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APRESENTAÇÃO
A microbiologia tem sido um assunto recorrente nos últimos anos, desde os corredores 

universitários aos locais informais, as conversas vão desde as bactérias multirresistentes, 
passando por novas espécies de fungos descobertos até chegar no atual momento de 
pandemia viral que marcará na história o ano de 2020. Esse campo de estudo amplo inclui 
o estudo dos seres vivos microscópicos nos seus mais vaiados aspectos como morfologia, 
estrutura, fisiologia, reprodução, genética, taxonomia, interação com outros organismos e 
com o ambiente além de aplicações biotecnológicas. 

Como ciência, a microbiologia iniciou a cerca de duzentos anos atrás, e tem passado 
por constantes avanços graças a descobertas e inovações tecnológicas. Sabemos que 
os microrganismos são encontrados em praticamente todos os lugares, e a falta de 
conhecimento que havia antes da invenção do microscópio hoje não é mais um problema 
no estudo, principalmente das enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, 
vírus, fungos e protozoários.

A grande importância dessa temática se reflete no material de qualidade já publicado 
na Atena Editora e mais uma vez recebe os nossos holofotes com o tema “Projetos 
Inovadores e Produção Intelectual na Microbiologia” contendo trabalhos e pesquisas 
desenvolvidas em diversos institutos do território nacional contendo análises de processos 
biológicos embasados em células microbianas ou estudos científicos na fundamentação 
de atividades microbianas com capacidade de interferir nos processos de saúde/doença.

Temas ligados à inovação e tecnologia microbiana são, deste modo, discutidos 
aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos 
aqueles que de alguma forma se interessam pela saúde em seus aspectos microbiológicos. 
Deste modo, propomos aqui uma teoria bem fundamentada nos resultados práticos obtidos 
em diferentes campos da microbiologia, abrindo perspectivas futuras para os demais 
pesquisadores de outras subáreas da microbiologia. 

Desejamos a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O presente trabalho apresentou três 
objetivos. O primeiro objetivo foi avaliar a remoção 
do ácido acetilsalicílico (AAS) por biodegradação, 

empregando biofilme desenvolvido naturalmente 
na areia dos filtros de uma estação de tratamento 
de água (ETA). O segundo, foi avaliar a influência 
da natureza do suporte no processo de remoção 
do fármaco, empregando diferentes suportes 
(carvão ativado granular, esponja de poliuretano 
e areia dos filtros). O terceiro objetivo foi 
identificar a comunidade microbiana cultivável 
presente na areia dos filtros. A remoção do 
AAS a partir de soluções diluídas foi avaliada 
através de medidas espectroscópicas na região 
do ultravioleta. Para a identificação dos micro-
organismos foram realizadas diluições seriadas 
de uma suspensão do consórcio microbiano 
extraído da areia dos filtros. Foram encontradas 
2,1x109 UFC/g e as características morfo-tintoriais 
identificaram 1 isolado de fungo filamentoso 
e 24 isolados de bactérias: 41,66 % Gram-
negativas e 58,33 % Gram-positivas. Análises 
para identificação molecular dos isolados foram 
realizadas através do sequenciamento parcial do 
gene de rRNA 16S, que identificou 15 isolados, 
estes pertencendo aos gêneros Bordetella, 
Pseudomonas, Bacillus, Kerstersia, Proteus 
e Alcaligenes. A composição dos biofilmes foi 
avaliada, também, por microscopia eletrônica 
de varredura, que revelou um arranjo complexo 
composto por diversos morfotipos microbianos. 
Os ensaios de remoção mostraram que o AAS 
é predominantemente removido por adsorção 
em carvão ativado granular, e por biodegradação 
quando areia é empregada como suporte, ambos 
apresentando uma remoção superior a 90%. 
Dessa forma, conclui-se que a natureza do 
suporte é um importante parâmetro no processo 
de remoção do AAS, e que biofilmes microbianos 
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podem constituir uma excelente alternativa para tratamento de águas, contribuindo na 
redução dos custos nas ETAs e no prolongamento da vida útil dos filtros.
PALAVRAS - CHAVE: biodegradação, adsorção, biofilme, ácido acetilsalicílico, diversidade 
microbiana. 

