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Estar ciente que a Quimica é uma ciéncia filosofica é ter
consciéncia de que a identificacdo ou a quantificacdo exata
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probabilidades. E muita pretensio imaginar que uma
amostra de composi¢do quase ou nada conhecida seja
qualitativa ou quantitativa relatada em suas espécies, por
apenas um sinal analitico isento de reflexdo quimica.

(Flavio Leite, 2002)



RESUMO

As aguas superficiais sdo 0s principais corpos receptores dos contaminantes emergentes e de bactérias resistentes
a antibacteriano, pois recebem esgotos urbanos, hospitalares, industriais, o escoamento superficial, bem como o
sistema de drenagem, tornando-se facilmente um meio propagador de doencas, ocasionando impactos a saude e
ao ambiente. Novas técnicas analiticas tém possibilitado investigar a ocorréncia de contaminantes emergentes,
como a cafeina e a amoxicilina, somadas a possibilidade de se avaliar o perfil de susceptibilidade de bactérias a
antibacterianos, bem como a identificacdo dessas bactérias. Estudos como estes, ainda sdo escassos no Brasil,
principalmente na regido Amazonica. Diante disto, 0 objetivo desta pesquisa, pioneira na regido, foi investigar a
ocorréncia dos contaminantes emergentes cafeina e amoxicilina e avaliar o perfil de susceptibilidade de bactérias
a antibacterianos na microbacia do Rio Branco, Roraima, extremo norte da Amazonia. Para tanto, utilizou-se a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de ultravioleta (HPLC-UVDAD) para identificacdo da
cafeina e da amoxicilina; o0 método de difusdo em Agar, para avaliar o perfil de susceptibilidade das bactérias e o
método de Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrocopy (MALDI-TOF/MS),
bem como a Espectroscopia de Infravermelho Proximo (NIR) para identificagdo das bactérias resistentes. Os
resultados deste estudo, estdo distribuidos em trés artigos que compde esta tese, em que, de forma geral,
demonstraram a presenca de cafeina, considerada um indicador de contaminacdo por esgoto, e amoxicilina,
indicadora de substancias recalcitrantes, na microbacia do Rio Branco, sendo a cafeina detectada com maior
frequéncia. Os resultados também revelaram a presenca de bactérias resistentes, inclusive a amoxicilina, em alguns
dos pontos estudados, sendo identificada a presenca de bactérias que causam doengas de veiculagdo hidrica. Neste
estudo, ficou evidente que a espectroscopia NIR, técnica rdpida, precisa e ndo invasiva, permitiu identificar
isolados de bactérias em amostras de aguas superficiais, bem como agrupa-las conforme o tipo de Gram. Estes
resultados apontam para a necessidade da continuacdo de estudos com 0s objetivos aqui propostos, monitorando
0s contaminantes emergentes, bem como, avaliando a presenca de microrganismos resistentes a antimicrobianos
em ambientes aquaticos, de forma a contribuir para sustentabilidade ambiental, inclusive quanto a salde da
populacéo.

Palavras-chave: Cafeina. Amoxicilina. Aguas superficiais. Espectroscopia NIR. Resisténcia bacteriana.
Amazbnia.



ABSTRACT

Surface waters are the main receptors of emerging contaminants and antibacterial-resistant bacteria because they
receive urban, hospital and industrial sewage, surface runoff, as well as the drainage system, easily becoming a
means of spreading diseases, causing impacts to health and the environment. New analytical techniques have made
it possible to investigate the occurrence of emerging contaminants, such as caffeine and amoxicillin, in addition to
the possibility of evaluating the susceptibility profile of bacteria to antibacterials, as well as the identification of
these bacteria. Studies like these are still scarce in Brazil, especially in the Amazon region. Therefore, the objective
of this research, a pioneer in the region, was to investigate the occurrence of the emerging contaminants caffeine
and amoxicillin and to evaluate the susceptibility profile of bacteria to antibacterials in the Rio Branco watershed,
Roraima, in the extreme north of the Amazon. To this end, High Efficiency Liquid Chromatography with
ultraviolet detector (HPLC-UVDAD) was used to identify caffeine and amoxicillin; the agar diffusion method was
used to evaluate the susceptibility profile of bacteria and the Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of
Flight Mass Spectrocopy (MALDI-TOF/MS) method, as well as Near Infrared Spectroscopy (NIR) to identify
resistant bacteria. The results of this study, are distributed in three articles that compose this thesis, in which, in
general, they demonstrated the presence of caffeine, considered an indicator of contamination by sewage, and
amoxicillin, an indicator of recalcitrant substances, in the Rio Branco watershed, with caffeine being detected more
frequently. The results also revealed the presence of resistant bacteria, including to amoxicillin, in some of the
studied points, being identified the presence of bacteria that cause waterborne diseases. In this study, it was evident
that NIR spectroscopy, a fast, accurate and non-invasive technique, allowed the identification of bacterial isolates
in surface water samples, as well as grouping them according to Gram type. These results point to the need for
further studies with the objectives proposed here, monitoring emerging contaminants, as well as evaluating the
presence of antimicrobial resistant microorganisms in aquatic environments, in order to contribute to
environmental sustainability, including the health of the population.

Keywords: Caffeine. Amoxicillin. Surface water. NIR spectroscopy. Bacterial resistance. Amazon.
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1 INTRODUCAO

O crescimento desordenado das cidades, aliado ao processo de industrializacdo, exige
modelos que fagcam a conciliagdo entre o desenvolvimento econdémico, a permanéncia da
produtividade dos recursos naturais e a qualidade ambiental. Entretanto, a expansao das cidades
traz consigo a degradacdo ambiental, que surge de uma anormalidade das civiliza¢cbes marcada
pela modernidade, na qual predomina a ampliacéo da razédo tecnoldgica sobre como o ambiente
esta organizado.

Conservar 0 ambiente € fazer uso racional dos recursos naturais para garantir a
disponibilidade dos recursos renovaveis e o0 aprimoramento do uso dos recursos nao renovaveis.
Desse modo, é possivel assegurar a melhoria na qualidade de vida dos presentes e das futuras
geracbes. O uso dos recursos naturais, de forma responsavel ndo é uma tarefa fécil,
principalmente, no que se refere aos recursos hidricos. Desde os primordios, as civilizacdes
comecaram a se estabelecer de forma estratégica nas margens dos cursos hidricos, fato
observado no mundo inteiro. Neste sentido, a qualidade dos recursos ambientais se constituiu
em uma categoria primordial de preocupacdo para pesquisadores e programas de pos-
graduacdo, principalmente, apds o surgimento da area de Ciéncias Ambientais da Coordenagéo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

A qualidade dos recursos hidricos € motivo de bem-estar do homem. Porém, a poluicédo
desses recursos por contaminantes bioldgicos e quimicos € um problema mundial, pois a
maioria dos paises possui dguas poluidas por algum tipo desses contaminantes, inclusive 0s
emergentes. A poluicdo fecal das &guas para consumo humano ocasiona doengas e as aguas
poluidas por esgotos causam prejuizos para pessoas que nao possuem alternativas, sendo
consumi-la.

Os contaminantes emergentes sao definidos como substancias quimicas, de ocorréncia
natural ou antrépica, ou microrganismo que, geralmente, ndo sao legislados para o ambiente.
Entretanto, possuem forte potencial para entrar no ambiente, causando consequéncias
desfavoraveis aos ecossistemas ou sobre a saide humana, sendo esses efeitos desconhecidos ou
suspeitos. Sdo substancias persistentes bioacumulativas e toxicas, contaminantes organicos
globais, bem como interferentes enddcrinos (EPA, 2022).

Dentre as classes dos contaminantes emergentes, os farmacos como a cafeina e
principalmente os antimicrobianos, merecem atengédo especial. A cafeina e a amoxicilina tem
sido alvo de varias pesquisas no Brasil e no mundo, em virtude de seu alto consumo, por

possuirem baixa biodegradabilidade e por ndo se conhecer o efeito cronico da exposi¢cdo em
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seres humanos e animais. Apesar do alto consumo desses contaminantes, o uso de forma
inadequada e indiscriminada desses antibacterianos torna mais rapido o processo natural de
resisténcia das bactérias aos antibacterianos e contribui para o seu surgimento e disseminacéo
no ambiente (SILVA, WOLFF, CARRISSIMI, 2022).

O crescimento desordenado das cidades, aliado ao aumento populacional, deficiente de
saneamento basico e o surgimento de novos habitos de consumo contribuem, de forma
significativa, para lancar nos mananciais superficiais muitos desses contaminantes emergentes,
resultantes de atividades antrdpicas e que comprometem a qualidade dos recursos hidricos
(MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

Na atualidade, os debates sobre a degradacdo dos recursos hidricos tém se concentrado
muito mais nos grandes centros urbanos, pois o crescimento acelerado e desordenado desses
centros torna a degradacdo dos recursos mais intensa e rapidamente perceptivel. Contudo,
pesquisas em cidades pequenas tém constatado a degradacdo dos seus recursos hidricos,
ocasionados principalmente pela falta de planejamento municipal, aliado aos processos de
invastes, ao despejo de residuos solidos e de efluentes, contaminando principalmente os
mananciais superficiais.

No que concerne a degradacao dos recursos hidricos, esta inserido o municipio de Boa
Vista, capital do Estado de Roraima, extremo norte do Brasil. Neste municipio, vem ocorrendo
de forma acelerada e significativa uma degradacdo dos mananciais superficiais, ocasionada
principalmente por a¢cdes antropogénicas. Tais degradacdes tém sido reportadas essencialmente
no Igarapé Grande, no Rio Branco (FALCAO, 2012; SATELLES et al., 2018) e no lgarapé
Mirandinha (TONELLO et al., 2010), corpos hidricos que compde uma das microbacias do Rio
Branco, objetos deste estudo.

Desta forma, esta pesquisa teve como problema norteador a contaminacao das aguas da
microbacia do Rio Branco por contaminantes emergentes. Assim, considerando os impactos
ocasionados nesses recursos hidricos, tornou-se necessario realizar um diagndstico da presenga
de contaminantes emergentes e avaliar o perfil de susceptibilidade de bactérias a antibacterianos
em amostras de aguas superficiais da microbacia.

Nesse sentido, essa pesquisa foi discutida considerando o contexto ambiental, espacial
e temporal, uma vez que a area de estudo esta inserida no municipio de Boa Vista, onde muitos
que sobrevivem da atividade pesqueira, recorrem a area para obtencao dos seus pescados e parte
da dgua destinada ao consumo humano é captada no Rio Branco.

Durante esta pesquisa sobre a qualidade da agua desta microbacia do Rio Branco,

muitos elementos foram abordados e estudados, principalmente: agua, ambiente,
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desenvolvimento, poluentes, contaminantes emergentes e perfil de susceptibilidade a
antibacterianos. E considerando o ser humano como parte do ambiente, conceitua-se a categoria
ambiente, como uma visdo das relacbes complexas e sinérgicas gerada pela articulagdo dos
processos de ordem fisica, bioldgica, termodinamica, econémica, politica e cultural (DULLEY
2004).

Para apresentar respostas ao problema norteador desta pesquisa foram feitas as seguintes
arguicdes: os contaminantes emergentes cafeina e amoxicilina estdo presentes na microbacia
do Rio Branco? As bactérias presentes nas aguas do lgarapé Grande, do Igarapé Mirandinha e
do Rio Branco, que formam a microbacia em estudo, sdo resistentes aos antibacterianos? Em
caso afirmativo de resisténcia, a quais antibacterianos e quais sdo essas bactérias?

Pelo contexto descrito, o objetivo geral desta pesquisa foi investigar a ocorréncia dos
contaminantes emergentes cafeina e amoxicilina e avaliar o perfil de susceptibilidade de
bactérias a antibacterianos em amostras de 4guas da microbacia do Rio Branco, em Boa Vista,
Roraima, extremo norte da Regido Amazdnica, pois conhecer a dinamica do comportamento
desses contaminantes emergentes nesses recursos hidricos € fundamental para prever riscos ao
ambiente e a satde publica.

Por sua vez, visando ampliar a disseminacdo do conhecimento, inclusive agilizando a
elaboracéo da tese, bem como o processo de avaliagdo pelos membros da banca examinadora,
0 Programa de Pos-graduacdo em Recursos Naturais da Universidade Federal de Roraima
(PRONAT-UFRR), permite que o discente apresente atese no formato compacto, a partir dos
artigos produzidos, conforme as normas para apresentacdo de trabalhos técnicos-cientificos
da UFRR, aprovada pela Resolugdo n.° 08/2017-CEPE/UFRR (UFRR, 2017).

Desta feita, esta tese é formada por trés artigos, 0s quais estdo organizados seguindo a
sequéncia dos objetivos especificos, proporcionando uma melhor compreensdo. Apos cada
artigo ndo publicado, estdo dispostas as normas para submissdo de cada revista cientifica, para
qual o artigo foi submetido.

O primeiro artigo, intitulado “Emerging Contaminants Caffeine and Amoxicillin in a
Microbasin of the Branco River in Boa Vista, Roraima, Extreme North of the Amazon”, teve
0 objetivo de investigar a cafeina e amoxicilina nas aguas superficiais da microbacia do Rio
Branco, em uma area adjacente a capital do Estado de Roraima, Boa Vista. Este artigo, foi
submetido a Revista de Engenharia Sanitaria e Ambiental, que apresenta Qualis A2, na area de
Ciéncias Ambientais, conforme o quadriénio 2013-2016 do evento de classificacdo da

Plataforma Sucupira. Nesta pesquisa, concluiu-se que os contaminantes emergentes cafeina e
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amoxicilina estdo presentes nas aguas superficiais da microbacia, sendo a cafeina detectada e
quantificada em maior frequéncia.

