de F1 durante a fase 1 correspondem a
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F1.1 a F1.3; para F2 correspondem a F2.4 a F2.6. Na fase 2, as coletas feitas no F1
correspondem a F1.7 a F1.9, e para o F2 correspondem a F2.10 para F2.12.

O resultado do BLAST para cada cepa esta distribuido em presenca e auséncia para
cada ponto de coleta, na Tabela 4. Para tal, a primeira op¢do do BLAST foi tomada, com
similaridade de 99,9% para cada cepa.

De acordo com outros estudos que investigaram a comunidade bacteriana presente no
biofilme de filtros lentos de areia, a comunidade foi considerada rica em espécies no biofilme
(PETRY-HANSEN et al., 2006; WAKELIN et al., 2010, 2011), mas muitas cepas nao
puderam ser isoladas (HUGENHOLTZ et al., 1998; CALVO-BADO et al., 2003a), e 0
material utilizado no filtro foi um fator-chave para determinar a ocorréncia de espécies
microbianas (WAKELIN et al., 2010). Com base no método de filtracdo adotado neste estudo,
no total (fase 1 e 2), foi possivel identificar 22 espécies de bactérias nas amostras de biofilme
coletadas durante esta pesquisa, trés ndo puderam ser isoladas - As cepas S8, S15, S18
(Tabela 4).

Tabela 4: Presenca e auséncia de cada cepa de bactéria em seus respectivos ponto de coleta, nas fases

le2.

Fase 1 (Pontos de coleta) Fase 2 (Pontos de coleta)
Cepa | Vizinho L"r%?(?rrr‘]e;'co Mals | F11 FL2 F13 F24 F25 F26 |FL7 F18 F29 F210 F211 212
S1 Bacillus anthracis X X X X X X X
S2 Bacillus pumilus X X
S3 Enterobacterium bacterium X X
S4 Exiquobacterium sp. X X X X X
S5 Bacillus mycoides X
S6 Serratia ureilytica X
S7 Chryscobacterium sp. X
S8 Espécie ndo isolada X
S9 Stemotrophomonas rhizophila X
S10 | Bacillus sp. X X
S11 | Pseudomonas sp X X X X
S12 | Aeromonas sp. X X
S13 Bacillus toyonensis
S14 Bacillus megaterium X
S15 | Espécie ndo isolada X
S16 Pseudomonas putida X
S17 | Tolumonas osonensis X
S18 | Espécie ndo isolada X X
S19 | Bacillus Thuringiensis X
S20 | Enterobacter ludeigii X
S21 | Stenotrophomonas mattophilia X
S22 | Delftia sp. X
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Duas espécies, de nome Bacillus anthracis, e Exiquobacterium sp., foram encontradas
no F1 (controle) e F2 (filtro contaminado) durante a fase 1. Isto sugere que estas espécies
parecem ser resistentes aos PFCPs aplicados no F2. As espécies Bacillus pumilus e
Enterobacterium bacterium estavam presentes apenas em F1 durante a fase 1, enquanto as
demais seis espécies estiveram presentes apenas em F2 (a saber: Bacillus mycoides, Serratia
ureilytica, Chryscobacterium sp, espécie ndo isolada, Stemotrophomonas rhizophila, Bacillus
sp - Cepas S5 a S10) (Tabela 4). As espécies de bactérias presentes no biofilme do F1 foram
diferentes das presentes no biofilme do F2 na fase 1, no entanto, para confirmar se esta
diferenca relaciona-se com a presenca dos produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais no
afluente do F2, mais testes devem ser conduzidos.