REMOVAL OF ACETYLSALICYLIC ACID USING NATURALLY DEVELOPED 
MICROBIAL BIOFILM IN THE SAND OF FILTERS OF WATER TREATMENT 

PLANTS - A COMPARATIVE STUDY WITH DIFFERENT SUPPORTS
ABSTRACT: The present work presented three objectives. The first objective was to evaluate 
the removal of acetylsalicylic acid (ASA) by biodegradation, using biofilm naturally developed 
in the sand of the filters of a water treatment plant (WTP). The second was to evaluate the 
influence of the nature of the support on the pharmaceutical compound removal process, 
using different supports (granular activated carbon, polyurethane foam and water filter sand). 
The third objective was to identify the cultivable microbial community present in the water 
filter sand. Removal of the ASA from diluted solutions was evaluated using spectroscopic 
measurements in the ultraviolet region. To identify the microorganisms, serial dilutions of a 
suspension of the microbial consortium extracted from the water filter sand were performed. 
It was found 2.1x109 CFU/g and the morpho-staining characteristics identified 1 filamentous 
fungus isolate and 24 bacterial isolates: 41.66% Gram-negative and 58.33% Gram-positive. 
Analyzes for molecular identification of the isolates were performed through partial sequencing 
of the 16S rRNA gene, that identified 15 isolates, these belonging to the genera Bordetella, 
Pseudomonas, Bacillus, Kerstersia, Proteus and Alcaligenes. The composition of biofilms 
was also evaluated by scanning electron microscopy, which revealed a complex arrangement 
composed of several microbial morphotypes. The removal assays showed that the ASA is 
predominantly removed by adsorption on granular activated carbon, and by biodegradation 
when water filter sand is used as a support, both with a removal higher than 90%. Thus, 
it is concluded that the nature of the support is an important parameter in the process of 
removing ASA, and that microbial biofilms can be an excellent alternative for water treatment, 
contributing to reducing costs in WTPs and extending the useful life of filters.
KEYWORDS: biodegradation, adsorption, biofilm, acetylsalicylic acid, microbial diversity.

1 |  INTRODUÇÃO
Nas últimas décadas, uma crescente atenção vem sendo dada à presença de 

fármacos no meio aquático, tendo em vista o reconhecimento de inúmeros efeitos danosos 
que podem causar aos ecossistemas ambientais e à saúde humana e animal, tais como 
toxicidade aquática, genotoxicidade, desenvolvimento de resistência em bactérias 
patogênicas, distúrbios endócrinos, imunodeficiências, carcinogênese e mutagênese 
(FENT; WESTON; CAMINADA, 2006). 

Usados como medicamentos por humanos e animais, estes compostos não são 
completamente metabolizados, sendo excretados pela urina ou fezes e, juntamente com 
seus produtos de degradação, entram nas águas residuais continuamente como substâncias 
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biologicamente ativas. Além disso, os processos de manufatura dos mesmos, bem como o 
descarte inadequado de medicamentos não utilizados ou vencidos são outras duas formas 
de liberação dos mesmos para o meio ambiente (HEBERER; REDDERSEN; MECHLINSKI, 
2002; MOMPELAT; LE BOT; THOMAS, 2009). 

As tecnologias empregadas em estações de tratamento de esgoto e de tratamento 
de água são ineficientes na remoção total destes compostos, fazendo com que sejam 
liberados na água de abastecimento, tornando-os em um potencial risco à saúde humana 
(H. JONES; VOULVOULIS; LESTER, 2005). A presença de compostos farmacêuticos no 
meio ambiente é ainda mais preocupante, considerando que os mesmos não aparecem 
individualmente, mas como uma mistura complexa, podendo levar a efeitos sinérgicos 
indesejados. Além disso, uma vez liberados no meio ambiente, estão sujeitos a diferentes 
processos de biodegradação e degradação fotoquímica, podendo produzir compostos de 
maior toxicidade e longa persistência no meio (LA FARRE et al., 2008).

Por serem bioacumulativos, apresentarem elevada persistência no meio ambiente, 
relativa solubilidade em águas e baixa biodegradabilidade, sua presença em águas 
residuárias e superficiais, sedimentos, solos, lençóis freáticos e até mesmo na água potável, 
constitui um desafio global às companhias de saneamento de água e esgoto. Atualmente, 
avaliações criteriosas vêm sendo conduzidas em todos os países no sentido de estabelecer 
níveis seguros de concentração máxima na água potável, assim como metodologias 
analíticas eficientes para sua detecção, e diretrizes e normas regulamentadoras para seu 
monitoramento (PETRIE; BARDEN; KASPRZYK-HORDERN, 2015). 

As quantidades de compostos farmacêuticos encontradas em águas superficiais e 
potável costumam ser muito baixas, sendo frequentemente detectados em concentrações 
de µg/L - ng/L (HUERTA-FONTELA; GALCERAN; VENTURA, 2011). No entanto, em 
função de suas propriedades recalcitrantes e da contínua liberação para o meio ambiente, 
acabam se tornando um risco potencial para organismos aquáticos e terrestres, inclusive 
seres humanos. De posse deste conhecimento, a comunidade científica mundial vem nos 
últimos anos direcionando seus estudos para o desenvolvimento e aprimoramento de 
novas tecnologias de remoção destes poluentes, denominados poluentes emergentes ou 
contaminantes emergentes (BORGES et al., 2016; ISMAIL et al., 2017; KUMAR; CHOPRA, 
2018; LIU et al., 2020; PANIGRAHY et al., 2020; SOUZA et al., 2018; TIWARI et al., 2017; 
VONA et al., 2015; ZHI et al., 2019).