Para atender o segundo objetivo desta tese, foi elaborado o artigo “Perfil de
susceptibilidade de bactérias na microbacia do Rio Branco, Roraima, extremo norte da
Amazbnia”, cujo objetivo foi avaliar o perfil de susceptibilidades das bactérias isoladas da
microbacia do Rio Branco, Roraima, extremo norte da Amazénia. Este artigo foi publicado na
Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais, volume 12, nimero 10, outubro de 2021, que
possui Qualis B1 em Ciéncias Ambientais. A conclusao desta pesquisa demonstrou que existem
bactérias resistentes a antibacterianos, nas aguas superficiais em alguns pontos da microbacia.

No terceiro artigo, escrito na modalidade short communication, intitulado “Green and
fast method for identifying surface water bacterial isolates using near-infrared spectroscopy
and multivariate analysis”, o objetivo foi utilizar a espectroscopia de infravermelho préximo
(NIR) e a anélise multivariada para identificar os microrganismos patogénicos Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Salmonella typhi, isolados a partir de amostras de aguas superficiais
da microbacia do Rio Branco, Boa Vista, Roraima, bem como agrupar cepas bacterianas
certificadas, conforme o Gram. Esta comunicacdo cientifica sera submetida para a revista
Molecules, cujo Qualis de referéncia é A2 em Ciéncias Ambientais. Neste estudo, ficou
evidente que espectroscopia NIR é uma técnica rapida, precisa e ndo invasiva, que possibilita
identificar isolados de bactérias em amostras de aguas superficiais, bem como agrupa-las
conforme o tipo de Gram.

Esta pesquisa contribui para alertar os 6rgdos ambientais e a populagdo sobre a presenca
de farmacos nas aguas superficiais da microbacia do Rio Branco, o qual possui 0 ponto de
captacdo da agua destinada a abastecimento humano apds tratamento a parte da populacdo de
Boa Vista.
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Emerging Contaminants Caffeine and Amoxicillin in a Microbasin
of the Branco River in Boa Vista, Roraima, Extreme North of the
Amazon

Contaminantes Emergentes Cafeina e Amoxicilina em uma
Microbacia do Rio Branco em Boa Vista, Roraima, Extremo Norte
da Amazobnia

Abstract

This research aimed to investigate the occurrence of the emerging contaminants, caffeine and
amoxicillin, in the surface waters of the Branco River basin in the area adjacent to the capital
of the state of Roraima, Boa Vista. To investigate the occurrence of these emerging
contaminants, two campaigns were carried out during the dry and rainy season at seven
collection points, which were five points located on the Branco River, one point at the mouth
of the Mirandinha Creek and another point at the mouth of the Grande Creek. The detection
and quantification of the contaminants were performed using high-performance liquid
chromatography-diode array detection (HPLC-DAD) and ultraviolet (UV) spectrophotometry.
The results revealed the presence of caffeine in the range of 97 to 198 pg L™ and amoxicillin
in the range of 69 to 130.4 pug L™ in the Branco River microbasin, with caffeine being detected
more frequently. The results also indicated that the contaminants were quantified in higher
concentrations at collection points P1 and P2, which receive the effluent from the municipal
sewage treatment system and, P5, which sometimes receives the raw sewage originating from
a sewage pumping station. This study demonstrates that these points are affected by the disposal
of these as well as other unstudied possible contaminants, thus indicating the need to investigate
emerging contaminants in the rivers and streams of Roraima in the far north of the Amazon,

Brazil.

Keywords: Emerging Pollutants. Chromatography. Sewage. Water Resources.

Resumo

A presente pesquisa teve como objetivo investigar a ocorréncia dos contaminantes emergentes
cafeina e amoxicilina nas aguas superficiais da microbacia do Rio Branco na area adjacente a
capital do Estado de Roraima, Boa Vista. Para investigar a ocorréncia desses contaminantes
emergentes, foram realizadas duas campanhas compreendendo o periodo seco e chuvoso em

sete pontos de coletas, sendo cinco pontos localizados no Rio Branco, um ponto na foz do
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Igarapé Mirandinha e outro ponto na foz do Igarapé Grande. A deteccéo e a quantificacdo dos
contaminantes foram realizadas empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector por absorcéo de radiacdo ultravioleta com arranjo de diodos (HPLC-UV-DAD). Os
resultados revelaram a presenca de cafeina na faixa de 97 a 198 pg L™ e de amoxicilina na faixa
de 69 a 130,4 pg L™ na microbacia do Rio Branco, sendo a cafeina detectada com maior
frequéncia. Os resultados também indicaram que os contaminantes foram quantificados em
concentracfes mais elevadas nos pontos de coletas P1 e P2, os quais recebem o efluente do
sistema de tratamento de esgoto do municipio e, P5, o qual recebe por vezes o esgoto bruto
originario de uma estacdo elevatoria de esgoto. Este estudo é pioneiro em Roraima e demonstra
gue esses pontos sdo impactados pelo descarte desses e de outros possiveis contaminantes ndo
estudados, assim sugerindo a necessidade de se investigar esses e outros contaminantes

emergentes nos rios e igarapés de Roraima no extremo norte da Amazonia, Brasil.

Palavras-chave: Contaminantes Emergentes. Cromatografia. Esgoto. Recursos Hidricos.

1 INTRODUCTION

Emerging contaminants are chemical substances that are naturally occurring or of
anthropogenic origin. In addition to these, some microorganisms and toxins produced by algae
are also considered emerging contaminants. These compounds tend to present some risk to the
ecosystem, and are not included in routine monitoring programs, i.e., they are not included in
environmental laws. They are persistent, bioaccumulative and toxic substances, which comprise
global organic contaminants as well as endocrine disruptors (EPA, 2018).

Researchers from different countries have studied the presence of emerging contaminants in different

environmental matrices such as soils and sediments (KASPRZYK-HORDERN et al., 2008; KIM et al.,
2007; ROBERTS et al., 2006; ZUCCATO et al., 2010), in domestic sewage, sewage treatment
plant (STP) effluents, in groundwater, in surface springs, in seawater (FEKADU et al., 2019;
BALAKRISHNA et al.,, 2017; ZHOU et al.,, 2016; RIVERA-JAIMES et al., 2018;
FERNANDES et al., 2020; KOREKAR et al., 2020; MACHADO et al., 2016) and also in
drinking water intended for human consumption (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA,
2017).

In the class of emerging contaminants, pharmaceuticals are the most researched in the
world, since they are constantly released into the environment in high quantities. Many of them

are persistent and some are lipophilic, thus making their bioaccumulation possible, while others
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are generally metabolized by the body and their metabolites released into the environment,
which can affect aquatic biota and humans (MONTAGNER; VIDAL; ACAYABA, 2017).

Caffeine and amoxicillin have been the target of several studies in Brazil and arround
the world, due to their high consumption and low biodegradability and because it is impossible
to know the chronic effects of exposure in humans and animals (COSTA JUNIOR; PLETSCH,;
2014).

Caffeine detected in waterbodies has been reported worldwide as an indicator of
contamination as a result of untreated domestic sewage (BEGA et al., 2021). Currently, this
compound is described as the most frequently occurring emerging contaminant in surface water
samples collected in rivers that form the Amazon River estuary and its mangroves (CHAVES
et al. 2020). This substance is present in many plant species and is consumed in the Amazon
especially in the form of coffee, cocoa, acai and guarana (BERNEGOSSI et al., 2021;
KOREKAR et al., 2020).

According to the WHO report on surveillance of antibiotic consumption, amoxicillin is
the most used drug in the world, making evident the continuity of the use of this compound
(WHO, 2018). Such consumption results in the constant frequency with which amoxicillin has
been detected in aquatic environmental matrices such as wastewater from sewage treatment
plants, (MINH et al., 2009; WATKINSON et al., 2009), hospital effluents (LIEN et al., 2016),
in surface water (LOCATELLI; SODRE; JARDIM, 2011; YIN et al., 2010), in seawater
(MINH et al., 2009) and even in water intended for human consumption (MINH et al., 2009),
in countries such as the United States, Brazil, and throughout Europe.

The northern region of Brazil occupies 45.3% of the Brazilian territory, and has about
18.6 million inhabitants, with the majority of the population concentrated in the state capitals
(IBGE, 2021). However, this region has the lowest rates of basic sanitation in the country. This
fact favors the contamination of water resources, mainly due to inefficient sewage treatment
and disorderly exploitation of natural resources (BERNEGOSSI et al., 2021).

The north of Brazil also has an abundance of natural resources, mainly water resources,
which include a significant number of surface springs, consisting mainly of the Amazon, Negro,
Solimdes and Branco Rivers. The latter passes through the state of Roraima, and is the most
important waterbody and receiver of the sewage treatment plant in the municipality of Boa
Vista, which is the capital of the state (SATELLES et al., 2018).

According to Nascimento and Araujo (2014), there is a need to develop studies
regarding contaminants in different aquatic environments, especially in the northern region of

Brazil. The realization of these studies will promote the monitoring and regulation of these
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emerging contaminants by the relevant agencies (MONTAGNER et al., 2017) because,
according to Sehonova et al. (2018), the monitoring of this category in aquatic environments
has become a priority for government agencies and regulatory agencies.

According to Singh et al. (2019), the dispersion of antimicrobial residues and other
emerging contaminants in water resources requires immediate attention. Such contaminants are
being discarded from sewage treatment plants and are not monitored by analytical techniques
that would allow the identification and quantification of these compounds in aquatic matrices.
However, some separation methods, such as gas chromatography and high-performance liquid
chromatography coupled to different detectors, such as mass spectrometry, fluorescence and
ultraviolet detectors, have made it possible to detect and quantify many emerging contaminants
in water resources and other environmental metrics, even at low concentrations. Such methods
make it possible to monitor these contaminants (LIMA et al., 2017; NOGUERA-OVIEDO and
AGA, 2016).

Formed by the confluence of the Tacutu and Uraricoera Rivers, the Branco River is
located in the state of Roraima, in the extreme north of the western Amazon, with the capital
Boa Vista strategically established on its banks (PEREIRA et al., 2010). Boa Vista is the most
populous municipality in the state and, according to IBGE estimates (2020), of the
approximately 613,000 inhabitants, 419,652 live in the capital. The Branco River is responsible
for supplying water to part of the city and, currently, receives the effluent from the sewage
treatment plant (SATELLES et al., 2018).

Of the water resources that form the microbasin of the Branco River, in the urban area
of the city of Boa Vista, the Grande Creek and the Mirandinha Creek stand out. The Grande
Creek still receives part of the effluent generated in the treatment of sewage by the system of
stabilization ponds; the Mirandinha Creek runs through some neighborhoods of the capital and
flows into the Branco River, whose mouth is located upstream of the point of water capture
made by the Water and Sewage Company of Roraima (CAER). After treatment, the water is
distributed for human consumption. In much of its course, the Mirandinha Creek is canalized,
and this has caused problems such as the accumulation of garbage, sewage release and silting
(TONELLO et al., 2010).

Thus, considering the current problem of emerging contaminants in the Amazon and the
importance of Branco River and streams for the population of the state of Roraima, especially
for the capital Boa Vista, the objective of this study was to investigate the occurrence of the
emerging contaminants, caffeine and amoxicillin, in the Branco River, Mirandinha Creek and

Grande Creek, in the area adjacent to the capital Boa Vista.
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2 METHODOLOGY

2.1 Study area and sampling procedure

The study was developed in the microbasin of the Branco River, and the collection
points are characterized in the following ways: Point O, located on the Branco River and 800
meters downstream from the discharge of effluent from the sewage treatment plant (STP); Point
1, located on the Branco River in the discharge of effluent from the STP; Point 2, located at the
mouth of the Grande Creek; Point 3, located about 500 meters upstream from the effluent
discharge of the STP; Point 4, located about 2 meters above the point of capture of the water
that, after treatment by CAER, is destined to supply a part of the population of Boa Vista; Point
5, located at the mouth of the Mirandinha Creek and Point 6, located about 800 meters upstream
from the mouth of the Mirandinha Creek with the Branco River. The collection points, seen in
Figure 1, were chosen in such a way that this study evaluates the presence of emerging
contaminants, caffeine and amoxicillin, in order to predict the dispersion of these and other
contaminants in the microbasin.

The samples were collected in surface water, at a depth of about 30 cm below the
surface, using sterile 1 L amber vials. After the collections, the vials were stored and transported
under refrigeration, until the moment of analysis (NBR 9897) at the Ecotoxicology Laboratory
of the Graduate Program in Natural Resources of the Federal University of Roraima. Two
collections were carried out, one in September (rainy season) and another in December (dry
season).

The results were analyzed using descriptive statistics in order to synthesize values, thus
allowing us to achieve a global view of the variations in these values. This type of statistic

organizes and describes the data using tables, graphs and descriptive measures.
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Figure 1 - Location of collection points in the microbasin of the Branco River, RR, Brazil.
Source: Farias et al. (2021)

2.2 Solvents, analytical standards and sample preparation

All solvents used in the determination and quantification of the caffeine and amoxicillin
were of analytical purity and suitable for chromatographic analysis (HPLC-UV grade). The
water used was ultrapure and was obtained through a Milli-Q system (Millipore). The caffeine
and amoxicillin standards used were from Sigma Aldrich®, and were of 99% purity.

The samples, collected in duplicate for each point, were filtered using glass fiber
membranes with 0.47 um porosity (GF/F, Whatman) in order to remove the suspended material.
To obtain the extracts, the solid phase extraction technique was used (SPE), with a C18
cartridge composed of octadecyl 18% and 500 mg silica, in which the cartridges were
conditioned with 3 mL of methanol and 3 mL of ultrapure water. After conditioning, the
samples were processed and, then, after drying of the cartridges, the alanites were eluted with
1 mL of a methanol/water solution (30:70). For this purpose, a manifold with a capacity of
twelve cartridges was used, which was coupled to a vacuum pump with a flow rate of 3 mL
min"t (GONCALVES, 2017). The final extracts were filtered with a 0.45 um filter and stored
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in vials for analysis. This technique aimed to pre-concentrate the analytes (caffeine and

amoxicillin) contained in each 1-liter sample of water (SODRE et al., 2010).