Na fase 2, sem contaminacdo da agua afluente ao F2 com PFCPs, 12 diferentes
espécies foram observadas, sendo que 10 foram identificadas e dois ndo puderam ser isoladas,
que é mais do que na fase 1. Do total, apenas duas espécies que estavam presentes na fase 1
permaneceram na a fase 2 (Bacillus anthracis, e Exiquobacterium sp.). As outras 10 espécies
eram diferentes, de modo que estes resultados indicam que a comunidade de bactérias na fase
1 foi diferente das encontradas na fase 2. No entanto, ndo significa necessariamente que essa
diferenca esta relacionada com o modo de operagdo dos filtros, mas pode estar associada a
idade dos filtros. De acordo com Haig et al., (2015), a composi¢do da comunidade microbiana
em filtros lentos de areia foi significativamente diferente, dependendo de varios fatores, tais
como: localizacdo da amostra, més da coleta de amostra, profundidades em que as amostras
foram coletadas, sendo a idade do filtro o pardmetro mais importante em explicar as
mudancas na comunidade microbiana. Além disso, a diversidade de espécies de bactérias que
colonizam o biofilme e sua composicdo dependem da qualidade da &gua afluente aos filtros.
Um exemplo disso pode ser visto ao comparar o trabalho feito por Calaway et al., (1952) e
Brink, (1967) que utilizaram aguas residuais, com uma carga mais elevada de nutrientes. Os
autores encontraram baixa diversidade de bactérias. Bahgat et al., (1999) encontraram maior
diversidade de espécies de bactérias no biofilme de filtros lentos de areia abastecidos com
agua de esgoto que passou por tratamento primario, do que a diversidade descrita por
Wakeling et al. (2011) que usou a agua da chuva como afluente.

As especies Bacillus anthracis e Exiquobacterium sp. que estiveram presentes nas
fases 1 e 2 eram as mesmas que apresentaram resisténcia a compostos farmacéuticos e de
cuidados pessoais, quando compara-se as bactérias isoladas em F1 e F2 durante a fase 1
(Tabela 4), o que sugere a capacidade destas espécies para a adaptacdo e a resisténcia a

contaminag&o, além do fator do tempo de operacao.
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A andlise dos componentes principais (PCA), que considerou a fase 1 e 2 e o local de
amostragem do biofilme em cada filtro (Tabela 4), resumiu 64,1% da variabilidade conjunta
dos dados nos dois primeiros eixos (Figura 5). No lado positivo do eixo 2 (eixo X), estdo
agrupados os pontos referentes aos pontos de coleta de biofilme no F1 e F2 na fase 1. Isto
indica que estas amostras séo semelhantes entre si, e que ndo houve diferenca entre os filtros
controle e contaminado.

No lado negativo do eixo 1 estdo algumas amostras de biofilme relacionadas com F1 e
F2 coletadas na fase 2 (F1.7, F1.9, F2.10 e F2.12), mostrando similaridade entre as amostras

destes pontos.
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Figura 5: Grafico de PCA (Analise dos Principais componentes) para as amostras das cepas
isoladas em cada ponto de coleta de cada filtro, na fase 1 e 2.

No lado negativo do eixo 1 estdo agrupadas F1.8 e F2.11, coletadas na fase 2.
Observa-se similaridade entre F1.7 e F1.9; F2.10 e F.12; F1.8 e F2.11 na fase 1. As
similaridades citadas mostra que houve semelhanca entre alguns locais aleatdrios de
amostragem do biofilme, em ambas as fases. No entanto, a comunidade de bactérias na fase 1
foi diferente da presente na fase 2, pois F1.1, F1.2, F1.3, F2.4, F2.5 e F2.6 (todos pontos de
coleta durante a fase 1) agruparam-se no lado direito do grafico, em contraste com F1.7, F1.8,
F1.9, F2.10, F2.11 e F2.12 (fase 2) agrupados no lado esquerdo do grafico da PCA (Figura 4).
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3.3.Biomassa

A concentracdo de biomassa aumentou significativamente com o tempo de operagéo e
foi resumida por uma funcédo de crescimento exponencial (P <0,0001 para F1, P <0,001 para
F2) em ambos os filtros, mas ndo houve diferenca significativa entre eles (P = 0,76). No
entanto, durante a fase 1 (21 filtragdes), a concentragdo de biomassa (F1 =46,45gC g™!; F2 =
50,08 g C g™") foi menor do que a média na fase 2 (F1 =9496 gC g'; F2=90,93 gC g™")
(Figura 6) em ambos os filtros. Esses valores sdo maiores do que os observados por Campos
et al., (2002) em filtros lentos de areia de grande escala, e isto pode ser devido a qualidade da
agua afluente.

