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RESUMO

O uso indiscriminado de antibidticos pela populagdo mundial contribui para o aumento da resisténcia
bacteriana. A maioria dos antibidticos consumidos néo sdo totalmente metabolizados pelo organismo, indo
parar, na melhor das hipéteses, nas Estacfes de tratamento de Esgotos (ETEs). Nas ETEs, uma parte dos
antibidticos fica retidos no lodo, propiciando a inducdo de bactérias resistentes a antibidticos (BRASs). Este
trabalho investigou a ocorréncia de BRAS em lodo anaerdbio de uma ETE da regido metropolitana de Minas
Gerais, bem como avaliou a eficacia do tratamento via alcalinizagdo quimica na supressdo desses agentes de
resisténcia. Para a alcalinizacdo quimica do lodo anaerébio foi utilizado cal virgem nas propor¢des 25, 35 e
45%. As amostras caleadas foram separadas apds os periodos de 2 e 72 horas, para caracterizagao fisico-
quimica (pH, temperatura, teor de umidade, série de sélidos) e microbiolégicas (Escherichia coli e BRAS). A
estimativa de BRAs foi executada pela determinacdo do nimero de bactérias heterotroficas totais (BHTS) na
presenca das classes de antibioticos B-lactamicos (amoxicilina e cefalexina), Macrolideos (eritromicina),
Quinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina) e Sulfonamidas (sulfadiazina, sulfametoxazol,
trimetoprima). Apesar da elevada remogdo de Escherichia coli (superior a 99%), os resultados indicaram
remogBes inferiores, em porcentagem médias, de BHTs (55%) e BRAs (67%) nas amostras de lodos
alcalinizados, em relacdo ao lodo anaer6bio centrifugado seco. O grupo de bactérias resistentes aos
Sulfonamidas foi menos susceptivel a caleacdo (46 — 51% de remogdo, em média) em todas as proporcGes de
cal testada, o que sugere uma adaptabilidade dessas cepas ao ambiente alcalino. A presenca de BRAs, mesmo
ap6s o processo de alcalinizagdo, indica que o lodo pode ser uma fonte de disseminacdo de bactérias
resistentes no solo e no cultivo.

PALAVRAS-CHAVE: Biossoélidos, Antimicrobianos, Agentes de resisténcia, Cal, Tratamento Quimico.

INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antibiéticos pela populacdo mundial tem sido objeto de preocupagao ambiental, sobretudo
nos Ultimos dois anos, em que a pandemia causada pelo SARS-CoV-2, resultou em um aumento expressivo no
uso desses medicamentos a nivel global (RI1ZVI; AHAMMAD, 2022). Os riscos ambientais crescentes
associados ao consumo desses medicamentos sdo advindos, principalmente, do fato de que a maioria dos
antibidticos ndo sdo totalmente metabolizados pelo organismo. Cerca de 40 a 90% das doses ingeridas séo
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excretadas no sistema de esgotamento sanitario, em sua forma inalterada ou como metabdlitos biologicamente
ativos, indo parar, na melhor das hip6teses, nas Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETEs). (VALCARCEL et
al., 2011).

Os processos de tratamento de esgoto usualmente empregados nas ETEs ndo séo eficazes para a remocdo de
BRAs do efluente (KARKMAN et al., 2016). Nesse sentido, o lodo de esgoto tem sido considerado um meio
propicio para o desenvolvimento rapido de cepas resistentes (AL-JASSIM et al., 2015). Grande parte dos
antibidticos (cerca de 70%) ficam retidos na fase sélida do processo de tratamento de efluentes, aumentando a
probabilidade de acimulo de BRAs no lodo (VALCARCEL et al., 2011). Dessa forma, o lodo, quando
encaminhado para uso agricola sem um tratamento correto, por conter bactérias resistentes, pode disseminar
agentes de resisténcia a antibidticos no solo e durante o cultivo agricola, potencializando riscos diretos e
indiretos a salide humana (KARKMAN et al., 2016).

