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RESUMO
Um novo ramo de pesquisa vem ganhando destaque na comunidade cientifica;
investigar e eliminar compostos organicos que emergem no ambiente de forma
cronica, os chamados contaminantes emergentes. Estes micropoluentes ao longo do
tempo e da deposicdo podem gerar bioacumulagéo caso nao seja degradado. Um dos
principais contaminantes listados s&o os farmacos como € o caso do acetaminofeno
também conhecido como paracetamol, sendo este o farmaco mais encontrado nas
residéncias brasileiras. A literatura traz dados que relatam a presenca significativa de
acetaminofeno em efluentes e com isso a busca por solugdes de degradagao desses
compostos aumentaram. A biorremediagdo surge como opg¢ao e consiste em uma
técnica que utiliza organismos vivos como microrganismos para descontaminar areas
poluidas. O objetivo deste trabalho foi identificar a capacidade da microbiota do solo
agricola em degradar o acetaminofeno nos efluentes a partir do seu metabolismo e
para isso utilizou-se o método de respirometria o qual consistiu em criar um ambiente
semi-fechado onde o CO, liberado durante o metabolismo microbiano & dissolvido em
uma solugdo de KOH a qual foi titulada contra HCL e a partir da equagao de
conversao foi obtido o valor de CO, produzido durante a biodegradacgao. Para analise,
foram utilizadas amostras do Rio Piracicaba (Piracicaba/SP) onde consta presenca de
cerca de 300ng/L" de acetaminofeno segundo a literatura, ademais foi simulado um
ambiente aquoso com concentracdo do farmaco de 10x e 100x maior que este
encontrado. Como variaveis analisou-se as diferentes concentragdes e a presenga e
auséncia do in6culo do solo contendo os microrganismos. Os resultados apontam
uma eficacia significativa na biodegradagdo do farmaco na concentragédo de 10x na
presenca do inéculo do solo, sugerindo que os microrganismos do solo podem atuar

na biorremediacido desses efluentes contaminados.

Palavras-chave: Biorremediacao. Acetaminofeno. Paracetamol. Respirometria.



ABSTRACT
A new branch of research is gaining prominence in the scientific community;
investigate and eliminate organic compounds that emerge in the environment in a
chronic form, the so-called emerging contaminants. These micropollutants over time
and deposition can generate bioaccumulation if not degraded. One of the main
contaminants listed are drugs such as acetaminophen, also known as paracetamol,
which is the drug most commonly found in Brazilian homes. The literature brings data
that report the significant presence of acetaminophen in effluents and with that the
search for solutions of degradation of these compounds increased. Bioremediation
appears as an option and consists of a technique that uses living organisms such as
microorganisms to decontaminate polluted areas. The objective of this work was to
identify the ability of the agricultural soil microbiota to degrade acetaminophen in the
effluents from its metabolism and for this, the respirometry method was used, which
consisted of creating a semi-closed environment where the CO, released during
microbial metabolism is dissolved in a KOH solution which was titrated against HCL
and from the conversion equation the value of CO, produced during biodegradation
was obtained. For analysis, samples from the Piracicaba River (Piracicaba/SP) were
used, where there is the presence of about 300ng/L 'ul of acetaminophen according to
the literature. As variables, the different concentrations and the presence and absence
of the soil inoculum containing the microorganisms were analyzed. The results point to
a significant efficacy in the biodegradation of the drug at a concentration of 10x in the
presence of soil inoculum, suggesting that soil microorganisms can act in the

bioremediation of these contaminated effluents.

Keywords: Bioremediation. Acetaminophen. Paracetamol. Respirometry.
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1. INTRODUGAO

Os avangos tecnoldgicos criaram um desafio para a comunidade cientifica:
investigar e eliminar compostos organicos que de certa forma emergem em ambientes
causando contaminagdo dos mesmos. Esses compostos sao contaminantes
emergentes, micropoluentes que sao disseminados nos ambientes de forma crénica
causando bioacumulagado caso nao seja degradado. Diversas classes de compostos
existentes ja estdo classificadas como contaminantes emergentes, sdo exemplos:
horménios, farmacos, corantes de industria téxtil, petréleo e defensivos agricolas. Os
farmacos ou drogas farmacéuticas sdo usados em larga escala por seres humanos,
além da aplicagdo em animais, essa deliberagdo usual e o descarte incorreto do
mesmo € o que torna os farmacos um dos focos do estudo dessa classe de poluentes
(NAPOLEAO et al., 2015).

Os estudos no Brasil sobre contaminantes emergentes deram inicio em 1995,
principalmente relacionados a pesticidas. Em 1996, Stumpf e colaboradores
analisaram em Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETE) e aguas superficiais a
remocgao de farmacos e hormdnios no sul do Rio de Janeiro. Desde entdo as matrizes
aquaticas séo focos de buscas desses contaminantes (MONTAGNER et al., 2017).

O Brasil esta entre os maiores consumidores de farmacos do mundo, sendo a
industria farmacéutica uma das mais rentaveis no pais, quanto a sua distribuicdo
tém-se a média de 3,3 farmacias para cada 10 mil habitantes. Esse numero permite
uma maior acessibilidade a populacdo e leva até mesmo ao consumo exagerado de
drogas farmacéuticas. A grande preocupacao dessa liberagdo sdo os Medicamentos
Isentos de Prescrigdo (MIPs), grupo ao qual pertence o paracetamol, também
conhecido como acetaminofeno, esse farmaco € o mais encontrado nas residéncias
brasileiras devido principalmente a pratica de automedicagcdo (BRAYNER et al., 2018).

O acetaminofeno € um anti-inflamatério nado esterdide com baixa capacidade
anti-inflamatéria, possui funcdo analgésica e antipirética, também se encontra
formulado com outros principios ativos, sua dose diaria ndo pode ultrapassar 4000mg
ou 75mg/kg. O consumo em maior dose ou constante do medicamento pode causar
danos hepaticos, a Anvisa é responsavel por monitorar e fiscalizar a produgéo,

manutencgao e distribuicdo do farmaco no pais (ANVISA, 2014).
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A presenca de farmacos em matrizes aquaticas esta cada vez mais facil de ser
detectada devido a criacdo de equipamentos mais avangados e métodos mais
especificos e sensiveis. O farmaco que é vital para a remediacdo de doencas
humanas acaba se tornando um problema ecossistémico, visto que o préprio corpo
humano nao é capaz de assimila-lo completamente, esse fato junto ao descarte
incorreto seja de sobras ou farmacos fora da data de validade, expde a biota aquatica
e 0s seres vivos que utilizam desse recurso em risco de contaminagcdo cronica
(BISOGNIN et al., 2017).