Neste estudo foi utilizada a agua bruta do lago do Regent’s Park, enquanto que
Campos et al., (2002) coletaram amostras do schmutzdecke de filtros lentos de areia em
grande escala, que fazia parte de um tratamento de 4gua avancado envolvendo pré-tratamento
pelo reservatorio, pré-ozonizacdo, flotacdo, filtracdo rapida, ozonizacdo intermediaria e
carvdo granular ativado. Também durante a fase 2 (12 filtracbes), uma floracdo de algas foi
observada no lago do Regent’s Park, e isso explica o consideravel aumento da biomassa da
fase 1 (21 filtragbes) para a fase 2 (12 filtracbes). E importante notar que os filtros ndo foram
limpos entre as fases 1 e 2, e a ocorréncia do desenvolvimento de perda de carga nao foi
significativa durante o tempo de operacéo.

Durante a fase 1 o filtro F2, que recebeu a contaminagdo por PPCPs, apresentou
maior valor de biomassa no final das carreiras de filtracdo, do que o F1 (controle). Isto esta de
acordo com os resultados de sequenciamento genético de bactérias realizado (Figura 5), em

que maior namero de espécies foram isoladas e identificadas em F2 filtro durante a fase 1.
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Figura 6: Grafico da concentracdo de biomassa: a) no filtro 1 (F1) e b) no filtro 2 (F2).
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4. Conclustes

O desempenho dos filtros ecoldgicos de uso domeéstico ndo foi afetado pela presenga
de 2 pg L™ de PFCPs na agua afluente. Para remocéo de coliformes totais e de E. coli na fase
1, ndo houve diferenca significativa entre filtros F1 e F2, mas ndo ocorreu diferenca
consideravel entre os tempos de coleta (S1 e S2).

Maior tempo de retencdo de agua no filtro (S1) gerou melhores remogdes de
coliformes totais e E. coli, do que na coleta S2 referente a agua filtrada no mesmo dia. No
entanto, a agua remanescente e parada nos filtros por mais de 24 horas causou baixa
quantidade de OD na agua efluente, causadas devido a respiracdo microbiana, porém o0s
valores de efluentes foram acima do minimo (3 mg L™) recomendado por Huisman e Wood
(1974).

Foram sequenciados maior nimero de espécies de bactérias na fase 2 (operacao
normal) do que na fase 1, que recebeu contaminacdo por PFCPs e teve operacdo com torneira
e pausas. As espécies Bacillus anthracis, e Exiquobacterium sp., pareceram ser resistentes aos
compostos aplicados ao F2, na concentracio de 2 pg L™, pois ambos foram encontrados no
filtro F1 (controle) e no F2 (filtro contaminado) durante a fase 1 (1-21 filtragdes). As demais
espécies de bactérias sequenciadas foram diferentes no F1 e no F2.

Na fase 2 (22-33 filtracdes), sem contaminacdo por PFCPs e sem pausa do fluxo, 12
espécies foram isoladas e sequenciadas, mas apenas 2 espécies estavam presentes na fase 1,
ou seja, Bacillus anthracis, e Exiquobacterium sp. As outras 10 espécies foram diferentes, de
modo que estes resultados indicam que a comunidade de bactérias presente no biofilme dos
filtros no final da fase 1 foi diferente da presente nos filtros no final da fase 2. Isto pode ser
relacionado com a idade dos filtros, embora a diferenca entre a comunidade de bactérias entre
os filtros e as fases ndo afetou a qualidade da agua tratada pelos filtros.

