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RESUMO

SILVA, Vanessa Riani Olmi, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro
de 2007. Efeito de antibidticos utilizados em suinocultura sobre a
digestdo anaerObia de efluentes. Orientador: Ismael Maciel de
Mancilha. Co-orientadores: Frederico José Vieira Passos e Claudio
Mudado Silva.

Os sistemas anaerobios de tratamento de residuos séo viaveis, por
diversos fatores, como 0 baixo custo e o aproveitamento energético do
biogas gerado. Porém, o processo de digestdo anaerdbia ainda ndo esti
totalmente esclarecido, principalmente devido ao desconhecimento sobre a
toxicidade apresentada pela microbiota anaerdbia presente no lodo em
relacdo a diversos compostos. Para o caso de efluentes oriundos de
suinoculturas, os principais compostos que podem provocar a inibigdo
desses microrganismos sao 0s antibiéticos, amplamente utilizados, tanto
para fins terapéuticos e profildticos, quanto como promotores de
crescimento. Neste estudo, avaliou-se o efeito de alguns antibioticos,
normalmente empregados em suinocultura, sobre a microbiota responsavel
pelo processo de digestdo anaerdbia de efluentes, cujo experimento foi
dividido em trés etapas. Na primeira etapa, foi avaliada a possibilidade de
utilizacdo de um meio sintético em substituicdo ao efluente natural de

suinocultura, a fim de evitar o efeito dos antibidticos possivelmente

XV



presentes, como também as variacdes normalmente observadas nesse tipo
de efluente. Os dois meios foram comparados quanto ao comportamento e a
estabilidade ao serem tratados em reatores anaerébios de fluxo ascendente
e manta de lodo (reatores UASB), empregando-se dois niveis de cargas
biolégicas para cada meio (0,2 e 0,4 kg DQO.kg STV .d™). Os resultados
mostraram que 0s reatores com meio sintético apresentaram
comportamentos similares aos que continham efluente natural, tanto em
relacdo a eficiéncia de remogdo de matéria organica, quanto a estabilidade
do sistema, o que apontou para a possibilidade de sua utilizagdo como
modelo em experimentos de avaliagdo de sistemas de tratamento de
efluentes de suinocultura. Em uma segunda etapa, avaliou-se o efeito
individual dos antibidticos sobre a digestdo anaerdbia do meio sintético. Para
isso, foram utilizados cinco antibiéticos, amoxicilina, enrofloxacina,
gentamicina, oxitetraciclina e tilosina, em quatro concentragbes cada.
Verificou-se que, nas concentragdes normalmente encontradas em efluentes
de suinocultura, apenas amoxicilina e tilosina apresentaram efeito inibitorio.
Na terceira e Ultima etapa, foi avaliado o efeito combinado desses
antibioticos, testando-se todas as possiveis combinagfes entre os cinco
antibioticos. Observou-se que a combinagdo de todos os antibidticos e as
diversas combinagdes destes compostos associados quatro a quatro e trés a
trés apresentaram efeito inibitério sobre a digestdo anaerdbia. Para a
combinagéo dois a dois, apenas a associagao de amoxicilina e gentamicina

nao apresentou efeito inibitorio.
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ABSTRACT

SILVA, Vanessa Riani Olmi, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
January, 2007. Effect of antibiotics utilized in swine culture on the
anaerobic digestion of effluents. Adviser: Ismael Maciel de Mancilha.
Co-advisers: Frederico José Vieira Passos and Claudio Mudado Silva.

The anaerobic systems for wastewater treatment are viable for
several reasons, such as low cost and energy use of the biogas generated.
However, the anaerobic digestion process is not yet completely understood,
mainly due to the lack of knowledge about the toxicity of the anaerobic
microbiota present in the sludge with respect to several compounds. In the
case of effluents originated from swine manure, antibiotics, widely used both
for therapeutic and prophylactic purposes and as growth promoters, are the
major compounds that may inhibit these microorganisms. This study aimed to
evaluate the effect of some antibiotics normally used in swine culture, on the
microbiota responsible for the process of anaerobic digestion of effluents.
The experiment was divided into three stages. In the first stage, the
possibility of using a synthetic medium as a substitute for the natural swine
manure effluent was evaluated in order to prevent the effect of antibiotics
likely present as well as to prevent variations normally observed in this type
of effluent. The two media were compared as to their behavior and stability

under up flow anaerobic sludge blanket reactor (UASB) treatment by
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applying two levels of biological loads for each medium (0.2 and
0.4 kg COD.kg SVT™.d"). The results showed that the reactors containing
synthetic medium presented a behavior similar to that of those containing
natural effluent both in organic matter removal efficiency and system stability,
pointing to the possibility of their use as models in experiments evaluating
swine manure effluent treatment systems. In the second stage, the individual
effect of antibiotics on anaerobic digestion in the synthetic medium was
evaluated. Thus, five antibiotics, amoxicillin, enrofloxacin, gentamicin,
oxytetracycline and tylosin, were used at four concentrations each. It was
verified that at concentrations normally found in swine manure effluents, only
amoxicillin and tilosine had an inhibitory effect. In the third and last stage, the
combined effect of these antibiotics was evaluated, by testing all the possible
combinations using the five antibiotics. It was observed that the combination
of all the antibiotics and the several combinations of these compounds
associated four by four and three by three had an inhibitory effect on
anaerobic digestion. For the two by two combination, only the amoxicillin and

gentamicin association failed to present an inhibitory effect.
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1. INTRODUCAO

Quando um poluente orgénico é lancado no meio ambiente, sem
prévio tratamento, pode gerar varios danos a saude publica e ao meio
ambiente. Dentre os principais sistemas de tratamento desses poluentes
destacam-se os que utilizam processos bioldgicos, que dependem da acao
de microrganismos, promovendo tratamento adequado com custo
relativamente baixo.

Os sistemas anaerdbios de tratamento de efluentes sdo viaveis
principalmente em paises tropicais, como o Brasil. O emprego de sistemas
anaerobios de alta taxa permite tempos de retengdo celular elevados e
baixos tempos de detencéo hidraulica.

Esses sistemas possuem varias vantagens, como baixo custo de
implantagdo e operacdo, geragdo de energia por meio da produgdo de
metano, baixa geracdo de lodo, que ainda pode ser utlizado como
fertilizante, e baixo requerimento de &rea, o que os tornam mais atrativos
para as industrias de pequeno porte, quando comparados aos sistemas
aerobios de tratamento.

Os efluentes de empreendimentos agropecuarios, em sua maioria,
sdo suscetiveis ao tratamento biolégico devido a sua alta concentracéo de

matéria organica biodegradavel.



A suinocultura intensiva € reconhecida como uma atividade de grande
potencial poluidor, pelo elevado volume de dejetos gerados diariamente e
por suas proprias caracteristicas, possuindo elevada concentracdo de
matéria organica.

Varios compostos que apresentam efeito antimicrobiano sé&o
empregados na suinocultura com objetivo terapéutico ou profilatico, na
tentativa de eliminar ou evitar a manifestacdo clinica de determinadas
infeccdes. Além disso, muitos sdo empregados como promotores de
crescimento, para aumentar a produtividade. A utilizacdo das drogas pode
controlar temporariamente surtos de doengas, evitar condenagbes de
carcagas ou melhorar o ganho de peso dos animais.

A adocdo do uso de antibidticos na racdo de forma indiscriminada
constitui um erro grave, pois pode causar varios problemas, como presenca
de residuos nas carcagas, aparecimento de microrganismos resistentes e
danos ao meio ambiente.

Minas Gerais alcancou um dos maiores avangos na suinocultura
intensiva em nivel nacional nos ultimos tempos, destacando-se a Zona da
Mata mineira. A legislacdo ambiental tem forgado os suinocultores a buscar
alternativas de tratamento dos dejetos, que na maioria das vezes recai sobre
as lagoas de estabilizagédo. Apesar de a utilizagéo dessas lagoas apresentar
diversas vantagens, alguns fatores séo limitantes, como a elevada demanda
de &rea, 0 que assume particular importancia na regido, em face do seu
relevo acidentado e montanhoso.

Solugbes mais compactas, e ainda sim bastante econdmicas, como
0S processos anaerbdbios de alta taxa, tém sido pouco estudadas em sua
aplicagédo para o tratamento de dejetos de suinos. Além disso, o efeito de
antibiéticos, normalmente utilizados em suinocultura, sobre a microbiota
responsavel pela digestdo anaerébia dos dejetos também tem sido pouco
estudado.

Dessa forma, tendo em vista a importancia da atividade de
suinocultura na regido da Zona da Mata mineira, a necessidade e dificuldade
que os suinocultores encontram em atender a legislacdo ambiental vigente e

a aplicabilidade de sistemas anaerdbios para o tratamento de efluentes
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agroindustriais, o objetivo deste trabalho foi contribuir na busca de solu¢des
de tratamento que atendam as necessidades de suinoculturas de pequeno e
médio porte. Desta forma, avaliou-se a acdo individual e combinada de
antibioticos, normalmente empregados em suinocultura, sobre a digestédo
anaer6bia em regime de batelada em meio sintético, que simulou a

composicao do efluente de suinocultura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Impactos da geracao de residuos sobre a qualidade das aguas

O crescimento populacional e o industrial fazem com que a geragéo
de residuos poluidores seja cada vez maior. Esses residuos geralmente sao
portadores de altas cargas de nutrientes organicos e minerais e, algumas
vezes, de substancias toxicas. O veiculo natural de escoamento dessas
impurezas é a agua dos rios e das represas, que podera ter suas
caracteristicas naturais modificadas (BRANCO e ROCHA, 1977).

Entende-se por poluicdo da &dgua a alteracdo de suas caracteristicas
por quaisquer agbes ou interferéncias, sejam elas naturais ou provocadas
pelo homem, que podem provocar impactos estéticos, fisiologicos ou
ecologicos (BRAGA et al., 2005).

A introducdo de matéria organica em um corpo d’agua resulta no
consumo de oxigénio dissolvido, devido aos processos de estabilizagdo da
matéria organica realizados pelos microrganismos decompositores, que
utilizam o oxigénio disponivel no meio liquido para a respiracdo. O
decréscimo da concentragdo de oxigénio dissolvido tem diversas
implicacbes do ponto de vista ambiental, por exemplo a destruicdo do
ecossistema aquatico, constituindo-se em um dos principais problemas de
poluicdo das aguas (BRAGA et al., 2005; von SPERLING, 2005).
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A incorporacdo excessiva de nutrientes como nitrogénio e fosforo
pode conduzir ao fendmeno de eutrofizagdo, crescimento excessivo das
plantas aquaticas, o que inabilita os usos desejaveis do corpo d’agua (von
SPERLING, 2005).

O setor agroindustrial € um dos maiores geradores de residuos. A
principal caracteristica que difere os efluentes da agroindustria de outros é o
fato de possuirem elevadas concentracdbes de matéria organica
biodegradavel, que os tornam suscetiveis ao tratamento biologico. Além
disso, geralmente n&o apresentam toxicidade ao meio ou aos
microrganismos envolvidos no tratamento. A vazdo desses efluentes
depende do tipo e porte da industria, do processo, da reciclagem, da
existéncia de pré-tratamento etc. (MORAES e PAULA JUNIOR, 2004; von
SPERLING, 2005).

2.2. Suinocultura x meio ambiente

Segundo Bohnenberger (2001), o avango tecnolégico alcangado pela
suinocultura brasileira nos ultimos anos, principalmente nos Estados do Sul,
em S&o Paulo e Minas Gerais, caracterizou-se pela implantagéo de sistemas
confinados e producéo de grandes volumes de dejetos por unidade de area.

Os sistemas confinados de producgéo constituem a base da expansao
da suinocultura, sendo onde se observam as maiores produtividades. De
modo geral, esses sistemas apregoam a adogdo do manejo de dejetos na
forma liquida, propiciando condi¢gbes para o seu langamento no solo e nos
cursos d’agua (PERDOMO e LIMA, 1998). O volume de dejetos liquidos
produzidos depende do manejo, do tipo de bebedouro e do sistema de
higienizagdo adotado, da frequéncia e do volume de agua utilizado, bem
como do numero e da categoria de animais (OLIVEIRA et al., 1993;
PERDOMO e LIMA, 1998).

De acordo com Perdomo e Lima (1998), a composicéo fisico-quimica
dos dejetos de suinos esta associada ao sistema de manejo adotado e aos
aspectos nutricionais, apresentando grandes variagdes na concentragédo dos

componentes, dependendo da diluicdo a que foram submetidos. Segundo
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esses autores, a capacidade poluidora dos dejetos de suinos, em termos
comparativos, € muito superior & de outras espécies: enquanto a DBOs per
capita de suino, com 85 kg de peso vivo, varia de 189 a 208 g/animal/dia, a
humana é de apenas 45 a 75 g/habitantes/dia.

O manejo dos dejetos de suinos criados em confinamento tem
constituido um sério problema operacional e ambiental. Quanto maior o
porte da suinocultura, maior a preocupagédo com o potencial poluidor, sendo
necessario o tratamento desses residuos, reduzindo os impactos ambientais
(MONTALVO, 1995; DUDA, 1997).

Dentre os sistemas de tratamento de efluentes de suinocultura
utilizados atualmente, destacam-se as lagoas de estabilizac&o, a disposicao
no solo e os reatores anaerobios, sendo estes os sistemas mais compactos
(OLMI, 2002).

O Conselho Estadual de Politica Ambiental do Estado de Minas
Gerais editou a Deliberagcdo Normativa (Deliberagdo COPAM n® 34, de 23 de
novembro de 1995), que estabelece normas para o licenciamento e controle
da atividade de suinocultura. O processo de licenciamento e controle de
atividade de suinocultura segue critérios gerais para protecdo, conservacao
e melhoria do meio ambiente, fixados pela Lei Estadual n® 7.772, de 8 de
setembro de 1980 (BARACHO JUNIOR, 1995).

2.3. Classificagéo do tratamento de efluentes

O tratamento de efluentes é geralmente classificado por meio dos
niveis: preliminar, primario, secundario (ou biologico) e terciario (von
SPERLING, 2005):

O tratamento preliminar objetiva apenas a remocdo de sdlidos
grosseiros e areia. Os mecanismos béasicos de remocao séo de ordem fisica,
como peneiramento e sedimentagao.

O tratamento primario destina-se a remocao de sélidos em suspenséo
sedimentaveis e flutuantes. Uma parte significativa dos sdlidos em
suspensédo é formada pela matéria organica em suspensdo. Assim, a sua

remogc&ao por processos simples, como a sedimentagéo, implica a reducdo da
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carga organica do efluente dirigido ao tratamento secundario, o que reduz
custos devido a possibilidade de se utilizar um sistema de tratamento
secundario com menor volume e menores exigéncias operacionais. Essa
etapa é fundamental ao tratamento de efluentes de suinocultura, devido a
alta concentracdo de solidos em suspensdo, provenientes principalmente
das fezes dos animais e de restos de ragoes.

O principal objetivo do tratamento secundario é a remogao da matéria
organica dissolvida e coloidal. Nesta etapa os processos séo concebidos,
sob condigbes controladas, de forma a acelerar os mecanismos de
degradagéo que ocorrem naturalmente nos corpos receptores. Enquanto nos
tratamentos anteriores predominam mecanismos de ordem fisica, nessa fase
a remocdo se da por meio de reagbes bioquimicas, realizadas por
microrganismos. O tratamento secundério é bastante adequado ao efluente
de suinocultura devido a sua alta biodegradabilidade.