Na literatura encontram-se dados que comprovam a presenga do
acetaminofeno em efluentes de todo o mundo. Em um levantamento no Brasil e
Estados Unidos foram encontrados cerca de 18.100 - 59.000ng L™ em seus efluentes.
Adentrando as cidades brasileiras, em Curitiba-PR o estudo de Kramer et al., (2015)
citado por Bisognin et al., (2017) identifica a presenca de acetaminofeno nos rios
Iguacu e Belém, chegando a detectar 6.896ng.g" em sedimentos no rio Barigui
(BISOGNIN et al., 2017).

O trabalho de Américo et al. (2012) identificou a presenca do acetaminofeno
em seis pontos de amostragem do Cérrego da Onga, na cidade de Trés Lagoas-MS.
De acordo com os autores, em todos os pontos do Cérrego foi possivel identificar a
presenca do farmaco, principalmente no ponto préoximo a ETE da cidade, o que é
justificado pelo fato de que dejetos domésticos possuem uma maior concentragao de
farmacos devido ao descarte incorreto pela populagao.

O artigo de Pasquini (2016) analisou a presencga e concentragcao de diversos
farmacos no Ribeirdo Quilombo no estado de S&o Paulo durante os doze meses do
ano. O Ribeirdao Quilombo abrange os municipios de Campinas, Hortolandia, Sumaré,
Nova Odessa e Americana, tendo como ponto de desague o Rio Piracicaba, todas as
cidades citadas sdo do Estado de S&o Paulo - BR. Dentre os farmacos encontrados, o
acetaminofeno possui concentragdes de até 305,1ng/L™". O autor relata que, ainda que
ocorra uma biodegradagao dos farmacos ao longo do curso do rio, a contaminagao do
Ribeirdo Quilombo é levada até o Rio Piracicaba.

Garrido (2012) relata em seu trabalho as caracteristicas do acetaminofeno, que

€ definido como uma molécula organica que possui uma moderada solubilidade em
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agua e grande estabilidade em solugdo aquosa em pH 5-7. A hidrélise do composto é
a principal rota de degradagdo porém gera dois subprodutos: p-aminofenol e acido
acético. O tempo de meia vida dentro de organismo biolégico varia entre 1,5 a 3
horas, mas no ambiente ndo se sabe ao certo o tempo de permanéncia do farmaco.

Quando o acetaminofeno esta em efluentes ndo € esperado a sua adsorgéo em
sedimentos e o0 seu potencial de bioconcentragdo é baixo. Pode ser encontrado no ar
em forma de vapor e o composto pode reagir com radicais hidroxilas, sua remogao
pode se dar por deposigao seca ou umida. No solo apresenta alta mobilidade e baixa
volatilizagdo. Além da forma direta de contaminagdo nos efluentes tém-se a forma
indireta advindo do solo ou do ar na forma de vapor. Nas Estacdes de Tratamento de
Esgoto (ETE), ocorre um processo rotineiro de cloracdo da agua, nessa fase o
acetaminofeno ali presente sofre oxidacdo, o que define destinos diversos para o
mesmo, que por sua vez pode ser em partes eliminado ou permanecer na agua
tratada. A oxidagao parcial gera subprodutos em suma téxicos como, por exemplo, a
1,4-benzoquinona que tem efeitos genotdxicos e mutagénicos (PAIS, 2013).

A remogao de farmacos dos efluentes é realizada em sua maioria por
processos fisico-quimicos, hoje ocorre uma busca por novos métodos mais baratos e
eficazes, seja um método unico ou como complementar dos demais processos
existentes. A biorremediacdo € um processo que utiliza organismos vivos para
descontaminar ou minimizar os impactos de contaminacdo nos ambientes através do
metabolismo dos mesmos. As bactérias reagem melhor nessa dinamica de
biorremediagao, quando a técnica é aplicada em ambientes abertos cria-se uma gama
de variedades de microorganismos através da interacdo no local. Ao longo da
evolugdo as bactérias ficaram cada vez mais adaptadas para consumir os diversos
compostos quimicos presentes na Terra para obter energia e manter o seu
metabolismo ativo, tendo como uma das principais fontes de energia o carbono
(MINILLO et al., 2014).



15

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. CONTAMINANTES EMERGENTES

O meio ambiente vem sofrendo as consequéncias do avango tecnoldgico e
populacional humano principalmente a partir da Revolugao Industrial em 1760. Desde
a década passada a cada ano é possivel detectar novas fontes de contaminagdes e
com isso surgiu a tematica dos contaminantes emergentes. Abordado em diferentes
aspectos cientificos os contaminantes emergentes sao centenas de compostos
encontrados no ar, agua e no solo e ndo fazem parte da composigao natural desses
ambientes ou estdo presentes em concentragdes além do esperado, podendo assim,
causar danos ao ecossistema. Estes compostos ainda estdo sendo estudados e
avaliados para serem incluidos em programas de monitoramentos de rotina assim
como precisam de legislacdo para regulamentar e evitar danos as geracgodes futuras
(MONTAGNER et al., 2017).

A origem desses contaminantes podem ser antropicas (efluentes e residuos
domésticos, industriais, hospitalares, agricolas e pecuario) e também por fontes
naturais (compostos presentes em espécies especificas de plantas). O mais
importante em detectar a fonte € poder impedir que essa eliminagdo de compostos
téxicos causem danos irreversiveis (MOREIRA et al., 2013).

Com avango de técnicas mais sensiveis capazes de detectar contaminantes
emergentes em corpos aquaticos e em aguas residuarias, na faixa de ng L' e ug L™
gerou mais preocupagao acerca da exposicao crénica a estes compostos que podem
afetar a preservagao da vida aquatica, dessedentacdo de animais e saude humana
(MIZUKAWA, 2016).

No Brasil os estudos envolvendo os contaminantes emergentes deram inicio na
década de 90, tendo como foco os pesticidas. As matrizes aquaticas (esgoto, aguas
superficiais e subterraneas, aguas tratada e envasada para consumo humano) séo as
mais investigadas visto que em suma € destino final de contaminantes seja de forma
direta ou indireta. Por sua amplitude territorial, o Brasil apresenta grandes conflitos
socioeconémicos e ambientais sendo importante destacar que mesmo estando entre

as 20 maiores economias mundiais o pais sofre problemas sérios de saneamento
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basico e escolaridade que afetam diretamente no aumento da poluigao e deliberagao
de compostos com potencial téxico para o meio ambiente (MOREIRA et al., 2013).