Um poluente bastante comum encontrado em águas residuais é o ácido acetilsalicílico 
(AAS) ou ácido 2-acetoxibenzóico, amplamente consumido pela população como anti-
inflamatório não esteroidal, analgésico, antipirético e anticoagulante, normalmente utilizado 
sem prescrição médica (ZIYLAN; INCE, 2011).

Entre as várias tecnologias empregadas para remoção desse poluente emergente 
(tais como processos oxidativos avançados, fotocatálise, fotobiorremediação, sistema 
microalgal-bacteriano, ultramicrofiltração, biorreatores e adsorção), a biofiltração surge 
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como uma opção eficiente, ambientalmente segura e economicamente viável. Biofiltros são 
formados pelo desenvolvimento de um biofilme microbiano na superfície de um suporte, 
em decorrência da disponibilidade de matéria orgânica biodegradável no meio (SIMPSON, 
2008). A principal característica desse sistema está relacionada com a biodegradação 
de moléculas de compostos orgânicos dissolvidos, como consequência da atividade da 
comunidade microbiana. Dependendo da natureza do suporte, os poluentes orgânicos 
também podem ser removidos por adsorção, principalmente na fase inicial do processo de 
tratamento e, desse modo, além da biodegradação, a adsorção também contribui para a 
remoção de compostos poluentes (JIMÉNEZ; ARRIAGA; AIZPURU, 2016).

Um biofilme estruturado apresenta uma população mista de organismos como 
bactérias, fungos e protozoários. As bactérias saprofíticas normalmente possuem 
vantagem sobre as patogênicas, em ambientes com baixa concentração de nutrientes, 
como o encontrado em água para consumo humano. No tratamento biológico de água 
para consumo humano, o objetivo é manter uma população microbiana benigna, capaz 
de degradar a matéria orgânica e os compostos poluentes (WESTPHALEN; CORÇÃO; 
BENETTI, 2016).

Algumas vantagens que a biofiltração apresenta são: i) construção e operação mais 
simples; ii) oferece um aumento na vida útil dos filtros; iii) de custo relativamente baixo; iv) 
opera à temperatura ambiente; v) eficaz em baixas concentrações e altas taxas de fluxo; 
vi) alta eficiência de remoção, e vii) não emprega produtos químicos e não produz resíduos 
potencialmente perigosos ao meio ambiente (MOHAMED et al., 2016). 

Muitas pesquisas vêm sendo realizadas com o propósito de melhorar o desempenho 
do processo de biodegradação, avaliando a influência de uma ampla variedade de condições, 
tais como o tempo de retenção nos filtros; a combinação de diferentes tecnologias; pH e 
composição do meio; possibilidade de interação entre os fármacos; a natureza do suporte 
e a composição dos micro-organismos envolvidos, seja isoladamente ou em comunidade 
mista (CHENG et al., 2017; LAI et al., 2020; LIU et al., 2020; PADHI; GOKHALE, 2017).

Considerando esses aspectos, o presente estudo apresentou três objetivos:
I. avaliar a remoção do AAS por biodegradação, em sistema descontínuo, 
empregando biofilme microbiano desenvolvido naturalmente na areia dos filtros da 
ETA;

II. avaliar a influência da natureza do suporte no processo de remoção do AAS, 
empregando diferentes suportes com e sem biofilme microbiano;

III. identificar a comunidade microbiana presente na areia dos filtros da ETA, 
responsável pela biodegradação do AAS, utilizando sequenciamento parcial do 
gene de rRNA 16S.
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2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Isolamento Dos Micro-Organismos
Os micro-organismos empregados neste estudo foram provenientes de um consórcio 

microbiano desenvolvido na superfície da areia bruta de filtros da estação de tratamento 
de água (ETA) - COMUSA Serviços de Água de Esgoto de Novo Hamburgo, Rio Grande 
do Sul,selecionados por constituírem um biofilme crescido naturalmente sobre os grãos de 
areia.

O isolamento dos micro-organismos foi realizado através da inoculação de 10% 
(m/v) da areia oriunda dos filtros da ETA em água destilada esterilizada, submetida a um 
banho de ultrassom, por 10 min, para a liberação do consórcio microbiano da superfície 
dos grãos de areia.