O tratamento terciario objetiva a remogdo de poluentes especificos,
como nutrientes, patdogenos e substancias toxicas, ou a remogao
complementar de poluentes que ndo sdo removidos no tratamento
secundario. Geralmente, o efluente de suinocultura necessita desse tipo de
tratamento, pois as concentracdes de nutrientes e patégenos permanecem
elevadas ap6s o tratamento secundario, principalmente no caso de

tratamento anaeroébio.

2.4. Tratamento bioldgico de efluentes

Os processos biolégicos de tratamento de efluentes fundamentam-se
na capacidade que os microrganismos apresentam de utilizar os compostos
organicos biodegradaveis, transformando-os em substancias que possam
ser removidas do sistema de tratamento, como lodo biol6gico, 4gua e gases.
A aplicabilidade do processo pode ser avaliada pelo conhecimento de
algumas caracteristicas quimicas do efluente. Seja o processo utilizado
aerobio ou anaerobio, a capacidade de utilizacdo dos compostos depende
da atividade da biomassa presente no sistema de tratamento
(CHERNICHARO, 1997).



Nos sistemas aerdbios de tratamento, cerca de 40 a 50% da matéria
organica € convertida em CO,. Ocorre incorporacdo de 50 a 60% da matéria
organica na forma de biomassa, constituindo-se o lodo excedente do
sistema. O material ndo-degradado totaliza 5 a 10% (CHERNICHARO,
1997). S&o considerados sistemas muito eficientes na remocdo de matéria
organica, nutrientes e patégenos, ndo havendo, geralmente, a necessidade
de tratamento terciario (von SPERLING, 2005).

Nos sistemas anaerébios, verifica-se que 70 a 90% do material
organico biodegradavel presente no efluente é convertido em biogés.
Apenas 5 a 15% do material organico € convertido em biomassa microbiana,
constituindo-se o lodo excedente do sistema. Além da pequena quantidade
produzida, o lodo excedente apresenta-se mais concentrado e com melhores
caracteristicas de desidratacdo. O material ndo-degradado pelo sistema
totaliza 10 a 30% (CHERNICHARO, 1997).

2.4.1. Sistemas anaerdbios de tratamento

Segundo Chernicharo (1997), em principio todos o0s compostos
organicos podem ser degradados anaerobicamente, porém 0 processo se
mostra mais eficiente e econdmico quando os dejetos sdo facilmente
biodegradaveis.

De acordo com DI BERARDINO et al. (2000), se o efluente for
concentrado, o processo anaerdébio pode competir favoravelmente com o
processo aerébio, contanto que este efluente esteja disponivel a temperatura
na regido mesofilica e que seja caracterizado por alta biodegradabilidade.

O emprego da tecnologia anaerdbia tem crescido na América Latina,
principalmente no Brasil, constituindo uma importante contribuigdo ao
desenvolvimento desta tecnologia, o que se deve principalmente as
condigdes climaticas favoraveis (BORZACCONI et al., 1995).

A digestdo anaerbbia tem sido bastante aplicada no tratamento de
efluentes de industrias agricolas, alimenticias e de bebidas, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. E uma tecnologia bastante

atrativa para o tratamento de efluentes de agroindustrias, em razdo de seu
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balanco de custo favoravel, producdo de energia, baixo requerimento
operacional e sua capacidade de tratar efluentes produzidos sazonalmente
(BELLO-MENDOZA e CASTILLO-RIVERA, 1998).

As principais vantagens e desvantagens dos processos anaerobios
sdo apresentadas no Quadro 1. As diversas caracteristicas favoraveis dos
sistemas anaerdbios conferem-lhes grande potencial de aplicagdo. Sé&o
também tecnologias simples e de baixo custo, com algumas vantagens

quanto a operacgéo e a sua manutencdo (CHERNICHARO, 1997).

Quadro 1 — Principais vantagens e desvantagens dos processos anaerobios

Vantagens Desvantagens

- Baixa producéo de sélidos (biomassa) - Possivel inibicdo das bactérias anaerébias
- Baixo consumo de energia por alguns compostos
- Baixo custo operacional - A partida do processo € lenta
- Baixa demanda de area - Necessidade de pds-tratamento (baixa
- Baixos custos de implantacao remocao de nutrientes e patégenos)
- Aplicabilidade em qualquer escala - A bioquimica e a microbiologia da digestao
- Producéo de energia (metano) anaerébia sdo complexas
- Baixo consumo de nutrientes - Geracao de maus odores

(aplicabilidade em lavouras) - Aspecto desagradavel do efluente

Fonte: Bitton (1994), Chernicharo (1997) e Seghezzo et al. (1998).

O tratamento anaerdbio € uma tecnologia bem adaptada para ajudar a
solucionar os problemas ambientais e sociais associados com efluentes de
empreendimentos animais. Um sistema de tratamento anaerdbio pode ser
facilmente integrado aos sistemas de manejo de residuo liquido comumente
usados nas modernas granjas (ZHANG, 1997; ANGENENT et al., 2002).

2.4.1.1. Sistemas de tratamento anaerdbio de alta taxa

A denominacéo sistemas convencionais é utilizada para caracterizar
0s reatores que sdo operados com baixas cargas organicas volumétricas,
uma vez que eles ndo dispbem de mecanismos de retencdo de grandes
quantidades de biomassa de elevada atividade. Nao existe uma linha bem

definida de separagdo, mas o0s principais aspectos dos sistemas
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convencionais que os diferenciam dos de alta taxa s&o: auséncia de
mecanismos de retencdo de sdlidos no sistema, elevados tempos de
detencdo hidraulica e baixas cargas organicas volumétricas
(CHERNICHARO, 1997).

O tempo de retencdo celular € um parametro usado para indicar o
tempo de residéncia de biomassa no reator. E necessario que seja elevado o
suficiente para assegurar a presenca de uma populagcdo suficiente de
microrganismos (ZHANG, 1997).

Processos anaerdbios de alta taxa sd@o viaveis ao tratamento de
efluentes agroindustriais. Nesses processos, Varias estratégias sdo usadas
para separar o tempo de detencdo hidraulica do tempo de retencéo celular,
permitindo que o tempo de detenc¢é&o hidraulica seja muito reduzido enquanto
a populacao microbiana é mantida (BEAL e RAMAN, 2000). Esses reatores
sdo capazes de alcancar alto tempo de retencdo celular e alta eficiéncia de
degradacgéo, a um alto fluxo volumétrico (NEBOT et al., 1995).

Dentre os sistemas anaerobios de alta taxa, os filtros anaerdbios e
reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) (Figura 1) tém sido
utilizados no Brasil para o tratamento de efluentes. Normalmente sé&o
operados em condi¢cdes ambientais estressantes, com temperatura enre 15
e 30°C e variacdes nas caracteristicas dos efluentes. Assim mesmo, a
eficiéncia de remocdo alcangcada tem sido maior que 80% para cargas

organicas volumétricas menores que 5 kg DQO.m>.d* (OLIVA et al., 1995).
Reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB)

O reator UASB foi desenvolvido na década de 1970, pelo professor
Lettinga e sua equipe, na Universidade de Wageningen — Holanda. E o
sistema anaerobio de alta taxa mais utilizado na atualidade. Véarias unidades
em escala real estdo implantadas em diferentes paises, todas operando em
regibes com clima tropical ou subtropical (van HAANDEL e LETTINGA,
1994).

No reator UASB, o processo consiste essencialmente de um fluxo

ascendente de esgotos através de um leito de lodo denso e de elevada
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Figura 1 — Representacdo esquematica do funcionamento de um reator
UASB.

atividade. A estabilizacdo da matéria organica ocorre na zona de reacao,
onde o0s microrganismos ficam retidos, sendo a mistura do sistema
promovida pelo fluxo ascensional do efluente e pelas bolhas de gas geradas
(SEGHEZZO et al., 1998).

O dispositivo mais caracteristico desse tipo de reator € o separador de
fases, que o divide em duas partes: a parte inferior ou zona de digestéo,
onde ocorre a formagdo de uma manta de lodo responsavel pela digestao
anaerbbia, e a parte superior ou zona de sedimentacdo, onde as particulas
qgue se desgarram da manta de lodo se sedimentam e retornam a zona de
digestéo, em vez de serem arrastadas para fora do sistema (van HAANDEL
e LETTINGA, 1994).

Varios autores reportaram estudos nos quais o desempenho de
reatores UASB para tratamento de efluentes de suinocultura (CINTOLI et al.,
1995; SANCHEZ et al., 1995; JUNIOR et al., 1999; OLMI, 2002; HUANG et
al., 2005; SANCHEZ et al., 2005) e para outros tipos de efluentes de
agroindustria foi avaliado (RUIZ et al., 1997; MANJUNATH et al., 2000;
CAIXETA et al., 2002; RAMOS, 2002).

O sucesso da operagao de reatores UASB depende da formagéo de

um lodo granular com alta capacidade de sedimentagéo, permitindo alto
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tempo de retencdo de biomassa (ARCAND et al.,, 1994; FUKUZAKI et al.,
1995; SCHIMIDT e AHRING, 1996; O'FLAHERTY et al., 1997; SINGH et al.,
1998; YU et al., 2001).

A granulagdo resulta da agregacdo de VArios microrganismos
associados com a degradac@o dos compostos organicos. Nenhuma espécie
desse micro-ecossistema isoladamente é capaz de degradar completamente
esses compostos, devendo ser ressaltado que a degradagdo completa
depende de uma sucessdo de interacBes entre as espécies presentes no
granulo (SCHIMIDT e AHRING, 1994; LETTINGA, 1995; FUKUZAKI et al.,
1995; LIU e TAY, 2002; LIU et al., 2003).

Segundo Bitton (1994), os granulos sdo compostos por trés camadas:
a interna consiste de células de Methanotrix, que agem como nucleo
necessario ao desenvolvimento do granulo; a intermediaria consiste de
bactérias acetogénicas e organismos consumidores de H,; e a externa
consiste de cocos e microrganismos filamentosos, envolvendo organismos

fermentativos e consumidores de Ho.

2.4.1.2. Parametros de controle operacional de um reator anaerobio

A aplicacdo de processos anaerdbios no tratamento de efluentes
requer cuidado na operagédo e no monitoramento (CASSERLY e ERIJIMAN,
2003; AKARSUBASI et al.,, 2006). Dentre os principais parametros de

controle de um reator anaerdbio, podem ser destacados:

pH, alcalinidade e concentracédo de acidos organicos volateis

Esses trés parametros estao intimamente relacionados entre si, sendo
igualmente importantes para o0 controle dos sistemas anaerébios
(CHERNICARO, 1997; CHYNOWETH et al., 1998).

O efeito do pH sobre o processo anaerdbio se manifesta basicamente
de duas formas: diretamente, afetando, por exemplo, a atividade de
enzimas, devido a alteracdo de sua estrutura; ou indiretamente, afetando a
toxicidade de diferentes compostos (van HAANDEL e LETTINGA, 1994).
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Nos processos anaerébios, os dois principais fatores que afetam o pH
séo o0 acido carbdnico e os acidos organicos volateis. A quantidade de &cido
carbénico em solugcdo encontra-se diretamente relacionada com a
quantidade de CO; na fase gasosa, devido ao equilibrio que se estabelece
entre as concentracdes de CO; nas duas fases. A interacdo da alcalinidade
com os acidos orgéanicos volateis durante a digestdo anaerdbia fundamenta-
se na capacidade da alcalinidade do sistema em neutralizar os acidos
formados no processo (CHERNICARO, 1997).

Carga organica volumétrica (COV)

A COV expressa a quantidade de matéria orgénica aplicada
diariamente ao reator, por unidade de seu volume, e pode ser expressa em
kg DBO.m*d™* (CHYNOWETH et al., 1998; OLMI, 2002).

C C'Q

COV=—-=
TDH Vr

em que
C = concentracdo de DQO (kg DQO.m'®);
TDH = tempo de detencao hidraulica (dias);
Q = vazdo de alimentagéo (m*.d™); e

Vr = volume do reator (m?).

Varios estudos demonstram que o0 aumento na COV
(consequentemente, diminuicdo no TDH) resulta em decréscimo da
eficiéncia de remocdo de DQO do reator. Essa reducdo se deve
principalmente ao baixo tempo de contato entre a biomassa e os nutrientes
(CAIXETA, 2002; OLMI, 2002; RAMOS, 2002; SANCHEZ et al., 2005).

Temperatura

A temperatura do reator afeta significativamente a conversdo, a
estabilidade, a qualidade final do efluente e a produgdo de metano
(SANCHEZ et al., 2001).
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A temperatura aplicada e o tipo de microbiota utilizada (psicrofilica,
mesofilica ou termofilica) no tratamento dependerdo das condi¢des
ambientais e da temperatura de entrada do efluente no sistema (SEKIGUCHI
et al., 2001).

Apesar da ampla faixa de temperatura possivel, esse parametro é
muito importante, pois a microbiota responséavel pelo tratamento é muito
sensivel ao choque térmico. Uma microbiota termofilica nédo tolera facilmente
a queda na temperatura do sistema, ao contrario, a microbiota psicrofilica
nao tolera o aumento de temperatura (CHYNOWETH et al., 1998).

Os digestores geralmente sdo operados a temperatura ambiente, um
pouco mais baixa do que as da regido mesofilica (van HAANDEL e
LETTINGA, 1994; CHYNOWETH et al., 1998).

Producao de biogas e concentracdo de metano

O biogas produzido durante a digestdo anaerobia é composto
principalmente de metano (CH,) e dioxido de carbono (CO,). O contetido de
metano presente € um parametro utilizado como indicador de estabilidade do
processo. A concentracdo normal de metano no biogas € em torno de 50 a
80%, dependendo das caracteristicas do efluente (CHYNOWETH et al.,
1998).

Eficiéncia de remocao da matéria organica

Os métodos mais comuns para determinar a concentragdo de matéria
organica de uma amostra sdo a demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e a
demanda quimica de oxigénio (DQO).

A DBO retrata a quantidade de oxigénio requerida para estabilizar, por
meio de processos bioquimicos, a matéria organica carbonacea. Ja o teste
da DQO mede o consumo de oxigénio ocorrido durante a oxidacdo quimica
da matéria organica, correspondendo a quantidade de oxigénio necesséria

para oxidar a fragdo organica de uma amostra (von SPERLING, 2005).
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2.4.1.3. Microbiologia da digest@o anaerdbia

A digestdo anaerdbia de compostos organicos é considerada um
processo que envolve uma associacdo de microrganismos, havendo
interacdes de sinergismo entre os diversos grupos (Figura 2). Esse processo
pode ser dividido em quatro fases principais: hidrolise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese (BITTON, 1994; van HAANDEL e LETTINGA,
1994; CAMARERO et al.,, 1996; CHERNICHARO, 1997; GARCIA et al.,
2000; RITTMANN e McCARTY, 2001).

A primeira fase no processo de degradacdo anaerdbia consiste na
hidrolise de materiais particulados complexos em materiais dissolvidos mais
simples, os quais podem atravessar as paredes celulares das bactérias
fermentativas. Essa conversdo € realizada através da acdo de enzimas
extracelulares excretadas pelas bactérias fermentativas hidroliticas. As
proteinas degradam-se em aminoacidos, os carboidratos em agucares e 0s
lipideos em acidos graxos (BITTON, 1994; van HAANDEL e LETTINGA,
1994; CHERNICHARO, 1997; GARCIA et al., 2000).