De acordo com Montagner et al. (2017) Os contaminantes emergentes podem
bioacumular e se estabelecerem de forma crbnica nos ecossistemas, a lista que
compreende esses compostos englobam agrotoxicos, produtos de higiene, corantes
da industria téxtil, petréleo, hormébnios e farmacos. Muitos desses compostos
possuem em sua formula estruturas quimicas toxicas e cancerigenas como os anéis
benzénicos. Na figura 1 & possivel observar os estudos no Brasil publicados em
revistas indexadas que demonstram os contaminantes encontrados em matrizes

aquaticas investigadas.

Figura 1 - Distribuicdo das classes dos compostos estudadas nas matrizes aquaticas brasileiras:
esgoto*, agua tratada e aguas superficiais, em que n representa o total de trabalhos publicados em
revistas indexadas por matriz ambiental, dentro dos critérios estabelecidos. *Matriz esgoto: esta
indicando os trabalhos publicados sobre esgotos bruto e tratado e sobre efluentes hospitalares do
Brasil. PPCP**(PPCP, do inglés, Pharmaceuticals and Personal Care Products).

Esgoto Agua tratada Agua superficial
n=10 n=16 n=44

[l Pesticidas [l Compostos industriais [l PPCP [_]Horménios [_] Drogas ilicitas
Fonte: MONTAGNER et al. (2017).

Dessa forma, tém-se os hormoénios, farmacos, produtos de higiene pessoal,
compostos industriais e pesticidas como as classes mais investigadas. Os pesticidas
sdo estudados seguindo o padrdo de consumo regional no pais, enquanto os demais
seguem a tendéncia mundial e a prioridade determinada por agéncias ambientais
norte-americanas e europeias (MONTAGNER et al., 2017).

2.1.1. Farmacos e o meio ambiente
Os farmacos podem ser considerados contaminantes devido a sua relagdo com

metabolismos vivos, uma vez que dentro de organismos os farmacos passam por
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processos de biotransformagédo, podendo em alguns seres bioacumular ou gerar
reacdes que alteram a homeostase, causando danos ou até mesmo a morte. Sendo
os farmacos compostos quimicos sua interagdo com o meio se da por reacdes
quimicas, podendo absorver, agregar, incorporar ou até mesmo reduzir outras
moléculas as quais estdo em contato. Além disso, € necessario levar em conta o
tempo de meia vida dos farmacos e a sua biodisponibilidade, o que afeta diretamente
sua relagéo e taxa de contaminac&o no ambiente (BISOGNIN et al., 2017).

O Brasil esta entre os maiores consumidores de farmacos do mundo, dentre as
classificagdes e uso dos farmacos, o grupo dos Medicamentos Isentos de Prescricao
(MIPs) sdo a grande preocupacao principalmente devido a automedicacdo (BRAYNER
et al., 2018).

O trabalho de Arrais et al. (2016) traz uma lista das classes de farmacos mais
consumidos no Brasil por automedicacdo sendo os principais: analgésicos, relaxante
muscular, anti-inflamatérios e preparos para tosse e resfriado. Para além dos MIPs
tem-se a preocupacdo com os antibiéticos e os horménios, visto que, a interferéncia
metabdlica destes sdo mais intensas com danos mais severos a biota exposta. Ao se
tratar de antibioticos em efluentes é necessario compreender a microbiota local, a qual
desempenha papel fundamental no ecossistema, a presenca desse medicamento
pode levar a morte desses microrganismos e consequentemente desequilibrio
ecologico.

Segundo Ueda et al. (2009) a literatura retrata os farmacos como
contaminantes emergentes de alta preocupacdo, muitas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas para remediar efluentes contaminados e eliminar os impactos
ambientais causados. Sendo as redes de tratamento de esgoto ndo capacitadas para
remogao efetiva de farmacos devido a falta de tecnologias capazes de degradar os
compostos sem gerar subprodutos téxicos (principalmente se tratando dos métodos
fisico-quimicos) dessa forma, fica uma certa responsabilidade por parte dos 6rgaos
fiscais de desenvolver coletas e conscientizacdo para populacdo descartar
corretamente seus residuos farmacéuticos evitando assim a contaminacdo dos
efluentes, os quais sdo os mais afetados.

A Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) ¢é responsavel por
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monitorar e fiscalizar a produgdo, manutencédo e distribuicdo de farmacos no pais
(ANVISA, 2014). Para o uso terapéutico as pessoas adquirem medicamentos que, em
muitos casos, ndo sdo consumidos por completo e/ou ao perderem o prazo de
validade, tais produtos sdo descartados no esgoto residencial, lixo comum ou em rede
publica de esgoto. Porém, no ano de 2009, foi criado um regulamento da Anvisa que
possibilita farmacias e drogarias a participarem voluntariamente de coleta de residuos
de medicamentos para descarte pela populacdo. Existe um desconhecimento por
parte da populagdo sobre a composicdo quimica dessas substancias e como elas
podem contaminar ambientes, assim como ndo devem ser descartados no lixo comum
também nao ha orientagdo e nao existem postos de recolhimento (LEMOS, 2019).

Na figura 2 é demonstrado as possiveis rotas de destino de farmacos no meio
ambiente, evidenciando as matrizes aquaticas como as mais afetadas pela
contaminagao, principalmente advindas das redes de tratamento de esgoto que nao

conseguem eliminar estes compostos por completo (DEMBOGURSKI, 2019).

Figura 2 - Principais possiveis rotas de destino dos fdrmacos no meio ambiente.
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Fonte: DEMBdéURSKI (2019).
2.2. ACETAMINOFENO

Segundo a Anvisa (2014) o acetaminofeno € um droga farmacéutica com

caracteristicas anti-inflamatorias, entretanto ele se trata de um anti-inflamatério nédo
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esteréide por isso possui baixa capacidade anti-inflamatéria. Neste caso ele age
melhor como analgésico e inibidor de febre, ou seja, antipirético. Pode ser
comercializado adjunto a outros principios ativos e sua venda nao necessita de
prescricdo médica, sendo este um Medicamento isento de Prescricdo. Ainda que sua
venda seja liberada, a Anvisa alerta sobre o risco da automedicacao e superdosagem,
na qual sua dose diaria ndo pode ultrapassar 4000mg ou 75mg/kg pois uma alta dose
ou consumo constante pode causar danos no figado e culminar em doencgas
hepaticas.

De acordo com Baptistella (2003) o acetaminofeno, foi descoberto em 1877 na
Alemanha e pode ser sintetizado a partir da reagao entre o p-aminofenol e anidrido

acético como demonstrado na figura 3:

Figura 3 - Sintese do acetaminofeno a partir da reagdo entre o p-aminofenol e anidrido acético.
Resultando em paracetamol e acido acético.
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Fonte: (BAPTISTELLA, 2003).