2.3 Chromatographic analyses

The quantitative analyses were performed using external standards and the calibration
curves were prepared using concentrations of 0.05; 0.10; 0.20; 0.6; 1.0; 1.5; 2.0and 2.5 mg L"
! which were carried out with a methanol/water solution (30:70).

The limit of detection (LoD) and the limit of quantification (LoQ) were determined
based on the parameters of the analytical curves.

In the chromatographic analysis of the samples for the presence of caffeine and
amoxicillin, a high-performance liquid chromatography-diode array detection (Shimadzu
Proeminence) (HPLC-DAD) and ultraviolet spectrophotometry (UV SPD-M20A), with LC-
20AT pumps.

Chromatographic separation was performed using a C18 column with a stationary phase
(Shimadzu Shim-pack FC-ODS), with dimensions of 150 x 4.6 mm and a particle size of 3 um.
The injection volume was 10 pL, and the sample was subjected to isocratic elution with
methanol/water in the ratio of 30:70 (v/v), at a flow of 1.0 mL.min? and detection at
wavelengths of 230 and 273 nanometers (GONCALVES, 2017).

3 RESULTS AND DISCUSSION

The results of the injections of the standards allowed us to identify the chromatographic
peaks of the emerging contaminants evaluated, with the peak of caffeine observed at the
retention time of 3.7 minutes and amoxicillin at 5.7 minutes.

The limit of detection and limit of quantification obtained via the parameters of the
analytical curves were, respectively, 0.03 mg L™ and 0.064 mg L for caffeine and 0.018 mg
L and 0.032 mg L? for amoxicillin. These values are within the minimum and maximum
values chosen in the calibration curves.

To evaluate the accuracy of the method employed, a sample was fortified with standards
of the emerging contaminants analyzed at three concentration levels, these being 0.6, 1.0 and
1.5 pug L™ The results obtained in the recoveries of these fortification values were 87, 90 and
96%, respectively, for the concentrations fortified with the caffeine standard, and 79, 83 and

90% for the fortifications with amoxicillin. Thus, the values obtained in the recovery tests were
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satisfactory since, according to Lancas (2004), the acceptable recovery range is from 70 to
120%.
The results of the chromatographic analyses performed in this study, as well as the limits

of detection and quantification and the calibration curves (Y = ax + b), are shown in Table 1.

Table 1 - Results of the identification and quantification of caffeine and amoxicillin.

Season
(concentration in pg L™)
Emerging contaminant Collection point Dry Rainy
Caffeine PO ND <LQ
P1 14 1
LoD =0.03mg L™ P> 103 222
LoQ =0.064 mg L*
' P3 97 125
y = 4.956x + 1.9 Eg <1|§§ 18766
r> =0.998
P6 ND ND
Amoxicillin PO ND ND
LoD =0.018 mg L* E; 1%%44 gg
LoQ =0.032mg L '
‘ P3 ND ND
y = 2.167x + 6.31 Eg 7'\5‘9[)2 HB
r> =0.996 :
P6 ND ND

ND = Not detected, LoQ = Limit of quantification, LoD = Limit of detection

According to Table 1, the results show that, in both seasons, it was possible to detect
and quantify caffeine in almost all collection points except P6. These results ranged from 97 to
198 pg Lt in the dry season and from 86 to 232 ug L™ (higher range of values) in the rainy
season, which is contrary to Wilkinson et al. (2017), who state that rainfall favors the dilution
factor, thus decreasing the concentration of drugs in waterbodies during rainy periods. It is
observed that the highest values for caffeine concentration were obtained in points P1, P2 and
P5, in the two campaigns carried out.

The high values obtained in the collection points, as previously described, can be
attributed to the release of effluents from the sewage treatment system in the municipality of
Boa Vista, since point P1 is located in the area in which the effluent mixes with the Branco
River. Regarding the collection point P2, it can be inferred that the values obtained can also be
associated with the wastewater from the STP because, during the collections, it was obbserved
that the release of the effluent in this period was not only at P1, but also at P2, especially when
the sewage level of the stabilization pond was high. Thus, the existence of a system of
floodgates was observed, which release the effluent into the Grande Creek to probably lower
the level of the lake. These facts were photographed, since the self-purification capacity of this
waterbody is lower in relation to the Branco River (SATELLES et al., 2018).
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In relation to collection point P5, the release of raw sewage into the Mirandinha Creek,
near its mouth, from the sewage treatment system pumping station was investigated. According
to Goncalves et al. (2017), caffeine has been considered an indicator of sewage contamination,
and there is a significant relationship between its concentrations and the domestic sewage that
is discharged. Thus, the high results found here corroborate with those found by these authors.

The highest concentrations of caffeine, observed at collection points P1, P2 and P5,
support findings of Sehonova et al. (2018), Wilkinson et al. (2017) and Fernandes et al. (2020),
since they state that the appearance of emerging contaminants, especially drugs in ecosystems,
are mainly derived from sewage treatment systems and their effluents.

Also according to Table 1, in the two seasons studied, the presence of caffeine was
observed at collection point P3. It can be inferred that the presence of this compound in this
sampled point is due to its location being below the outflow of the Pricumé& Creek, a fact that
was observed after the collections were performed. On subsequent visits, it was found that this
creek permeates a large part of the city and receives direct discharges of domestic sewage from
residences located on its margins.

According to Table 1, the values of the quantification of the caffeine analyzed at point
P4 was lower than the quantification limit in the dry season, and was 86 pg L™ in the rainy
season. This observation becomes worrying because this point is located only 2 meters above
the point of capture of water that is destined, after treatment, for comsumption by the part of
the population of Boa Vista, thus demonstrating the need for the development of studies aimed
at evaluating the presence of caffeine in water intended for human consumption in this
municipality.

The presence of caffeine at point P6 was not detected in the study. Such results may be
associated with the fact that this point is located in the Branco River, where there is no direct
release of domestic sewage and drainage system networks of the municipality of Boa Vista
(FARIAS et al., 2021).

According to Rico et al. (2021), about 90% of the wastewater originating from the areas
of urban centers are released without treatment in the freshwater ecosystems of the Amazon
region. This fact supports the need for improvements in sanitation systems in the urban centers
of the Brazilian Amazon and the development of monitoring studies aimed at quantifying the
levels of drug concentrations and their risks to the biodiversity of Amazonian waters
(FABREGAT-SAFONT et al., 2021).

In view of the above, the results for the quantification of caffeine obtained in this study

corroborate the work developed by Fabregat-Safont et al. (2021), who published the results of
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the largest study of emerging contaminants carried out in the Amazon region along the Amazon
River and its three major tributaries: the Negro, Tapajos and Tocantins Rivers, and also in four
metropolises of the region: Manaus, Santarém, Macapa and Belém. The results revealed that
the Amazon and Tapajos Rivers, as well as their tributaries, are contaminated with emerging
contaminants, mainly by pharmaceuticals, with caffeine and cocaine being quantified in higher
concentrations, followed by analgesics, antihypertensive drugs and antibiotics. The study also
showed that, in urban streams, concentrations are higher than those found in rivers, in fact,
about a hundred times. In this study, the rivers of the state of Roraima, in the extreme north of
the Amazon, were not included.

The results found here also support the results of the study developed by Wilkinson et
al. (2022). In their research, the authors assessed environmental exposure to active
pharmaceuticals in 258 rivers in 104 countries. The results revealed that caffeine was frequently
detected in more than half of the monitored sites. Similar values were also found by Archana et
al. (2017), who evaluated the seasonal variation of five pharmaceuticals (acetaminophen,
ciprofloxacin, caffeine, irgasan, and benzophenone) in tributary and effluents of a sewage
treatment plant in six large lakes, in and around Nagpur, Central India. The results of the
chromatographic analyses revealed concentrations in the range of 1 to 174 pg L ™" in the surface
of the waterbodies, 12 to 373 ug L ™! in the tributary and 11 to 233 pg L™ in the effluent of the
STP. Among the five emerging contaminants studied, caffeine was found in higher
concentrations when compared to the others.

Gongalves et al. (2017) found caffeine concentrations of 47 pg L™ in a survey conducted
in the Panquequer River, in the city of Teresopolis, Rio de Janeiro, Brazil. The results obtained
by the authors showed a positive relationship between caffeine, phosphate, nitrate and
ammonium concentrations and an increased effluent load, thus demonstrating that caffeine can
be used as an indicator of pollution of surface water by domestic effluents.

It is important to emphasize that the Environmental Company of the State of Sao Paulo
(CETESB) already performs the determination of caffeine levels in some monitoring points,
including in rivers and reservoirs (CETESB, 2020). However, the Water and Sewage Company
of Roraima does not use the determination of caffeine as an indicator of environmental
contamination.

For the emerging contaminant amoxicillin, the results in Table 1 show that this
contaminant was detected only at the collection points P1, P2 and P3. In the other points, in the

two campaigns carried out, amoxicillin was not detected.
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In this study, the highest concentrations were detected respectively at points P1, P2 and
P3 in the dry season. These values are considered high when compared to the study conducted
by Hijosa-Valsero et al. (2011), who developed their research in the effluent of a ST P and
found values from 12 to 30 pug L. The values found here contradict the study by Unutkan,
Bakirdere and Keyf (2018), who developed an analytical method for the determination of
amoxicillin in commercial drugs and in wastewater samples. In their results, the authors did not
find amoxicillin in the wastewater samples.

Oliveira et al. (2015) developed and validated an analytical method using HPLC-UV to
determine amoxicillin levels in the Agua Fria and Verruga Rivers, located in the southwest of
Bahia state in Brazil. According to the authors, the results reveal the levels of contamination of
rivers by this contaminant. The highest concentrations, above 11 mg L™, were quantified in the
areas that receive urban surface runoff. These values resemble the values found here.

For Silva, Wolff and Carissimi (2022), the increase in pollution generated by
anthropogenic activities, such as the release of effluents, whether as they are or partially treated,
in water resources that are receiving bodies, has caused severe damage to the environment. In
these effluents, pharmaceutical products cause great concern, since many are resistant to
conventional treatment. This conventional treatment is also used by the sewage treatment
system of the Municipality of Boa Vista.

In this regard, antibacterial drugs generate a greater concern in environmental issues,
with amoxicillin standing out in this study, since according to the WHO, it is one of the most
used in Brazil and in the rest of the world (WHO, 2018).

The results found here for the emerging contaminant amoxicillin support the results
published by Farias et al. (2021) regarding the susceptibility profile of bacteria in the Branco
River microbasin, in which the authors found amoxicillin-resistant bacteria in the same
collection points of the Branco River microbasin, thus revealing the spread of this emerging

contaminant in the study site.

4 CONCLUSIONS

The results obtained from the quantification of caffeine and amoxicillin allow us to infer
that there are significant differences in caffeine concentrations between the collection periods,
and also reveal that there are higher concentrations for this emerging contaminant in the rainy
season, especially in the points that suffer the impact of effluent discharge from sewage

treatment systems.
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This study demonstrated greater detection and quantification for caffeine when
compared to amoxicillin, which was predictable, since caffeine is present in the formulation of
different food products and various beverages that are commonly ingested by the population of
the city of Boa Vista. However, the data obtained in the quantification of concentrations of
amoxicillin are worrisome, since they reveal the impacts suffered by the microbasin of the
Branco River in the investigated points, and favor the phenomenon of bacterial resistance.

It is necessary to continue studies that aim to evaluate the presence of these and other
emerging contaminants in this microbasin of the Branco River, as well as in the creeks located
in the municipality of Boa Vista and also make the association of the presence of caffeine with
the determination of physical-chemical parameters that are associated with the impact generated

by domestic sewage in the microbasin of the Branco River and in the creeks.
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2.1 NORMAS PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS NA REVISTA DE ENGENHARIA
SANITARIA E AMBIENTAL

Disponivel no link: https://s3-us-west-2.amazonaws.com/clarivate-scholarone-prod-us-west-2-
slm-public/wwwRoot/prod4/societyimages/esa-
scielo/Requlamento%20ESA%20ScholarOne%202021.2.pdf
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Orgéo oficial de informag&o técnica da ABES - Rio de Janeiro — Brasil
Outubro, 2021

Regulamento para apresentacdo de contribuicoes

1. Objetivo e Escopo

O presente regulamento objetiva uniformizar a apresentacdo das contribuices a serem
encaminhadas para publicacdo na Revista Engenharia Sanitaria e Ambiental (RESA).

Sao areas de interesse atual da RESA:

v
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Desenvolvimento de tecnologias ambientais (agua, esgoto, residuos solidos e ar)
Gerenciamento de residuos solidos e liquidos e recuperacao de recursos
Remediacdo e monitoramento ambiental (agua, solo e ar)

Sistemas de modelagem e otimizacdo ambientais (agua, esgoto, residuos solidos,ar
e solo)

Uso racional da &gua, nutrientes, energia etc.

Saneamento rural

Salde publica e microbiologia ambiental

Analise e avaliacdo ambiental (avaliacdo de impacto ambiental, analise de risco,
anélise de ciclo de vida, analise de fluxo de materiais etc.)

Aspectos sociais, econdmicos e politicos do gerenciamento ambiental

A RESA néo aceita manuscritos exclusivamente focados nos seguintes aspectos:

v

v

v
v

Simulagdo/modelagem quando predominantemente orientados para assuntos
matematicos

ReacOes/processos quando predominantemente orientados para assuntos
quimicos sem um ponto de vista ambiental

Sintese de materiais sem uma clara aplicacdo ambiental

Reaproveitamento de residuos com clara énfase na area de ciéncia do solo

2. Formas de contribuicdo

2.1. As formas de contribuicdo sdo mostradas a seguir, podendo ser escritas nos idiomas
portugués e inglés:

Nota Técnica

Nota Cientifica (short communication)
Artigo Cientifico

Revisédo da Literatura

2.2. A Nota Técnica é uma publicacdo técnica critica em temas relevantes e atuais na
area da Engenharia Sanitaria e Ambiental, sendo normalmente publicada na forma de

Cadernos Técnicos, com chamadas definidas pelos editores. Exemplos podem serobtidos
no link: http://abes-dn.org.br/?page_id=43257
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2.3. A Nota Cientifica (short communication) é uma comunicacdo breve de carater urgente
ou publicacdo de dados preliminares que necessitem uma rapida divulgacao na Engenharia
Sanitaria e Ambiental. Pode ainda contemplar alguma outra abordagem sumaria pertinente,
a juizo dos Editores.