Na acidogénese, os produtos oriundos da fase de hidrélise sao
metabolizados no interior das células das bactérias fermentativas e
convertidos em compostos simples, que podem ser excretados pelas
células. Os compostos produzidos incluem &cidos orgéanicos, élcoois, gas
carbdnico, hidrogénio, aménia, além de novas células (BITTON, 1994; van
HAANDEL e LETTINGA, 1994; CHERNICHARO, 1997; GARCIA et al.,
2000). A etapa de acidogénese é realizada por diversificado grupo de
bactérias fermentativas, como o da espécie Clostridium, que forma esporos
e pode sobreviver em ambientes totalmente adversos, e o da espécie
Bacteroides, normalmente presentes nos tratos digestivos (CHERNICHARO,
1997). A maioria das bactérias acidogénicas é anaerdbia estrita, porém,
algumas espécies séo facultativas, podendo metabolizar o material organico
pela via oxidativa, utilizando o oxigénio eventualmente presente no meio e
que poderia tornar-se toxico as anaeroObias estritas (van HAANDEL e
LETTINGA, 1994).
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Orgéanicos Complexos
(Carboidratos, Proteinas, Lipideos)

Bactérias Fermentativas
(Hidrodlise)
Y

Orgéanicos Simples
(AcUcares, Aminoacidos, Peptideos)

Bactérias Fermentativas
(Acidogénese)

Acidos Organicos
(Propionato, Butirato, etc.)

Bactérias Acetogénicas
(Acetogénese)

Yy
Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio

H, + CO. — — - Acetato
Bactérias acetogenlcas consumidoras de

hidrogénio

Archaeas metanogénicas
(Metanogénese)

= CH,+ CO, =
Metanogénicas Metanogénicas
hidrogenotréficas acetoclasticas

Figura 2 — Sequéncias metabdlicas e grupos microbianos envolvidos na
digestdo anaerdbia (CHERNICHARO, 1997).

A seguinte etapa é a acetogénese, em que as bactérias acetogénicas
convertem os produtos gerados na fase acidogénica em substrato
apropriado para a proxima fase do processo. Dentre esses produtos
gerados, destacam-se o hidrogénio, o diéxido de carbono e o acetato
(BITTON, 1994; van HAANDEL e LETTINGA, 1994; CHERNICHARO, 1997).

A ltima etapa compreende a metanogénese, realizada por
organismos metanogénicos, que sdo pertencentes ao dominio Archaea, e
nao ao Bacteria (CALDWELL, 1999; GARCIA et al.,, 2000; RITTMANN e
McCARTY, 2001; SEKIGUCHI et al., 2001). Archaeas s&o organismos que
apresentam propriedades de bactérias e de eucariotos, e também
propriedades ndo atribuidas a nenhum desses organismos (CALDWELL,
1999; TORTORA, 2005).
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As archaeas metanogénicas utilizam ndmero limitado de substratos,
compreendendo acido acético, hidrogénio/diéxido de carbono, acido férmico,
metanol, metilaminas e monoéxido de carbono, produzindo metano e diéxido
de carbono (CHERNICHARO, 1997; GARCIA et al., 2000). S&o divididos em
dois grupos principais: o que forma metano a partir de acetato ou metanol
(acetotroficas) e o que produz metano a partir de hidrogénio e didéxido de
carbono (hidrogenotroéficas) (BITTON, 1994; van HAANDEL e LETTINGA,
1994; CHERNICHARO, 1997).

Existem poucas espécies de archaeas metanogénicas acetotroficas,
porém sdo normalmente os microrganismos predominantes na digestao
anaerdbia, pertencendo a dois géneros principais: Methanosaeta
(Methanothrix), que utilizam exclusivamente o acetato, e Methanosarcina,
que sdo consideradas as mais versateis entre as archaeas metanogénicas.
Existem varias espécies de archaeas metanogénicas hidrogenotroficas,
sendo mais comuns as dos géneros Methanobacterium, Methanospirillum e
Methanobrevibacter (BITTON, 1994; CHERNICHARO, 1997). As
metanogénicas hidrogenotréficas crescem mais rapidamente que as
acetotroficas, de modo que estas Ultimas geralmente limitam a taxa de
transformacg&o de material organico em biogds (CHERNICHARO, 1997).

As bactérias acetogénicas requerem baixa tenséo de H,: sob presséo
parcial de H; relativamente alta, a formagdo de acetato € reduzida e o
substrato € convertido a acido propibnico, acido butirico e etano, em maior
proporcdo do que metano (BITTON, 1994). Dessa forma, archaeas
metanogénicas s8o muito importantes para o equilibrio da digestao
anaerbbia, pois s@o as responsaveis por consumir o H, produzido,
propiciando o abaixamento da pressao parcial de H, no meio, tornando
possivel a acdo das bactérias acidogénicas e acetogénicas (BITTON, 1994;
van HAANDEL e LETTINGA, 1994; CHERNICHARO, 1997).

Cerca de 60 a 70% do material organico é convertido em metano pela
via acetotréfica, portanto € necessario que esta via se desenvolva
eficientemente. A fermentac@o acida tende a causar abaixamento de pH,
porém, a metanogénese se desenvolverd somente quando o pH estiver

proximo a neutralidade. Dessa forma, € necessario manter um equilibrio
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entre a fermentagdo 4cida e a metanogénica (BITTON, 1994; van HAANDEL
e LETTINGA, 1994; CHERNICHARO, 1997).

2.4.1.4. Métodos para a anédlise da diversidade microbiana

Existem varios métodos diretos e indiretos utilizados para a andlise de
microrganismos presentes em um sistema de digestdo anaerdbia. Nenhum
método universal deve ser aplicado, devido a grande diversidade microbiana
presente nos sistemas anaerdbios, devendo ser ressaltado que todos os
métodos possuem vantagens e desvantagens (SOLERA et al., 2001).

Os principais microrganismos limitantes da digestdo anaerébia séo as
Archaeas metanogénicas, pois possuem crescimento muito lento e sé&o
extremamente sensiveis as variagbes nas condicdes ambientais,
principalmente no que se refere ao pH e a eventual presenca de oxigénio,
sendo o primeiro grupo a sucumbir em situagcdes ambientais adversas.
Dessa forma, os estudos relacionados a andlise da diversidade microbiana
presente no sistema de digestdo anaerdbia voltam-se principalmente para
esses microrganismos (BUZZINI et al., 2006).

Dentre os principais métodos, podem-se destacar: a contagem celular
(contagem em placas, determina¢cdo do numero mais provavel — NMP — e
microscopia), a avaliagdo de componentes celulares (técnicas de biologia

molecular) e a avaliagéo da atividade celular.

Contagem celular

Os meétodos de contagem de células viaveis em placa permitem
estimar o niumero de um determinado tipo de microrganismo dentre a
biomassa viavel total presente no sistema anaerdbio (SOLERA et al., 2001).
Esse é um método geral, que pode ser utilizado tanto para contagem de
grandes grupos microbianos, quanto para contagem de géneros e espécies
em particular. Para contagem de microrganismos anaerébios, devem-se
incubar as placas sob atmosfera anaerébia, pela exaustdo de ar e introducéo

de N,/CO; ou por meio do uso de geradores de anaerobiose (PELCZAR, 1997).
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A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) baseia-se na inoculacéo
de volumes conhecidos da amostra em tubos que contém meio apropriado,
na forma de diluices seriadas. Os tubos sdo incubados a temperatura e
tempo ideais. ApOs esse tempo, constata-se em quantos tubos foram
observados resultados positivos e compara-se com tabela apropriada
(PELCZAR, 1997).

Dolfing et al. (1985) relataram o uso da técnica de NMP para
determinar grupos microbianos presentes em lodo anaerébio. Os tubos
foram incubados a 30°C, durante oito meses. ApOs esse periodo, os tubos
tiveram a producdo de metano e o consumo de substrato determinados por
cromatografia gasosa e o conteudo examinado por microscopia. Esses
autores chegaram a conclusdo de que a técnica ndo é adequada para
determinar os grupos presentes no lodo.

A contagem direta por microscopia € um método bastante aplicado
para analisar a diversidade microbiana de uma amostra. Esse método
consiste em fixar a amostra em uma lamina, observa-la ao microscopio e
proceder & contagem. A microscopia em contraste de fase é realizada para a
contagem de microrganismos n&o-metanogénicos e a microscopia de
fluorescéncia permite a contagem de Archaeas metanogénicas, sem a
necessidade de preparacdes especiais, ja que Archaeas possuem uma
coenzima especifica, a Fao, que fluoresce quando exposta a um
comprimento de onda de 420 nm (SOLERA et al., 2001).

Avaliacdo de componentes celulares

Essa técnica baseia-se nas diferencas observadas entre o0s
componentes celulares dos organismos: natureza dos lipideos da membrana
celular, deteccdo de acido murédmico (presente somente na parede celular
de bactérias), tipo de RNA polimerase e tipo de ribossomos (GARCIA et al.,
2000; TORTORA, 2005).

Com base nas diferencas fisiolégicas entre os dominios, as técnicas
de biologia molecular vém sendo bastante empregadas para detectar e

identificar grupos microbianos presentes em culturas mistas, como ocorre
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em sistemas anaerébios de tratamento de efluentes. A técnica de PCR tem
sido utilizada nesse sentido, pois, com a amplificacédo de regifes especificas
do DNA, produz-se quantidade suficiente para que seja adequadamente
testada. Essa técnica torna-se ainda mais viavel quando utilizada de forma
combinada com outras técnicas, como a técnica de NMP, em que o DNA é
diluido em série e cada diluicdo é submetida a reacdo PCR (SEKIGUCHI et
al., 2001; CASSERLY e ERIIMAN, 2003; AKARSUBASI et al., 2006;
BUZZINI et al., 2006).

Avaliacéo da atividade celular

Devido a dificuldade no isolamento e na identificacdo da microbiota
presente nos sistemas de digestdo anaerObia, varios métodos tém sido
propostos para avaliar sua diversidade por meio da medida de suas
atividades (POETSCH e KOETZ, 1998; JAWED e TARE, 1999).

Segundo Soto et al. (1993), a medida da atividade do lodo anaerébio
pode ser considerada de duas formas: uma medida global, que fornece
informagbes sobre a atividade total da microbiota, e uma medida da
atividade de cada etapa do processo. A aplicacdo de uma das formas
depende do que se pretende avaliar: a avaliagdo da atividade global permite
a selecdo de um lodo bem adaptado para ser utilizado como in6culo do
sistema; ja a avaliacdo da atividade individual pode ser utlizada para
detecgcdo de uma situacdo de instabilidade do sistema, como a que pode
ocorrer devido ao efeito de substancias toxicas inibidoras ou a presenca de
substrato pouco degradéavel. Os testes de atividade do lodo sdo conduzidos
em experimentos em batelada, fixando-se uma quantidade de substrato que
serve como nutriente para uma determinada quantidade de lodo.

Pires (2005) avaliou o efeito de agentes quimicos utilizados na
indastria de alimentos sobre a eficiéncia de remocdo de DQO em meio
sintético, empregando reatores anaerdGbios em batelada. Os resultados
obtidos permitiram a identificagdo dos agentes quimicos e das respectivas
concentragbes que interferem na eficiéncia do sistema avaliado. A autora

sugeriu a conducdo de novos estudos para avaliar as atividades hidrolitica,
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acidogénica e metanogénica do lodo anaerdbio, com o intuito de verificar os
efeitos desses compostos sobre os diferentes grupos microbianos

envolvidos no processo de digestdo anaerdbia.

2.4.1.5. Fatores que afetam a digestdo anaerdbia

Os requisitos ambientais dos microrganismos sao variados. Em geral,
a taxa 6tima de crescimento ocorre em faixas de temperatura e pH limitadas,
embora a sobrevivéncia possa ocorrer em faixas mais amplas (von
SPERLING, 2005).

A digestdo anaerdbia é afetada por diversos fatores, dentre eles se
destacam a temperatura, o pH, a composi¢cdo do efluente, a competi¢cao
entre archaeas metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato e a presenca
de material inibitorio (BITTON, 1994).

Temperatura

A digestdo anaerdbia depende muito da temperatura, visto que os
microrganismos ndo possuem meios de controlar sua temperatura interna e,
dessa forma, a temperatura no interior da célula & determinada pela
temperatura ambiente externa (CHERNICHARO, 1997).

Para o tratamento de efluentes a digestdo mesofilica € mais
interessante, obtendo-se a taxa maxima de digestdo em uma faixa de
temperatura de 30 a 40°C. A temperatura influencia tanto a taxa de digestao
quanto a fracdo de sdlidos organicos, que pode ser metabolizada.
Temperaturas baixas acarretam a diminuicdo da eficiéncia da taxa de

digestdo, motivo pelo qual este processo é mais indicado para regides
tropicais (BITTON, 1994; van HAANDEL e LETTINGA, 1994).

pH

Outro fator que pode afetar a digestdo anaerdbia é o pH, pois, para
que se tenha alta taxa de metanogénese, este deve ser mantido na faixa
neutra, ou entdo a atividade metanogénica decresce rapidamente (van
HAANDEL e LETTINGA, 1994).

21



As bactérias acidogénicas produzem &cidos organicos que tendem a
reduzir o valor de pH do reator. Sob condi¢cdes normais de operacao, existe
um efeito tamponante devido a producdo de bicarbonato pelas
metanogénicas. Por outro lado, sob condigbes ambientais adversas o efeito
tamponante do sistema pode ser prejudicado, eventualmente interrompendo
a producgéo de metano (BITTON, 1994).

Competicédo entre archaeas metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato

Archaeas metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato podem
competir pelos mesmos doadores de elétrons, acetato e H,, sendo muito
competitivas a taxa de DQO/SO,4 entre de 1,7 e 2,7. O aumento no valor
dessa taxa é favoravel as metanogénicas, enquanto o decréscimo favorece

o crescimento de bactérias redutoras de sulfato (BITTON, 1994).

Presenca de material toxico ou inibitdrio

Alguns dos compostos tdxicos mais relevantes para a digestdo
anaerdbia de efluentes de suinocultura sdo as eventuais presencas de
oxigénio dissolvido, aménia, sulfeto e antibidticos (BITTON, 1994; van
HAANDEL e LETTINGA, 1994; MASSE et al., 2000; RITTMAN e McCARTY,
2001; LALLAI et al., 2002).

O oxigénio dissolvido pode ser introduzido no reator juntamente com o
efluente, inibindo a atividade metanogénica, porém, se a aeracdao nao for
intensa o oxigénio serd consumido pelas bactérias acidogénicas (BITTON,
1994; van HAANDEL e LETTINGA, 1994; RITTMAN e McCARTY, 2001).

O sulfeto pode ser formado dentro do reator pela reducao de sulfato,
entretanto sua toxicidade é significativa somente em concentragdes maiores
que 100 mg.L'l (van HAANDEL e LETTINGA, 1994; RITTMAN e McCARTY,
2001).

A amobnia é produzida pela degradagdo de residuos proteinaceos e
reage com o dioxido de carbono e agua para formar bicarbonato de amdnio,

um tampéo natural. No caso de efluentes de suinocultura, a concentracao de
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proteina pode ser elevada, aumentando a concentracdo de aménia
(RITTMAN e McCARTY, 2001).

Os antibioticos empregados em suinocultura podem atuar de forma
toxica nos microrganismos responsaveis pela digestdo anaerdbia (POELS et
al., 1984; MASSE et al., 2000; LALLAI et al., 2002; VILLAGOMEZ et al., 2002).

2.5. Antibi6ticos

2.5.1. Mecanismos de acao e classificagdo dos antibidticos

Existem alguns mecanismos basicos de acdo dos antibiticos
(PELCZAR, 1997; CALDWELL, 1999):

Inibicdo da funcdo enzimatica: principal mecanismo pelo qual a
acdo antimicrobiana se manifesta, pois todas as atividades bioquimicas
criticas sdo mediadas por processos enzimaticos. Ex.: sulfonamidas.