2.2 Preparação do Inóculo do Consórcio Microbiano
Inicialmente, realizou-se a preparação do pré-inóculo, onde 1% da suspensão 

contendo o consórcio microbiano foi inoculado em 150 mL de meio TSB (Triptona Soya 
Broth). Esta solução foi incubada por 4 dias a 35 ºC, em estufa microbiológica. Após esse 
período, uma alíquota de 1% (v/v) do pré-inóculo foi transferida para frasco erlenmeyer 
contendo caldo TSB, e incubou-se por mais 7 dias em agitador orbital (125 rpm) a 35 °C, 
constituindo assim o inóculo.
2.3 Caracterização Morfo-Tintorial das Colônias Isoladas do Biofilme 
Desenvolvido Naturalmente na Areia dos Filtros da Eta  

Transferiu-se 1 mL do inóculo homogeneizado para um tubo contendo 9 mL de solução 
NaCl 0,9% e, assim sucessivamente, realizando-se diluições decimais da suspensão. 
Após, um volume de 1 mL de cada amostra, nas diluições realizadas, foi plaqueado através 
da técnica de Pour Plate em ágar BHI (Brain Heart Infusion), e realizou-se a incubação 
das placas em estufa (36 ±1 ºC) por até 48 h. Após, realizou-se a contagem das Unidades 
Formadoras de Colônias (UFC/mL), e o isolamento das colônias através das características 
morfológicas. Para cada colônia isolada, foram observadas as características morfológicas 
(coloração, tamanho e tipo de borda das colônias) e coloração diferencial de Gram. Os 
experimentos foram realizados em duplicata.

2.4 Caracterização da Composição do Consórcio Microbiano: Extração do 
dna Genômico das Bactérias e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Os micro-organismos isolados (conforme descrito em 2.1) foram estocados em ágar 
BHI inclinado a 4 °C. Cada micro-organismo foi inoculado em 5 mL de caldo LB, overnight 
a 37 ºC e 150 rpm. O cultivo foi centrifugado por 10 min a 6.000 x g, e logo após retirou-se 
o sobrenadante. Suspendeu-se o pellet em 0,5 mL de tampão SET (NaCl 5 M, EDTA 0,5 M, 
Tris-HCl 1 M pH 7,5), centrifugado por 5 min a 9.500 x g, e retirou-se o sobrenadante. Nessa 
etapa, acrescentou-se ao pellet 4 µL de lisozima e 1 mL do tampão SET, incubando por 45 
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min à temperatura ambiente. Adicionou-se 1/10 do volume de SDS 10% e 1/3 de volume 
de NaCl 5M e 1/1 de clorofórmio, incubando por 10 min Após incubação, foi centrifugado 
por 10 min a 1920 x g. Transferiu-se a fase aquosa para outro tubo. Para a precipitação do 
DNA, utilizou-se 1:1 de isopropanol previamente gelado, centrifugando por 10 min a 16060 
x g. Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 mL de etanol 70% e foi centrifugado por 
5 min a 16060 x g. Adicionou-se em 30 µL de tampão TE (Tris-HCl 10 mM, pH 7,4 e EDTA 
1 mM, pH 8,0) com 20 µg/mL de RNase, que foi incubada por 1 hora a 37 °C. Após as 
amostras foram quantificadas em NanoDrop®, e em seguida, foram aplicadas em gel de 
agarose 0,9 % para visualização do DNA genômico. 

Os ensaios de PCR foram realizados com os primers universais 27f 
(5`-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1525r (5`-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3’). As 
amostras foram sequenciadas pela empresa ACTGene. O algoritmo BLAST foi utilizado 
para busca por sequências homólogas e, para alinhamento destas seqüências, utilizou-se 
o software BioEdit. As sequências editadas foram depositadas no GenBank (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e os números de acesso podem ser encontrados na Tabela 1.

2.5 Desenvolvimento do Biofilme Microbiano nos Diferentes Suportes
Os seguintes suportes foram utilizados:

• Esponja de poliuretano (cortada em cubos de 1 cm de aresta), designada por 
PU;

• Carvão ativado granular (com tamanho de grão igual a 3,13 mm, área superfi-
cial igual a 658 m2.g-1 e volume de poro igual a 0,0286 cm3.g-1), designado por 
CAG+; 

• Carvão ativado granular (com tamanho de grão igual a 1,11 mm, área superficial 
igual a 860 m2.g-1 e volume de poro igual a 0,212 cm3.g-1), designado por CAG-;

• Areia bruta (oriunda da ETA com o biofilme naturalmente desenvolvido na su-
perfície dos grãos), designada por AB;

• Areia lavada (com o biofilme removido conforme descrito em 2.1), designada 
por AL.

Após esterilização (121 °C/15 min), 1,0 g de cada suporte foi transferido para 
erlenmeyers contendo 150 mL do meio de cultivo TSB. Na sequência, procedeu-se à 
inoculação com 1% do inóculo previamente preparado (conforme descrito em 2.2). Os 
sistemas foram dispostos em incubadora shaker a 35 ºC, por 10 dias, sob 80 rpm de 
agitação orbital. Após, realizou-se filtração a vácuo, e lavagem dos sistemas biofilmes/
suportes com solução salina (NaCl 0,9%) para remoção do meio de cultivo. O procedimento 
foi realizado em triplicata.
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2.6 Avaliação da Remoção do AAS 
Os experimentos foram realizados em sistema descontínuo (sistema batch) com o 

objetivo de avaliar a capacidade de remoção do AAS através de dois processos distintos: 
biodegradação e adsorção.