A alcalinizagdo é uma das técnicas indicadas na Resolugcdo Conama 498/2020 (BRASIL, 2020) para a
higienizacdo do lodo visando o seu reuso agricola. A alcalinizacdo consiste na adi¢do de substancias bésicas,
como a cal, a massa do lodo, em dose suficiente para elevar o pH a valor igual ou superior a 12. A elevacdo do
pH a 12 propicia presenca de fons hidroxila em elevada concentragdo (~ 102 mol.L™? = 170 mg.L?), criando
um ambiente indspito para a maioria dos microrganismos (USEPA, 2000). Além de aumentar o pH, a reagdo
da cal virgem com a umidade presente no lodo € exotérmica, o que eleva a temperatura do meio,
intensificando a desinfecgdo (ROSSMANN et al., 2014). Ademais, a alcalinizagdo apresenta menor custo
operacional se comparado a outros métodos de tratamento, por isso, figura como um dos principais métodos
empregados na desinfec¢do de lodos de esgoto sanitario no Brasil (COSTA et al., 2018).

No Brasil, sdo raros os estudos (PAIVA et al., 2015; TERRA et al., 2015) sobre a ocorréncia de BRAs e
outros agentes de resisténcia em lodo de esgoto. Da mesma forma, sdo escassos os estudos (MACHADO et al.,
2020) sobre a eficiéncia dos processos de tratamento de lodo utilizados nas ETES na reducao e/ou supressdo
das concentracdes de BRAs. Além disso, em que pese a comprovada eficiéncia da alcalinizacdo na desinfe¢éo
do lodo, pouco se sabe sobre a influéncia dessa técnica de tratamento na supressdo de BRAs eventualmente
presentes.

OBJETIVOS

O presente trabalho objetivou investigar a ocorréncia BRAs em lodo anaerébio oriundo de uma ETE da regiéo
metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, bem como avaliar a eficacia do tratamento via alcalinizagdo
quimica na supressao desses agentes de resisténcia.

MATERIAIS E METODOS

O lodo anaerdbio investigado neste trabalho foi coletado em uma Estagdo de Tratamento de Esgoto (ETE)
situada na regido metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, no inicio do més de agosto de 2022. A ETE
opera por processo de tratamento biol6gico de lodos ativados convencional, sendo o lodo ativado de excesso
tratado, ap6s seu adensamento por processo de flotagdo, conjuntamente com o lodo primario em digestor
anaerébio. As amostras de lodo anaer6bio utilizadas neste trabalho foram coletadas apds a etapa de
desaguamento, ou seja, na saida da centrifuga.

As amostras de lodo coletadas foram mantidas a temperatura ambiente durante o transporte para o laboratério
(tempo maximo de 3h) e colocadas para secar em local arejado, longe da luz direta do sol, até que o teor de
umidade (TU) atingisse ~60%. Alcangado o TU desejado, o lodo foi entdo submetido a desinfecgdo por
alcalinizacdo quimica, utilizando-se cal virgem (92% CaO, 7% MgO) como substancia alcalinizante, nas
proporgdes 25, 35 e 45%. As porcentagens de cal foram escolhidas segundo recomendacdo de Andreoli et al.
(2007), que reportam os melhores resultados de desinfeccdo em percentuais de 15-45% de cal em relacdo ao
peso seco do lodo. A alcalinizagdo do lodo foi realizada seguindo as recomendacdes da Resolugio CONAMA
498/20 (BRASIL, 2020) e as amostras foram separadas para caracterizacdo apds os periodos de 2 a 72 horas,
de forma a determinar a eficacia da caleacdo na supressdao de BRAs do lodo, e producdo de biossélido Classe
A e Classe B.
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Os ensaios de caracterizacdo compreenderam analises fisico-quimicas (pH, temperatura, teor de umidade, série
de s6lidos) e microbiolégicos (E. coli e BRAS), conforme detalhado na Tabela 1.

Tabela 1: Ensaios de caracterizacgao fisico-quimicos e microbiologicos.

Parémetros Métodos Referéncias
pH 9045C — soil and waste pH USEPA (1995)
ST, SV, SF, TU | 1684 — Total, fixed, and volatile solids in water, solids, and biosolids | USEPA (2001)
Escherichia coli | Colilert® 18 medium EA-UK (2003)
BRAs 9215 — Heterotrophic Plate Count APHA (2017)

pH: potencial hidrogenidnico; ST: sélidos totais; SF: solidos fixos totais; SV: sélidos volateis totais; TU: teor de umidade.