O acetaminofeno é derivado do p-aminofenol, mesmo que seu mecanismos de
acao ainda nao é completamente determinado, o farmaco pode inibir a via do 6xido
nitrico (NO) na qual € mediada por diversos receptores de neurotransmissores como o
N-metil-D-aspartato (NMDA) resultando assim no alivio da dor. Quanto a capacidade
antipirética 0 mesmo pode inibir a sintese e liberagdo de prostaglandinas no Sistema
Nervoso Central (SNC) assim como os efeitos que as prostaglandinas causam no
centro regulador de calor no hipotalamo anterior (DEMBOGURSKI, 2019).

2.2.1. Caracteristicas fisico-quimicas do acetaminofeno
Segundo Sigma-Aldrich (2019) apud Dembogurski (2019) a molécula de

acetaminofeno € um composto organico nitrogenado que possui um anel benzénico, o
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mesmo ¢€ classificado pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
como N-(4-hidroxifenil)etanamida. Possui as fun¢des organicas fenol, amida e metila,
sua férmula molecular € C; Hy N O,, massa molar de 151,16 g.mol™, é uma substancia
solida na temperatura ambiente, com ponto de fusdo em 169°C e solubilidade em
agua de 12,75 g/L (20 °C).

2.2.2. Biodegradacao do acetaminofeno

A biodegradacdo do farmaco acetaminofeno é relatada em estudos na
literatura, seja através do seu metabolismo ou até mesmo da biomassa como
adsorvente (MINILLO et al., (2014); ALVES e TAKAHASHI (2016). A figura 4 mostra a
degradacdo do paracetamol no trabalho de Minillo et al. (2014) a partir de

microrganismos encontrados em filtros de carvao.

Figura 4 - Biodegradacéo eficiente do fdrmaco paracetamol por microrganismos presentes nos filtros
de carvao com atividade bioldgica, onde na presenga do inéculo ocorre a diminui¢do da concentragéo
do paracetamol.
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Fonte: MINILLO et al. (2014).

2.3. BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo é uma técnica que utiliza organismos vivos para limpar
ambientes contaminados. O metabolismo dos seres vivos sdo o grande mecanismo
que permite a execugcao da técnica. Dentre os seres utilizados tém-se as plantas,
algas e o0s microrganismos como principais agentes. Para que ocorra uma

biorremediagdo € necessario que o organismo vivo seja capaz de biodegradar o
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composto, para isto, o composto deve esta biodisponivel no ambiente de forma a ser
metabolizado pelos seres (ALENCAR, 2020).

Os microrganismos sao amplamente estudados e empregados na
biorremediagcdo devido a sua capacidade de metabolizar diversos compostos
principalmente compostos orgéanicos. A evolugdo rapida dos microrganismos
principalmente das bactérias contribui efetivamente para tal. Dessa forma é de suma
importancia conhecer o composto a ser degradado e os organismos vivos a serem
utilizados, pois a técnica de biorremediagao necessita de aparatos biotecnoldgicos e
analise integra da viabilidade para evitar um desequilibrio ainda maior no ecossistema

(ALENCAR, 2020; MINILLO et al., 2014).

2.4. MICRORGANISMOS DO SOLO

De acordo com Pepper e Josephson (1996), os microrganismos estao
presentes em todos os ambientes e relacionados a todos os demais seres vivos,
participam de atividade bioldgica e sdo fundamentais na ciclagem de nutrientes. No
solo é possivel encontrar uma gama de microrganismos seja bactérias, fungos ou
leveduras desempenhando papéis diversos neste ecossistema como as bactérias
fixadoras de nitrogénio isoladas pela primeira vez por Beijerinck em 1888, dando inicio
a longas pesquisas em bioquimica e composicdo do solo. A quantidade de

microrganismos no solo pode ser evidenciada na tabela (Tabela 1):

Tabela 1 - Estimativa da abundancia de microrganismos do solo no ambiente, demonstrada por seus
numeros e biomassa.

Bactérias 108 500

Actinomicetos 107 500
Fungos 108 1500

Fonte: PEPPER et al. (1996).

2.4.1. Microrganismos do solo agricola

Os microrganismos do solo agricola estdo adaptados a presengca e
concentragcdes altas de compostos toxicos como os pesticidas. Estes compostos
possuem em sua composi¢ao anéis benzénicos e fungdes nitrogenadas. Isso permite

que os microrganismos do solo seja capaz de integrar ao seu metabolismos estes
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compostos e eliminar no ambiente compostos menos toxicos, a exemplo os
compostos organicos, onde os microrganismos degradam as cadeias carbénicas e
liberam gas carbbnico removendo dessa forma o poluente do solo (MONTEIRO,
2001).

2.5. RESPIROMETRIA DE BARTHA

A respirometria de Bartha e Pramer (1965) € um modelo de sistema que cria
um ambiente fechado, conectando duas camaras; uma que possui o0 indculo a ser
degradado e outra que contém a solugédo alcalina identificadora de CO, que sera
gerada pela respiracdo microbiana. Deve-se conectar a um erlenmeyer (250 mL) um
braco lateral (40mm de didmetro; 100mm de altura), ambos deverao estar fechados
com rolhas de borracha. No caso do braco lateral, a rolha deve ter uma perfuragao
para acoplar uma céanula (1 a 2mm de diametro) com tampa. A rolha do erlenmeyer
por sua vez, devera ter perfuracdo para acoplar um suporte (Ia4 de vidro ou algodao)
com uma valvula intermediaria localizada acima da rolha e abaixo do filtro de cal
sodada (15mm de diametro; 40mm de altura, o filtro deve ser vedado com rolha na
regido de contato com o externo do respirdmetro (Norma técnica L6. 350 da CETESB,
1990).

3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a capacidade da microbiota do solo de degradar o acetaminofeno
presente em ambientes aquaticos e analisar a viabilidade da biorremediacdo de
efluentes contaminados com farmacos derivados de acetaminofeno a partir desses

microrganismos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Quantificar a biodegradacao do acetaminofeno a partir da respirometria;

- Verificar a adaptagao dos microrganismos do solo em ambiente aquatico;
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- Comparar a taxa de biodegradagao do acetaminofeno entre os microrganismos

do solo, da agua e do consorcio entre eles.

4. MATERIAL E METODOS
Os procedimentos a serem executados para alcangar os objetivos deste
trabalho foram realizados a partir do método de respirometria para bioprospecgéo de

microrganismos e biodegradacdo do acetaminofeno.