Inibicdo da funcdo dos acidos nucléicos: esses antibioticos séo
pouco seletivos, sendo toxicos também para os organismos hospedeiros,
pois as funcbes dos acidos nucléicos sdo semelhantes em todas as formas
de vida. Ex.: actinomicina.

Interferéncia na formacdo e fungéo da parede celular: bastante
seletivo, pois nem todos os organismos vivos possuem parede celular. Ex.:
penicilina, cefalosporina, bacitracina e vancomicina.

Inibicdo da sintese protéica: também é seletivo, pois, embora a
sintese protéica seja essencial a vida, existem diferencas no mecanismo
utilizado pelos organismos. Ex.: tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina e
gentamicina.

Alteragdo da funcdo da membrana: oS microrganismos possuem
membranas com caracteristicas diferentes, o que possibilita a seletividade.
Ex.: polimixinas.

Uma maneira usual de classificar compostos antimicrobianos leva em
conta a sua capacidade de atuar sobre microrganismos Gram + ou Gram -,
devido as diferencas na estrutura da parede celular dos grupos de bactérias

e dos micoplasmas.
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Quadro 2 — Classificagdo de antibidticos em relacdo a atividade sobre
diferentes microrganismos

Microrganismos

Grupos/Principios Ativos
Gram + Gram -

Aminoglicosideos - +
Bacitracinas
Cloranfenicol
Colistina -
Fluorquinolonas
Macrolideos
Nitrofuranos
Penicilinas
Peptolideos
Polimixinas
Quinolonas
Quinoxalinas
Rifampicina
Sulfonamidas
Tetraciclinas

+ +

Lo+ 4+
+ + % o+ o+ +

+ + 4+ + +
'

+ apresenta atividade contra o grupo.

- néo apresenta atividade contra o grupo.

+/- apresenta atividade parcial contra o grupo.

-* atividade contra algumas Gram -, como Haemophillus sp., Pasteurella sp. e Brucella sp.
Fonte: adaptado de Barcellos e Sobestiansky (1996).

2.5.2. Importancia do emprego dos antibidticos em suinocultura

Os antibioticos tém sido utilizados em grande escala na criacdo de
suinos, em doses terapéuticas (para curar doencas), profilaticas (para
prevenir o surgimento de doengas) e, principalmente, subterapéuticas (como
promotores de crescimento) (BARCELLOS e SOBESTIANSKY, 1996;
MASSE et al., 2000; CAMPAGNOLO et al., 2002; LALLAI et al., 2002; DIAZ-
CRUZ et al., 2003; KAY et al., 2005; UNGEMACH et al., 2006).

A intensificagdo nos métodos de producdo de suinos levou ao
aparecimento de uma série de doencas relacionadas com as tecnologias
introduzidas, que criaram condicbes para que 0s agentes, que antes se
mantinham em equilibrio com o hospedeiro, viessem a exercer um efeito
patogénico. Para o controle dessas doencas, os antibioticos assumiram

papel de destaque. Estes s&o utilizados basicamente na ragédo, embora
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também sejam administrados por via intramuscular ou intravenosa. Os
antibioticos atuam principalmente no controle de doencgas gastrintestinais e
infeccdes urinarias e respiratorias (BARCELLOS e SOBESTIANSKY, 1996).

Os antibidticos sdo bastante utilizados como promotores de
crescimento, principalmente por proporcionarem melhora no aproveitamento
do alimento pelos animais (UTIYAMA, 2004). Existem varias hipoteses que
tentam explicar os mecanismos de acdo desses compostos. Dentre elas
podem-se destacar (BELLAVER, 2000; UTIYAMA, 2004):

- Efeito metabdlico: o agente antimicrobiano melhora o desempenho

do animal, pelo efeito direto sobre o seu metabolismo. Um exemplo disso € o
uso de tetraciclinas, que elevam o glicogénio molecular, melhorando a
qualidade da carne. A clortetraciclina aumenta a sintese de gordura no
periodo final de engorda.

- Efeito nutricional: esse efeito é caracterizado pela a¢éo seletiva dos

antibiéticos, inibindo o crescimento de microrganismos que competem pelo
alimento com o hospedeiro e favorecendo o crescimento daqueles que
sintetizam vitaminas e aminoécidos essenciais para o suino. Além disso, os
antibioticos podem reduzir a irritacdo, devido a acdo sobre microrganismos
aderidos que produzem toxinas, com consequiente reducdo na espessura e
massa do epitélio intestinal, favorecendo a absorcdo e economia de
nutrientes (menor quantidade de nutriente € gasta para manter os tecidos do
epitélio). Finalmente, os antibidticos atuam sobre microrganismos produtores
de acidos responsaveis pelo estimulo da musculatura intestinal. Dessa
forma, o alimento permanece mais tempo no intestino e pode ser mais bem
digerido e absorvido.

- Efeito sobre o controle de doencas: os antibiéticos inibem o

crescimento de microrganismos que se aderem e produzem toxinas,
causando diarréias e outras doencgas, que provocam estimulacéo crénica do
sistema imunoldgico, como resposta, reduzindo o consumo de ragao.
Embora o uso de antibidticos apresente muitos efeitos benéficos na
producdo de suinos, seu uso tem sido cada vez mais restringido,
principalmente como promotores de crescimento. Essa restricdo se deve

basicamente a dois fatores: a exigéncia do mercado consumidor por
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produtos livres de residuos de antibidticos e a possibilidade de
desenvolvimento de microrganismos resistentes (OETTING, 2005).

A exigéncia do mercado consumidor vem pressionando os produtores
a obterem certificado de qualidade de seus produtos. Alguns consumidores
temem que patdgenos resistentes possam se multiplicar em humanos,
devido ao consumo de produtos com residuos de antibioticos (BELLAVER,
2000).

Embora a resisténcia a antibiéticos em humanos seja alta, ndo ha
evidéncias de sua relagdo com o uso subterapéutico dessas drogas em
animais. De qualquer forma, tem sido sugerido que os antibidticos sejam
utilizados somente para fins terapéuticos. Outra sugestdo é de que se use,
como promotores de crescimento, somente 0s antibiéticos nao utilizados na
medicina humana, ou entdo outras alternativas (BELLAVER, 2000).

De qualquer forma, a resisténcia microbiana observada em
microrganismos presentes no intestino de suinos € prejudicial, pois cada vez
s80 necessarias doses maiores ou novas drogas para solucionar os
problemas, o que geralmente se reflete no custo da produgéo.

Os compostos antibidticos geralmente sdo oferecidos ao suino por via
oral, frequientemente na ragdo. Essas substancias passam a ter importancia
para o tratamento de dejetos quando s&o pouco absorvidas pelo organismo,
sendo excretadas nas fezes ou na urina. Além disso, existem casos em que
ao serem absorvidos e metabolizados, os metabdlitos permanecem téo ou
mais ativos e também passardo a ter importancia para o tratamento dos

dejetos.

2.5.3. Alternativas disponiveis para substituicdo dos antibi6ticos

Os problemas relacionados ao uso de antibidticos na producgdo de
animais, anteriormente mencionados, tém for¢cado a procura de substancias
alternativas que possam substituir essas drogas. As principais alternativas
pesquisadas incluem probidticos, prebidticos, enzimas, acidos organicos,
extratos vegetais e homeopatia (BELLAVER, 2000; UTIYAMA, 2004;
OETTING, 2005).
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Probi6ticos

Compdem-se de culturas microbianas que beneficiam o suino sob
vérios aspectos. Dentre os principais requisitos, pode-se citar que um
probidtico deve (UTIYAMA, 2004):

Exercer efeito benéfico;

- Conter grande numero de células viaveis;

- Ser capaz de sobreviver ao suco gastrico e de se instalar no
intestino;
Manter-se viavel durante a estocagem e uso nas dietas; e

- Ser isolado ou detectado em seu hospedeiro.

H&a varios tipos de probidticos no mercado, sendo a maior parte
composta por espeécies bacterianas dos géneros Lactobacillus, Bacillus,
Streptococcus e também pela levedura Saccharomyces cerevisae
(BELLAVER, 2000; UTIYAMA, 2004). Dentre os principais efeitos benéficos
dos probiodticos, destacam-se (UTIYAMA, 2004):

- exclusdo competitiva: 0s microrganismos probidticos passam a

prevalecer na microbiota intestinal, aderindo-se ao epitélio, dificultando a
adeséo dos microrganismos patogénicos e sua captura de nutrientes;

- antagonismo direto: esse efeito se da pela producdo de acidos

organicos ou substancias antimicrobianas pelos probiéticos, que atuam
inibindo os patégenos;

- efeito sobre o sistema imunolégico: apesar de 0 mecanismo ainda

nado estar totalmente esclarecido, estudos indicam que componentes
especificos da parede celular de alguns microrganismos probi6ticos podem
auxiliar, melhorando a resposta imune do hospedeiro;

- efeito nutricional: como visto, a prevaléncia dos microrganismos

probidticos no intestino dificulta a fixacdo dos patdgenos, contribuindo para a
integridade do epitélio intestinal, o que provoca melhor digestdo e absorcéo
dos nutrientes. Além disso, produzem vitaminas, enzimas e sais biliares que

auxiliam a digestéo.
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Prebiéticos

S&o compostos ndo-digeriveis por enzimas, sais e acidos produzidos
pelo organismo animal, mas seletivamente fermentados pelos
microrganismos do trato gastrointestinal. S&o representados principalmente
por oligossacarideos (frutoligossacarideos, glucoligossacarideos e
mananoligossacarideos). Os prebibticos possuem acédo sobre a microbiota:
bloqueiam a adesdo de patdgenos na superficie do epitélio intestinal. Além
disso, alteram seletivamente a microbiota, tornando-a mais saudavel ao
animal (UTIYAMA, 2004).

Enzimas

As enzimas digestivas promovem a hidrolise dos componentes dos
alimentos, tornando os nutrientes mais disponiveis para absor¢do. Dessa
forma, a suplementacdo de enzimas nas racdes pode ser uma ferramenta
importante para melhorar a eficiéncia de utilizagdo dos alimentos pelo suino
(BELLAVER, 2000):

- Fitases: cerca de dois ter¢cos do fésforo presente nos vegetais
encontram-se ligados aos fitatos, que sé@o praticamente nao-digeridos, sendo
eliminados nas fezes. A fitase age removendo o fésforo da molécula de
fitato, melhorando a sua absorgéo.

- R-glucanase e endoxilanase: R-glucanas e pentosanas soluveis

(xitose, arabinose) estdo presentes em varios cereais e possuem
capacidade de formar géis (em contato com a &gua), dando origem a
solugdes viscosas que retardam a absorgéo de nutrientes. A [3-glucanase e a
endoxilanase sdo enzimas que atuam sobre as [3-glucanas e pentosanas,
respectivamente, degradando-as em agucares disponiveis.

- Pectinases, amilases e proteases: agem sobre a pectina, o amido e

as proteinas, respectivamente, presentes no alimento, liberando aglcares e

peptideos, que podem ser absorvidos pelo animal.
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Acidos organicos

Provocam a redugédo do pH no trato digestivo, com o objetivo de
facilitar a digestéo e controlar a microbiota. A diminuicdo do pH aumenta a
acao da pepsina sobre os peptideos e reduz a proliferacdo de patégenos
(BELLAVER, 2000).

Extratos Vegetais

Estudos recentes tém mostrado a possivel aplicacdo de extratos
vegetais como alternativa para substituicdo dos antibidticos usados como
promotores de crescimento em suinos. Os principios ativos presentes em
alguns vegetais possuem atividade antimicrobiana, antioxidante, antifingica
e/ou antihelmintica (UTIYAMA, 2004):

- Efeito antimicrobiano: os compostos fendlicos presentes em certos

extratos possuem extremidade hidrofobica que interage com a membrana
celular de bactérias, alterando sua permeabilidade. Outros removem grupos
— SH de enzimas bacterianas, inativando-as.

- Efeito antioxidante: a presenca de compostos fendlicos, flavonoéides

e terpendides garante o efeito antioxidante dos vegetais. Esses compostos
podem interceptar e neutralizar radicais livres, impedindo a prorrogagéo do
processo de oxidagao.

- Efeito sobre a digestibilidade: em alguns trabalhos constata-se que o

uso de extratos vegetais pode aumentar a digestibilidade de nutrientes.
Segundo resultados obtidos, ocorre estimulo na producédo de saliva, suco
gastrico e pancreédtico, além de modulagdo da microbiota intestinal,

contribuindo para o processo digestivo.

Homeopatia

A homeopatia na medicina veterinaria € praticada de forma muito
semelhante & aplicada na humana. Essa técnica é utilizada em suinos para
tratamento tanto de doencas leves como graves (ARENALES, 2006;
VUADEN, 2006).
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Os medicamentos homeopéticos exercem funcdo de medicamentos
de agéo curativa e também de agéo preventiva (ARENALES, 2006).

Muitas granjas j& adotam essa técnica, principalmente aquelas que
possuem ou desejam obter o certificado de propriedade totalmente organica
(VUADEN, 20086).

2.5.4. Caracteristicas dos antibidticos avaliados no presente trabalho

Cada antibiético possui um principio ativo responsavel pela
especificidade de sua atuagdo. A seguir sdo apresentadas as principais
caracteristicas dos antibi6ticos utilizados no presente trabalho (CRUEGER e
CRUEGER, 1984; BRANDER et al., 1991; BARCELLOS e SOBESTIANSKY,
1996; SPINOSA et al., 1996; CALDWELL, 1999; DE LIGUORO et al., 2003;
KOLZ et al., 2005, SANTOS et al., 2006).

Amoxicilina

E um antibidtico que faz parte do grupo denominado R-lactamicos,
devido a presenca de um anel R-lactamico em sua estrutura (Figura 3). Inibe
a sintese de peptideoglicano. Embora esse composto esteja presente em
maior quantidade na parede celular de bactérias Gram + do que em Gram -,
esse antibidtico possui amplo espectro de agéo, pelo fato de ser capaz de
atravessar a membrana externa de Gram -, onde atua inibindo a sintese

protéica.
IO

\

0O

Figura 3 — Estrutura do antibi6tico amoxicilina.
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Esse antibittico é utilizado para fins terapéuticos, principalmente por
ser bastante utilizado na medicina humana. Possui agédo sobre patologias
respiratérias, urinérias, gastrointestinais, nervosas, articulares e cutaneas.

E estavel ao meio estomacal e, por isso, pode ser aplicado via oral,
adicionado a racdo ou a agua. Sua eliminacdo se d4 em niveis elevados,
pela urina.

A resisténcia associada a esse antibidtico deve-se principalmente a
producéo de [3-lactamases pelos microrganismos resistentes (quebra o anel

3-lactdmico) ou a reducgéo na permeabilidade da parede celular.

Enrofloxacina

Faz parte do grupo das quinolonas, que possuem dois anéis
(pirimidinico e carboxilico) (Figura 4). E considerada uma quinolona de
terceira geracdo devido ao seu espectro de acdo: € muito efetiva contra
Gram -, especialmente enterobactérias, além de atuar sobre algumas
Gram +. Sua atuacéo é devido a inibicdo da sintese de DNA, pois inibe a

acdo da enzima DNA girase.

LL OOT

G iy |

Figura 4 — Estrutura do antibiético enrofloxacina.

Possui varias aplicacbes terapéuticas para a maior parte das
infeccdes bacterianas em suinos, como as gastrointestinais, as respiratorias
e as urinarias.