2.4. O Artigo Cientifico € uma exposi¢cdo completa e original, totalmente documentada,
interpretada e discutida, e que tenha aderéncia ao escopo atual da RESA. Manuscritos que
sejam primordialmente dados primarios, relatorios técnicos, resultados preliminares etc.,
sem hipdteses bem definidas ou profundidade adequada, serdo rejeitados imediatamente
pelos Editores de se¢do tematica.

2.5. A Revisdo da Literatura corresponde a um artigo, no qual € levantado o estado da arte
de algum tema relevante e inovador e que tenha aderéncia ao escopo atual daRESA.
A abordagem deve ser suficientemente critica e capaz de identificar os avancos, lacunas e
desafios cientificos a luz da literatura nacional e internacional. Trabalhos de reviséo
sistematica e meta-analise podem ser incluidos nessa categoria de artigo.

2.6. Ndo serdo aceitos relatorios, tradugdes e nem artigos ja publicados ou submetidos a
publicagdo em outros veiculos, ou que impliquem em promocao comercial de determinada
marca, produto ou empresa.

3. Encaminhamento das contribuigdes

3.1. Alinscricdo das contribuicdes sera feita tdo e somente pelo sistema Scielo Scholar One,
através do link https://mc04.manuscriptcentral.com/esa-scielo. N&o serdo aceitas inscrigdes
de artigos por nenhuma outra forma de envio.

3.2. Apos a submissdo do artigo, o autor receberd um e-mail de confirmacéo, junto com um
codigo de identificacdo.

3.3. O autor poderd acompanhar todo processo de avaliacdo pelo sistema Scielo Scholar One.

3.4. Toda e qualquer davida adicional pode ser realizada pelo e-mail: esa@abes- dn.org.br,
sendo sempre necessaria a inclusdo do numero de referéncia do artigo submetido.

3.5. A RESA cobra uma taxa de submissao no valor de R$ 150,00 (cento e cinquenta reais),
a qual deve ser incluida no ato da submissdo como anexo (arquivo complementar que NAO
é para avaliacdo). O processo de avaliacdo so sera iniciado apés a equipe editorial verificar
a comprovacdo do pagamento da taxa de submisséo.

A taxa destina-se a ndo socios da ABES. Caso o autor principal seja socio, anexar (arquivo
complementar que NAO é para avaliacio) o documento constando o nimero de matricula
da ABES ou CPF e nome completo.
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Obs.: A taxa de submissdo ndo serad restituida caso o manuscrito seja recusado, nao
garantindo o aceite do artigo, que passara normalmente pelo processo de avaliacao.

Banco: Itad

Agéncia: 0407

C/C 11437-0

Razao Social: Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental - ABES
CNPJ: 33.945.015/0001-81

CHAVE PIX: abes@abes-dn.org.br
Obs.: Identificar transferéncia PIX como “artigo”.

Qualquer davida, favor enviar e-mail para esa@abes-dn.org.br.

Associe-se a ABES: http://socio.abes-dn.org.br/
4. Formato das contribuictes

4.1. As contribuices devem ser preparadas pelos autores no formato “.doc” ou “.docx”
aberto para edicdo usando o recurso de numeracao de linhas do Microsoft Word (Arquivo —
Configurar pagina — Layout — Numeros de linha — Numerar linhas — Continua).

4.2. Os manuscritos devem ser enviados no formato “.doc” ou “.docx” pelo sistema Scielo
Scholar One. Todos os demais formatos de arquivos, inclusive os compactados, serdo
bloqueados.

4.3. Apo0s o processo avaliativo, as contribuicfes aprovadas para publicacao poderdo sofrer
correcOes apos encaminhamento em sua versdo final para diagramacao.

4.4. Os trabalhos submetidos devem estar de acordo com a NBR 14724:2020 — Trabalhos
Académicos

4.5. Poderdo ser incluidos figuras, graficos e ilustracBes, desde que o tamanho do
arquivo nao ultrapasse 10MB.

4.6. O texto integral do artigo ndo podera exceder 15 (quinze) paginas para NotaTécnica,
Artigo Cientifico e Revisdo da Literatura, e 8 (oito) paginas para Nota Cientifica (short
communication), atendendo ao formato estabelecido nos itens a seguir. (Obs.: A paginacao
total conta com as referéncias).

4.7. Todas as contribuicdes deverdo seguir a seguinte sequéncia de apresentacao:
« Titulo em portugués e inglés (até 200 caracteres) — deve ser incluido no corpo do
texto e ndo como cabecalho.
* Resumo em portugués e inglés, de 100 a 250 palavras — deve ser incluido no
corpo do texto.


mailto:abes@abes-dn.org.br
mailto:esa@abes-dn.org.br
http://socio.abes-dn.org.br/

34

Palavras-chave em portugués e em inglés — deve ser incluido no corpo do texto.
Titulo resumido do artigo em portugués ou inglés (até 60 caracteres) para o
cabecalho.

Texto principal sem divisdo em colunas.

Referéncias (deve estar incluida no tamanho limite de cada tipo de contribuicéo)
Obs. 1: Eventuais “Agradecimentos” deverao ser incluidos somente na versao final
do artigo aprovado para publicacéo.

Obs. 2: O Nome do(s) autor(es), Curriculo resumido(s) do(s) autor(es), enderecopara
correspondéncia (profissional) devem constar somente no Sistema Scielo Scholar
One, preenchidos no momento de cadastro. IMPORTANTE: acolocagio destas
informacdes no corpo do texto acarretard na devolugdo do manuscrito aos autores,
impactando, desta forma, no tempo de avalia¢do/publicacao.

Obs. 3.: Contribui¢bes que ndo obedecam aos elementos definidos no presente
regulamento como formato, nimero maximo de paginas etc., serdo devolvidas aos
autores, impactando, desta forma, no tempo de avaliagéo/publicagéo.

4.8. O texto devera ser formatado obedecendo o seguinte padrao:

Tamanho da pagina: A-4

Margens: 3 cm para esquerda e superior, e 2 cm inferior e direita

Espacamento: 1,5, sem espagos anteriores ou posteriores entre linhas

Fonte e tamanho do Titulo: Times New Roman, tamanho 16

Fonte e tamanho dos demais elementos do texto: Times New Roman, tamanho12
Numeragdo de pégina: algarismos arabicos, posicionados no canto superiordireito

4.9. O corpo das publicacbes na forma de Artigo Cientifico e Nota Cientifica (short
communication) devem conter a seguinte estrutura:

Introducéo: deve descrever claramente o que se conhece, quais as lacunas e ao final
ser colocado o objetivo da contribuicéo.

Metodologia: deve ser escrita de maneira detalhada para permitir uma ampla
compreensédo do que foi investigado, assim como sua reproducdo. A sua diviséo em
itens muitas vezes ajuda bastante na organizacdo dos materiais e métodos
empregados.

Resultados e Discussdo: deve apresentar de maneira clara e direta os principais
resultados obtidos, com a incluséo de discussdes que ajudem a explicar os dados com
base na literatura técnica cientifica.

Conclusoes: deve responder de maneira clara e sucinta ao objetivo da contribuicé&o,
evitando-se repeti¢Oes de dados ja apresentados e discutidos anteriormente.
Referéncias: devem ser priorizadas referéncias atuais (idealmente publicados nos
ultimos cinco anos) e que sejam facilmente obtidas por outros. Deve-se evitar e
inclusdo de publicagbes em congressos, livros etc., e valorizar a inclusdo de artigos
publicados em periddicos indexados.

4.10. A redacgéo deve ser feita no modo impessoal, ndo se empregando a primeira pessoado
singular ou plural, e o estilo a ser adotado deve ser objetivo e s6brio, compativel como
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recomendavel para um texto cientifico.

4.11. Devera ser evitada a subdivisdo do texto em um grande namero de subtitulos ou itens,
admitindo-se um maximo de cabecalhos de terceira ordem, todos com o uso de algarismos
arébicos.

4.12. O contetdo do trabalho deve ser submetido a uma criteriosa revisdo ortogréafica.

4.13. Termos grafados em italico ou negrito poderdo ser utilizados no corpo do artigo.

5. Figuras e ilustracfes
As figuras e ilustragdes devem observar os seguintes critérios:

5.1. Os arquivos das figuras e ilustracdes, sem bordas ao redor, devem ser inseridos no
arquivo do texto, de maneira que possam ser editados por meio do MS Word for Windows.

5.2. Os textos e legendas ndo devem ficar muito pequenos ou muito grandes em relagdo a
figura.

5.3. As figuras devem ser intercaladas nos locais apropriados e apresentar um titulo.

5.4. A inclusdo de fotografias ndo é aconselhavel; porém, se os autores julgarem que sdo
importantes para esclarecer aspectos relevantes do artigo, deverdo ser inseridas em resolucao
minima de 300 dpi. Sempre ficar atento a qualidade das imagens.

5.5. Todos os gréficos, desenhos, figuras e fotografias devem ser denominados “Figura”, e
numerados sequencialmente em algarismos arabicos. Toda figura deve ser mencionada no
texto.

5.6 O numero e titulo da figura devem ser colocados centralizados, imediatamente abaixo
da figura. O titulo deve ser claro e autoexplicativo.

5.7 Abaixo do titulo da figura, indicar a fonte consultada (elemento obrigatério, mesmo que
seja producdo do préprio autor), legendas, notas e outras informagdes necessarias a sua
compreensdo (se houver).

5.8. As péginas internas da Revista sdo impressas em uma s cor, ndo sendo permitida,
portanto, a adocao de cores na diferenciacdo das variaveis nos graficos e diagramas.

6. Quadros e tabelas
Os quadros e tabelas deverao atender os seguintes critérios:

6.1. Os quadros e tabelas devem ser claros e objetivos, sem linhas de grade. As unidades
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correspondentes a todos os termos usados devem ser claramente identificadas.

6.2. Todos os quadros ou tabelas devem ser denominados “Quadro” ou “Tabela”,numerados
sequencialmente em algarismos arabicos e mencionados no texto.

6.3. Cada quadro e tabela, além da numeracédo, deve possuir um titulo. O nimero e o titulo
devem ser colocados centralizados, imediatamente acima do quadro ou tabela. O titulo deve
ser claro e autoexplicativo.

6.4. Um quadro e uma tabela ndo poderdo ser maiores do que uma folha A-4.

6.5. Quadros e tabelas devem aparecer, preferencialmente, intercalados nos locais
apropriados do texto, a critério do autor.

6.6. As paginas internas da Revista sdo impressas em uma sé cor, ndo sendo permitida,
portanto, a adocao de cores na diferenciacao das variaveis nos quadros e tabelas.

7. Equacdes

As equacOes podem ser editadas pela equipe responsavel pela diagramacéo. Portanto, 0s
seguintes critérios devem ser satisfeitos:

7.1. As equacOes devem ser claras e legiveis, e escritas com a mesma fonte do corpo do
texto, sem a utilizacdo de italico ou negrito.

7.2. As equacgbes e formulas devem ser denominadas “Equagdo” e numeradas
sequencialmente em algarismos arabicos. A numeracdo a direita da equacdo deve ser entre
parénteses. Todas as equagOes devem ser mencionadas no texto.

7.3. Todos os simbolos usados devem ser definidos imediatamente apds a equacéao (casonao
tenham sido definidos anteriormente), incluindo as suas unidades ou dimensdes.

8. Unidades

8.1. Todas as unidades mencionadas no texto, tabelas, quadros e figuras devem ser
expressas de acordo com o Sistema Internacional de Unidades (SI).

8.2. Deve-se evitar 0 uso da barra de fracdo na expressdo das unidades. Exemplo: Ao
invés de mg/L ou m%/s, deve-se utilizar mg- Lt e m3s2.

9. Referéncias

As referéncias citadas no texto e listadas ao final do artigo deverdo estar de acordo com a
norma NBR 6023:2018. A titulo de esclarecimento sdo apresentadas algumas diretrizes:
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9.1. As referéncias citadas no texto devem conter o sobrenome do(s) autor(es), em caixa
alta, seguidos pelo ano da publicacéo, observando-se 0s seguintes critérios:

9.1.1. Quando houver mais de um trabalho, as cita¢cdes devem ser em ordem alfabética.

9.1.2. Trabalhos com mais de trés autores devem ser referenciados ao primeiro autor,
seguido por “et al.” (em italico e com ponto).

9.1.3. Quando houver mais de uma publicacdo do mesmo autor, no mesmo ano, 0 anoda
publicagdo deve ser seguido dos componentes “a, b, c...”, em ordem alfabética. Exemplos:
... estudos efetuados por Silva (1994a, 1994b) e por Machado et al. (1995a)revelaram...;
... estudos recentes (SOUZA,1993; SILVA, WILSON e OLIVEIRA, 1994;MACHADO et
al., 1995b) revelaram...

9.2. Ao final do trabalho devera ser apresentada uma lista de todas as referéncias citadasno
texto, de acordo com os seguintes critérios, entre outros:

9.2.1. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, de acordo com o
sobrenome do primeiro autor.

9.2.2. Devem ser referenciados todos os autores (independentemente do nimero de autores)
pelo sobrenome seguido pelas iniciais de cada autor, separados por ponto e virgula.
Exemplo: SMITH, P.J.; WATSON, L.R.M.; GREEN, C.M...