4.1. RESPIROMETRIA

Foi utilizada a metodologia de respirometria de Bartha e Pramer (1965)
adaptada para meio aquoso. Desta forma cria-se um ambiente fechado onde é
possivel determinar de forma indireta a ocorréncia da biodegradacdo pela

concentracao de CO,.

4.1.1. Preparagao dos reagentes e solugoes

Como a obtencao de dados se baseia nas concentracdes de CO,, é necessario
que a agua utilizada no experimento seja isenta do mesmo, desta forma, a agua
destilada foi fervida por 30 minutos. Posteriormente a mesma foi transferida para um
frasco fechado até seu resfriamento.

Segundo a Norma técnica L6. 350 da CETESB (1990) para obter 0,2M de
hidroxido de potassio (KOH) foi necessario dissolver 11,2g de KOH em 1000ml de
agua isenta de CO, e manter a solugao em um recipiente fechado. Para padronizar a
solucao utilizou-se 100ml de solugao de 0,200N de ftalato acido de potassio e duas
gotas de vermelho-de-metila para calcular a normalidade real do KOH.

A preparacédo de 0,1M de HCL consistiu em transferir 8,5mL de HCL
concentrado p.a. para um baldo volumétrico de 1000ml e o volume completado com
agua destilada. Sua padronizagao foi contra 100mL de solugao de carbonato de sédio
0,1N e duas gotas do indicador vermelho-de-metila para assim, calcular a normalidade
real do HCL (Norma técnica L6. 350 da CETESB, 1990).

Para a obtencédo de 0,1N de BaCl, foi preciso dissolver 12,2g de BaCl,.2H,0O

em um baldo volumétrico de 100ml, por conseguinte completou-se o baldo com agua
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destilada. Uma solucdo indicadora de fenolftaleina foi realizada, para isso,
dissolveu-se 0,2g de fenolftaleina em 60ml de etanol p.a. e completou-se para 100ml
com agua destilada (Norma técnica L6. 350 da CETESB, 1990).

4.1.2. Preparo do inéculo

O solo agrario possui alta concentragcdo de microrganismos de interesse na
biorremediagdo devido seu metabolismo. Pensando em selecionar microrganismos
adaptados capazes de degradar o acetaminofeno presente na amostra analisada, o
solo pode ser considerado um in6culo (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Com isso, as amostras do solo para uso do indculo foram coletadas em terreno
agricola na Universidade Federal de Sao Carlos no Campus de Ciéncias Agrarias na
cidade de Araras-SP (22°31'46.6"S 47°3818.2"W) préximo ao ambulatério como indica
a figura (Figura 5):

Figura 5 - Local onde foi realizado a coleta da amostra do solo para preparo do inéculo.
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Fonte: GPS Coordinates (2022). o

A coleta foi realizada em uma profundidade de 0 a 5cm, tendo como
caracteristicas macroscoépicas do solo a coloragdo avermelhada, particulas maiores e
residuos sélidos de vegetagdo, portanto foi necessario peneirar o solo para sua
homogeneizagdo. Com o objetivo final de obter 20g de solo agrario peneirado para

posterior insergdo do mesmo no respirdmetro.
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4.1.3. Preparo das amostras

Devido a possibilidade de coleta da amostra ser em um efluente ja descrito na
literatura como contaminado com acetaminofeno, foi coletado no Rio Piracicaba, na
cidade de Piracicaba a amostra da agua que foi utilizada em alguns respirémetros
(PASQUINI, 2016).

A coleta da amostra do Rio Piracicaba foi realizada préoximo a ponte Pénsil
localizada dentro da cidade (22°71'84.2"S 47°65'43.9"W) como pode ser observada na
figura (Figura 6):

Figura 6 - Local da coleta de amostra do Rio Piracicaba na cidade de Piracicaba-SP.
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Fonte: GS Cordinates (2022).

A solucdo de acetaminofeno foi preparada baseada na concentragdo maxima
encontrada no Ribeirdo Quilombo que desagua no Rio Piracicaba, relatada por
Pasquini (2016), sendo definida assim a concentragdo minima para este experimento
de 300ng/L", para facilitar os céalculos de concentragédo e transferéncia de volume a
unidade de concentracdo foi convertida para mg/ml. Dessa forma, o acetaminofeno
liguido encontrado na farmacia possui concentragdo de 200mg/ml, para obter a
concentragdo relatada na literatura por Pasquini (2016) de 300ng/L" ou seja
0,0000003mg/ml foi necessario em primeiro momento realizar uma solugéo de 10ug
do medicamento TYLENOL® de 200mg/ml em 100ml de agua destilada onde a
concentracao final foi de 0,02mg/ml. Essa concentracdo base da solugcdo estoque
serviu para determinar posteriormente as concentragdes diferentes testadas.

Em alguns respirdmetros foi utilizado o meio de cultura liquido base Bushnell
Haas Broth (BH), assim, o meio BH foi preparado a partir das pesagens dos seguintes

reagentes:
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- 0,2 g Sulfato de magnésio

- 0,02g Cloreto de calcio

- 1g Sulfato de monopotassio

- 1g Sulfato de aménio

- 1g Nitrato de potassio

- 0,005 Cloreto de ferro

Os reagentes pesados foram adicionados a 1000ml de agua destilada e

homogeneizados. O pH foi mensurado a fim de constatar se 0 mesmo esta na faixa 7
em temperatura ambiente de 25°C, com isso o meio foi esterilizado na autoclave sob

pressédo de 1 atm, 121°C por 15 minutos.

4.1.4. Montagem do respirometro

Devido a auséncia de respirdmetros suficientes no laboratério de microbiologia
da UFSCar, foi necessario uma adaptagdo para criar uma ambiente analogo ao
respirdbmetro de Bartha. Desse modo foi utilizado frascos de vidro com volume de 2L
possuindo uma tampa com trava que so6 foi aberta no momento de coleta do KOH
constituindo um sistema semi-fechado assim como o respirbmetro de Bartha. O KOH
foi colocado dentro de copos descartaveis de 200ml inseridos dentro dos frascos de
vidro, ficando dessa forma separado da amostra com capacidade de diluir o CO, da
mesma forma que o respirdmetro de Bartha. Essa modificacdo da técnica possui baixo
custo e mesma eficiéncia que o sistema original. A montagem do respirdbmetro pode

ser observada na figura (Figura 7):

Figura 7 - Respirébmetro adaptado.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.1.5. Inoculacao do respirometro e montagem das amostras

Apods coleta da amostra do efluente, preparo das solugdes, meio de cultura BH
e da solugao estoque de acetaminofeno, foram montados 8 respirbmetros, sendo 3
com a amostra coletada do Rio Piracicaba, 2 controles e 3 para analise da

biorremediagdo com meio simulado, como pode ser observado no quadro (Tabela 2).