A estimativa de bactérias resistentes a antibioticos foi realizada pela determinacdo do nimero de bactérias
heterotroficas totais na presenga das seguintes classes de antibi6ticos: B-lactdmicos (amoxicilina, cefalexina),
Macrolideos (eritromicina), Quinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina) e Sulfonamidas
(sulfadiazina, sulfametoxazol, trimetoprima). Paralelamente utilizou-se também a estimativa de bactérias
heterotroficas totais, sem adi¢do de antibidticos.

Inicialmente 100 mg de cada amostra de lodo (antes e ap6s o processo de caleagdo) foi ressuspendida em 900
UL de solucéo salina (NaCl 0,9%) e submetida a fatores de diluicdo entre 10 e 108, a depender da amostra.
Um volume de 100 pL de cada dilui¢do foi adicionado em placas de Petri com meio de cultura Plate Count
Agar (PCA/Kasvi) e distribuidas com auxilio de pérolas de vidro estéreis. As amostras, em triplicata, foram
incubadas a 27 °C, por 2 dias e entdo a 37 °C, por 1 dia. Ap6s o periodo de incubacdo foram realizadas
contagem das Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) na melhor condicdo de contagem (isto é, contagem
entre 30 e 300 col6nias). Os valores obtidos foram corrigidos pelos respectivos fatores de diluigdo e expressos
em UFC.g! amostra). Os resultados foram expressos na sua forma relativa, considerando a relagéo entre
UFC.g* de bactérias heterotroficas totais resistentes a antibidticos pela UFC.g* de bactéria heterotréficas
totais.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da caracterizagéo fisico-quimica do lodo e os efeitos da caleagdo
sobre esses parametros.

Tabela 2: Resultados de caracterizacéo fisico-quimica do lodo anaerébio bruto e alcalinizado.

Tratamento pH T (°C) TU (%) ST (%) SV (%) SV/IST

AN-IN 8,26 £ 0,01 18,0+£0,1 76,5+£0,1 23,7+10 | 154+0,1 | 0,65+0,02
AN-IN-0% 8,81£0,01 195+£0,1 63,2+0,1 382+1,7 | 243+11 |0,64+0,04
AN-AQ-25% B 13,04 £ 0,01 21,1+0,1 56,0+ 0,1 43,4+0,6 17,704 | 0,41+0,01
AN-AQ-35% B 13,06£0,01 | 215+01 50,3+0,1 476+09 | 191+14 |0,40+0,02
AN-AQ-45% B 13,12+ 0,01 21,3+0,1 474+0,1 50,3+1,4 144+18 | 0,29 +0,03
AN-AQ-25% A 1265+0,01 | 20,8+0,1 57,8+0,1 455+06 | 197+0,9 | 0,43+£0,02
AN-AQ-35% A 1268+0,01 | 206%0,1 52,2+0,1 486+02 | 153+18 | 0,31+0,04
AN-AQ-45% A 12,69+ 0,01 20,5+0,1 48,8+0,1 51,7+0,1 115+0,7 | 0,22+0,01

AN-IN: lodo anaerébio in natura (coletado ap6s centrifugacdo na Estagdo de Tratamento de Esgoto); AN-IN-0%: lodo anaerébio
centrifugado seco no laboratério em local arejado, longe da luz direta do sol, por aproximadamente 60 dias, até que o teor de umidade
(TU) da atingisse 70%; AQ-25% B, AQ-35% B e AQ-45% B: lodo anaer6bio higienizado com 25%, 35% e 45% de cal virgem,
respectivamente, por um periodo de 2 horas (Classificacdo Biossélido Classe B, segundo Conama 498/20); AQ-25% A, AQ-35% A e AQ-
45% A: lodo anaerébio higienizado com 25%, 35% e 45% de cal virgem, respectivamente, durante 72 horas (Classificacdo Biossolido
Classe A, segundo Conama 498/20).