9.2.3. O titulo do periddico referenciado devera ser apresentado em italico. As indicacdes
de volume, nimero e pagina deverdo ser identificados pela letra inicial (“v”, “n”ou “p”),
seguida de ponto. Ndo devem ser utilizadas aspas antes e depois do titulo dotrabalho.

Exemplo: JEWELL, W.J.; NELSON, Y.M.; WILSON, M.S. Methanotrophic bacteria for
nutrient removal from wastewater: attached film systems. Water Environment Research, v.
64, n. 6, 1992, p. 756-65.

9.2.4. O titulo do livro deve ser apresentado em italico. Devem ser incluidos a edicdo, o
local, a editora, 0 numero de paginas e a data.

Exemplo: FRANCA, J.L., VASCONCELOS A.C. Manual para Normalizacdo de
Publicagdes Técnico-Cientificas. 8 ed. Belo Horizonte: Ed. UFMG, 2007, 255 p.

9.2.5. Em capitulos de livros e trabalhos de congressos, a obra principal (titulo do livro ou
denominacdo do congresso) é referenciada em italico e vem precedida da expressao “In”.
Exemplos:

Anais - CAIXINHAS, R.D. Avaliacdo do impacto ambiental de empreendimentos hidro-
agricolas. In: Simposio Luso-Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental, Anais...
Lisboa: APRH, 1992, p. 203-11.



38

Capitulo de Livro - KUKOR, J.J.; OLSEN, R.H.; IVES, K. Diversity of toluene degradation
following exposure to BTEX in situ. In: KAMELY, D.; CHAKABARTY, A.; OLSEN, R.H.
(Eds.) Biotechnology and Biodegradation. Portfolio Publishing Company, The Woodlands,
E.U.A., 1989, p. 405-421.

10. Julgamento

10.1. Os Editores de secdo temética poderdo em andlise prévia, recusar sumariamente
qualquer artigo encaminhado se julgarem que né&o apresenta contribuicdo/ineditismo ou
escopo compativeis com a classificacdo da revista.

10.2. Quando o manuscrito possui ineditismo e qualidade suficiente, este é encaminhado
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Perfil de susceptibilidade das bactérias na microbacia do Rio Branco,
Roraima, extremo Norte da Amazénia

A qualidade dos recursos hidricos se constituiu em uma categoria primordial de preocupagdo para os pesquisadores, pois os impactos ambientais ocasionados pelo crescimento acelerado e
desordenado das cidades torna a degradagdo desses recursos intensa e rapidamente perceptivel, inclusive no extremo norte da amazonia. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar
o perfil de susceptibilidades das bactérias isoladas da microbacia do Rio Branco, Roraima, extremo norte da Amazdnia. Realizou-se o perfil de susceptibilidade dos isolados bacterianos
empregando-se oito discos de antibacterianos e na identificagdo dos isolados empregou-se 0 método de Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Time ofFlight Mass Spectrocopy
(MALDI-TOF/MS). Os resultados obtidos demonstaram diferenga significativa entre os periodos seco e chuvoso em relagdo a qualidade fisico-quimica e microbioldgica da agua nos diferentes
pontos coletados na microbacia do Rio Branco, RR. Do total de isolados analisados, apenas 31 % das bactérias, apresentaram resisténcia aos antibacterianos amicacina, amoxicilina,
azitromicina e ciprofloxacina, evidenciando que os antibacterianos clorafenicol, gentamicina, imipenem e meropenem apresentaram eficiéncia de 100 % sobre os isolados. Foram identificadas
as espécieis Klebsiella pneumoniae, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Enterobacter kobei, Bacillus pumilus, Salmonella typhi e do género Staphylococcus sp. em ambos os
periodos (seco e chuvoso) de coletas avaliados, sendo constatado a presenga de bactérias consideradas potencialmente patogénicas, como Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus sp.,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella typhi e Shigella sp., tornando necessério a continuidade de estudos que visem identificar e avaliar o perfil de susceptibilidade das bactérias
presentes em outros rios e igarapés do estado de Roraima.

Palavras-chave: Resisténcia; Antibacteriano; Recursos hidricos; Bactérias patogénicas.

Bacteria susceptibility profile in the Rio Branco microbasin, Roraima,
Northern North Amazon

The quality of water resources is a primary concern for researchers, as the environmental impacts caused by the accelerated and disorderly growth of cities make the degradation of these
resources intense and quickly noticeable, even in the extreme north of the Amazon. In this context, the aim of this study was to evaluate the susceptibility profile of bacteria isolated from
the Rio Branco microbasin, Roraima, in the far north of the Amazon. The susceptibility profile of the bacterial isolates was carried out using eight antibacterial discs and in the identification
of the isolates the Matrix Assisted Laser Desorption/lonization method — Time of Flight Mass Spectroscopy (MALDI-TOF/MS) was used. The results obtained showed a significant difference
between the dry and rainy periods in relation to the physical-chemical and microbiological quality of the water in the different points collected in the Rio Branco microbasin, RR. Of the total
analyzed isolates, only 31% of the bacteria showed resistance to the antibacterials amikacin, amoxicillin, azithromycin and ciprofloxacin, showing that the antibacterials chloraphenicol,
gentamicin, imipenem and meropenem showed 100% efficiency on the isolates. The species Klebsiella pneumoniae, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Enterobacter kobei, Bacillus
pumilus, Salmonella typhi and Staphylococcus sp. in both periods (dry and rainy) of collections evaluated, the presence of bacteria considered potentially pathogenic, such as Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus sp., Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella typhi and Shigella sp. that aim to identify and evaluate the susceptibility profile of bacteria present in
other rivers and streams in the state of Roraima.

Topic: Desenvolvimento, Sustentabilidade e Meio Ambiente

Keywords: Resistance; Anti-bacterial; Water resources; Pathogenic bacteria.
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INTRODUGAO

As poluigdes dos rios estdo intimamente relacionadas a falta de saneamento bdsico, ao crescimento
desordenado das cidades e a densidade populacional (CARVALHO et al., 2016). As aguas dos rios s3o os
principais receptores de antibacterianos e bactérias resistentes, visto que recebem os esgotos urbano,
industrial e hospitalar. Esses poluentes sdo descartados em excesso no ambiente e podem contribuir para a
manutencdo e até disseminagao da resisténcia bacteriana (CARVALHO et al., 2016; SILVA, 2014).

A resisténcia bacteriana é definida como o processo de desenvolvimento de resisténcia em
microrganismos-bactérias, virus, parasitas e fungos - a antibidtico ao qual possuiam anteriormente
sensibilidade. Essa resisténcia é uma ameaca crescente a salde publica mundial em razdo da proliferacédo
acelerada de bactérias multirresistentes aos antibacterianos existentes, acarretando graves infec¢des. Sdo
cera de 700.000 mortes por ano, ocasionadas por infeccGes causadas por bactérias resistentes a
antibacterianos.

O crescente aumento da resisténcia bacteriana tem sido difundido diariamente na literatura
cientifica e nos meios de comunica¢des populares. Os antibacterianos constituem a classe de compostos
farmacéuticos frequentemente usados e bem-sucedidos para a medicina humana (WOODFORD et al., 2014).
Todavia, a velocidade de dispersdo da resisténcia bacteriana a esses antibacterianos tem ocasionado
preocupacdes médicas a populagdo. Tais bactérias resistentes podem ser oriundas de contaminagdo
antrdpica ou decorrentes de selegao por meio da contamina¢do ambiental por antibacterianos.

A qualidade das dguas naturais esta diretamente relacionada a presenga de microrganismo,
principalmente de bactérias. Por esse motivo, o conhecimento da microbiota e o monitoramento de
bioindicadores se tornam primordiais para sanar problemas ambientais e de saude publica relacionada a
qualidade da dgua. Aguas contaminadas, com tratamento ineficiente ou ainda, sem nenhum tratamento,
geram efeitos desfavoraveis a populacdo, como a poluicdo, a perda da biodiversidade e a proliferacdo de
doencas de veiculagdo hidrica.

No Brasil, especialmente nas regides Norte e Nordeste, as chuvas sao irregulares, tornando os
reservatdrios de aguas uma alternativa de abastecimento durante o periodo de estiagem. Tal forma de
armazenagem gera preocupac¢des quanto a qualidade, contaminacdo e manutencdo dessas fontes
(NASCIMENTO et al., 2016). Nesse contexto, a avaliagdo da presenca e identificacdo de bactérias resistentes
a antibacterianos sdao fundamentais para avaliar a qualidade das aguas, proporcionando informacdes as
comunidades locais sobre os riscos a saude.

Formado pela confluéncia dos Rios Tacutu e Uraricoera, o Rio Branco esta localizado no Estado de
Roraima, extremo norte da regido AmazoOnica Ocidental, com a capital Boa Vista estrategicamente
estabelecida as suas margens. Boa Vista é o municipio mais populoso do Estado. Dos aproximados 613 mil
habitantes, 419 652 mil estdo na capital conforme estimativa do IBGE, em 2020. O Rio Branco é o responsavel
por abastecer uma parte da cidade e atualmente é o corpo receptor do efluente da estacdo de tratamento

de esgoto (SATELLES et al., 2018).
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Entre os corpos hidricos que compdem a bacia do Rio Branco, no perimetro urbano de Boa Vista,
destacam-se o Igarapé Grande, receptor do efluente gerado no tratamento do esgoto pelo sistema de lagoas
de estabilizacdo, e o Igarapé Mirandinha, que perpassa por alguns bairros da capital e desagua no Rio Branco,
a montante do ponto de captac3o da agua feito pela Companhia de Agua e Esgoto de Roraima-CAER. Apés o
tratamento a dgua é distribuida para o consumo humano. Em grande parte de seu curso, o Mirandinha
encontra-se canalizado, e isso vem acarretando alguns problemas como o acimulo de lixo, lancamento de
esgoto e o assoreamento.

Assim, considerando a importdncia do Rio Branco e dos igarapés para a populac¢do do Estado de
Roraima, especialmente para a capital Boa Vista, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de
susceptibilidades a antibacterianos das bactérias presentes no Rio Branco, no Igarapé Mirandinha e no

Igarapé Grande, na 4rea adjacente a capital Boa Vista.

MATERIAIS E METODOS
Local e Procedimento de Amostragem

O estudo foi desenvolvido no Rio Branco, na foz do Igarapé Grande e Igarapé Mirandinha, sendo os
pontos de coletas caracterizados das seguintes formas: Ponto 0, situado a 800 metros a jusante do desdgue
do efluente da estacdo de tratamento de esgoto (ETE), no Rio Branco; Ponto 1, localizado no desague do
efluente da ETE no Rio Branco; Ponto 2, situado na foz do Igarapé Grande; Ponto 3, sito a cerca de 500 metros
a montante do desague do efluente da ETE; Ponto 4, situado a aproximadamente 2 metros acima do ponto
de captacdo da agua que apods tratamento pela CAER é destinada ao abastecimento de uma parte da
populacdo de Boa Vista; Ponto 5, situado na Foz do Igarapé Mirandinha e Ponto 6, situado a
aproximadamente 800 metros a montante da foz do Igarapé Mirandinha com o Rio Branco. Os pontos de
coletas, Figura 1, foram escolhidos de tal modo que este estudo avalie a presenca de possiveis bactérias
resistentes a antibacterianos tradicionalmente utilizados pela populagdo, permitindo avaliar a qualidade da
agua e predizer quais bactérias estdo presentes com maior frequéncia e quais sdo potencialmente
patogénicas.

As amostras foram coletadas em dguas superficiais, a uma profundidade de aproximadamente 30 cm
abaixo da superficie, utilizando-se frascos estéreis de 500 mL. Apds a coleta, os frascos foram armazenados
e transportados sob refrigeracdo, até o momento das andlises (NBR 9897), no Laboratdrio de Microbiologia
do Programa de Pés-graduagao em Recursos Naturais da Universidade Federal de Roraima. Foram realizadas
duas coletas, uma, no més de setembro (periodo de chuvas) e outra no més de dezembro (periodo de
estiagem). Com auxilio de uma sonda multiparametros, modelo HI 9829 HANNA e de um turbidimetro
portatil, modelo HI 93703 HANNA, foram medidos dados fisico-quimicos (pH, temperatura, turbidez e
oxigénio dissolvido) da 4gua nos pontos de coletas. Tais amostras foram coletadas duas vezes, em funcdo de

limitacGes de recursos laboratoriais e tempo envolvido nas analises.
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Figura 1: Localizagdo dos pontos de coletas na microbacia do Rio Branco, RR.
Os resultados foram analisados utilizando a estatistica descritiva, com o objetivo de sintetizar valores,
permitindo alcancar uma visdo global da variacdo desses valores. Esta estatistica organiza e descreve os

dados por tabelas, graficos e de medidas descritivas.

Isolamento, contagem, agrupamento e codificagao bacteriana

As amostras de agua bruta foram diluidas em solugdo salina 0,85 % até 10 pL e inoculadas em
superficie em placa contendo o meio de cultura Plate Count Agar (PCA). As placas foram incubadas a 35 °C,
sendo realizada a contagem de col6nias apds 24 e 48 horas de incubacao.

As colbnias das bactérias heterotroéficas foram contadas e consideradas apenas as diluigdes que
apresentavam entre 30 e 300 col6nias por placa, sendo o resultado expresso em unidades formadoras de
colénias por mL (UFC/mL)). Apds a contagem, as bactérias foram inicialmente agrupadas conforme as
caracteristicas macromorfoldgicas: cor, borda, brilho, cremosidade e elevagdo. Por conseguinte, as col6nias
foram codificadas segundo o local de coleta. Apds a codificagdo, uma col6nia de cada cddigo foi selecionada
e obtida a cultura pura.