Para análise da concentração do AAS (inicial e residual) empregou-se a técnica 
da espectrofotometria na região do ultravioleta. Utilizou-se um espectrofotômetro UV/Vis 
Perkin-Elmer, modelo LAMBDA 265 e uma cubeta de quartzo. As medidas foram realizadas 
no comprimento de onda de 229 nm, previamente determinado como o comprimento de 
onda de maior absorbância do fármaco. 

O AAS utilizado foi adquirido da Sigma-Aldrich, com 99,0% de pureza. Os 
ensaios foram realizados empregando água destilada esterilizada (121 °C/15 min), que 
posteriormente recebeu a adição do AAS na concentração de 50 mg.L-1, valor que reproduz 
a concentração encontrada em águas superficiais (GARZA-CAMPOS et al., 2016).

Os ensaios de biodegradação seguiram o seguinte protocolo: os sistemas biofilme/
suporte foram transferidos para erlenmeyers contendo 250 mL de solução de AAS 50 mg.L-

1, sendo posteriormente dispostos em incubadora shaker a 30 ºC, sob agitação orbital de 
120 rpm. Alíquotas foram retiradas periodicamente para mensuração da concentração 
residual do fármaco, até uma condição de equilíbrio ser atingida em cada sistema. Para 
eliminação da interferência de compostos orgânicos remanescentes do meio de cultivo 
nas leituras de absorbância, as alíquotas foram retiradas mediante filtros de membranas 
(porosidade de 0,22 µm) acoplados às seringas de coleta. 

Os ensaios de adsorção seguiram protocolo similar aos ensaios de biodegradação, 
transferindo-se 1,0 g de cada suporte (sem biofilme) para erlenmeyers contendo 250 mL de 
solução de AAS 50mg.L-1. 

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados expressos 
representam as médias obtidas.  

2.7 Caracterização Morfológica dos Micro-Organismos Desenvolvidos nos 
Diferentes Substratos  

O biofilme desenvolvido naturalmente na superfície da areia dos filtros e os biofilmes 
crescidos laboratorialmente na superfície dos diferentes suportes foram caracterizados 
morfologicamente através da microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para tal, as 
amostras foram preparadas conforme o protocolo de amostras biológicas para MEV do 
Centro de Microscopia e Microanálise (CMM) da Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul (UFRGS). As microscopias foram realizadas empregando o microscópio Jeol JSM 6060.
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3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Caracterização Morfo-Tintorial das Colônias Isoladas do Biofilme 
Desenvolvido Naturalmente na Areia dos Filtros Da ETA 

Após o plaqueamento e incubação, realizou-se a contagem das UFCs, sendo 
encontradas 2,1x109 UFC/g. Através das características morfológicas e tintoriais das 
colônias, foram identificados 1 isolado de fungo filamentoso e 24 isolados de bactérias, 
sendo 41,66 % Gram-negativas e 58,33 % Gram-positivas.

3.2 Identificação Molecular dos Isolados Bacterianos Encontrados no Biofilme 
Desenvolvido Naturalmente na Areia dos Filtros da ETA 

As análises para identificação molecular dos isolados, através de sequenciamento 
parcial do gene rRNA 16S, apresentaram identidade com os micro-organismos 
representados na Tabela 1. 

 Tabela 1 - Identificação molecular dos isolados bacterianos encontrados no biofilme 
desenvolvido naturalmente na areia dos filtros da ETA.

Fonte: Autores (2020).
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Os micro-organismos isolados foram dos gêneros Bacillus, Bordetella, Proteus, 
Kerstesia, Alcaligenes e Pseudomonas. Alguns dos isolados representam a mesma 
linhagem, e por isso foram omitidos na tabela.

Conforme mostra a Tabela 1, foi possível identificar diversos isolados do gênero 
Bacillus, sendo estes pertencentes às espécies B. zhangzhouensis, B. stratosphericus, B. 
pumilus e B. safensis. Esse gênero é composto por micro-organismos considerados ubíquos, 
podendo ser isolados de diferentes fontes (solo, água doce, água salgada e alimentos). 
Sabe-se que algumas espécies do gênero Bacillus apresentam elevada capacidade de 
fixação em superfícies, em função de apresentarem estruturas do tipo filamentosas, que 
favorecem à adesão destes micro-organismos em suportes sólidos (HUSMARK; RONNER, 
1990).

Em um estudo sobre o uso de filtros de carvão ativado granular associado a micro-
organismos, para remoção de fármacos no tratamento de água de abastecimento foram 
isolados 31 amostras de micro-organismos, sendo essas representadas em sua totalidade 
por colônias bacterianas integrantes dos filos Firmicutes e Proteobacteria (BORGES et 
al., 2016). Por meio das sequências do gene 16S rRNA amplificadas a partir do DNA das 
amostras isoladas, os autores identificaram um total de seis gêneros: Bacillus, Burkholderia, 
Cupriavidus, Pseudomonas, Shinella e Sphingomonas, com dominância de bactérias do 
gênero Bacillus (BORGES et al., 2016).