A concentragdo de biomassa nos filtros aumentou significativamente com o tempo e foi
resumida por uma funcdo exponencial de crescimento em ambos os filtros, mas ndo houve
nenhuma diferenca significativa entre eles.

Durante a fase 1, o filtro F2 (contaminado) mostrou concentragdo de biomassa
ligeiramente mais elevada no final das filtragbesno F1 (controle). Isto esta de acordo com o
sequenciamento genético de bactérias realizado (Figura 5), em que maior nimero de espécies
foram isoladas e identificadas no F2 durante a fase 1; todavia, o efeito dos PFCPs sobre a

biomassa ndo é determinante neste estudo.O biofilme do filtro ecoldgico para uso doméstico,
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assim como ocorre para os de grande escala, € parte fundamental e complexa do processo de
filtrac&o.

5. Referéncias Bibliogréaficas

APHA. Standard Methods for the Examination of Water & Wastewater: 21 st ed., American
Technical Publishers, New York, USA, 2005.

BAHGAT, M., DEWEDAR, A., & ZAYED, A. Sand-filters used for wastewater treatment: buildup
and distribution of microorganisms. Water Research, v. 33(8), p. 1949-1955, 1999.

BERTELKAMP, C. REUNGOAT, J., CORNELISSEN, E.R., SINGHAL, N., REYNISSON, J.,
CABO, AJ., VAN DER HOEK, J.P., VERLIEFD, A.R.D. Sorption and biodegradation of organic
micropollutants during river bank filtration: A laboratory column study. Water Research, v. 52, p.
231-241, 2014.

BLAST - Basic local Alignment Search Tool. Avaliable online: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov (acesso
em 25 de janeiro de 2015).

BOXALL, A. B.A., et al. Pharmaceuticals and Personal Care Products in the Environment: What Are
the Big Questions? Environmental Health Perspectives, v. 12019, p.1221-1229, 2012.

BRINK, N. Ecological studies in biological filters. Int. Revue Ges. Hydrobiology. v. 52, p. 51-122,
1967.

CALAWAY, W. T.,CARROLL, W. R. & LONG, S. K. Heterotrophic bacteria encountered in
intermittent sand filtration of sewage. Sewage Ind. Wastes. v. 24, p. 642-653, 1952.

CALVO-BADO, L. A, PETTITT, T. R., PARSONS, N., PETCH, G. M., MORGAN, J. A. W,;
WHIPPS, J. M. Spatial and temporal analysis of the microbial community in slow sand filters used for
treating horticultural irrigation water. Applied and environmental microbiology, v. 69(4), p. 2116-
2125, 2003.

CAMPOS, L.C. AND OUTHWAITE, R. Performance optimisation of household biosand filters. In:
Progress in Slow Sand and Alternative Biofiltration Processes.Nakamoto, N., Graham, N., Collins,
M.R., Gimbel, R., p.331-338, 2014.

CAMPOS, L.C,; SU, M.F.J.; GRAHAM, N.J.D.; SMITH, S.R. Biomass development in slow sand
filters. Water research v. 36, p. 4543-4551, 2002.

CAWST —Centre for Affordable Water and Sanitation Technology. Annual Report; CAWST: Alberta,
AB, Canada, 1-32, 2012.



178

CHAN, L., RECEVEUR, O. BATAL, M., DAVID, W., SCHWARTZ, H., ING, A., FEDIUK, K.,
BLACK, A, TIKHONOV, C. First Nations Food, Nutrition and Environment Study (FNFNES):
Results from Ontario (2011/2012). Ottawa: University of Ottawa, p.229, 2014.

DRURY, B., SCOTT, J., ROSI-MARSHALL, E.J. KELLY, J.J. Triclosan exposure increases triclosan
resistance and influences taxonomic composition of benthic bacterial communities. Environmental
Science and Technology, v. 47, p. 8923-8930, 2013.