Para a obtencdo de cultura pura das bactérias heterotroéficas utilizou-se a técnica do esgotamento
em superficie utilizando o meio BHI e incubadas a 35 °C por 24 horas. Os dados referentes a densidade de
bactérias heterotroficas foram processados utilizando-se a estatistica descritiva, determinando a média, a

variancia e o desvio padrao.

Testes de Sensibilidade aos Antibacterianos

A susceptibilidade a antibacterianos dos isolados foi realizada pelo método de difusdo em Agar

Mueller Hinton, descrita por Kirby-Bauer em 1966. A densidade do indculo foi ajustada para a escala 0,5 de
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McFarland, que corresponde a 1,5 x 10® unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL, e incubado a 35 °C por
24 horas. Os discos de antibacterianos utilizados foram: Amoxicilina (AMO 10 puG), Amicacina (AMI 30 uG),
Gentamicina (GEN 10 uG), Azitromicina (AZI 15), Cloranfenicol (CLO 30 uG), Ciprofloxacina (CIP 5 uG),
Imipenem (IPM 10 pG) e Meropenem (MER 10 uG), considerando os mecanismos de resisténcia que incluem
a produgdo de enzimas que inativam a droga, a alteracdo dos alvos de acdo da droga e alteracdo da
permeabilidade da membrana externa ou efluxo da droga. A interpretagao das zonas de inibi¢do foi realizada
de acordo com a tabela de valores de resisténcia e antibiogramas da CLSI.

O indice de multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) foi calculado por meio da divisdo do nimero
de antibacterianos ao qual a bactéria foi resistente (a) pelo nimero de antibacterianos testados (8),

multiplicando-se o valor final por 100 para obtencdo dos resultados em percentuais (HIRSCH et al., 2006).

Identificagdo das bactérias

As analises foram realizadas por meio do método de Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-
Time ofFlight Mass Spectrocopy (MALDI-TOF/MS). Esta técnica foi realizada através do método de extragdo
guimica, de acordo com o protocolo etanol/4cido férmico, ondes os isolados foram cultivados em meio BHI
a 37 °C por 24 horas e, aproximadamente 5 a 10 mg de material foi utilizado para a analise.

A identificacdo das bactérias foi realizada no Laboratdrio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), utilizando o equipamento Maldi
Bioyper 4.0, equipado com o software MBT OC, pela técnica da espectrometria de massas.

Neste estudo, calculou-se a frequéncia de ocorréncia (F), que demonstra a relacdo entre a ocorréncia
das diferentes espécies e o nimero total de amostras analisadas. Essa frequéncia é dada pela relagéo (F=(Pa
x 100)/P), em que Pa é o nUmero de amostras em que determinada espécie esta presente e P é o niUmero
total de amostras analisadas (LOBO et al., 1986). Os resultados foram expressos em porcentagem e, as
espécies foram consideradas raras, quando a frequéncia for menor que 10%, comuns, quando 10 % < F< 50

% e constante, quando a frequéncia for maior que 50 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Parametros fisico-quimicos

Os corpos hidricos da bacia do Rio Banco ndo possuem suas aguas enquadradas nas classes dispostas
na Resolucdo do CONAMA n.357/2005 (BRASIL, 2005). Assim, conforme a Resolucdo mencionada,
especificamente no art. 42, enquanto ndo forem aprovados os respectivos enquadramentos, as aguas doces
serdo consideradas classe 2, aplicando assim, essa classificagdo como referéncia para os corpos hidricos em
estudo. Os resultados obtidos nas andlises dos parametros fisico-quimicos nas aguas do Rio Branco e na foz
do Igarapé Grande e do Igarapé Mirandinha estdo dispostos no grafico 1.

Conforme o grafico 1, os resultados obtidos nas analises do parametro oxigénio dissolvido (OD), com

excecdo do ponto 1, estdo em conformidade com a resolu¢cdo do CONAMA 357/2005 (maior que 5 mg/L). A
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baixa concentra¢do de OD para o ponto 1 pode ser atribuida a presenca de matéria organica, visto que esse
ponto é a zona de mistura do efluente do sistema de lagoa de estabilizacdo. Ndo obstante, verificam-se
temperaturas elevadas, nas duas coletas, nesse ponto de amostragem, o que favorece a disponibilidade de
oxigénio. Os resultados para este parametro, corroboram com o estudo feito por Satelles et al. (2018), no
Igarapé Grande, zona urbana de Boa Vista, Roraima

N3o existe um limite estabelecido para a temperatura na Resolucdo do CONAMA n.357/2005.
Contudo, a temperatura da dgua é essencial para o desenvolvimento das espécies aquaticas, além desse fato,
a temperatura dos corpos hidricos também influencia diretamente na solubilidade do oxigénio dissolvido,
inclusive no desenvolvimento metabdlico dos microrganismos. Conforme o grafico 1, o ponto 1 no periodo
chuvoso e o ponto 3 no periodo de seca, apresentaram os maiores valores para a temperatura (31 °C). A
temperatura mais baixa foi registrada para o ponto 2, no periodo chuvoso. Pode-se inferir a esse resultado,
a presenca de vegetacdo ciliar, corroborando com o estudo desenvolvido por Esbel (2006) e Santana (2006).

O limite maximo estabelecido na Resolugdo CONAMA citada, para a classe 2, para a turbidez é de 100
Unidades Nefelométrica de Turbidez (NTU). Conforme o gréfico 1, todos os valores determinados para este
parametro, estdao em conformidade com a resolugao, entretanto, observa-se que o ponto 1 (zona de mistura),
apresentaram os maiores valores para este parametro, em ambos os periodos temporais coletados. E
importante destacar, que nesse ponto de coleta, a dgua apresenta uma tonalidade esverdeada, caracteristica
de ambiente eutrofizado e rico em matéria organica. A tendéncia para os valores encontrados nesse estudo

para este parametro se assemelha aos encontrados por Satelles et al. (2018).
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Grafico 1: Resultados dos parametros fisico-quimicos de amostras de agua da microbacia do Rio Branco, RR.
Conforme o gréfico 1, a maioria dos valores determinados para o pH, estdo em conformidade com a

Resolucdo do CONAMA citada (pH entre 6 a 9), com excec¢do do ponto 4 no periodo chuvoso e dos pontos 6
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e 0, que tiveram seus valores abaixo do minimo estabelecido, em ambos os periodos. Os recursos hidricos
em estudo, apresentam suas dguas com tonalidades barrentas e escuras, caracteristicas dos rios da regido
amazonica, ocasionada pela disposicdo de materiais proveniente de plantas das suas margens, o que
possibilita a producdo de acido himicos e consequentemente um pH de dguas acidas, estando e acordo com
a literatura para corpos de dguas escuras da regido amazonica (HORBE et al., 2008).

Observa-se de modo geral que ndao ha uma nitida tendéncia de alteragdo dos parametros
determinados em relagdo aos periodos (seco e chuvoso), possibilitando afirmar que ndo houve uma

correlacdo significativa entre os periodos de coleta (chuvoso e seco) e os parametros fisico-quimicos.

Densidade de bactérias heterotroficas

A contagem de bactérias heterotroéficas, fornece informacbes sobre a qualidade bacterioldgica da
dgua de uma forma ampla. Nesse estudo, os valores obtidos em relacdo a densidade de bactérias
heterotroficas e suas respectivas médias estdo disponiveis na tabela 1.

Conforme a tabela 1, observa-se uma variacdo espacial (entre os pontos coletados) e temporal
(periodo seco e chuvoso) nas médias das densidades de bactérias heterotréficas.

As maiores médias de densidade de bactérias heterotréficas foram obtidas nos pontos 1,5 e 4 e as
menores médias nos pontos 3, 0 e 6, observando-se uma continuidade na sequéncia de varia¢cdo das médias
da densidade de bactérias heterotrdficas nos pontos de coletas em ambos os periodos coletados (periodo
seco e chuvoso). Essa continuidade na variagdo das médias das densidades de bactérias, nos diferentes
pontos coletados era previsivel, principalmente, nos pontos 1, 5 e 2, pois esses pontos recebem o efluente
do sistema de tratamento de esgoto do municipio de Boa Vista, sendo o ponto 1, principal corpo receptor do

efluente.

Tabela 1: Resultados da avaliacdo da densidade de bactérias heterotroficas em amostras de agua da microbacia do Rio

Branco, RR.
Periodo chuvoso Periodo Seco
Pontos de | Média (UFC | Desvio Variancia Pontos de | Média (UFC | Desvio Variancia
coletas mL1) Padrdo coletas mL?1) Padrdo
0 114,67 2,52 6,33 0 101,00 3,00 9,00
1 296,33 4,51 20,33 1 292,67 3,51 12,33
2 260,02 3,51 12,33 2 212,00 3,61 13,00
3 134,00 3,61 13,00 3 119,00 4,00 16,00
4 205,67 6,03 36,33 4 220,67 3,06 9,33
5 294,33 4,04 16,33 5 242,00 3,00 9,00
6 98,67 3,79 14,33 6 90,33 4,04 16,33

A menor ocorréncia na densidade de bactérias heterotrdficas foi observada no ponto 6, nos dois
periodos coletados. Tal ocorréncia pode estar associada ao fato deste ponto encontrar-se localizado no Rio
Branco, onde ndo hd lancamento de esgotos e redes de sistema de drenagem do municipio de Boa Vista.

No ponto 1, que apresentou maior densidade de bactérias heterotroéficas, esta situado o langamento
do efluente do sistema de tratamento de esgoto do municipio. Durante as coletas, foi verificado que as dguas
nesse ponto possuiam a coloracdo esverdeada, sugerindo um ambiente eutrofizado. Foi constatado ainda,

que embora o lancamento do efluente seja exclusivamente nesse ponto, verificou-se o lancamento do
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efluente da ETE no ponto 2 e o langamento do esgoto bruto (sem tratamento) no ponto 5. O fato observado
contribui para o aumento de bactérias no Rio Branco, pois, segundo Carvalho et al. (2016), a polui¢cdo dos
recursos hidricos no Brasil é decorrente, principalmente, do despejo de efluentes de esgotos.

Segundo Moura et al. (2009), o aumento das chuvas, ocasiona o carreamento de microrganismo das
margens para o interior dos corpos d’agua. Essa afirmacdo é evidente nesse estudo, pois conforme os dados
da Tabela 1, as médias das densidades de bactérias heterotréficas foram maiores no periodo chuvoso em
relacdo ao periodo de seca, corroborando com os resultados encontrados por Oliveira et al. (2012), Araujo
et al. (2015), e contrariando os resultados obtidos em um estudo desenvolvido por Vasconcellos et al. (2006).

No Brasil, a Portaria GM/MS n? 888, de 4 de maio de 2021, que disp&e sobre a consolidacio das
normas sobre as acdes e os servicos de satide do Sistema Unico de Sautde (BRASIL, 2021), recomenda que a
densidade de bactérias heterotréficas em aguas destinadas a consumo humano, ndo exceda o limite de 500
UFC/mL da amostra. Todavia, ndo ha regulamentacdo para densidade de bactérias heterotréficas em dguas
de recreacdo (BRASIL, 2000). Assim, esses resultados demonstram-se satisfatérios, uma vez que os valores
encontrados estdo abaixo do limite estabelecido para agua potavel.

O estudo em tela, real¢ca a importancia dos resultados obtidos, pois gera um motivo de grande
preocupacdo em relagcdo a ocorréncia e distribuicdo de bactérias heterotréficas no Rio Branco, que
possivelmente apresentam mecanismo de resisténcia a antibacterianos advindos de fontes diversas,
principalmente do efluente do sistema de tratamento de esgoto do municipio. Ademais, a cerca de 50 metros
a jusante do ponto 5, esta situado o ponto de captacdo da dgua que apds tratamento é destinada a consumo
humano de uma boa parte do municipio de Boa Vista.

Caumo et al. (2010) asseguram que a deteccdo da presenca de bactérias resistentes a antibacterianos
é importante por poder tracar o perfil de resisténcia ambiental, pois pode haver transferéncia do gene de
resisténcia para outras bactérias potencialmente patogénicas, fato que gera uma gravidade a saude, tornado

ineficiente o tratamento.

Perfil de susceptibilidade das bactérias isoladas

Os resultados das anadlises do perfil de susceptibilidade das bactérias isoladas dos pontos de coletas
estudados estdo disponiveis, simultaneamente, no grafico 2.

Os resultados dos testes de susceptibilidade do total de isolados analisados, mostraram que 31% das
bactérias, apresentaram resisténcia a pelo menos um dos oito antibacterianos utilizados.

Conforme o grafico 2, verifica-se que os antibacterianos clorafenicol, Gentamicina, Imipenem e
Meropenem apresentaram eficiéncia de 100% sobre os isolados, nos periodos seco e chuvoso em todos os
pontos de coletas estudados. Esses resultados, divergem dos resultados encontrados por Costa et al. (2016),
nos rios Cuiaba e Coxip6 e de Souza et al. (2014), no rio Parana. Entretanto, corroboram com o estudo
desenvolvido por Martinhago et al. (2008). Wambugu et al. (2015), que também observaram elevada
eficiéncia desses antibacterianos em um estudo do perfil de susceptibilidade de bactérias a antibacterianos

em 318 amostras de aguas do Rio Athi no condado de Machakos, Quénia.
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Grafico 2: Resultados dos testes de susceptibilidade das bactérias isoladas de amostras de dgua do Rio Branco-RR a
antibacteriano.

Ainda conforme o gréfico 2, observa-se resisténcia de bactérias a antibacteriano, apenas a amicacina,
amoxicilina, azitromicina e ciprofloxacina. Resisténcia a amicacina foi observada em 40 % dos isolados,
apenas no periodo chuvoso no ponto 2. Por outro lado, esse antibacteriano se mostrou eficiente para os
demais isolados em todos os outros pontos estudados. Esses resultados divergem dos resultados
encontrados no estudo desenvolvido por Fuentefria et al. (2008), no efluente hospitalar e no rio Passo Fundo
e de Martins et al. (2019), em isolados de dguas destinadas ao abastecimento publico na regidao centro-oeste
do estado de S3o Paulo.