Tabela 2 - Quadro explicativo referente ao conteudo dos respirdbmetros montados.

AMOSTRA  |COLETA DO RID MEIO BH INOCULO ACETAMINOFENO
Al SIM NAO NAO NAO
A2 SIM NAO SIM NAO
A3 S NAQ SIM SIM
c1 NAO SIM SIM NAO
c2 NAQ SIM SIM SIM
B1 NAQ SIM SIM SIM
B2 NAQ SIM SIM SIM
B3 NAQ SIM SIM SIM

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Cada respirbmetro foi executado em ftriplicata e sua montagem ocorreu da

seguinte forma: Na amostra intitulada A1 ou amostra do rio 1 foi colocado 100ml da
amostra coletada no rio Piracicaba dentro do frasco de vidro de 2L. No copo
descartavel de 200ml foi colocado com auxilio da seringa 10ml da solucédo de KOH
previamente preparada, posteriormente o respirbmetro foi fechado e travado. A
amostra intitulada A2 ou amostra do rio 2 por sua vez foi colocado 100ml da amostra
coletada no rio Piracicaba e adicionado a mesma 1g do indculo do solo dentro do
frasco de vidro de 2L. No copo descartavel de 200ml foi colocado com auxilio da
seringa 10ml da solucdo de KOH previamente preparada, posteriormente o
respirdbmetro foi fechado e travado. Ja a amostra intitulada A3 ou amostra do rio 3 foi
executada da seguinte forma: Dentro do frasco de vidro de 2L foi colocado 100ml da
amostra coletada no rio Piracicaba e adicionado a mesma 1g do in6culo do solo assim
como com o auxilio da pipeta foi pipetado 150ul da solu¢ao previamente preparada de
acetaminofeno, neste caso, a concentragdo de acetaminofeno foi 100x o valor
relatado na literatura por Pasquini (2016). No copo descartavel de 200ml foi colocado
com auxilio da seringa 10ml da solugdo de KOH previamente preparada,

posteriormente o respirdbmetro foi fechado e travado.
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A montagem dos controles ocorreu desse modo: O controle intitulado C1 foi
preparado com o meio BH no volume de 100ml e adicionado 1g do in6culo do solo, No
copo descartavel de 200ml foi colocado com auxilio da seringa 10ml da solugéo de
KOH previamente preparada, posteriormente o respirbmetro foi fechado e travado. O
controle intitulado C2 foi preparado com o meio BH no volume de 100ml e adicionado
150ul da solugéo estoque de acetaminofeno, ficando na concentragdo maxima testada
de 0,00003mg/ml. No copo descartavel de 200ml foi colocado com auxilio da seringa
10ml da solugdo de KOH previamente preparada, posteriormente o respirbmetro foi
fechado e travado.

Os respirbmetros para verificar a atividade microbiolégica e degradagao do
acetaminofeno a partir do inéculo foram preparados com o meio BH no volume de
100ml, 1g do in6culo do solo e as concentragdes de acetaminofeno especificas:
minima (0,0000003mg/ml) baseado nos dados encontrado no efluente do Rio
Piracicaba em Piracicaba/SP por Pasquini (2016), média (0,000003mg/ml) sendo esta
10x a registrada pro Pasquini (2016) e maxima (0,00003mg/ml) por sua vez 100x a
registrada por Pasquini (2016). Todos os respirdbmetros de biorremediagao foram
montados da seguinte maneira: No copo descartavel de 200ml foi colocado com
auxilio da seringa 10ml da solugdo de KOH previamente preparada, posteriormente os
respirdbmetros foram fechados e travados. A montagem foi realizada em triplicata e os
respirdbmetros foram incubados em temperatura de 22°C por 42 dias. Os mesmos
foram intitulados de acordo com a concentracdo de acetaminofeno adicionada onde o
respirdbmetro de biorremediagdo B1, B2 e B3 continha a concentragdo minima, média

e maxima testadas respectivamente.

4.1.6. Monitoramento do respirdmetro

A monitoragdo da saturagcdo de CO, foi realizada apdés a montagem nos
periodos de: 10° dia; 17° dia; 28° dia; 35° dia e 42° dia. Para isso, em todos os dias de
titulagao foi preciso separar dois frascos de erlenmeyer de 100mL para cada ensaio,
adicionar duas gotas de fenolftaleina e 1ml da solugao de cloreto de bario 1N. A trava
dos frascos foram destravadas e os respirdmetros abertos para coleta do KOH, com

auxilio de uma seringa de 10ml retirou-se a solugdo saturada de KOH que foi
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transferida para os frascos preparados anteriormente. O copo descartavel foi lavado
com o auxilio da seringa com 10ml de agua destilada isenta de CO,, esse residuo foi
adicionado nos frascos de erlenmeyer junto a primeira remogcédo de KOH e, por
conseguinte, foi titulado.

A reposi¢ao do KOH 0,2N foi realizada com outra seringa de 10ml, o sistema foi
fechado novamente e levado para a incubagdo. Para titulagdo a Norma técnica L6.
350 da CETESB (1990) determina utilizar o HCL 0,1N e a solug¢do indicadora
fenolftaleina. Ao fim da titulacdo, anotou-se a quantidade de acido cloridrico utilizada
até o ponto de viragem.

O branco foi titulado utilizando dois frascos de erlenmeyer de 100ml,
adicionando duas gotas de fenolftaleina e 1ml da solugao de cloreto de bario 1N, onde
apenas a solucdo de KOH foi titulada com HCL. Para fazer a conversao do volume de
HCL gasto na titulagdo para a quantidade de CO, gerado. Utilizou-se uma equacao de
conversao, descrita na equagao 1 (MONTAGNOLLI, 2015).

Equacgao 1 — Equacao utilizada para calcular a emissao de CO,, na qual GCO, é a geragao de gas
carbdnico, A é o volume de HCI gasto (em ml) na titulagao do branco; B é o volume de HCI gasto (em

ml) na titulagdo da amostra; 50 é o fator para transformar equivalente em pmol de CO, e 0,044 ¢ o fator

para transformar pmol em mg de CO..

GCO, = (A—B) * 50 * 0,044

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o periodo de coleta dos dados e conversao do volume de HCL em CO,
gerado pode-se observar a geragado de CO, durante o 10° 17°, 28° 35° e 42° dia de
titulacdo em cada amostra analisada, a seguir tém-se os graficos gerados a partir dos

dados das amostras do rio e controle testados (Figuras 8 a 12).