A resisténcia associada a esse antibidtico € baixa, geralmente

causada por mutagoes.
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Gentamicina

E um antibiético que faz parte do grupo de aminoglicosideo (Figura 5).
Ele inibe a sintese protéica, promovendo a formagdo de proteinas

defeituosas.

R
~
NH
R
o
HO NH OH
NH; OH
O
O
NH;
NH,

Figura 5 — Estrutura do antibiético gentamicina.

Possui amplo espectro de atividade, sendo usado principalmente para
terapia parenteral de infeccdes ou terapia oral contra infec¢des intestinais

em leitdes.

Oxitetraciclina

Este antibibtico esté inserido no grupo das tetraciclinas (Figura 6). Ele
inibe a sintese protéica, pois se liga ao ribossomo, impedindo a ligagdo do
RNA transportador. Possui amplo espectro de acéo e € bastante utilizado em
suinocultura, como promotor de crescimento e para prevencao e controle de
infeccdes respiratorias e intestinais.

Esse antibiotico é excretado na forma ativa, pela urina.

A resisténcia as tetraciclinas esta difundida, podendo limitar seu uso

terapéutico.
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Figura 6 — Estrutura do antibidtico oxitetraciclina.

Tilosina

Faz parte do grupo de antibiéticos macrolideos, que possuem um anel
lactona em sua estrutura (Figura 7). Age inibindo a sintese protéica, sendo
ativo principalmente contra Gram + e microrganismos anaerébios. Possui
caracteristicas semelhantes a da oxitetraciclina, com relacdo a sua utilidade

para suinocultura e ao surgimento de resisténcia.

0 OH
HO

CH;

OH
CH;

Figura 7 — Estrutura do antibidtico tilosina.

2.5.5. Efeito de antibioticos sobre a digestdo anaerdbia

A toxicidade de compostos presentes em efluentes sobre a microbiota
responsavel pela digestdo anaerodbia é dificil de ser avaliada isoladamente,

devido a possivel ocorréncia de efeitos sinérgicos ou antagbnicos. Além

disso, uma certa substancia quimica pode exercer efeitos distintos nos
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diferentes microrganismos presentes nas estagdes de tratamento de efluente
(LOPEZ-FIUZA et al., 2002).

O efeito de determinada substancia (ou mistura) toxica sobre a
digestdo anaerdbia normalmente é avaliado por medidas de atividade da
biomassa presente no lodo anaerdbio. Essas atividades podem ser
consideradas de duas formas: uma medida global, que fornece informagdes
sobre a atividade total de degradacéo, e uma medida da atividade de cada
estagio do processo (SOTO et al., 1993).

A medida da atividade global do sistema pode ser realizada, por
exemplo, pela producdo de metano (VAREL e HASHIMOTO, 1981; 1982;
SOTO et al., 1993; LALLAI et al., 2002; LOPEZ-FIUZA et al., 2002), ou pelo
acompanhamento da demanda quimica de oxigénio (DQO) (MASSE et al.,
2000; ERGUDER et al., 2003; MENSAH e FORSTER, 2003).

Os ensaios de toxicidade sobre os microrganismos normalmente séo
realizados por testes em batelada e podem ser desenvolvidos quando sé&o
utilizadas como indculo culturas puras ou consorcio de microrganismos,
como a biomassa obtida de reatores biologicos, que apresentam como
vantagem a representatividade dos resultados (LOPEZ-FIUZA et al., 2002).

Existem poucos estudos nos quais o efeito de antibidticos na
eficiéncia da digestdo anaerdbia foi avaliado (VAREL e HASHIMOTO, 1981;
1982; POELS et al., 1984; MASSE et al., 2000; LALLAI et al., 2002). Além
disso, a maior parte desses estudos é antiga e alguns investigaram a acao

de antibidticos que atualmente sdo proibidos na maioria dos paises.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e
Processos Fermentativos do Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV) e no Setor de Agroindustria
do Centro Federal de Educagédo Tecnoldgica de Rio Pomba (CEFET-RP).

3.1. Procedimentos preliminares

3.1.1. Avaliagdo do efluente natural e meio sintético em reator UASB

A fim de evitar o efeito dos antibiéticos normalmente presentes em um
efluente natural de suinocultura, os experimentos referentes a avaliacdo do
efeito de compostos antibidticos sobre a digestdo anaerdbia foram
conduzidos em um meio sintético, conforme composi¢cdo apresentada no
Quadro 3. Esse meio foi formulado com base em informagdes disponiveis na
literatura (YU et al.,, 2001) e na composicdo fisico-quimica do efluente
natural de suinocultura.

A utilizacdo de meio sintético evita a influéncia das variagbes nas
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas, que normalmente ocorrem
em efluente de suinocultura, além de ser de facil preparo, armazenamento e

manuseio.
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Quadro 3 — Composic¢do do meio sintético

Constituintes Concentracgdo (mg.L™)
Peptona 800
Glicose 2.720
Extrato de carne 560
Bicarbonato de sé6dio, NaHCO;, 2.500
Cloreto de calcio, CaCl, . 2H,0 38
Sulfato de magnésio, MgSO, . 7H,O 42
Cloreto de amoénio, NH4ClI 320
Sulfato ferroso, FeSO, 32
Fosfato de potassio monobasico, KH,PO, 80

Com o objetivo de determinar a viabilidade da utilizacdo do meio
sintético como modelo para avaliagdo do efeito dos compostos antibioticos
sobre a digestdo anaerbbia, foram realizados ensaios preliminares,
avaliando-se o desempenho de reatores UASB alimentados com efluente
natural de suinocultura (controle) e meio sintético.

Os reatores UASB (Figura 8) foram confeccionados em PVC,
dimensionados em escala de bancada com volume Uutil de 2.050 mL, e
operados em sistema continuo de alimentacdo, com auxilio de bombas
peristalticas (Masterflex modelo 7520-10).

O lodo de semeadura utilizado para a partida dos reatores foi obtido
do digestor anaerdbio da estagdo de tratamento de efluentes da Pif Paf
Alimentos S.A., industria de abate e processamento de aves, localizada no
municipio de Visconde de Rio Branco-MG. O lodo coletado foi acondicionado
em bombonas plasticas e mantido sob refrigeracdo até o momento de sua
utilizagéo.

O efluente de suinocultura empregado no presente trabalho foi
coletado na granja Novo Suino, localizada no bairro Violeira, em Vigosa-MG.
Para coleta, foi utilizado o método de amostragem proporcional & vazéo,
determinando-se a quantidade de efluente gerado em cada setor, de modo
gue se pudesse obter uma amostra significativa. A coleta em cada setor da
granja foi realizada no momento em que as baias eram lavadas, sendo
realizada uma amostragem de 150 L, conforme detalhado no Quadro 4. As
amostras de efluentes coletadas em cada setor da granja foram
homogeneizadas.
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Biogas

Manta de lodo
Afluente
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Quadro 5 — Carga bioldgica aplicada em cada reator UASB

Carga Biolégica Fluxo Reator
(kgDQO kgSTV™.d™) (mL.min?) Efluente Natural Meio Sintético
0,2 0,5 A B
0,4 1,0 C D

Y

A carga biolégica refere-se a quantidade em massa de matéria
orgéanica aplicada diariamente ao reator, por unidade de biomassa presente
neste. Desta forma, o volume de lodo inoculado em cada reator foi calculado
com base na sua carga bioldgica, de forma que essa pudesse ser igual para
reatores que operam com o mesmo fluxo e diferentes meios de alimentacao.

Para avaliacdo do desempenho dos sistemas, determinou-se a DQO
dos efluentes na saida de cada reator, em intervalos de tempo que variaram
de um a quatro dias, considerando-se que o sistema havia atingido o regime
permanente quando a diferenga na porcentagem de remogao de DQO entre
pelo menos trés coletas consecutivas ndo ultrapassasse 3%.

As amostras de efluente natural e meio sintético foram analisadas
antes e apds o tratamento biolégico, quanto a demanda quimica de oxigénio
(DQO), solidos sedimentaveis (SS), solidos totais (ST), solidos totais fixos
(STF) e volateis (STV), alcalinidade e pH.

3.1.2. Preparo e adaptacgao do inéculo

O lodo de semeadura obtido do digestor anaerdbio integrante da
estacdo de tratamento de efluentes da Pif Paf Alimentos S.A., aqui
denominado de “lodo bruto”, foi submetido a lavagem de células com meio
sintético, para assegurar a remocdo dos residuos provenientes do digestor
onde foi coletado.

O preparo do lodo consistiu de duas etapas. Primeiramente, o lodo
bruto foi centrifugado (centrifuga Beckman J2-MC) a 3840xg/15’/10°C, com
subsequente ressuspensao em agua peptonada 0,1%, adicionada de sulfeto

de sédio (NazS.5H,0) na concentracéo de 50 mg.L™ para garantir o meio
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redutor. Em seguida, o lodo foi novamente centrifugado, sob as mesmas
condigbes, e ressuspenso em meio sintético, obtendo-se, finalmente, o
inoculo utilizado nos experimentos, denominado “lodo lavado”. As andlises
de sélidos totais, volateis e fixos caracterizaram esse lodo.

Devido as diferencas de composicdo entre o efluente tratado no
digestor de origem do lodo e o meio sintético empregado no presente
experimento, fez-se necessario o desenvolvimento de uma fase de
adaptacao da biomassa ao novo meio.

Para adaptacéo do lodo empregou-se um processo semicontinuo, que
consistiu em substituir parte do meio degradado por meio fresco apos o
sistema ter alcancado 50% de remocado de matéria organica, até a obtencéao
de uma taxa de remogéo da ordem de 0,2 g DQO.g STV .d™*, valor tipico
para digestdo anaerobia, de acordo com SHULER e KARGI (2002).

A adaptacao do lodo foi realizada em frasco Erlenmeyer de 560 mL
contendo 500 mL de meio, incubado em banho-maria (FANEM Ltda.®
Modelo 102) a 35°C. As amostras foram coletadas em intervalos de tempo
de 12 horas, para analise de DQO e pH. Quando a remoc¢do de DQO
alcancava 50%, procedia-se & decantacdo dos solidos, substituindo-se
150 mL do sobrenadante por meio sintético, com o auxilio de pipeta

volumétrica.

3.1.3. Reatores

Os reatores empregados em escala de bancada (Figura 9) foram
constituidos de garrafas de diluicdo de polipropileno Nalgene, com volume
total de 210 mL e volume de trabalho de 170 mL. As tampas dos reatores
foram perfuradas para introdugdo de dois tubos de vidro, sendo um para
coleta de amostras e outro para liberacdo do biogas produzido no reator. A
saida para coleta de amostras permaneceu vedada até o momento da
amostragem, enquanto a saida do biogas foi acoplada a um baldo de

borracha, com a finalidade de aliviar a pressao no interior do reator.
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Figura 9 — Representacdo esquematica (a) e fotografica (b) dos reatores
empregados.

3.1.4. Determinagéao da relagédo A/M

Para definicdo da concentracéo de lodo que deveria ser utilizada nos
experimentos, foram avaliadas diferentes relagdes alimento/microrganismo

(A/M) conforme demonstrado no Quadro 6.

Quadro 6 — Volumes de lodo e meio sintético adicionados ao reator para
obtencéo da relagéo A/M correspondente

Frasco Relagéo A/M_1 Volume de Lodo Volume de Meio
(g DQO.g STV') (mL) Sintético (mL)
A 0,5 47,0 123,0
B 1,0 27,0 143,0
C 1,5 19,0 151,0
D 2,0 15,0 155,0
E 2,5 12,0 158,0
F 1,5 19,0 151,0

* sem purga com N2.

Os reatores com o0s respectivos meios foram vedados, purgados
(exceto o reator F) com nitrogénio (White Martins 5.0 analitico) e incubados
em banho-maria a 35 °C. Para verificar a necessidade ou ndo de purgar o
headspace dos reatores, testou-se a eficiéncia de um sistema sem purga
com nitrogénio (reator F).

A avaliagdo do desempenho dos sistemas foi realizada, coletando-se

amostras em intervalos de 4 a 14 horas, para anélise de DQO sollvel e pH.
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3.2. Avaliagao do efeito inibitério dos antibidticos

3.2.1. Efeito individual

Os antibidticos testados foram selecionados com base na sua
utilizacdo em granjas de criagdo de suinos e no grau de absor¢do pelo trato
gastrintestinal dos animais, consistindo em: amoxicilina (A), enrofloxacina
(E), gentamicina (G), oxitetraciclina (O) e tilosina (T).

Cada composto foi avaliado em quatro diferentes concentracgdes:
0,5X, X, 2X e 3X (Quadro 7), sendo X a concentracdo normalmente
encontrada em efluentes de suinocultura, calculada a partir de dados da
literatura (BARCELLOS e SOBESTIANSKY, 1996), dosagem fornecida de

antibiotico para os suinos e grau de diluicao do efluente.

Quadro 7 — Antibidticos utilizados no experimento

o Nome Comercial Concentragédo no reator (mg.L'l)
Antibidtico Fabri ¢

(Fabricante) 0,5X X 2X 3X

Amoxicilina Amoxicilina 500 mg 157 31,3 626 939

(Eurofarma Laboratorios Ltda.)

Enrofloxacina 10%

Enrofloxacina (Vitalfarma)

12,5 25,0 50,0 75,0
Gentocin®

Gentamicina (Schering Plough Veterinaria)

3,8 7,5 15,0 22,5
Oxitetraciclina LA
(Bayer)

Tylan 200
(Elanco Saude Animal)

Oxitetraciclina 12,5 25,0 50,0 75,0

Tilosina 5,5 11,0 22,0 33,0

Nos reatores foram colocados a mistura de reagdo que continha o
meio sintético, com ou sem (controle) antibiético, 50 mg.L-1 de sulfeto de
sbédio para garantir o poder redutor da mistura e o lodo anaerdbio em
quantidade suficiente para conferir relagdo A/M igual a 1,0 gDQO.g SVT-1.
Os reatores foram incubados em banho-maria a 35°C e as amostras foram
coletadas em intervalos de 12 horas, durante 120 horas e analisadas quanto

ao pH e DQO solavel.
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Nessa fase foram entdo testados 21 tratamentos constituidos de:
cinco antibidticos, em quatro concentracdes diferentes, além do controle
(sem antibidtico), tendo sido avaliados por meio da eficiéncia de remogéo de
DQO e alteragdo de pH ao longo do tempo. Os tratamentos foram testados

em duas repeticdes, para aumentar a confiabilidade dos resultados.

3.2.2. Efeito combinado

Nessa etapa, primeiramente foram avaliadas combinagbes de cada
uma das respectivas concentracfes 0,5X, X, 2X e 3X dos cinco antibiéticos,
totalizando quatro tratamentos, além do controle.

A partir dos resultados obtidos na etapa anterior, foi selecionada a
concentracdo X de cada antibittico, para avaliar as demais combinacdes
desses compostos, ou seja, combinac¢des dois a dois, trés a trés e quatro a
quatro, totalizando 25 combinagdes, conforme demonstrado no Quadro 8.

Nos reatores foram colocados a mistura de reagdo que continha o
meio sintético, com ou sem (controle) antibiéticos, as respectivas
combinagdes de antibidticos, 50 mg.L™" de sulfeto de sddio para garantir o
poder redutor e o lodo anaerdbio em quantidade suficiente para conferir
relagdo A/M igual a 1,0 g DQO.g SVT*. Os reatores foram incubados em
banho-maria a 35°C e as amostras foram coletadas em intervalos que
variaram entre 12 e 27 horas, durante 120 horas e analisadas quanto ao pH
e DQO solavel.