Os resultados da porcentagem de resisténcia para a amoxicilina, independente do ponto de coleta
analisado, demonstra que 28,6 % das bactérias isoladas, apresentaram resisténcia a esse antibacteriano. Essa
resisténcia é verificada nos pontos PO, P1, P2, P3 e P5. Esses pontos sdo os mais impactados neste estudo,
pois recebem o efluente da estacdo de tratamento de esgoto do municipio. Esses resultados para a
amoxicilina, apoiam os estudos desenvolvidos por Franca et al. (2014), em aguas de areas de recreacdo da
regido sul de Minas Gerais e de Bortoloti et al. (2018), em fontes canalizadas na regido sul de Minas Gerais.

A resisténcia a azitromicina foi constatada apenas nos pontos P1 e P2 em 4,28 (20 %). Isso demonstra
que o antibacteriano em questdo, apresentou-se eficiente para os demais testes de susceptibilidade nos
outros pontos estudados. Segundo Oliveira et al. (2021), o uso de medicamentos sem prescricdo médica pode
ocasionar danos a saude e aumentar o risco de resisténcia antimicrobiana, principalmente, a azitromicina,
que tem sido utilizado de forma descontrolada nesse periodo de pandemia, ocasionada pela nova espécie do
coronavirus, denominado SARS-CoV-2. Por esse motivo, embora os resultados para resisténcia a esse
antibacteriano tenham sido satisfatérios para saldde publica, pode-se inferir que se faz necessario a andlise
de novos testes de susceptibilidade para este antibacteriano em isolados de bactérias nas dguas superficiais.

As analises dos testes de susceptibilidade para o antibacteriano ciprofloxacino, revelam que 11, 9 %
das bactérias analisadas apresentaram-se resistentes. Jacoby (2005) afirma que a resisténcia ao
ciprofloxacino ocasiona um problema de saude publica, pois tem sido livremente utilizado na aquicultura e
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nos processos industriais de produgao animal. Resultados similares foram encontrados por Schneider et al.
(2009), em um estudo do perfil de susceptibilidade a antibacterianos de 104 isolados de aguas superficiais
do Rio Lajeado—Suruvi, Concdrdia-SC. Segundo Franga et al. (2014), a detecgdo de bactérias multirresistentes
tornam-se importantes para salde publica, pois esse fenémeno dificulta o tratamento de doengas

infecciosas. Nessa pesquisa, os resultados obtidos para o indice de MAR, estdo dispostos na tabela 2.

Tabela 2: indice de multipla resisténcia a antibacterianos (MAR) de bactérias isoladas de amostras de dgua do Rio
Branco, RR.

Isolado bacteriano | Ponto de Coleta | Antibacteriano | indice de MAR (%)
klebsiella pneumoniae PO AMO 10, CIP 05 25
Enterobacter asburiae P1 AZI 15, CIP 05 25
Escherichia coli P1 AMO 10, CIP 05 25
providencia sp. P2 AZl 15, AMO 10, AMI 30, CIP 05 50
Escherichia coli P2 AMO 10, AMI 30 25
Escherichia coli P3 AMO 10, CIP O5 25

Em relagdo ao perfil de multirresisténcia, para os 42 isolados, independente do periodo seco ou
chuvoso, a tabela 2 demonstra 14,28 % dos isolados bacterianos apresentaram o indice de MAR igual ou
superior a 25%, demonstrando assim, resisténcia associada a dois ou mais dos oito antibacterianos testados.

Esse perfil de multipla resisténcia foi verificado somente para os isolados bacterianos dos pontos PO,
P1, P2 e P3. Conforme relatado anteriormente, esses pontos sofrem o impacto pelo aporte de matéria
organica através do efluente do sistema de tratamento de esgoto do municipio. Assim, pode-se inferir que
além da pressdo seletiva que favorece a propagacdo do fenébmeno de resisténcia entre as comunidades
bacterianas no ambiente aquatico (HIRSCH et al., 2006), o despejo de esgoto nesses pontos contribui para o
surgimento da multirresisténcia. Esses resultados divergem dos resultados obtido para as areas de recreacdo
em um estudo desenvolvido por Franca et al. (2014) e do estudo analogo desenvolvido em aguas de
recreagao marinha por Mudryk (2005).

Para alguns autores (LOBOVA et al., 2002) elevados nimeros de bactérias multirresistentes, pode
ocorrer tanto no periodo de chuvas, quanto no periodo seco, em virtude do transporte aléctone, ocasionado
inclusive pela frequéncia de turistas, quanto pela quantidade de chuvas ou despejos de esgotos.

Nesse estudo, constataram-se as seguintes bactérias multirresistentes: Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter asburiae, Escherichia coli e Providencia sp. Para Sousa et al. (2019), a Klebsiella pneumoniae é
um microrganismo multirresistente, sendo considerada um patégeno oportunista, ocasionando diversos
tipos de infeccGes. Rossi et al. (2015) estudaram a evolugcdo do perfil de resisténcia antibacteriana de
Klebsiella pneumoniae em um hospital universitario de Londrina entre 2000 a 2011. Os resultados
demonstraram uma mudanga significativa nos niveis de multipla resisténcia.

Em um estudo desenvolvido por Elias et al. (2015), cujo objetivo foi verificar o perfil de
susceptibilidade antibacteriana em uroculturas de um hospital universitario no Estado do Ceara, foi
observado multipla resisténcia para a Enterobacter asburiae, apoiando o estudo em tela.

Segundo a literatura, a Escherichia coli vem apresentando, de forma significativa, um aumento de
multipla resisténcia em isolados de vdrios ecossistemas (FARS et al.,, 2005). Assim, a ocorréncia para
multirresisténcia desse isolado bacteriano encontrada, corrobora com o estudo desenvolvido por
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Vasconcelos et al. (2010), que caracterizaram a resisténcia antimicrobiana de 43 cepas de Escherichia
coliisoladas do agude Santo Anastacio na cidade de Fortaleza, Ceara.

Ainda conforme a tabela 2, verifica-se a multipla resisténcia do isolado de Providencia sp., obtendo
o maior indice de MAR (50 %). Esse género compreende o grupo de bactérias que ocasionam infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude (BRASIL, 2013). O perfil de susceptibilidade dessa bactéria tem sido
bastante estudado em animais. Entretanto, muitos sdo os trabalhos que identifica a presenca desse
microrganismo em agua, dentre eles, destaca-se o de Oliveira et al. (2012), que avaliaram a qualidade da
agua e identificaram bactérias Gram-negativas isoladas do arroio diltvio, em Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

Em relagcdo as caracteristicas morfotintoriais, verificou-se que 66,66 % dos isolados bacterianos
pertenciam ao grupo das bactérias Gram-negativas e 33,34 % ao grupo das bactérias Gram-positivas,
reforgando o estudo de Nascimento et al. (2016), onde encontraram maior prevaléncia (97 %) de bactérias
Gram-negativas dos isolados de importancia médica, oriundos da agua de reservatdrios do semiarido
potiguar.

Ignorado as estacOes e os pontos de coletas, a maior diversidade de bactérias Gram-negativas foi
representada pelas enterobactérias com maior ocorréncia (61%); no grupo de bactérias Gram-positivas,
constatou-se a prevaléncia de Staphylococcus sp. (41%). Os resultados relativos a identificacdo das bactérias
isoladas nos pontos de coletas estudados, utilizando a técnica MALDI-TOF/MS, estdo dispostos na tabela 3.

Segundo Rabhi et al. (2016), a técnica do MALDI-TOF, empregando a espectrometria de massas, é mais
utilizada na area clinica em relagdo a drea ecoldgica. Tal fato, diminui a quantidade de estudos e o banco de
dados relacionados a microbiologia ambiental. Contudo, a utilizacdo desta técnica para identificacdo de
bactérias, minimiza significativamente a ocorréncia de erros na interpretacdo dos resultados baseados em
caracteristicas fenotipicas, oriundas de testes bioquimicos e de microscopia (CHENG et al., 2016).

Nesse estudo, em funcdo de limitacdes ocasionadas pelo periodo da Pandemia, como o isolamento
social, foram identificadas 16 espécies de bactérias e 5 géneros (tabela 3). Esses resultados, revelaram que a
espécie bacteriana designada comum, identificada com maior frequéncia no periodo seco foi a Klebsiella
pneumoniae, presente nos pontos PO, P1, P2, P3 e P4 (22, 58 %), seguida de Staphylococcus sp. encontradas
nos pontos P1, P3, P4 e P6 com frequéncia de 16,13 %. Todavia, no periodo chuvoso, observaram-se maiores
frequéncia, considerando comum Staphylococcus sp. (33,33 %) presentes nos pontos PO, P2, P4, P5e P6 e a
espécie Escherichia coli, com frequéncia de 14,81 %, nos pontos P1, P2 e P3. Assim, ndo houve espécies
consideradas constantes nesse estudo, dado que nenhuma das espécies e dos géneros identificados, nao
obtiveram frequéncia de ocorréncias maiores que 50 %.

Conforme a tabela 3, em relagdo a diversidade de espécies, constatou-se que o ponto P1 apresentou
a maior diversidade, seguido do ponto P2 e P5 no periodo seco. J4 no periodo chuvoso, a diversidade de
espécie foi maior nos pontos P2 e P5. Tal fato, pode estar associado ao lancamento de esgotos, constituido
por material fecal de origem humana ou animal, nos pontos mencionados.

Baseado na frequéncia de ocorréncia, foram identificadas como sendo raras as espécies Bacillus

cereus, Micrococcus luteus, Bacillus megaterium, Enterococcus faecalis, Alcaligenes faecalis,
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Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Pseudomonas oryzihabitans, Enterobacter kobei, Enterobacter
asburiae, kocuria kristinae, Bacillus pumilus e Salmonella typhi e Salmonella sp. no periodo seco. J& no
periodo chuvoso, as espécieis klebsiella pneumoniae, Chromobacterium violaceum, Enterobacter kobei,
Salmonella typhi, Pseudomonas otitidis, Pseudomonas citronellolis e Providencia sp., Shigella sp. e
Acinetobacter sp. no periodo chuvoso.

Ainda conforme a tabela 3, fica evidente a identificagdo das espécieis de bactérias klebsiella
pneumoniae, Chromobacterium violaceum, Escherichia coli, Enterobacter kobei, Bacillus pumilus, Salmonella
typhi e Staphylococcus sp. em ambos os periodos (seco e chuvoso) de coletas avaliados.

Embora algumas bactérias identificadas em ambos os periodos, foram designadas raras, a presenca
dessas bactérias nos pontos de estudo, bem como as bactérias comumente presentes nesses pontos, torna-
se inquietante, pois foi constatado a presenca de bactérias consideradas potencialmente patogénicas, como
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus sp., Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella typhi e Shigella
sp. Segundo Nascimento et al. (2016), a presenca dessas bactérias nas aguas, sujeitam os usudrios desses

mananciais a riscos elevados de saude publica.

Tabela 3: Bactérias identificadas nos pontos de coletas estudados e suas respectivas frequéncia de ocorréncia.

Periodo Seco Periodo Chuvoso
Bactérias Identificadas PCI* Percentual PCI* Percentual
Klebsiella pneumoniae PO, P1, P2, P3 e P4 22,58 P1 3,70
Bacillus cereus PO 3,22 — —
Micrococcus luteus PO 3,22 - —
Bacillus megaterium PleP2 6,45 - —
Staphylococcus sp. P1, P3,P4 e P6 16,13 PO, P2, P4, P5 e P6 33,33
Enterococcus faecalis PleP5 6,45 - -
Alcaligenes faecalis PleP4 6,45 -—-- —
Chromobacterium violaceum P2 e P5 6,45 PO e P5 7,40
Escherichia coli P1eP5 6,45 P1,P2eP3 14,81
Pseudomonas oryzihabitans P2 3,22 . -
Salmonella sp. P3 3,22 — —
Enterobacter kobei P5 3,22 P2 3,70
Enterobacter asburiae P1 3,22 — —
kocuria kristinae P6 3,22 - —
Bacillus pumilus P6 3,22 PO e P6 14,81
Salmonella typhi P1 3,22 P2 3,70
Pseudomonas otitidis - — P1 3,70
Providencia sp. - — P2 3,70
Shigella sp. - — P3 3,70
Acinetobacter sp. - — P3 3,70
Pseudomonas citronellolis - - P4 3,70

* Ponto de coleta identificada

E importante frisar que, E. coli s3o consideradas indicadores ambientais da qualidade das 4guas
(SOUZA et al., 2014). Assim, torna-se necessario o monitoramento constante das dguas da microbacia do Rio
Branco, uma vez que foi constatada a presenga desse microrganismo nesse estudo, em cinco dos sete pontos
de coletas. Esse resultado, corrobora com o estudo realizado por Malagi et al. (2020), em que avaliaram a
qualidade das aguas utilizadas para recreagdo e abastecimento publico de seis rios da cidade de Cascavel,
PR. Os resultados demonstraram a presenca de E. coli em todos os rios analisados, possuindo inclusive,
resisténcia a todos os antibacterianos empregados.

Bergeron et al. (2015) avaliaram a presenca de bactérias resistentes a antibacterianos e genes de
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resisténcias a antibacterianos em uma fonte de agua bruta, dgua potavel tratada, na linha de distribuicao e
em uma estacdo de tratamento de agua rural na Louisiana, EUA. Os resultados, mostraram a presencga de
varias bactérias na fonte de dgua, dentre as quais Enterobacter, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas, Enterococcus, Staphylococcus e Bacillus spp., apoiando o estudo aqui desenvolvido.
Geralmente, os resultados da identificacdo das bactérias nesse estudo, validam com os resultados
relatados por Nascimento et al. (2016) que avaliando a contaminac¢do da dgua de reservatdrios (que também

sdo classificadas como daguas superficiais) do semiarido potiguar por bactérias de importancia médica,

identificaram muitos dos mesmos microrganismos encontrados em nosso estudo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstram diferenca significativa entre os periodos seco e chuvoso em

relacdo a qualidade fisico-quimica e microbioldgica da dgua nos diferentes pontos coletados da microbacia

do Rio Branco, RR, ocorrendo maiores resultados desfavoraveis para o ponto P1, com turbidez elevada e

baixa disponibilidade de oxigénio dissolvido.