Figura 8 - Produgéo de gas carbbnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra A1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Na amostra A1 (Figura 8), constatou-se a produ¢do acumulada de CO, total de
148,5 ml ao longo dos 42 dias. Sendo 33,4 ml, 54,56 ml, 46,2 ml, 11,6 ml e 2,64 no
10°, 17°, 28°, 35° e 42° dias respectivamente. Sua maior taxa de produgao foi no 17°
dia com posterior decaimento. A1 possuia apenas a amostra coletada do efluente,
dessa forma a produgao de CO, nédo envolveu o acetaminofeno mas sim a matéria
organica e os microrganismos ja presentes na agua do Rio Piracicaba. Por isso,
devido a biodegradacéo pelos microrganismos aquaticos em seu ambiente € esperado

a liberagédo de CO, detectado na analise respirométrica (MINILLO et al., 2009).

Figura 9 - Produgéo de gas carbbnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra A2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
Na amostra A2 (Figura 9), constatou-se a produ¢ao acumulada de CO, total de

205,92 ml ao longo dos 42 dias. Sendo 35,97 ml, 54,45 ml, 54,56 ml, 39,38 ml e 21,56
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no 10°, 17°, 28° 35° e 42° dias respectivamente. Com maiores taxas no 17° e 28°
dias, tendo entre os valores pequenas diferencas, a diminuicdo se deu a partir do 28°
dia. A2 possuia a amostra coletada do efluente e o inéculo do solo, dessa forma a
producao de CO, e nao envolveram o acetaminofeno assim como A1, mas envolve a
matéria organica e os microrganismos ja presentes na agua do Rio Piracicaba e no
in6culo do solo agrario. Com isso, devido a biodegradacéo pelos microrganismos em
seus ambientes é esperado essa produgdo de CO, no respirdmetro. E possivel notar
que em comparagao com A1 que s6 possuia 0s microrganismos e matéria organica do
efluente, A2 teve uma produgdo maior de CO, devido a carga microbiana maior e
maior quantidade de matéria organica associada advinda do solo (MINILLO et al.,

2009).

Figura 10 - Producao de gas carbbnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra A3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O grafico gerado (Figura 10) acima é referente a amostra A3, na qual possuia
a agua coletada do efluente, o inéculo do solo e a concentragdo maxima de
acetaminofeno testada. Sendo assim, A3 teve producao total de CO, com volume de
210,06 ml ao longo dos 42 dias, sendo: 47,3 ml, 52,1 ml, 52,14 ml, 38,28 ml e 20,24
nos respectivos: 10°, 17°, 28°, 35° e 42° dias. A3 se assemelha quanto a taxa de
producdo maxima de CO, no 17° e 28° dias e s6 posterior a isso ocorreu o
decaimento da produgao. Com producéo total um pouco maior que A2, o que pode ser
explicado devido a presenga do acetaminofeno que serve como fonte de carbono para

0s microrganismos, portanto além da matéria organica advinda do efluente e do solo
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pode-se dizer que esse volume maior de CO, produzido é referente a possivel
biodegradagao do acetaminofeno (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Figura 11 - Producgéo de gas carbdnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra C1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Quanto ao controle C1 (Figura 11), o qual s6 possuia 0 meio BH e o inéculo do
solo, ja era esperado um baixo volume de CO, produzido. Pois 0 meio BH ndo possui
fonte de carbono, entretanto o indéculo do solo possui matéria orgénica e
microrganismos, 0s quais metabolizaram o pouco de carbono disponivel (MINILLO et
al., 2009), caracterizando assim a producdo de CO, identificada sendo 152,35 ml o
volume total de CO, produzido, onde: 33,66 ml, 44,77 ml, 42, 57 ml, 22,66 ml e 8,69
ml foram produzidos nos respectivos: 10°, 17°, 28°, 35° e 42° dias. C1 s6 produziu

mais CO, que C2 como pode ser observado no grafico a seguir:

Figura 12 - Produgédo de gas carbdnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra C2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Em C2 (Figura 12) obteve-se a menor produgao de CO, 0 que era esperado,
pois possuia apenas o meio BH e o acetaminofeno na concentracdo maxima testada.
Caso o sistema fosse fechado nao deveria ter nenhuma taxa de producéao de CO,,
porém o sistema é semi-fechado permitindo assim trocas gasosas que podem ter
levado microrganismos capazes de degradar o acetaminofeno que era a unica fonte
de carbono presente. A produgéao total de CO, foi de 133,32 ml, onde o 33,66 ml,
37,51 ml, 39,27 ml, 17,6 ml e 5,28 ml nos respectivos: 10°, 17°, 28°, 35° e 42° dias.

Todas as amostras foram realizadas em ftriplicatas, ndo obtendo diferencas
significativas entre elas, entretanto em C2 na réplica intitulada C2.2 (Figura 13)
ocorreu a presenga de microalgas, o que é curioso pois nenhuma outra amostra
apresentou crescimento microalgal, nem mesmo a que possuia agua coletada do
efluente. As microalgas utilizam compostos orgéanicos dissolvidos na agua em seu
metabolismo para realizar fotossintese. Como a incubadora era compartilhada e
outros experimentos dependiam de iluminagao, foi utilizado uma incubadora com
fotoperiodo, o que pode ter criado um ambiente propicio ao crescimento da microalga
(NASCIMENTO, 2019). Outro ponto é que a contaminagcdo pode ter surgido no
momento da titulagdo onde ocorre a abertura do respirbmetro e trocas gasosas.
Mesmo com pouca disponibilidade de matéria organica o crescimento de microalgas

foi significativo como pode ser observado na figura (Figura 13):

Figura 13 - Respirometro C2.2 contendo a presenca de microalgas fotossintetizantes.

‘/‘ — - _— 7/ \\1

b

Fonte: Elaborado pela autora (502-2).

A fim de averiguar se a coloragdo verde presente na amostra realmente era

microalgas, foi realizada a montagem de uma lamina simples e posterior visualizacao
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no microscopio oOptico, confirmando assim a presenga da mesma como pode ser
observado (Figura 14):

Figura 14 - Lamina simples no aumento de 40x preparada para confirmagao da presenca de
microalgas na amostra do respirdbmetro C2.2.

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Durante a visualizagdo no microscopio optico foi possivel observar também que
as microalgas estavam em alta concentragdo e possuia motilidade.

Os respirbmetros de biorremediagcao foram testados em trés concentragcdes
diferentes, sendo B1 a concentragcdo minima a qual foi baseada nos dados de
Pasquini (2016), B2 a média e B3 a maxima, as analises dos dados serao relatadas
logo abaixo (Figuras 15, 16 e 17).