Os resultados foram obtidos por meio da avaliagéo da eficiéncia de
remocgéo de DQO e da alteragéo do pH ao longo do tempo. Os tratamentos

foram testados em duas repeticoes.

3.3. Métodos analiticos

A demanda quimica de oxigénio (DQO) foi determinada pelo método
colorimétrico (espectrofotdmetro Pharmacia Novaspec® 1) por refluxo
fechado. A acidez e a alcalinidade foram determinadas por métodos

titulométricos. Para determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH) foi
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Quadro 8 — Concentracdo de cada antibidtico utilizada nas diferentes
combinacodes

Concentracédo de Antibiético Utilizada (mg.L™)

Combinacéao

A E G O T
AEGO 31,3 25,0 7,5 25,0 -
AEGT 31,3 25,0 7,5 - 11,0
AEOT 31,3 25,0 - 25,0 11,0
AGOT 31,3 - 7,5 25,0 11,0
EGOT - 25,0 7,5 25,0 11,0
AEG 31,3 25,0 7,5 - -
AEO 31,3 25,0 - 25,0 -
AET 31,3 25,0 - - 11,0
AGO 31,3 - 7,5 25,0 -
AGT 31,3 - 7,5 - 11,0
AOT 31,3 - - 25,0 11,0
EGO - 25,0 7,5 25,0 -
EGT - 25,0 7,5 - 11,0
EOT - 25,0 - 25,0 11,0
GOT - - 7,5 25,0 11,0
AE 31,3 25,0 - - -
AG 31,3 - 7,5 - -
AO 31,3 - - 25,0 -
AT 31,3 - - - 11,0
EG - 25,0 7,5 - -
EO - 25,0 - 25,0 -
ET - 25,0 - - 11,0
GO - - 7,5 25,0 -
GT - - 7,5 - 11,0
oT - - - 25,0 11,0

Legenda: A = amoxicilina, E = enrofloxacina, G = gentamicina, O = oxitetraciclina e T = tilosina

utiizado um pH-metro digital (Digimed DM 20), em que o eletrodo foi
mergulhado diretamente na amostra sem diluigdo. As concentragbes de
sélidos totais, fixos e volateis foram determinadas segundo o método
gravimétrico. Essas metodologias encontram-se devidamente descritas no
Standard Methods of Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).
Para determinar a concentracdo de sélidos sedimentaveis, utilizou-se
a metodologia descrita por IMHOFF e IMHOFF (1996), que consiste na

sedimentag¢d@o da amostra em cone de Imhoff, apds 1 hora de repouso.
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3.4. Ajuste do modelo cinético e andlise estatistica

Um modelo cinético de primeira ordem foi ajustado para os dados de
eficiéncia de remocdo de matéria orgéanica, expressa em DQO, ao longo do
tempo, para as diversas combinagdes avaliadas.

A equacdo diferencial de cinética que representa o modelo de

primeira ordem é expressa como:

. ke
dt

em que
C = concentracdo de matéria organica (mg DQOI/L);
t = tempo (em horas); e
k = constante de proporcionalidade de consumo de matéria organica

(h™).

Considerando-se uma concentragéo inicial Co para um tempo inicial to

igual a zero e integrando-se a equagao anterior, tem-se:

C=Cge Kt (1)

A eficiéncia representada pelo porcentual de remogdo de matéria

organica (ER) pode ser calculada como:

.100% (2)

Portanto, substituindo-se o resultado (1) em (2), obtém-se o modelo
que foi ajustado aos dados referentes a avaliagdo do efeito inibitorio dos

antibioticos sobre a eficiéncia de remogdo de DQO pela microbiota:

ER =100.(1- e 1) 3)
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O ajuste do modelo (3) acrescido do termo referente ao erro aleatdrio
foi realizado com o programa estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary NC)
versao 8.2, licenciado para a UFV 2006. Foi utilizado o procedimento NLIN
do SAS com o método Gauss-Newton.

A metodologia empregada consistiu em ajustar um modelo com
variaveis indicadoras, o que permitiu comparar o pardmetro cinético k do

modelo ajustado para o tratamento-controle com os obtidos para cada um

dos tratamentos, designados como k? = kj +k:

g 3 ls ke +k2t 1
ERij :100é|.- exp®s g at €jj»
& 0
€ a
em que
ERj; = eficiéncia de remogéo de DQO observada para o j-€simo

tratamento no i-ésimo tempo, sendo a varidvel indicadora Is =1 se ERj

pertence ao j-ésimo tratamento (s = j); e

Is =0, caso contrario.

Nas inferéncias estatisticas foram consideradas as seguintes

hipoteses:
Ho: kj = 0, ou seja, k? =k, e o pardmetro cinético do modelo ajustado

para o j-ésimo tratamento € estatisticamente igual ao ajustado para o

tratamento-controle;
Hi: k; ? 0, ou seja, k? 1k e o efeito do j-ésimo tratamento é

estatisticamente diferente do tratamento-controle.

Além da andlise estatistica por regressdo ndo-linear das curvas, 0s
resultados obtidos para a regido de estabilidade de eficiéncia de remogéao de
DQO foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico
SAS (SAS Institute Inc., Cary NC) verséo 8.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Procedimentos preliminares

4.1.1. Avaliacdo do tratamento do efluente natural e meio sintético em
reator UASB

Para verificar a possibilidade de substituicdo do efluente de
suinocultura por meio sintético na avaliacdo do efeito de compostos
antibioticos sobre a digestdo anaerébia, foi realizado um experimento de
comparacao entre esses meios. O Quadro 9 apresenta as caracteristicas
fisico-quimicas do meio sintético formulado e do efluente natural de
suinocultura, obtido nas duas coletas realizadas durante o experimento.

Observa-se que tanto o meio sintético quanto o efluente de
suinocultura, principalmente o proveniente da segunda coleta, possuem
elevada concentracdo de DQO, indicando elevado conteado de matéria
organica nesses meios.

A variacdo observada entre as duas coletas do efluente natural se deve
as suas caracteristicas que dependem de varios fatores, dentre eles o grau
de diluigcéo, devendo ser ressaltado que os dados obtidos estdo de acordo
com a maioria dos resultados reportados na literatura (CINTOLI et al., 1995;
SANCHEZ et al.,, 1995; LOMAS et al., 2000; OLMI, 2002; SANCHEZ et al.,
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Quadro 9 — Caracteristicas dos efluentes®

Efluente Natural

Parametros Fisico-Quimicos Meio Sintético Primeira Coleta Segunda Coleta
Bruto Filtrado Bruto Filtrado
Demanda Quimica de
Oxigénio — DQO 4,41 (0,11) 6,44 (0,12)  571(002) 16,04 (1,65 12,88 (1,88)
(9.L7)
SO"dOS(;‘EF?)'S - ST 12,81 (1,36)  3,65(0,30) 352 (0,16) 7,70 (0,84) 7,34 (0,65)
S6lidos TOgg'f.f)'X"s - STF 2,89 (0,65) 132(017)  135(0,05) 263 (0.24) 2,30 (0.17)
Sélidos To“’}g ¥P)'ate's STV 992071 234(048)  226(015) 507 (0,90) 504 (0.55)
Selidos S‘?g:f‘fﬂ;a"e's -SS 0,0 (0,0) 18,0 (2,0) 9.0(L0)  500(60) 150 (4.0)
Alcalinidade
(@ GaCo- LY 0,93 (0,11) 253(0,17) 2,24 (0,06) 3,93(0,10) 3,40 (0,06)
pH 7,81 (0,02) 727(0,03)  7,33(003) 7,31(0,02) 675 (0,01)

! valores médios (desvio-padr&o) de triplicatas.

2005). Observa-se ainda que a etapa de pré-tratamento (decantagdo e
filtracdo) promoveu reducéo na DQO de 11,3% e de 19,7% para a primeira e
segunda coleta, respectivamente.

O efluente de suinocultura obtido na segunda coleta foi diluido na
propor¢do de uma parte de efluente para 2,25 partes de 4gua destilada, para
que a DQO se igualasse a do efluente da primeira coleta, ndo alterando
assim as cargas organicas volumétricas e as cargas biolégicas aplicadas
aos reatores.

A Figura 10 representa a eficiéncia de remocéo de DQO para o meio
sintético e para o efluente natural de suinocultura, observado durante 94 dias
de operacéo do sistema.

Observa-se que o0s reatores apresentaram desempenhos similares,
tendo alcancado regime permanente apos cerca de 40-45 dias de
operacdo. Tanto em relacdo ao meio sintético quanto ao efluente natural,
constata-se ainda que quanto maior a carga biologica aplicada, menor a
eficiéncia de remocdo de DQO alcangada, provavelmente devido, dentre
outros aspectos, ao menor tempo de detengdo hidraulica, sendo 2,85 e
1,42 dias para 0,2 e 0,4 kg DQO.kg STV '.d*, respectivamente.
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Figura 10 — Variacdo da eficiéncia de remocdo de DQO. A) carga bioldgica
de 0,2kgDQO.kgSTV'd?'; e B) carga biolégica de
0,4 kg DQO.kg STV .d™.

Para permitir melhor comparacdo entre os efluentes, estes foram
caracterizados em relacdo a diversos parametros fisico-quimicos apés o
periodo de tratamento ao qual foram submetidos, cujos valores se
encontram apresentados no Quadro 10.

Nota-se que apos o tratamento houve reducao acentuada na DQO e
no teor de solidos, além de aumento do pH dos meios. Observa-se ainda
diferenca na alcalinidade, que antes do tratamento apresentou menor valor
para o meio sintético e maior valor para o efluente natural, e ao final do
experimento os valores obtidos para todos reatores permaneceram entre 1,7
e 2,1g CaCOsz.L™". Uma vez que a alcalinidade é um fator diretamente
relacionado ao poder tamponante do meio (BITTON, 1994; van HAANDEL e
LETTINGA, 1994, CHERNICHARO, 1997), acredita-se que ela tenha
favorecido a acdo das archaeas metanogénicas responsaveis pela
conversao dos acidos organicos a CH, e CO,, aumentando o pH.
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Quadro 10 — Parametros operacionais e caracteristicas dos efluentes apés o

tratamento?
Parametro Efluente Natural Meio Sintético
Vaz&o (mL.min™) 0,5 1,0 0,5 1,0
CB (Kg DQO.Kg SvTt.d?) 0,2 0,4 0,2 0,4
COV (Kg DQO. m3.d? 2,00 3,99 1,55 3,08
%eg‘o"’“zgﬁ_%“im'ca de Oxigénio - 077 (010)  1,07(017)  015(0,02) 0,28 (0,01)
Remogao de DQO (%) 89,1 84,2 97,3 93,4
Solidos Totais - ST(g.L'™) 1,25 (0,25) 1,59 (0,05) 1,80 (0,08) 1,96 (0,09)
Sélidos Totais Fixos - STF (g.L™") 0,7 (0,31) 1,07 (0,07) 1,22 (0,35) 1,58 (0,05)
Solidos Totais Volateis - STV (g.L") 0,54 (0,06) 0,52 (0,11) 0,58 (0,30) 0,38 (0,04)
Sélidos Sedimentaveis - SS (mL.L'l) 0,4 0,3 0,7 0,0
Alcalinidade (g CaCOs.L™) 2,01(0,01) 2,10 (0,12) 1,85 (0,02) 1,77 (0,01)
pH 8,63(0,01) 8,56 (0,01) 8,69 (0,03) 8,55 (0,02)

! valores médios (desvio-padr&o) de triplicatas.

Os valores de eficiéncia de remogdo de DQO alcancados foram
menores para o efluente natural, provavelmente devido & sua complexa
composicdo e ao fato de que a DQO do meio sintético se deve
principalmente a presenca de glicose, aclUcar prontamente utilizavel pela
microbiota, o que facilita sua digestéo.

Os resultados mostram ainda que 0s reatores com meio sintético
apresentaram comportamentos similares aos que continham efluente
natural, tanto em relacdo a eficiéncia de remocdo de matéria organica,
guanto a estabilidade do sistema, o que aponta para a possibilidade de sua
utilizagdo como modelo em experimentos de avaliagdo de sistemas de

tratamento de efluentes de suinocultura.
4.1.2. Caracterizacéo do in6culo
O lodo coletado na Pif Paf Alimentos S/A apresentou, antes (lodo

bruto) e ap6s o processo de lavagem de ceélulas (lodo lavado com meio

sintético), as caracteristicas fisico-quimicas descritas no Quadro 11.

49



Quadro 11 — Caracteristicas do lodo anaerdbio utilizado nos experimentos*

Parametro Lodo Bruto Lodo Lavado
Sélidos Totais (g.L™) 22,67 (0,45) 27,61 (0,80)
Sélidos Totais Fixos (g.L™) 10,80 (0,06) 13,11 (0,19)
Sélidos Totais Volateis (g.L™) 11,87 (0,51) 14,50 (0,97)

Y valores médios (desvio-padrio) de triplicatas.

Observa-se aumento nos teores das fracdes de sélidos avaliadas
apés a lavagem das células. Isso ocorre devido a substituicdo do
sobrenadante proveniente da centrifugacdo por meio sintético fresco, que
apresenta alto teor de matéria organica e minerais, com a finalidade de
remover residuos do meio original e iniciar a adaptagédo do in6culo ao novo

meio.

4.1.3. Determinagao da concentracdo inicial de lodo

Com o objetivo de definir a concentragédo de lodo que deveria ser
utilizada nos experimentos, reatores que continham diferentes relagoes
alimento/microrganismo (A/M) foram avaliados em relacdo a eficiéncia de
remocao de matéria organica e estabilidade do pH.

A Figura 11 apresenta a variagdo da eficiéncia de remogédo de DQO
ao longo do tempo, para as relagdes A/M avaliadas no experimento em
batelada, que variaram de 0,5 a 2,59 DQO.g STV'. Todos os reatores
foram purgados com gés nitrogénio, exceto o referente a relacdo A/M de
1,5 g DQO.g STV, que foi avaliado com e sem purga do headspace.

Observa-se aumento mais acentuado da eficiéncia de remocao de
DQO durante as primeiras horas do experimento em batelada,
provavelmente devido ao rapido consumo da matéria organica de facil
degradacgéo por microrganismos acidogénicos, tendo as demais etapas do
processo, como a acetogénese e a metanogénese, sido realizadas de forma
mais lenta.

A Figura 12 apresenta a variacdo do pH do sistema ao longo do

tempo, para as relagbes A/M avaliadas no experimento em batelada.
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Figura 11 — Variagcdo da eficiéncia de remocdo de DQO para diferentes
relagbes A/M (sp = sem purga).

Verifica-se que valores de pH mais elevados foram obtidos nos sistemas que
operaram com as menores relacdes A/M, o que corresponde ao maior
equilibrio da eficiéncia de remocao de DQO.

Nota-se que o reator correspondente a relacdo alimento/micror-
ganismo de 0,5 g DQO.g STV atingiu 70% de eficiéncia de remocdo de
DQO em menos de 24 horas, com rapida queda do pH em virtude da
producéo de &cidos orgénicos e sua posterior elevagdo, devido ao consumo
dos respectivos acidos durante a metanogénese. Segundo van HAANDEL e
LETTINGA (1994), CHERNICHARO (1997) e CHYNOWETH et al. (1998),
esse comportamento é caracteristico de digestao anaerdbia eficiente.