ERBA, C.M., TANGERINO, E.P., ISIQUE, W.D., CAMPOS, L.C. (2014). Removal of Anti-
Inflamatory Compounds by Ecological Filtration. In: Progress in Slow Sand and Alternative
Biofiltration Processes. Nakamoto, N., Graham, N., Collins, M.R., Gimbel, R. 1ed.: IWA publishing.
v. 5(19), p. 147-152, 2014.

European Union Council Directive, 1998. 98/83/EC of 3 November 1998 relative to the quality of
drinking water. Off. J. Eur. Commun., 330e332, 1998.

HAIG S-J, QUINCE C, DAVIES RL, DOREA CC, COLLINS G. The relationship between microbial
community evenness and function in slow sand filters. mBio v. 6(5), p. e00729-15, 2015.

HAIG, S.J, COLLINS G, DAVIES, R.L, DOREA, C, AND QUINCE C. Biological aspects of slow
sand filtration: past, presente and future. Water Science and Technology: Water Supply, v. 11(4), p.
468-472, 2011.

HAIG, S.J, QUINCE, C, DAVIES, R.L, DOREA, C.C, AND COLLINS, G. Replicationg the
microbial community and water gaulity performance of full scale filters in laboratory-scale filters.
Water Research v. 61, p. 141-151, 2014.

HALLE, C. Biofiltration in Drinking Water Treatment: Reduction of Membrane Fouling and
Biodegradation of Organic Trace Contaminants. PhD Thesis, University of Waterloo, Canada, 2009.

HARADA, A., KOMORI, K., NAKADA, N., KITAMURA, K., SUZUKI, Y. Biological effects of
PPCPs on aquatic lives and evaluation of river waters affected by different wastewater treatment
levels. Water Science & Technology—WST, v. 58(8), p.1541-1546, 2008.

HUGENHOLTZ, P., GOEBEL, B. M., PACE, N. R. Impact of culture-independent studies on the
emerging phylogenetic view of bacterial diversity.Journal of bacteriology, v. 180(18), p. 4765-4774,
1998.

HUISMAN, L.; WOOD, W. Slow sand filtration. World Health Organization, Geneva, Switzerland,
1974,

HWANG, H.G, KIM, M.S, SHIN, S.M, AND HWANG, C.H. Risk Assessment of the Schmutzdecke
of Biosand Filters: Identification of an Opportunistic Pathogen in schmutzdecke Developed by an
Unsafe Water Source. Int. J. Environ. Res. Public Healthv. 11, p. 2033-2048, 2014.



179

JONES, O.A,; LESTER, J.N.; VOULVOULIS, N. Pharmaceuticals: a threat to drinking water?
Trends in Biotechnology. v. 23, p. 163-167, 2005.

KAISER, N.; LIANG, K.; MAERTENS, M.; SNYDER, R. Biosand Household Water Filter
Evaluation 2001; Samaritan’s Purse Canada: Calgary, Canada, 2002.

KUMMERER, K. (Ed.). Pharmaceuticals in the environment: sources, fate, effects and risks.
Springer Science & Business Media, 2008.

LANE, D. J., B. PACE, G. J. OLSEN, D. A. STAHL, M. L. SOGIN, AND N. R. PACE. Rapid
determination of 16S ribosomal RNA sequences for phylogenetic analyses. Proc. Natl. Acad. Sci.
USAVv. 82, p. 6955-6959, 1985.

LEA, M. Biological Sand Filters: Low-Cost Bioremediation Technique for Production of Clean
Drinking Water. In Current Protocals in Microbiology, John Wiley & Sons, 2014.

MWABI, J.K., MAMBA, B.B., MOMBA, M.N.B. Removal of Escherichia coli and Faecal Coliforms
from Surface Water and Groundwater by Household Water Treatment Devices/Systems: A
Sustainable Solution for Improving Water Quality in Rural Communities of the Southern African
Development Community Region. Int. J. Environ. Res. Public Health.v. 9, p. 139-170, 2012.