O lodo apresentava teor de umidade (TU) médio de 77% no momento da coleta e de 63% ap6s um periodo
aproximado de 60 dias de secagem a sombra. O tratamento quimico do lodo centrifugado seco (AN-IN-0%)
propiciou uma redugdo média no TU de 6% no tratamento com 25%, 12% no tratamento com 35% e 15% no
tratamento com 45% de adigdo de cal. Os resultados de caracterizagao fisico-quimica indicam a estabilizagao
do lodo anaerdbio bruto e tratado (SV/ST < 0,7).
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Para todos os tratamentos realizados, a elevacdo do pH (> 12 ap6s 72 h) atende aos requisitos impostos pela
resolugdo CONAMA 498/20 para obtencdo de biossélido Classe A. O aumento do teor de sélidos totais nas
amostras caleadas em relagdo ao lodo bruto era esperado devido a adi¢do de mais massa sélida (CaO) ao lodo.
As amostras tratadas com 45% de cal apresentaram ST acima de 50% apés o periodo de 72 horas de mistura
da cal. Nestes casos, a resolugcdo (CONAMA 498/20) recomenda a secagem do lodo por exposicdo ao ar apos
0 tratamento.

O lodo anaerdbio bruto apresentou concentragdes de E. Coli na ordem de 2 x 103 NMP.g*ST para o lodo in
natura e 7 x 102 NMP.g"'ST para o lodo seco em laboratdrio (IN-0%). A concentracdo de E. coli em lodo de
esgoto primario e digerido pode variar entre 102 e 10° NMP NMP.g'ST segundo dados reportados por
Andreoli et al. (2007). O lodo tratado, por sua vez, apresentou concentragdes de E coli na faixa de 10
NMP.g'ST e 1,2 x 10"t NMP.g!ST, ap6s 2 horas de mistura, e entre 1,9 e 2,3 x 10 NMP.g'ST, apds 72
horas de mistura.

Houve reducdo significativa (superior a 99%) da concentracdo de E. coli no lodo anaerébio, para todos os
tratamentos analisados. Ap6s 2 horas o lodo alcalinizado apresentava uma concentragdo de E. coli média de
10° NMP.g1ST, abaixo do limite maximo de 103 NMP.g'ST imposto pela resolugdo CONAMA 498/20 para
obtencédo de biossélido Classe A, para todas as propor¢des de CaO analisadas.

As concentragdes de BHTs e de BRAS, nas amostras de lodo anaerébio bruto e alcalinizado estdo apresentadas
na Tabela 3.

Tabela 3: Abundancia absoluta de BHT e BRA no lodo anaerdébio bruto e alcalinizado.

Valor médio LogiUFC.g*! + desvio padréo
Tratamento BHT BRAS
B-Lactamicos | Macrolideos Quinolonas Sulfonamidas

AN-IN 9,00 £0,05 7,85+0,49 8,55+ 0,03 5,56 + 0,27 7,07 +0,18
AN-IN-0% 10,54 +£0,10 8,23+0,34 9,39+0,14 5,59+0,17 8,13+0,35
AN-AQ-25% B 6,32 £0,00 4,20+0,21 3,92+0,05 2,00+0,00 4,36 £ 0,01
AN-AQ-35% B 4,51 +0,08 3,26 £ 0,00 3,62+0,05 0,00 +0,00 4,40+ 0,10
AN-AQ-45% B 4,78 £0,11 3,19+0,08 3,84+0,15 2,00+0,00 4,09+0,19
AN-AQ-25% A 4,48 +0,16 0,00 +0,00 2,98 +0,05 0,00 +0,00 3,89+0,21
AN-AQ-35% A 4,15 +0,10 2,75+ 0,64 2,95+0,09 0,00 +0,00 4,00+ 0,00
AN-AQ-45% A 4,17 £1,65 2,60 +0,85 2,74+0,37 0,00 +0,00 3,97+0,15

As concentragBes de BHTs variaram de 9 a 10 logi,oUFC.g? no lodo anaerdbio fresco e seco, valores maiores
que os reportados por Machado et al. (2020) e Munir et al. (2011), que verificaram concentracfes de BHTSs na
ordem de 5 a 7 logioUFC.g?, em amostras de lodo coletado ap6s digestdo anaerdbia e centrifugacéo, e por
volta de 8 logioUFC.g™* no lodo anaerdbio, respectivamente. Ja os valores de BHT nos lodos alcalinizados
variaram de 4 a 6 log;oUFC.g?, indicando uma remogdo média de bactérias na ordem de 55%. Valores maiores
de BHT, da ordem de 6 a 8 logi0UFC.g™, em lodo alcalinizado foram reportados por Munir et al. (2011).