Para as relagdes A/M de 1,0 e 1,5 g DQO.g STV' e 1,5 g DQO.g STV
sem purga do headspace, foram observados comportamentos de eficiéncia
de remocédo de DQO e de variacdo de pH semelhantes, o que demonstra ser
desnecessaria a purga com gas nitrogénio.

Os sistemas que continham os maiores valores de relagdo A/M
avaliados (2,0 e 2,5 gDQO.gSTV") apresentaram comportamentos

caracteristicos de sistemas submetidos a altas cargas orgéanicas, em que a
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Figura 12 — Variagao de pH para diferentes relagées A/M (sp = sem purga).

taxa de consumo de &cidos orgéanicos volateis por meio da metanogénese
ndo acompanha sua taxa de producdo, resultando em acumulo desses
acidos no meio. Esse acumulo de acidos pode exercer efeito inibitdrio sobre
0S microrganismos metanogénicos, prejudicando a digestdo anaerébia
(RAJESHWARI et al.,, 2000; SHULER e KARGI, 2002). A eficiéncia de
remocdo de DQO alcancada pelos sistemas foi menor que 60 e 50%,
respectivamente.

Com base nos resultados apresentados, a relagdo alimento/micror-
ganismo adotada para as demais etapas do trabalho foi de
1,0 g DQO.g STV, Esse valor encontra-se dentro da faixa de relagdo A/M
(0,5 e 2,5 g DQO.g STV?!) normalmente estabelecida para avaliacdo da
atividade metanogénica especifica (AME), correspondente a atividade
maxima do grupo de microrganismos metanogénicos, geralmente
responsaveis pela etapa limitante do processo de digestdo anaerébia
(CHERNICHARO, 1997; JAWED e TARE, 1999; LOPEZ-FIUZA et al., 2002).
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4.2. Avaliacdo do efeito inibitério dos antibiéticos sobre a digestéo

anaerdbia

O efeito inibitorio para as diferentes combinagfes de antibidticos
(tratamentos) sobre a microbiota presente nos reatores, incluindo o controle
(sem antibidtico), foi avaliado em relacdo a eficiéncia de remocéo de DQO e
ao comportamento do pH ao longo do tempo.

As inferéncias foram realizadas, comparando-se cada tratamento com
o0 tratamento-controle.

Nos graficos apresentados a seguir os pontos plotados referem-se

aos valores médios obtidos de duas observacdes experimentais.

4.2.1. Avaliacao do efeito inibitério individual dos antibioticos

4.2.1.1. Amoxicilina

A Figura 13 representa o comportamento observado para a eficiéncia
de remocédo de DQO para as diferentes concentracbes de amoxicilina

(tratamentos) avaliadas (15,7 a 93,9 mg/L) e para o controle.
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Figura 13 — Eficiéncia de remocdo de DQO nos meios com diferentes
concentragcdes de amoxicilina.
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Observa-se aumento mais acentuado da eficiéncia de remocéo de
DQO para as primeiras 24 horas do experimento em batelada, o que pode
ser justificado pelo rapido consumo da matéria organica de facil degradacao
por microrganismos acidogénicos, sendo as demais etapas do processo,
como a acetogénese e a metanogénese, realizadas de forma mais lenta.

ApoOs cerca de 84 horas, houve estabilizac@o da eficiéncia de remocéo
de DQO para todos os tratamentos. Comparando essa regiéo de estabilidade
para cada tratamento em relagdo ao controle, observa-se que apenas 0 meio
com a maior concentragéo de amoxicilina (93,9 mg/L) diferiu significativamente
(p < 0,05) do controle, apresentando menor valor médio de eficiéncia.

No Quadro 12 estdo os valores estimados da constante de

proporcionalidade de consumo de matéria orgénica (k} =k; +k) para as

diferentes concentra¢des de amoxicilina avaliadas e para o controle.

Quadro 12 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios acrescidos de amoxicilina

Reator K =k;+k(h™
Controle 0,0263%
Amoxicilina 15,7 mg/L 0,0227*
Amoxicilina 31,3 mg/L 0,0223*
Amoxicilina 63,6 mg/L 0,0222*
Amoxicilina 96,9 mg/L 0,0210*

# k; para o controle igual a zero.
* significativamente diferente do controle (p < 0,05).

A andlise estatistica por regressdo ndo-linear das curvas
representadas na Figura 13 revelou que o antibiotico amoxicilina apresentou
efeito inibitério sobre a digestdo anaerdbia para todas as concentragdes
avaliadas, devendo-se ressaltar que quanto maior a concentragéo utilizada,
menor foi a constante de proporcionalidade de consumo de matéria organica
estimada.

Segundo CHERNICHARO (1997), em um sistema de digestédo
anaerbbia, quanto maior a concentracdo de metano no biogas produzido,
maior a eficiéncia de remocao de matéria organica, uma vez que esse gas é
produto final desse processo.
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Portanto, os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com
0os reportados por LALLAI et al. (2002), que, ao avaliarem o efeito de
amoxicilina na produgéo de biogéas durante a digestdo anaerdbia da fragédo
solida de residuo de suinocultura, constataram decréscimo na producgdo de
metano de 25 e 32% para concentracdes de amoxicilina de 60 e 120 mg/L,
respectivamente.

MASSE et al. (2000) avaliaram o efeito de penicilina, outro antibi6tico
pertencente ao grupo de R-lactamicos, sobre a digestdo anaerébia
psicrofilica de residuos de suinocultura. Os autores forneceram ao suino
ragdo que continha o antibidtico na concentracdo de 16 mg/kg e verificaram
decréscimo de 35% na producgdo de metano.

As andlises estatisticas dos resultados demonstram que, apesar de
ter sido observado efeito inibitério de amoxicilina sobre a digestdo anaerdbia
para todas as concentragfes testadas, considerando o tempo total de
exposicdo, apenas a maior concentragdo deste antibidtico (93,9 mg/L)
apresentou efeito inibitério apdés 84 horas de experimento, mostrando
possivel adaptagdo microbiana as demais concentracdes.

A Figura 14 representa a variagdo do pH dos meios com as diferentes

concentragdes de amoxicilina avaliadas e para o controle.
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Figura 14 — Variagdo do pH nos meios com diferentes concentragdes de
amoxicilina.
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Observa-se que nao houve relacdo entre a concentragdo de
amoxicilina e o efeito do antibiético sobre o pH. Todos os reatores
apresentaram 0 comportamento tipico para variagdo do pH durante a
digestdo anaerdbia em sistemas em batelada, ou seja, queda acentuada nas
primeiras horas, devido a producéo de acidos organicos nas fases iniciais do
processo, e posterior aumento gradativo, devido ao consumo desses acidos
pelos microrganismos metanogénicos. Ao final do experimento, todos os

reatores alcancaram valores de pH acima de 7,2.
4.2.1.2. Enrofloxacina
A Figura 15 mostra o comportamento observado para a eficiéncia de

remocado de DQO do efluente na presenca de diferentes concentracdes de

enrofloxacina (12,5 a 75,0 mg/L) e para o controle.
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Figura 15 —Eficiéncia de remocdo de DQO nos meios com diferentes
concentragdes de enrofloxacina.

Nota-se que ap6s aproximadamente 84 horas houve estabilizacao da
eficiéncia de remocdo de DQO para os tratamentos, ndo tendo sido

observada diferenca significativa (p > 0,05) entre os tratamentos em relagéo

56



ao controle para os valores médios de eficiéncia de remocao de DQO nessa
regido de estabilidade.

No Quadro 13 séao apresentados os valores estimados da constante
de proporcionalidade de consumo de matéria organica (k]k =k; +k) para as

diferentes concentrac¢des de enrofloxacina avaliadas e para o controle.

Quadro 13 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios acrescidos de enrofloxacina

Reator K =k;+k(h™
Controle 0,0164%
Enrofloxacina 12,5 mg/L 0,0162"°
Enrofloxacina 25,0 mg/L 0,0160"
Enrofloxacina 50,0 mg/L 0,0180™
Enrofloxacina 75,0 mg/L 0,0137*

k' para o controle igual a zero.
"S k do tratamento n&o difere do controle (p > 0,05).
* significativamente diferente do controle (p < 0,05).

A andlise estatistica por regressdo ndo-linear das curvas
apresentadas na Figura 15 indica que o antibidtico enrofloxacina apresentou
efeito inibitério sobre a digestdo anaerdbia apenas no meio com a maior
concentracdo de 75,0 mg/L, ou seja, em doses normais (25,0 mg/L) esse
antibiotico ndo apresenta efeito de inibi¢cdo da atividade anaerdbia do lodo.

N&o foram encontrados na literatura dados sobre a avaliacao do efeito
de enrofloxacina, ou qualquer outro antibidtico do grupo quinolonas, sobre a
digestdo anaerdbia de residuos.

As analises estatisticas dos resultados indicam que, apesar de
observado efeito inibitério de amoxicilina sobre a digestdo anaerodbia para a
maior concentragéo testada, considerando o tempo total de exposi¢cao, nao
houve efeito inibitério nas dltimas horas do experimento, mostrando possivel
adaptacdo microbiana a essa concentracdo, apoOs certo periodo de
exposicgao.

A Figura 16 apresenta a variacdo do pH dos meios com diferentes

concentracgdes de enrofloxacina e do controle.
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Figura 16 — Variacdo do pH nos meios com diferentes concentragdes de
enrofloxacina.

Observa-se pequeno atraso na queda do pH para as concentragdes
de enrofloxacina testadas, tendo sido obtidos valores de pH acima de 7,18

nos meios avaliados.
4.2.1.3. Gentamicina

A Figura 17 representa o comportamento observado para a eficiéncia
de remocdo de DQO na presenca de diferentes concentragcdes de
gentamicina (tratamentos) (3,8 a 22,5 mg/L) e para o controle.

Observa-se que apés cerca de 84 horas houve estabilizacdo da
eficiéncia de remocdo de DQO para os tratamentos, ndo tendo sido
observada diferenca significativa (p > 0,05) entre o controle e os demais
tratamentos para os valores médios de eficiéncia de remogéo de DQO nessa
regido de estabilidade.

No Quadro 14 estdo os valores estimados da constante de
proporcionalidade de consumo de matéria orgénica (k? =kj+k) para as

diferentes concentracdes de gentamicina avaliadas e para o controle.
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Figura 17 — Eficiéncia de remocdo de DQO nos meios com diferentes
concentragdes de gentamicina.

Quadro 14 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios acrescidos de gentamicina

Reator K =k;+k(h™
Controle 0,0182°%
Gentamicina 3,8 mg/L 0,0213"™
Gentamicina 7,5 mg/L 0,0185"™
Gentamicina 15,0 mg/L 0,0178"™
Gentamicina 22,5 mg/L 0,0180"™

% k' para o controle igual a zero.
"S k do tratamento n&o difere do controle (p > 0,05).

A andlise estatistica por regressdo ndo-linear das curvas
representadas na Figura 17 mostra que o antibiético gentamicina ndo se
apresentou inibitério a digestdo anaerobia do meio para nenhuma das
concentracfes testadas. Dessa forma, pode-se constatar que, em doses
normalmente administradas, esse antibidtico ndo afeta a eficiéncia de

remocao de matéria organica pela microbiota anaerdbia presente no lodo.
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Esse resultado é de extrema importancia, pois, de acordo com PAIVA
NETTO (1984) e SPINOSA (1996), o antibiético gentamicina é utilizado de
forma intensiva na suinocultura, principalmente em infeccdes de leitbes
recém-nascidos.

A literatura n&o reporta dados sobre a avaliacdo do efeito de
gentamicina, ou qualquer outro antibiético do grupo aminoglicosideo, sobre a
digestdo anaerodbia de residuos, o que dificulta a discussdo dos resultados
obtidos para esse antibidtico.

A Figura 18 mostra a variagdo do pH do meio com diferentes

concentracdes de gentamicina e para o controle.
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Figura 18 — Variagdo do pH nos meios com diferentes concentracdes de
gentamicina.

Observa-se pequeno atraso na queda do pH para a maior
concentracdo de gentamicina avaliada, porém esse atraso ndo contribuiu
para reducdo na eficiéncia da digestdo anaerdbia, tendo sido obtidos valores

de pH final acima de 7,08 para os meios avaliados.

60



4.2.1.4. Oxitetraciclina

A Figura 19 apresenta o comportamento observado para remogéo de
DQO em diferentes concentracbes de oxitetraciclina (tratamentos) (12,5 a

75,0 mg/L) e para o controle.
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Figura 19 — Eficiéncia de remocdo de DQO nos meios com diferentes
concentracdes de oxitetraciclina.

Nota-se que ap6s aproximadamente 84 horas houve estabilizacao da
eficiéncia de remocdo de DQO para os tratamentos, ndo tendo sido
observada diferenca significativa (p > 0,05) entre o controle e os demais
tratamentos para os valores médios de eficiéncia de remogéo de DQO nessa

regido de estabilidade.

No Quadro 15 estdo os valores estimados da constante de
proporcionalidade de consumo de matéria orgéanica (k? =k; +k) para as
diferentes concentracdes de oxitetraciclina avaliadas e para o controle.

A andlise estatistica por regressao néao-linear das curvas (Figura 18)
indica que o antibittico oxitetraciclina ndo se apresentou inibitério a digestao
anaerbbia do meio para nenhuma das concentracdes testadas. Dessa forma,
pode-se constatar que, em doses normalmente administradas, esse
antibiético ndo afeta a eficiéncia de remocdo de matéria organica pela

microbiota anaerdbia presente no lodo.
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Quadro 15 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios acrescidos de oxitetraciclina

Reator K =k +k(h

Controle 0,0205%
Oxitetraciclina 12,5 mg/L 0,0194 ™
Oxitetraciclina 25,0 mg/L 0,0191"™
Oxitetraciclina 50,0 mg/L 0,0196 "™
Oxitetraciclina 75,0 mg/L 0,0198 "™

# k; para o controle igual a zero.
"S k do tratamento n&o difere do controle (p > 0,05).

Os resultados obtidos para oxitetraciclina estdo de acordo com o0s
reportados por LALLAI et al. (2002), que ndo constataram decréscimo na
producdo de gds metano ao avaliarem o efeito desse antibidtico, nas
concentracdes de 125 e 250 mg/L, durante a digestdo anaerébia da fragédo
sélida de residuo de suinocultura.

Os resultados encontrados neste trabalho séo ainda similares aos
obtidos por VAREL e HASHIMOTO (1981), que ndo encontraram efeito
inibitério ao avaliarem o efeito de clortetraciclina, outro antibiético integrante
do grupo das tetraciclinas, na producéo de gas metano durante a digestdo
anaerobia de esterco bovino.

MASSE et al. (2000) avaliaram o efeito de tetraciclina sobre a
digestdo anaerdbia psicrofilica de residuos de suinocultura. Os autores
forneceram aos animais ragdo que continha o antibidtico na concentracao de
550 mg/kg e constataram que ndo houve efeito do composto sobre a
eficiéncia de remocdo de matéria organica, embora tenha ocorrido um
decréscimo de 25% na produgcdo de metano. Os resultados obtidos por
esses autores sdo semelhantes aos reportados por ARIKAN et al. (2006),
que verificaram reducdo de 27% na producéo de biogas durante a digestédo
anaerbbia de esterco de bezerros previamente tratados com oxitetraciclina
durante cinco dias, na concentracéo de 22 mg.kg™ animal.d™.

A Figura 20 apresenta a variacdo do pH dos meios com diferentes

concentragcdes de gentamicina e do controle.
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Figura 20 — Variagdo do pH nos meios com diferentes concentracdes de
oxitetraciclina.