NAKAMOTO, N. Food chain is the key in ecological purification system: new concept and new name
of slow sand filter. In: Nobutada Nakamoto, Nigel Graham, M. Robin Collins and Rolf Gimbel.
(Org.). Progress in slow sand and alternative biofiltration process. led.: IWA publishing, v. 5(9), p.
77-84, 2014.

NGAI, T., SHRESTHA, R., DANGOL, B., MAHARJAN, M. AND MURCOTT, S. Design for
Sustainable Development — Household drinking water filter for arsenic and pathogen treatment in
Nepal, Journal of Environmental Science and Health Part A, v. 42, p. 1879 — 1888, 2007.

Petry-Hansen, H., Steele, H., Grooters, M., Wingender, J., & Flemming, H. C. 17 Faecal
contamination indicator organisms in slow sand filters.Recent Progress in Slow Sand and
Alternative Biofiltration Processes, p. 143, 2006.

QIAO, T., YU, Z,, ZHANG, X., AU, D. W. T. Occurrence and fate of pharmaceuticals and personal
care products in drinking water in southern China. J. Environ. Monit., v. 13(11), p. 3097-3103, 2011.

RIGOBELLO, E. S., DANTAS, A.D., DI BERNARDO, L., VIEIRA, E.M. Removal of diclofenac by
conventional drinking water treatment processes and granular activated carbon filtration.
Chemosphere v. 92, p. 184-191, 2013.

ROOKLIDGE, S. J., BURNS, E. R., & BOLTE, J. P. Modeling antimicrobial contaminant removal in
slow sand filtration. Water research, v. 39(2), p. 331-339, 2005.



180

ROSI-MARSHALL, E., SNOW, D., BARTELT-HUNT, S.L., PASPALOF, A., TANK, J.L. A review
of ecological effects and environmental fate of illicit drugs in aquatic ecosystems. J Hazard Mater.,
v. 282, p.18-25, 2015.

ROSI-MARSHALL, E.J., KINCAID, D.W., BECHTOLD, H.A., ROYER, T.V., ROJAS, M., KELLY,
J.J. Pharmaceuticals suppress algal growth and microbial respiration and alter bacterial communities in
stream biofilms. Ecol Appl., v. 23(3), p. 583-93, 2013.

SUl, Q., CAO, X., LU, S, ZHAO, W., QIU, Z., YU, G. Occurrence, sources and fate of
pharmaceuticals and personal care products in the groundwater: A review. Emerging Contaminants,
v.1(1), p. 14-24, 2015.

UNGER, M.; COLLINS, M. R. (2008). Assessing Escherichia coli removal in the schmutzdecke of
slow-rate biofilters. American Water Works Association. Journal, v. 100(12), 60, 2008.

VULLIET, E., CREN-OLIVE, C. Screening of pharmaceuticals and hormones at the regional scale, in
surface and groundwaters intended to human consumption. Environmental Pollution v. 159, p. 2929-
2934, 2011.

WAKELIN, S. A.; PAGE, D.W.; PAVELIC, P.; GREGG, A. L.; DILLON, P. J. Rich microbial
communities inhabit water treatment biofilters and are differentially affected by water type and
sampling depth. Water Science and Technology: water supply. v.10, p. 145-156, 2010.

WAKELIN, S., PAGE, D., DILLON, P., PAVELIC, P., ABELL, G.C.J., GREGG, A.L., BRODIE, E.,
DESANTIS, T.Z., GOLDFARB, K.C., ANDERSON, G. Microbial community structure of a slow
sand filter Schmutzdecke: a phylogenetic snapshot based on rRNA sequence analysis. Water Science
Technology. v.11, p. 426-436, 2011.

WHO (2016). Results of round I: of the WHO International Scheme to Evaluate Household Water
Treatment Technologies. Geneva: World Health Organization;
(http://www.who.int/household_water/scheme/household-water-treatment-report-round-1/en/,
accessed 08/03/2016).