No lodo fresco e seco foram observadas concentracdes de BRAs na ordem de 5 a 11 log;oUFC.g™! para as
classes de antibioticos estudadas. Esses valores encontram-se dentro da faixa de concentragdo para BRAs (6 a
11 logioUFC.g %), reportadas por Machado et al. (2020) e Brookset al. (2007). Ap6s a caleagdo as
concentracdes médias de BRAs variaram 0 a 4 logi,oUFC.g, indicando que houve reducdo das bactérias
resistentes durante a desinfeccéo do lodo por caleagdo. A maior redugdo média (88%) foi observada no grupo
de bactérias resistentes a Quinolonas e a menor (49%), no grupo de bactérias resistentes a Sulfonamidas .

A presenca de BRAs, mesmo ap0s o processo de alcalinizacdo indica que o lodo pode ser fonte de
disseminacdo de bactérias resistentes, caso seja disperso no ambiente ou utilizado na agricultura, como
condicionante de solo, sem um tratamento adicional.

A Figura 1 apresenta o comportamento das BRAs, em porcentagens relativas a BHT, comparando diferentes
condigdes de tratamento com o lodo anaerébio centrifugado seco (AN-IN-0%).
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Figura 1. Comportamento de bactérias resistentes aos diferentes grupos de antibiéticos, relativas ao
total de bactérias heterotrdficas cultivaveis, comparando amostras de lodo anaerdbio seco (IN-0%o)
submetidas a diferentes condic6es de caleacao.

No lodo fresco, considerando os valores relativos, observou-se que cerca de 6% das bactérias isoladas foram
resistentes aos B-lactdmicos, 35% aos Macrolideos e 1% aos Sulfonamidas. As amostras de lodo tratadas com
25% de CaO apresentaram um decaimento nas concentrages de bactérias resistentes a todas as classes de
antibidticos analisadas, ap6s o periodo de 72 horas, quando comparadas as amostras AN-IN-0%. O tratamento
alcalino foi mais eficaz (64 a 100% de remocéo, em média) na reducéo das cepas resistentes a Quinolonas, em
todas as proporcdes de cal testadas (25%, 35% e 45% de CaO) e nos tempos de contato usados no estudo (2 h
e 72 h). Por outro lado, o grupo de bactérias resistentes & Sulfonamidas foi menos susceptivel a calea¢do, em
todas as proporcdes de cal testadas (25%, 35% e 45% de CaO) e nos tempos de contato usados no estudo (2 h
e 72 h). Houve um incremento na porcentagem de bactérias resistentes aos antibiéticos da classe dos
Sulfonamidas, principalmente nas amostras tratadas com 35% e 45% de CaO. Algumas hip6teses poderiam
explicar 0 aumento de bactérias resistentes & Sulfonamidas durante o tempo de contato na caleagdo. Uma delas
se refere ao enriquecimento de BRAs tolerantes ou adaptadas a elevados valores de pH, que pode estar
relacionada a capacidade de esporulacéo durante a alcalinizagdo e que proliferaram nas condicdes de cultivo.
Estudos complementares estdo sendo realizados para corroborar/refutar tais hipoteses e explicar esse
fendmeno.

CONCLUSOES

Todos os tratamentos realizados nas amostras do lodo anaerébio da ETE da regido metropolitana de Minas
Gerais promoveram elevagdo do pH e sua manutengdo acima de 12 por um periodo de 72h, atendendo aos
requisitos da resolu¢do CONAMA 498/20 para obtencédo de biossdlido Classe A. Além disso, a relagdo SV/ST,
menor que 0,7, indica a estabilizacdo do lodo anaer6bio bruto e tratado. Como esperado foram observadas
reduces significativas na concentracdo de Escherichia coli para todos os tratamentos analisados, em relacdo
ao lodo anaerdbio fresco. As concentragdes médias de E. coli permitem o enquadramento do lodo como
biossolido Classe A, segundo Resolugdo Conama 498/20, para todas as proporcdes de CaO analisadas. No
entanto, apesar da reducdo na abundancia de bactérias heterotréficas totais foi constatada a presenga de
bactérias resistentes aos quatro grupos de antibiéticos analisados, especialmente daquelas resistentes a
Sulfonamidas, o que sugere a necessidade do emprego de um tratamento adicional de desinfec¢do desse lodo
para reducdo da concentracdo de BRAS.
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