N3do ha uma relagdo entre a densidade de bactéria heterotréfica e o perfil de resisténcia. Contudo,

considerando os isolados, verificou-se que as bactérias identificadas nos pontos PO, P1, P2, P3 e P5

apresentaram resisténcia ao antibacterianos amicacina, amoxicilina, azitromicina e ciprofloxacino.

Bactérias isoladas dos pontos PO, P1, P2, P3, apresentaram um perfil de multirresisténcia,

demonstrando a urgente execugdo de medidas com objetivo de controlar a dispersdo dessas bactérias e de

seus genes de resisténcia nas aguas da microbacia do Rio Branco.

A identificacdo dos microrganismos, revelaram a presenca de bactérias patogénicas que ocasionam

doencas de veiculagdo hidrica, fato que urge a necessidade de estudos aprofundados sobre a identificacdo e

o perfil de susceptibilidade das bactérias presentes em outros rios e igarapés de Roraima.
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4 GREEN AND FAST METHOD FOR IDENTIFYING SURFACE WATER BACTERIAL ISOLATES
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Abstract: Near-infrared spectroscopy (NIR) has been used as an alternative technique for molecular
identification and has made the process faster and cheaper. This work reports a new way of identi-
fying bacteria isolated from surface waters and a way of separating bacteria into Gram-positive and
Gram-negative groups. The identification of the isolates was performed using matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectroscopy (MALDI-TOF MS) method and the green
and fast method was developed through the use of NIR spectroscopy using a BOMEM MD-1600
spectrophotometer equipped with a diffuse reflectance accessory, with a resolution of 8 cm, in the
spectral region from 14,000 to 4,000 cm™ (714 to 2,500 nm). 20 spectral averages were read from each
bacterial sample and, via the application of principal component analysis-PCA and the hierarchical
clusters analysis. The results obtained allow us to conclude that NIR spectroscopy permits the iden-
tification of bacteria and groups of bacteria in a fast, accurate and non-invasive way, both for the
reference standards and for bacteria isolated from surface waters of the Branco River microbasin.

Keywords: Near-Infrared; Multivariate Analysis; Bacteria; Water.

1. Introduction

Bacteria are defined as prokaryotic microorganisms, which are unicellular organisms
that do not have a nuclear membrane, mitochondria, Golgi complex or endoplasmic re-
ticulum, and whose reproduction occurs via asexual division [1]. Its classification is made
by means of its macroscopic and microscopic appearance, by the characterization of its
growth, by its metabolic properties, by its antigenicity and even by its genotype.

Regarding the methods of identification of bacteria, the scientific literature describes
the classic methods of culture that consist of the morphological analysis of cells or colo-
nies, use of staining, verification of the growth and use of biochemical tests, which are
considered accurate and have high sensitivity. Preliminary identification usually takes up
to 48 h to 72 h and, sometimes, confirmation of the pathogen species takes more than a
week.

Currently, laser-assisted matrix desorption/ionization time-of-flight mass spectrom-
etry (MALDI-TOF MS) has been implemented as a method for identifying bacteria [2],
and is considered a very fast and highly accurate method, since the analysis time is up to
15 minutes [3]. However, the main limitation of MALDI-TOF MS is the high price of the
equipment [4].

Although MALDI-TOF is a fast and efficient identification method, this method still
lacks the sample processing step and employs substances that generate risks for the envi-
ronment and the health of the laboratory staff [5,6]. In this sense, it is necessary to develop
new identification methods that excel in practicality, economy, generate less waste and
which do not pose risks to the analyzing equipment.
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Based on the Gram staining technique, bacteria are classified into two categories:
Gram-positive, which includes bacteria that have an extensive peptidoglycan cell wall and
are stained purple by crystal violet after the laboratory technique, and Gram-negative,
which have a polysaccharide outer membrane exclusive to this type of bacteria. This latter
class of bacteria loses the crystal violet-iodine complex during discoloration with alcohol
washing, but retains safranin, and appears reddish or pink after laboratory tests [1,7].

Methods using infrared and Raman microspectrometry are also being developed and
have shown excellent results for the discrimination of microorganisms. An alternative
method of molecular identification is the use of infrared spectroscopy, especially near-
infrared spectroscopy (NIR) [8]. The use of this technique provides benefits such as speed,
low cost of equipment and operation. According to Krepelka et al. (2014), the use of NIR
may be one of the most appropriate methods for identifying bacteria due to its speed, and
is widely disseminated in the area of analytical chemistry, with a significant interest in the
use of the technique in microbiology being observed.

In this sense, knowing the microbiological quality of water resources, through the
identification of pathogenic bacteria, makes it possible to understand the environmental
impacts caused by the contamination of these resources, especially in regions lacking re-
search related to bacterial identification, such as the microbasin of the Branco River, which
is located in the municipality of Boa Vista, Roraima, Brazil.

Thus, considering the lack of studies in the Amazon, specifically in the Branco River
microbasin, the objective of this research was to apply NIR spectroscopy and multivariate
analysis in order to identify the pathogenic microorganisms Escherichia coli, Klebsiella pneu-
moniae and Salmonella typhi, isolated from water samples of the Branco River microbasin,
located in the state of Roraima, in the extreme north of the Amazon.

2. Results
2.1 Authentication of bacteria ATCCs

The raw spectra (without pretreatment) in the near-infrared (NIR) region of the bac-
teria Klebsiella pneumoniae (ATCC 700 603), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia
coli (ATCC 10536), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) and Bacillus cereus (ATCC 9634),
between 700 and 2500 nm, are represented in Figure 2.

Figure 2. NIR spectra without pretreatment of the bacteria Klebsiella pneumoniae (ATCC
700 603), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 10536), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) and Bacillus cereus (ATCC 9634), between 700 and 2500 nm.

The different colored lines represent the spectra of each sample. Note that, due to the
overlap, it is not possible to perceive the difference between the samples. Therefore, it is
necessary to perform pre-processing of the spectral signals in order to remove or soften
the spectral noise, the rise in the baseline and the effect of light mirroring due to diffuse
reflectance, via a number of mathematical methods, for the authentication of the bacteria.

The dendrogram resulting from the application of the hierarchical cluster analysis
(HCA) technique showed that the best result was obtained with data treatment centered
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on the mean, Euclidean metric distance and incremental linkage algorithm, as a grouping 9
rule. It is necessary to first perform smoothing in the light scattering through the applica- 97
tion of the standard normal variation transformation (SNV) and Savitzky—-Golay smooth- 98
ing filters (number of points: 25) ito the spectra. 99
Figure 3 shows the dendrogram resulting from the application of hierarchical clus- 100
tering analysis (HCA) to the NIR spectral data of the bacteria Klebsiella pneumoniae (ATCC 101
700 603), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 10536), Listeria mono- 102
cytogenes (ATCC 7644) and Bacillus cereus (ATCC 9634). The technique was successful with 103
the use of spectral treatment, with data centering on the mean, Euclidean metric distance = 104
and incremental linkage algorithm, as a grouping rule associated with the application of 105
the standard normal variation transformation (SNV) andSavitzky—Golay smoothing fil- 106
ters. In this figure, it is possible to observe the separation of five groups of bacteria, thus 107
demonstrating the use of NIR in the authentication/identification of these bacteria. It was 108
also possible to observe the formation of two large clusters, namely Gram-negative 109
(Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 10536) 110
and Gram-positive (Listeria monocytogenes (ATCC 7644) and Bacillus cereus (ATCC 9634)) 111

bacteria. 112
113
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After the application of NIR spectroscopy had shown good results in the identifica- 116
tion and authentication of certified bacteria, the identification tests of bacteria contained 117
in the water were performed, and these were identified using matrix-assisted laser de- 118
sorption/ionization time-of-flight mass spectroscopy (MALDI-TOF MS). 119

Figure 4 shows the dendrogram resulting from the application of hierarchical clus- 120
tering analysis (HCA) to the NIR spectral data of the bacteria Salmonella enteritidis, 121
Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli. These bacteria were identified in raw water sam- 122
ples collected from the Branco River microbasin (Amazon region). It is possible to observe 123
the formation of three large clusters, thus evidencing the reliability of the NIR technique 124

in the identification of these bacteria. 125
126
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The principal component analysis (PCA) technique was also applied, with the use of 129

two principal components, which were responsible for describing 99.65% of the total var- 130
iance, with 99.41% attributed to PC1 and 0.24% to PC2. According to the graph of scores 131
presented in Figure 5, the separation of three large groups can be observed, which refer 132
to the identification of the bacteria Salmonella enteritidis, Klebsiella pneumoniae and Esche- 133
richia coli, in accordance with the result obtained by the HCA. 134
135
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3. Materials and Methods 137
3.1 Isolation and identification of bacteria 138

Samples of raw water, collected from the Branco River microbasin, were diluted in 139
0.85 % saline solution to 10+ uL and inoculated onto the surface of a plate containing a 140
plate count agar (PCA) culture medium. The plates were incubated at 35 °C and the colo- 141
nies were counted after 24 and 48 hours of incubation. 142

The colonies of heterotrophic bacteria were counted, and only the dilutions that pre- 143
sented between 30 and 300 colonies per plate were considered, with the result being ex- 144
pressed in colony forming units per mL (CFU/mL) [9]. After counting, the bacteria were 145
initially grouped according to the following macromorphological characteristics: color, 146
edge, shine, creaminess and elevation. Then, colonies were coded according to the collec- 147
tion site. After coding, one colony of each code was selected and a pure culture was ob- 148
tained. To obtain a pure culture of heterotrophic bacteria, the surface depletion technique 149
was used using BHI medium and the culture was then incubated at 35 °C for 24 hours. 150
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3.2 Reactivation of bacterial standards

In order to verify the reliability of the bacteria identification process using near-in-
frared spectroscopy, seven strains of the following bacteria were used as the reference:
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700 603), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli
(ATCC 10536), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) and Bacillus cereus (ATCC 9634). These
strains were obtained from the collection of the Federal University of Rio Grande do Sul
and the Federal University of Roraima. These strains were reactivated in brain heart infu-
sion (BHI) broth.

3.3 Identification of bacteria using MALDI-TOF

The analyses were performed using matrix-assisted laser desorption/ionization
time of flight mass spectroscopy (MALDI-TOF MS). This technique was performed us-
ing chemical extraction, according to the ethanol/formic acid protocol, in which the iso-
lates were cultivated in a BHI medium at 37 °C for 24 hours, and approximately 5 to 10
mg of material were used for analysis.

The identification of the bacteria was carried out at the Microbiology Laboratory of
the Instituto de Ciéncias Basicas da Satide at the Federal University of Rio Grande do Sul
(UFRGS), using the MALDI equipment (Bruker, Biotyper 4.0), equipped with the MBT OC
software, and employed the mass spectrometry technique.

4. Conclusions

The technique of infrared spectroscopy in the near region using diffuse reflectance,
associated with the unsupervised pattern recognition techniques (principal component
analysis and hierarchical cluster analysis), was able to classify/identify five different types
of bacteria, in addition to classifying them into two categories: Gram-positive, and Gram-
negative. In addition to discriminating quickly, non-destructively and efficiently, this
was performed without the use of reagents and the generation of harmful residues, thus
helping to preserve the environment.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no estudo sobre os contaminantes emergentes cafeina e
amoxicilina e o perfil de susceptibilidade de bactérias na microbacia do Rio Branco, em Boa
Vista, Roraima, permitiram concluir que:

1. A identificacdo e quantificacdo dos contaminantes emergentes cafeina e amoxicilina
foi pioneira em Roraima, demonstrando a dispersdo desses contaminantes na
microbacia do Rio Branco;

2. As maiores concentrac@es foram quantificadas no periodo de chuvas tanto para cafeina
quanto para amoxicilina, sendo a cafeina detectada e quantificada em maior
frequéncia;

3. A gualidade da agua da microbacia do Rio Branco € comprometida pelo aporte de
contaminantes emergentes oriundos do municipio de Boa Vista por meio de esgotos
domeésticos, aumentando o fendmeno da resisténcia bacteriana a alguns contaminantes
emergentes, principalmente aos antibacterianos;

4. Ha, nas &guas superficiais, bactérias resistentes, inclusive a amoxicilina, em alguns
dos pontos estudados, sendo identificada a presenca de bactérias patogénicas que
causam doencas de veiculacdo hidrica;

5. Atecnica de infravermelho proximo, associada a analise multivariada, demonstrou ser
um método de identificacdo de bactérias eficiente, rpido e de diminuto custo,
possibilitando o agrupamento de bactérias, conforme sua parede celular;

6. Os Orgdos ambientais devem alertar a populacdo sobre a presenca de farmacos nas
aguas superficiais da microbacia do Rio Branco, o qual possui 0 ponto de captacao da
agua destinada a abastecimento humano ap0s tratamento a parte da populacao de Boa
Vista;

7. O desenvolvimento urbano, ocasionado de forma ineficiente e/ou ausente de politicas
publicas voltadas para a preservacdo dos recursos hidricos é o responsavel pela
qualidade das &guas superficiais estudadas;

8. Faz-se necessario um programa de monitoramento amplo, englobando a investigacdo
e quantificacdo de outros contaminantes emergentes, bem como, a continuidade de se
avaliar o perfil de susceptibilidade de microrganismos presentes nas aguas superficiais
de Roraima, pois sdo poucos o0s artigos cientificos publicados que tenham estudado

essas propostas no extremo norte da Amazonia.
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