181

Conclusoes gerais

A partir da andlise dos resultados obtidos com este estudo, estabeleceram-se as

seguintes concluses gerais:

= Apesar da contaminacdo do Reservatorio do Lobo com grade concentracdo de
coliformes fecais e Escherichia Coli, os 22 filtros ecoldgicos confeccionados
apresentaram boa remocao destes contaminantes. Em média a turbidez e a cor aparente
no efluente dos filtros ecoldgicos ndo estiveram nos padrbes de potabilidade
estabelecidos no Brasil em decorréncia da qualidade da agua a ser tratada. Para melhor
desempenho e resultado no tratamento da agua do Reservatério do Lobo por filtros
ecoldgicos, a inclusdo de um pré-tratamento é indicada.

= Considera-se aplicavel o sistema de purificacdo ecoldgica para tratamento de agua no
Brasil, pois € uma alternativa com baixo custo, que fornece agua tratada naturalmente,
de facil operacdo, ndo necessitando de méo de obra especializada. Pode ser utilizada
em grande escala ou para uso doméstico. Além disso, foi descrito na literatura que
levando em conta a &rea total ocupada por estacbes de tratamento que utilizam
filtracdo rapida comparado com estacdes que usam filtracdo lenta, as estacdes
praticamente se igualam.

= A ocorréncia dos seis produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais avaliados no
Reservatorio do Lobo reflete a contaminacdo como resultado das atividades antropicas
no entorno. Os produtos de cuidados pessoais (metilparabeno e benzofenona-3)
estiveram presentes em todas as amostras de agua coletadas e foram os compostos
detectados em maior concentracdo no Reservatorio do Lobo.

= Os filtros ecoldgicos apresentaram bons resultados na remocgdo dos PFCPs aplicados,
sendo que os compostos farmacéuticos tiveram melhor remocdo pelos filtros
ecologicos do que os produtos de cuidados pessoais.

» Houve efeito na comunidade de algas e cianobactérias diante da presenca dos produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais na dgua a ser tratada pelos filtros ecologicos. As
especies  Aulacoseira granulata, Chroococcus minutus, Dolichospermum
planctonicum e Microcystis aeruginosa que foram consideradas como descritoras em
comum para todas as contaminagfes e tempos de coleta. A espécie que mais

contribuiu durante o periodo, com maior porcentagem, foi Lepocincles sp.
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(Euglenophyceae). A ocorréncia, abundancia e frequéncia destas espécies indicam
uma possivel tolerancia das mesmas aos PFCPs aplicados.

O desempenho dos filtros ecoldgicos de uso doméstico ndo foi afetado pela presenca
de 2 pg L™ de produtos farmaceuticos e de cuidados pessoais na agua afluente. As
espécies de bactérias Bacillus anthracis, e Exiquobacterium sp., foram resistentes aos
compostos aplicados.

Apesar da presenca dos contaminantes estudados ndo afetarem o desempenho dos
filtros ecoldgicos na concentracdo em que foram aplicados, tanto em grande escala
como os domésticos, foi observado efeito nas comunidades de algas e cianobactérias e

bactérias, com modificagdes na composicao destas comunidades do biofilme.
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Consideracoes finais e recomendagdes

Os farmacos e os produtos de cuidados pessoais fazem parte do cotidiano da
populagdo mundial e sdo importantes para 0 aumento da expectativa e qualidade de vida das
pessoas. Porém fatores como os avancos do mercado farmacéutico, o uso indiscriminado, a
facilidade na compra de grande parte destes, e a falta de tratamento dos residuos de forma
adequada geram a contaminacdo do ambiente aquatico com estes produtos e as consequéncias
para 0 meio ambiente e a salde humana ainda ndo séo conhecidas.

Além dos compostos originais, produtos de degradacdo do diclofenaco e da
benzofenona-3 foram encontrados no Reservatorio do Lobo, conforme os trabalhos da
literatura que explicam que os compostos sdo degradados no ambiente por fotodegradacéo,
biodegradacdo, dentre outros, e as consequéncias ainda sdo desconhecidas.