Linhagens de Bacillus pumilus, identificadas no presente estudo, também 
foram isoladas de amostras de solo contaminado com petróleo bruto na Índia, sendo 
verificada sua participação na biodegradação do pireno, um hidrocarboneto aromático 
policíclico. (KHANNA; GOYAL; KHANNA, 2011). Outra cepa bacteriana nativa, eficiente 
na biodegradação de hidrocarbonetos é a denominada Bacillus pumilus KS2, isolada de 
solo contaminado com óleo cru coletado de campos de petróleo, e que também apresenta 
atividade biossurfactante (PATOWARY et al., 2015).

Bacillus zhangzhouensis, outra espécie identificada na areia dos filtros da ETA, foi 
isolado pela primeira vez a partir da água de cultivo de camarão, em Zhangzhou, na China, 
sendo por isto denominado Zhangzhouensis. As células são Gram-positivas, estritamente 
aeróbicas, em forma de bastonete, apresentando 0,5–0,6 mm de largura e 1,8–2,0 mm de 
comprimento, apresentando mobilidade devido à existência de flagelos subpolares. (LIU et 
al., 2016).

Bactérias do gênero Bordetella, também foram identificadas na areia dos filtros da 
ETA. Estas bactérias são frequentemente encontradas no solo, água, sedimentos e plantas 
(HAMIDOU SOUMANA; LINZ; HARVILL, 2017). Nisola e colaboradores isolaram Bordetella 
sp. Sulf-8 do lodo ativado aeróbio de uma estação de tratamento de água em Yongin, na 
Coréia, e aplicaram, de forma eficaz, na remoção de sulfeto de hidrogênio, um gás tóxico 
gerado em diversos tipos de indústrias (NISOLA et al., 2010). A similaridade dos locais de 
isolamento sugere que estações de tratamento de água representam um habitat comum 
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entre as diferentes linhagens destas bactérias. De acordo com Hamidou e colaboradores, 
outras linhagens de Bordetella isoladas de solo também apresentaram capacidade para 
degradação de uma grande variedade de compostos orgânicos, demonstrando potencial 
em processos de biodegradação (HAMIDOU SOUMANA; LINZ; HARVILL, 2017).

Bactérias do gênero Proteus, identificadas na areia dos filtros, tem sua presença 
largamente documentada em solos e águas (DRZEWIECKA, 2016). GE e colaboradores 
isolaram uma linhagem da água do mar contaminada com efluente industrial, na qual foi 
avaliada sua habilidade de redução do cromo hexavalente, em condições de crescimento 
e não crescimento bacteriano. Em condição de crescimento, a capacidade de redução foi 
de 1000 mg.L-1, em 144 h, no meio LB. Diferentemente, em repouso, as bactérias puderam 
reduzir 200 mg.L-1 de Cr(VI), em apenas 24 h, na presença de tampão Tris-HCl (GE et al., 
2013). Uma linhagem de Proteus mirabilis foi isolada de um aterro sanitário na Nigéria, 
e sua capacidade de descolorir e biodegradar o corante azo azul reativo 13 foi avaliada, 
sendo demonstrada sua utilidade em tratamentos de efluentes sem dano socioambiental 
(OLUKANNI et al., 2010).

O gênero Kerstersia (homenagem a K. Kersters, um eminente microbiologista 
belga), identificado na areia dos filtros da ETA, é descrito na literatura como cocos Gram-
negativos, pequenos (1–2 μm de comprimento), podendo ocorrer em unidades, em pares 
ou em cadeias curtas. Cepas desse gênero foram isoladas de várias amostras clínicas 
humanas, sendo a Kerstersia gyiorum a espécie típica (COENYE et al., 2003).

Referente às bactérias do gênero Pseudomonas, também identificadas na areia dos 
filtros, estudos revelam sua atuação na degradação de diferentes compostos orgânicos. 
Apresentam uma distribuição cosmopolita, podendo ser encontradas em águas e solo, 
possuindo uma baixa exigência nutricional. Somam-se a estas propriedades a capacidade 
de formar biofilmes e a alta resistência apresentada (SANTOS; COLOMBO, 2015).

Bactérias do gênero Alcaligenes, identificadas na areia dos filtros da ETA, apresentam 
uma ampla distribuição em solo e águas. Estudo recente com a espécie Alcaligenes faecalis 
(BHARALI et al., 2011) isolada de amostra de solo contaminado com petróleo demonstrou 
sua habilidade em produzir biosurfactante com ampla aplicação biotecnológica e industrial 
para degradação de hidrocarbonetos.