Figura 17 - Produgao de gas carbdnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra B1.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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O respirbmetro B1 (Figura 15) possuia o0 meio BH, o in6culo do solo e a
concentragdo minima testada de acetaminofeno. B1 apresentou 216,48 ml de CO, ao
longo dos 42 dias. Sendo: 58,85 ml, 55,22 ml, 28,82 ml e 18,37 ml no 10°, 17°, 28°,
35° e 42° dias. Esse resultado mostra a segunda maior produgdo de CO, . Isso
significa que além da matéria organica presente no solo agricola a atividade
microbiana detectada pela geracdo de CO, pode ter sido induzida pelo
acetaminofeno presente. Sua maior produgao foi no 10° dia com queda a partir do 17°
dia, esses valores denotam que a microbiota do solo submetida a concentracéo
baseada na literatura, apresentou capacidade de consumo do acetaminofeno, o qual
nao foi téxico a ponto de eliminar os microrganismos presentes, sendo estes assim
resistentes a essa concentragao (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Figura 16 - Producao de gas carbbnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra B2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O Ensaio B2 (Figura 16) por sua vez foi o respirdbmetro que apresentou maior
producao de CO, , assim como B1 possuia o meio BH e o indculo de solo, porém a
concentracédo de acetaminofeno foi de 10x o valor da literatura (PASQUINI, 2016).
Com a taxa de liberacdo de CO, maior que as demais amostras B2 pode ser
considerado a concentracdo oOtima dentre as concentragcbes testadas para as
atividades metabdlicas dos microrganismos presentes com relagdo ao acetaminofeno,
denotando que a microbiota pode consumir o acetaminofeno com eficacia sem sofrer
com grandes efeitos tdéxicos. Tém-se para B2 o volume final de CO, produzido de
226,71 ml, onde: 54,67 ml, 56,43 ml, 56,43 ml, 32, 56 ml e 26,62 ml nos respectivos:

10°, 17° 28°, 35° e 42° dias. Sua maior producéao foi no 17° e 28° dia onde o0 mesmo
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perpetuou o volume produzido decaindo apenas depois do 28° dia. Essa caracteristica
de pontos de produgao mais altas de CO, foi encontrado também em A2 e A3, os
quais também obtiveram altas taxas de biodegradacao. A semelhanca € mais nitida
com A3, pois ambos possuiam concentracdes de acetaminofeno, entretanto em A3 foi
adicionado a amostra do efluente, o in6culo e a concentragdo maxima do
contaminante. Ainda que A3 possuia mais concentragdo de acetaminofeno o mesmo
também possuia mais microrganismos advindos dos efluentes. Portanto em uma
concentracdo menor de 10x a amostra B2 apenas com in6culo do solo denota uma
capacidade maior de atividade microbiolégica na presenga do acetaminofeno.

(BORGES et al., 2009).

Figura 17 - Producéo de gas carbbnico ao longo dos 42 dias, referente a amostra B3.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Por fim B3 (Figura 17), que possuia o0 meio BH, in6culo do solo e maior
concentragdo de acetaminofeno, sendo esta 100x maior que a baseada na literatura
(PASQUINI, 2016). Nesse respirdbmetro a produgdo de CO, ficou em 5° lugar. A
explicacdo pode se dar devido a alta concentracdo do contaminante que pode ter sido
limitador no crescimento microbiano, possuindo efeitos toxicos para a microbiota do
solo impedindo assim a biodegradagdo. Em comparagao com A3 que também possuia
a concentracido maxima testada B3 obteve menor resultado, isso é explicado devido a
presenca de microrganismos do efluente em A3 que pode ser mais adaptado a
presenca do acetaminofeno devido a contaminagédo do rio ja descrita por Pasquini

(2016). Em comparagdo com B2 a menor taxa de B3 reforgca que a concentracéo



37

otima nesse estudo foi a utilizada em B2, assim os microrganismos do solo sdo mais
eficazes (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Na figura 18 é possivel observar a produgao acumulada e total de CO,de todas
as amostras testadas. Com isso € possivel analisar a ordem crescente de producao,
sendo: B2, B1, A3, A2, B3, A1, C1e C2.

Figura 18 - Producéo de gas carbbnico ao longo dos 42 dias de todas as amostras testadas.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Sendo assim B2 apresentou melhor resultado e maior producdo de CO, na
presenca do acetaminofeno. B3 e B2 tiveram uma produg¢ao semelhante até o 28° dia,
mas posteriormente ocorreu o decaimento em B3 e o aumento da produgdo em B2.
C1 teve a segunda menor taxa com um pequeno aumento nos ultimos 7 dias de
respirometria. C2 como esperado obteve a menor taxa de todas, ainda que com a
presenca das microalgas. A2 e A3 tiveram resultados semelhantes, entretanto A3
obteve maior produgao de CO, dentre as amostras que continham a agua do efluente.
B1 ficou em segundo lugar, mas compartilhou durante os primeiros dias resultados
semelhantes a B2 e B3. Por fim, A1 teve um pico de produgao de CO, no 28° dia, mas
posteriormente ocorreu o declinio, demonstrando que a matéria organica encontrada

no efluente foi consumida pelos microrganismos aquaticos que ja estavam presentes.
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6. CONCLUSAO

Com a producao maior de gas carbdnico indicando atividade microbiana nos
respirdbmetros de biorremediacdo e a baixa produgdao nos respirbmetros que nao
possuiam o inéculo foi possivel estabelecer relacbes entre as variaveis testadas, de
forma a destacar a influéncia do inéculo no aumento de gas carbdnico indicando uma
biodegradagao. O consorcio entre os microrganismos do solo e da agua advindos da
amostra do rio na presenca do acetaminofeno também apresentou um volume maior
de gas carbdnico detectado sendo este superior a amostra que continha apenas os
microrganismos presentes na agua quando submetidos ao acetaminofeno. Foi
possivel também averiguar que os microrganismos do solo se adaptaram ao ambiente
aquatico, portanto os objetivos do trabalho foram alcangados. O baixo custo e facil
manipulagdo da técnica favorecem sua execugao, entretanto sdo necessarios mais
avangos € pesquisas principalmente quanto a concentracdo do farmaco e
determinacao das espécies presentes no solo para assim obter uma confiabilidade e
controle maior da biorremediacdo. Diante os dados apresentados, a partir da
respirometria pode-se concluir que a microbiota do solo é capaz de degradar o
acetaminofeno, podendo assim, ser uma alternativa futura viavel para tratamento de
efluentes contaminados com farmacos derivados de acetaminofeno. O trabalho em
questao abre portas para futuras investigagdes na area que vem crescendo de acordo

com as demandas mundiais ambientais.
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