O monitoramento e conhecimento dos compostos presentes nos corpos dagua é de
fundamental importancia para que os estudos sejam conduzidos a fim de reduzir os impactos
ambientais e na saude humana.

Diante da presenca destes e outros contaminantes na agua de consumo, sdo
importantes avaliagdes de métodos de tratamento da agua. Neste estudo os filtros ecoldgicos
apresentaram bons resultados na remocdo do paracetamol, diclofenaco, naproxeno,
ibuprofeno, metilparabeno e benzofenona-3.

O biofilme é o compartimento essencial do tratamento ecoldgico da agua e com 0s
resutados deste estudo, observou-se que houve um efeito nas comunidades de algas e
cianobactérias e de bactérias diante da presenca dos compostos estudados na agua afluente aos
filtros, referentes a composicdo das comunidades em espécie. Neste estudo, a concentracdo
aplicada ndo afetou o desempenho dos filtros em tratar a dgua, mas acredita-se que a
concentracdo em que foram aplicados ndo ocasionou grandes efeitos.

Como recomendaces para trabalhos futuros, no caso do uso da dgua do Reservatorio
do Lobo para o tratamento ecoldgico da agua, indica-se a inclusdo de um pré-tratamento da
agua antes da mesma ser tratada por filtros ecologicos, como o pré-filtro de fluxo ascendente.

Para estudos dos produtos de degradacdo gerados pelos filtros ecoldgicos,
recomendam-se ensaios com agua que ndo esteja contaminada com produtos farmaceuticos e
de cuidados pessoais ou outros compostos, para que seja possivel a avaliacdo individual de

cada composto gerado.
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Indica-se também que os compostos sejam adicionados na &gua afluente em maior
concentracdo para que seja mais facilmente detectado pelo equipamento, ou o uso de LC-
MS/MS mais sensivel.

Sugerem-se também como trabalhos futuros o estudo da concentracdo limite dos
compostos que os filtros ecoldgicos conseguem tratar, para delimitar a aplicabilidade deste
tratamento para aguas contaminadas com o0s respectivos compostos.

Os efeitos dos compostos na comunidade bioldgica dos filtros precisa ser melhor
investigada e de possiveis espécies que podem estar relacionadas com a biodegradacéo destes

compostos, para que seja delimitada a aplicabilidade do sistema.
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Anexos
Tabela A.1. Resultado das andlises de correlacdo (r) e de regressao entre os parametros aferidos no efluente dos filtros.
Temperatura TDS Condgtl\_/ldade Turbidez Cor aparente Cor . oD Collfor_mes
elétrica verdadeira totais
r P r P r P r P r P r P r P r P r P
Temperatura
TDS 0,27 0,14
Condutividade 0,30 0,10 0,98 <0,001
pH 0,35 0,05 018 0,33 0,22 0,23
Turbidez 0,07 0,71 -0,11 0,55 -0,08 063 -0,30 0,10
Cor aparente 0,11 053 -0,19 0,30 -0,17 034 -0,23 0,20 0,93 <0,001
Cor verdadeira -0,25 0,21 0,18 0,38 0,21 029 -049 0,01 040 0,04 0,35 0,08
oD -0,35 0,23 -0,05 0,84 -006 084 049 008 0,31 0,29 035 0,23 052 0,06
Coliformes totais -0,33 0,28 -0,12 0,70 -0,10 0,75 -0,18 055 050 0,08 043 0,14 057 011 -0,08 0,89
E.coli -0,14 066 0,39 0,19 0,36 023 000 099 -001 0,97 -0,02 09 -0,14 0,71 -0,37 047 0,19 054

r= coeficiente de correlacdo; P= significancia.
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Figura A.1. Gréfico de distribuicdo particular da areia utilizada nos filtros ecoldgicos domésticos.
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Figura A.2. Curva de calibragéo das amostras submetidas a PCR.
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Figura A.3. Bloom de algas e cianobactérias no lago do Regents park.