Pode-se constatar que a maioria das bactérias identificadas, no presente estudo, é 
comumente isolada de amostras de solos e águas, muitas vezes contaminadas, também 
apresentando características de biodegradação de vários compostos orgânicos. Assim, a 
atividade de biodegradação apresentada pelo consórcio microbiano isolado em relação a 
outros poluentes emergentes  demonstra ser uma área de estudo bastante promissora. 
Ressalta-se que a identificação do fungo filamentoso isolado será realizada em trabalhos 
futuros.
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3.3 Avaliação da Remoção do AAS
A Figura 1 exibe a curva cinética de remoção do AAS por adsorção nos diferentes 

suportes estudados. É possível observar uma redução na concentração ao longo do tempo 
para todos os suportes, com destaque para o desempenho apresentado pelas amostras de 
carvão ativado granular. Ambas apresentaram elevada eficiência de remoção, sendo que 
o CGA- apresentou um decaimento inicial na concentração do AAS mais pronunciado. A 
porcentagem média de remoção, após 24 h, para o CAG- foi de 99,21% enquanto que para 
o CAG+ foi de 72,12%.

A areia lavada e a esponja de poliuretano, por outro lado, apresentaram taxas de 
remoção bastante lentas, com cerca de 15,38% e 29,97%, respectivamente, ao final de 24 
h.

Ao final de 7 dias, as eficiências de remoção foram 98,20; 94,60; 91,63 e 86,87% 
para CGA-, CGA+, AL e PU, respectivamente. A maior taxa de remoção sendo alcançada 
pelo CAG-. A maior capacidade de remoção exibida por este suporte pode ser explicada 
em virtude de sua maior área superficial e maior volume de poro (conforme descrito em 
2.5), uma vez que a capacidade adsortiva está diretamente relacionada à área superficial 
do adsorvente e ao volume de poro. Quanto maior a área superficial, maior a probabilidade 
de interações do adsorbato com a superfície do adsorvente, enquanto que poros maiores 
conseguem acomodar um maior número de moléculas. Outro fator a ser levado em 
consideração é a presença de grupos funcionais orgânicos (ácidos ou básicos) na superfície 
de adsorventes carbonáceos. Conforme relatado na literatura (ARAMPATZIDOU; VOUTSA; 
DELIYANNI, 2018), as propriedades adsortivas de um material dependem tanto da estrutura 
porosa quanto dos grupos químicos presentes em sua superfície. Dessa forma, a elevada 
eficiência na remoção do AAS apresentada pelas duas amostras de carvão ativado pode 
ser atribuída, também, à presença de grupos funcionais superficiais, que atuam como sítios 
adsortivos. 
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 Areia Lavada
 Carvão Granular Ativado +
 Carvão Granular Ativado -
 Esponja de Poliuretano

Figura 1 – Remoção do AAS por adsorção empregando diferentes suportes com biofilme 
microbiano.

Fonte: Autores (2020).

A Figura 2 exibe a curva cinética de remoção do AAS por biodegradação para os 
diferentes sistemas estudados. É possível observar uma redução na concentração do 
fármaco ao longo do tempo para os sistemas constituídos pelos suportes AB, AL, PU e 
CGA+, com destaque para o desempenho apresentado pelos sistemas biofilme natural/AB e 
biofilme cultivado/AL. O sistema biofilme natural/AB (constituído pelo biofilme naturalmente 
desenvolvido nos filtros da ETA) apresentou remoção de 57,20%, enquanto que o sistema 
biofilme cultivado/AL (constituído pelo biofilme desenvolvido laboratorialmente a partir da 
suspensão microbiana oriunda dos filtros da ETA) apresentou remoção de 46,88%, após 
24 h.

Pode-se observar também que os sistemas biofilme cultivado/PU e biofilme cultivado/
CGA+ apresentaram taxas de remoção comparativamente mais lentas, com eficiências, 
após 24 h, na ordem de 31,18% e 25,42%, respectivamente.

O sistema biofilme cultivado/CGA-, por outro lado, não conseguiu biodegradar o 
fármaco. Tal fato pode estar relacionado à própria estrutura do suporte (que apresenta 
elevada área superficial e porosidade), que favorece o acúmulo de compostos orgânicos 
e a formação de biofilme microbiano. O aumento da espessura do biofilme conduz à 
colmatação, limitando a difusão de nutrientes e de oxigênio à comunidade microbiana, 
acarretando a morte celular (LAZAROVA; MANEM, 1995). Sabe-se que a atividade de um 
biofilme se intensifica com sua espessura, até um nível crítico, geralmente situado entre 50 
e 500 μm, a partir do qual sua atividade decai. Por outro lado, um biofilme muito fino não é 
capaz de biodegradar compostos orgânicos (BRANDA et al. 2005).

Ao final de 7 dias, as eficiências de remoção foram 93,79; 90,16; 86,11; 73,33 e 
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0% para AB, AL, PU, CGA+ e CGA-, respectivamente. A maior taxa de remoção sendo 
alcançada pelo sistema constituído pelo biofilme natural/AB.

Comparando os dois processos de remoção do AAS, pode-se perceber que a 
adsorção é o que apresenta maior eficiência em um menor intervalo de tempo quando 
carvão ativado de elevada área superficial e porosidade é empregado como suporte. 
Apesar de ser menos eficiente, a biodegradação apresenta a grande vantagem de atuar na 
decomposição/metabolização da molécula conduzindo à sua mineralização.

Por outro lado, quando um biofilme microbiano é desenvolvido sobre uma superfície 
sólida, suportes com elevada área superficial e porosidade podem sofrer acolmatação, 
sendo preferível, neste caso, suportes mais rugosos e de menor área superficial e 
porosidade. Tanto para a adsorção quanto para a biodegradação, a natureza do suporte 
exerce grande influência no mecanismo seguido e na eficiência do processo.

O processo de remoção de um composto orgânico passa por uma transição entre 
a adsorção e a biodegradação, iniciando pela adsorção, seguindo-se pela combinação 
dos dois processos e finalizando com a predominância da biodegradação (WESPHALEN; 
CORÇÃO; BENETTI, 2016). A fase inicial do crescimento microbiano (fase lag) pode ser 
atribuída ao tempo requerido para a adaptação da comunidade microbiana ao suporte. 

Apesar do grande número de pesquisas na área, são necessários mais estudos 
referentes à composição e à atividade de biofilmes microbianos desenvolvidos sobre 
diferentes suportes para um conhecimento mais profundo do processo de biodegradação, 
e para o desenvolvimento da tecnologia da biofiltração, visando sua aplicação em estações 
de tratamento de água. 
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 Areia Lavada
 Carvão Granular Ativado +
 Carvão Granular Ativado -
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Figura 2 – Remoção do AAS por biodegradação empregando diferentes suportes com biofilme 
microbiano.

Fonte: Autores (2020).
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3.4 Caracterização Morfológica dos Micro-Organismos  
A Figura 3 apresenta as imagens de microscopia eletrônica de varredura obtidas para 

os diferentes sistemas estudados. As imagens revelam para todos os sistemas estudados 
a existência de um arranjo complexo composto por diversos morfotipos microbianos, com 
a fixação dos mesmos se dando preferencialmente nas irregularidades superficiais, poros 
e rugosidades. 
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Figura 3 – Imagens de microscopias eletrônicas de varredura obtidas para os diferentes 
sistemas estudados. Biofilme desenvolvido naturalmente na areia dos filtros (a) e biofilmes 

desenvolvidos laboratorialmente na: areia lavada (b); esponja de poliuretano (c); carvão ativado 
granular de maior área superficial e porosidade (d) e carvão ativado granular de menor área 

superficial e porosidade (e).

Fonte: Autores (2020).

4 |  CONCLUSÕES
A remoção do ácido acetisalicílico empregando biofilme microbiano, desenvolvido 

naturalmente na areia dos filtros de uma estação de tratamento de água, a influência da 
natureza do suporte e a identificação da diversidade microbiana do biofilme foram avaliados 
neste estudo.

A partir das características morfo-tintoriais das colônias, identificou-se predominância 
de bactérias no consórcio microbiano, com 1 isolado de fungo filamentoso e 24 isolados 
de bactérias: 41,66 % Gram-negativas e 58,33 % Gram-positivas. A análise molecular, 
realizada através de sequenciamento parcial do gene de rRNA 16S, identificou 15 isolados, 
estes pertencendo aos gêneros Bordetella, Pseudomonas, Bacillus, Kerstersia, Proteus e 
Alcaligenes.

 A microscopia eletrônica de varredura revelou, para todos os sistemas, a existência 
de um arranjo complexo composto por diversos morfotipos microbianos, sendo visualizadas 
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várias bactérias com formatos bacilares, condizente com o encontrado na identificação 
molecular das espécies bacterianas. 

Os ensaios de remoção mostraram que o AAS é predominantemente removido por 
adsorção quando carvão ativado granular é empregado como suporte e por biodegradação 
quando areia é empregada, ambos apresentando uma eficiência de remoção superior a 
90%. O carvão ativado com biofilme não apresentou remoção do fármaco. Provavelmente, 
este comportamento se deve à saturação de seus poros, tanto pelas moléculas do fármaco 
(retidas por adsorção) quanto pelo próprio biofilme desenvolvido. Tal fato evidencia a 
importância das características físicas do suporte (como área superficial, rugosidade e 
porosidade) sobre os processos de adsorção/biodegradação. 

Poucos trabalhos sobre a diversidade microbiana em biofilmes associados a filtros de 
ETAs são relatados na literatura. A identificação da composição da comunidade microbiana 
pode contribuir para o desenvolvimento da tecnologia de biofiltração, e sua aplicação na 
remoção de fármacos em estações de tratamento. 

Dessa forma, conclui-se que a natureza do suporte é um importante parâmetro 
no processo de remoção e que biofilmes microbianos podem constituir uma excelente 
alternativa para tratamento de águas, contribuindo na redução dos custos nas ETAs e no 
prolongamento da vida útil dos filtros
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