Observa-se que nao houve relacdo entre a concentragdo de
oxitetraciclina e o efeito desse antibiético sobre o pH. Todos os reatores
apresentaram o comportamento tipico para variacdo do pH durante a
digestdo anaerdbia em sistemas em batelada, alcancando, ao final do

experimento, valores de pH acima de 7,2.

4.2.1.5. Tilosina

A Figura 21 apresenta o comportamento observado para a remogéo
de DQO do meio na presenca de diferentes concentracdes de tilosina
(tratamentos) (5,5 a 33,0 mg/L) e para o controle.

Observa-se que apos 98 horas de batelada as eficiéncias de remocao
de DQO de todas as concentragdes se estabilizaram, tendo sido observada
diferenca significativa (p < 0,05) entre os valores médios de eficiéncia de
remocgéo de DQO dos tratamentos em relacdo ao controle para as maiores

concentracdes de tilosina avaliadas (22,0 e 33,0 mg/L).
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Figura 21 — Eficiéencia de remocdo de DQO nos meios com diferentes
concentracdes de tilosina.

No Quadro 16 estdo os valores estimados da constante de
proporcionalidade de consumo de matéria organica (k? =kj +k) para as

diferentes concentracdes de tilosina avaliadas e para o controle.

Quadro 16 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios acrescidos de tilosina

Reator K =k +k(h
Controle 0,0203%
Tilosina 5,5 mg/L 0,0187"°
Tilosina 11,0 mg/L 0,0159*
Tilosina 22,0 mg/L 0,0129*
Tilosina 33,0 mg/L 0,0122*

#k; para o controle igual a zero.
"S k do tratamento n&o difere do controle (p > 0,05).
* significativamente diferente do controle (p < 0,05).

A andlise estatistica por regressdo ndo-linear das curvas
representadas na Figura 21 revelou que o antibiético tilosina ndo apresentou

efeito inibitério a digestdo anaerébia do meio apenas para a menor

64



concentragdo avaliada, ou seja, em doses normalmente administradas esse
antibiotico afeta a eficiéncia de remocao de matéria organica da microbiota
anaerébia presente no lodo, devendo ser ressaltado que quanto maior a
concentracdo de amoxicilina utilizada menor foi a estimativa da velocidade
de consumo de matéria orgéanica.

Esse resultado é semelhante ao reportado por HILPERT et al. (1984),
qgue ao avaliarem o efeito de tilosina na concentragéo de 100 mg/L sobre a
digestdo anaerdbia de esgoto doméstico obtiveram reducdo de 35% na
producéo de gas metano.

Por outro lado, MASSE et al. (2000) avaliaram o efeito de tilosina
sobre a digestdo anaerdbia psicrofilica de residuos de suinocultura,
fornecendo ao suino ragdo que continha o antibiético na concentragdo de
110 mg/kg, néo verificando efeito do composto sobre a eficiéncia de
remocao de matéria organica ou sobre a producéo de biogés. Esse resultado
provavelmente se deve ao fato de que, ao ser diluido com urina e agua de
limpeza, o antibidtico pode ter apresentado concentragdo inferior as
avaliadas nesse trabalho.

Os resultados obtidos pelas analises estatisticas dos dados indicam
que, apesar de observado efeito inibitério de tilosina sobre a digestao
anaerdbia para a concentragcdo de 11 mg/L, esta ndo apresentou efeito
inibitdrio ao final do experimento, mostrando possivel adaptacdo microbiana
a essa concentragao, apos certo periodo de exposicao.

A Figura 22 apresenta a variagao do valor de pH dos meios contendo
diferentes concentracdes de gentamicina e do controle.

Observa-se queda um pouco menos acentuada do valor de pH para a
maior concentracdo de tilosina avaliada, indicando possivel inibicdo do
antibiotico sobre os microrganismos produtores de acidos, tendo sido obtidos

valores de pH acima de 7,32 nos meios avaliados.
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Figura 22 — Variagdo do pH nos meios com diferentes concentracdes de
tilosina.

4.2.2. Avaliacdo do efeito combinado dos antibi6ticos sobre a digestao

anaeroébia

Nessa etapa do trabalho, ndo foi possivel comparar o efeito
combinado dos antibiéticos com os obtidos por outros autores, devido a
auséncia desse tipo de informagédo na literatura, uma vez que os trabalhos
encontrados reportam apenas dados do efeito inibitério individual dos

respectivos compostos.

4.2.2.1. Avaliacéo do efeito da combinagéo de todos os antibiéticos

Na Figura 23 estd o comportamento observado para remocgdo de
DQO do efluente na presenca de diferentes combinagbes dos cinco
antibiéticos (tratamentos) avaliados (0,5 a 3X) e para o controle.

Observa-se que o tratamento-controle alcangou cerca de 50% de
eficiéncia de remocéo de DQO nas primeiras 24 horas de batelada, devendo
ser ressaltado que, para os demais tratamentos, a eficiéncia de remocao
alcancada néao ultrapassou 30%.
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Figura 23 — Avaliacdo da remocdo de DQO nos meios com diferentes
combinagbes dos cinco antibidticos testados. X =
concentragbes de 31,3, 250, 7,5, 250 e 11,0mgL™ de
amoxicilina, enrofloxacina, gentamicina, oxitetraciclina e tilosina,
respectivamente.

Houve estabilizacdo da remocéo de DQO do tratamento-controle nas
tltimas horas de experimento. Comparando os valores médios de eficiéncia
de remogéo de DQO do controle na regido de estabilidade com as obtidas
para os demais tratamentos, conclui-se que apenas a menor combinagéo de
todos os antibidticos (0,5X) ndo diferiu significativamente do controle (p > 0,05).

No Quadro 17 estdo os valores estimados da constante de

proporcionalidade de consumo de matéria organica (kj =kj+k) para as

diferentes combinagfes dos cinco antibidticos avaliados e para o controle.

A andlise estatistica por regressdo ndo-linear das curvas
representadas na Figura 23 indica que a combinagdo dos cinco antibioticos
avaliados possui efeito inibitério sobre a digestdo anaerobia do meio até
mesmo para as menores concentragfes desses compostos, ou seja, em
doses normalmente administradas a combinagdo dos diversos compostos
afeta a eficiéncia de remogéo de matéria organica da microbiota anaerdbia
presente no lodo, devendo ser ressaltado que quanto maior a concentragcao
utilizada na combinacdo, menor foi a constante de proporcionalidade de
consumo de matéria organica.
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Quadro 17 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios com combinagdes dos cinco antibidticos

Reator ki =kj+k (h™)

Controle 0,0204%
0,5X 0,0142*
10X 0,0108*
20X 0,0099*
3,0X 0,0079*

X = concentragbes de 31,3; 25,0; 7,5; 25,0 e 11,0 mg.L'1 de amoxicilina, enrofloxacina,
gentamicina, oxitetraciclina e tilosina, respectivamente.

k' para o controle igual a zero.

* significativamente diferente do controle (p < 0,05).

Os resultados obtidos pelas analises estatisticas dos dados indicam
que, apesar de observado efeito inibitério de todas as combinacdes dos
cinco antibidticos sobre a digestdo anaerdbia do meio, considerando o
tempo total de exposigcéo, a combinagdo das menores concentracdes (0,5X)
ndo apresentou efeito inibitério nas Udltimas horas do experimento,
possivelmente devido & adaptagdo microbiana as condi¢des adversas do meio.

A Figura 24 mostra a variagdo do pH para as diferentes combinacgdes
dos cinco antibioticos (tratamentos) (0,5 a 3X) e para o controle.

Constatou-se atraso na queda do valor de pH em relacéo ao controle
para as combinac¢des de menores concentragdes dos antibioticos (0,5X e X).
Para as demais combinacgdes (2X e 3X) observou-se, além de atraso, queda
pouco acentuada do pH. Esses resultados indicam que oS microrganismos
produtores de A&cidos foram inibidos pela combinagdo dos antibidticos
testados, tendo sido obtidos, ao final do experimento, valores de pH acima
de 6,89 nos meios avaliados.

De acordo com os resultados obtidos, devido ao fato de as
combinac¢des dos cinco antibidticos avaliados terem apresentado efeito
inibitdrio sobre a digestdo anaerdbia do meio, optou-se por avaliar as demais
combinagfes dos antibidticos (combinados 2 a 2, 3 a 3 e 4 a 4) na
concentracdo normalmente utilizada (concentragdo X de cada um dos

compostos).
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Figura 24 — Variagdo do pH nos meios com diferentes combinagbes dos
cinco antibidticos testados. X =concentra¢des de 31,3, 25,0,
75, 250 e 11,0 mg.L'l de amoxicilina, enrofloxacina,
gentamicina, oxitetraciclina e tilosina, respectivamente.

4.2.2.2. Avaliacao do efeito dos antibiéticos combinados quatro a quatro

A Figura 25 apresenta o comportamento observado para remocgéo de
DQO dos meios com 0s cinco antibiéticos combinados quatro a quatro
(tratamentos) e para o controle.

Observa-se que o tratamento-controle alcangou cerca de 50% de
eficiéncia de remocéo de DQO nas primeiras 24 horas de batelada, devendo
ser ressaltado que, para os demais tratamentos, a eficiéncia de remocao
alcancada néao ultrapassou 35%.

Comparando os valores médios de eficiéncia de remocédo de DQO do
controle com as obtidas para os demais tratamentos, apds 93 horas de
experimento, conclui-se que apenas a combinacdo dos antibidticos
amoxicilina, enrofloxacina, gentamicina e oxitetraciclina n&o diferiu

significativamente do controle (p > 0,05).
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Figura 25 - Avaliagdo da remocdo de DQO nos meios com diferentes
combinagbes quatro a quatro dos antibiéticos testados.
A = amoxicilina 31,3 mg.L?, E =enrofloxacina 25,0 mg.L™,
G = gentamicina 7,5 mg.L™, O = oxitetraciclina 25,0 mg.L" e
T =tilosina 11,0 mg.L™.

No Quadro 18 estdo os valores estimados da constante de

proporcionalidade de consumo de matéria organica (k; =k, +k) para as

diferentes combinagfes quatro a quatro dos cinco antibiéticos avaliados e

para o controle.

Quadro 18 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios com o0s cinco antibiéticos combinados
guatro a quatro

Reator ki =k +k(h™)
Controle 0,0199%
AEGO 0,0142*
AEGT 0,0127*
AEOT 0,0120*
AGOT 0,0110*
EGOT 0,0109*

A = amoxicilina 31,3 mg.L'l, E = enrofloxacina 25,0 mg.L'l, G = gentamicina 7,5 mg.L'l,
O = oxitetraciclina 25,0 mg.L™ e T = tilosina 11,0 mg.L*

# k; para o controle igual a zero.

* significativamente diferente do controle (p < 0,05).
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A analise estatistica por regressdo linear das curvas (Figura 25)
mostra que todas as combinagbes quatro a quatro dos cinco antibiéticos
avaliados neste trabalho possuem efeito inibitério sobre a digestdo anaerdbia,
ou seja, em doses normalmente administradas essas combinac¢des afetam a
eficiéncia de remocéo de matéria organica da microbiota anaerdbia presente no
lodo. Isso pode ter ocorrido devido a presenca de pelo menos um dos
antibioticos que apresentaram efeito inibitério quando testados isoladamente
nessa concentracdo, ou seja, a amoxicilina e a tilosina. Outra provavel
justificativa seria o efeito sinergistico entre os compostos testados,
potencializando o efeito isolado, o que tornao efeito global significativo.

Os resultados obtidos pelas analises estatisticas dos dados indicam
que, apesar de observado efeito inibitério de todas as combinagfes quatro a
quatro dos cinco antibidticos sobre a digestdo anaerGbia do meio,
considerando o tempo total de exposigdo, a combinagcdo de amoxicilina,
enrofloxacina, gentamicina e oxitetraciclina ndo apresentou efeito inibitério
nas Ultimas horas do experimento, possivelmente devido & adaptacdo
microbiana as condi¢des adversas do meio.

A Figura 26 mostra a variagdo do pH dos meios para as combinagdes
quatro a quatro dos cinco antibitticos (tratamentos) e para o controle.

Observa-se atraso na queda do valor de pH para todas as
combinacgdes, indicando que os microrganismos produtores de Acidos foram
inibidos pela combina¢do dos antibidticos testados, sendo encontrados

valores de pH final acima de 6,91.

4.2.2.3. Avaliacéo do efeito dos antibiéticos combinados trés a trés

A Figura 27 apresenta o comportamento observado para as
eficiéncias de remogcdo de DQO dos meios com 0s cinco antibiéticos
combinados trés a trés (tratamentos) e para o controle.

Observa-se que o tratamento-controle alcangou cerca de 50% de
eficiéncia de remocéo de DQO nas primeiras 24 horas de batelada, devendo
ser ressaltado que, para os demais tratamentos, a eficiéncia de remogéo

alcancada néao ultrapassou 35%.
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Figura 26 — Variacdo do pH nos meios com diferentes combinagbes quatro a

quatro dos cinco antibidticos testados. A = amoxicilina

31,3mg.L?, E =enrofloxacina 25,0 mg.L?, G = gentamicina

7,5mg.L?, O =oxitetraciclina 25,0 mgL* e T=tilosina
11,0 mg.L™.

Comparando os valores médios de eficiéncia de remocao de DQO do
controle com as obtidas para os demais tratamentos, apdés 93 horas de
experimento, conclui-se que as combinacdes de amoxicilina, enrofloxacina e
gentamicina; amoxicilina, gentamicina e tilosina; amoxicilina, oxitetraciclina e
tilosina; enrofloxacina, gentamicina e oxitetraciclina; e gentamicina,
oxitetraciclina e tilosina n&o diferiram significativamente do controle
(p > 0,05).

No Quadro 19 estdo os valores estimados da constante de

proporcionalidade de consumo de matéria organica (kf =k; +k) para os cinco

antibioticos combinados trés a trés e para o controle.

A andlise estatistica por regresséo linear das curvas (Figura 27) indica
que todas as combinacdes trés a trés dos cinco antibidticos avaliados
apresentaram efeito inibitorio sobre a digestdo anaerdbia do meio, uma vez
gue as constantes de proporcionalidade de consumo de matéria organica

estimadas para essas combinacdes foram menores do que a observada
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Figura 27 — Avaliacdo da remocdo de DQO nos meios com diferentes combinacdes trés a trés dos antibidticos testados.
A = amoxicilina 31,3 mg.L™", E = enrofloxacina 25,0 mg.L™, G = gentamicina 7,5 mg.L™", O = oxitetraciclina 25,0 mg.L™
e T =tilosina 11,0 mg.L™.
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Quadro 19 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica nos meios com 0s cinco antibiéticos combinados trés

atrés

Reator ki =k +k(h™)

Controle 0,0215%
AEG 0,0145*
AEO 0,0131*
AET 0,0112*
AGO 0,0135*
AGT 0,0168*
AOT 0,0146*
EGO 0,0140*
EGT 0,0137*
EOT 0,0144*
GOT 0,0176*

A = amoxicilina 31,3 mg.L?, E = enrofloxacina 25,0 mg.L*, G = gentamicina 7,5 mg.L™,
O = oxitetraciclina 25,0 mg.L'1 e T =tilosina 11,0 mg.L'1

k' para o controle igual a zero.

* significativamente diferente do controle (p < 0,05).

para o controle, ou seja, em doses normalmente administradas essas
combinacdes afetam a eficiéncia de remogdo de matéria organica da
microbiota anaerdbia presente no lodo.

Os resultados obtidos pelas analises estatisticas dos dados indicam
que, apesar de observado efeito inibitério de todas as combinacdes trés a
trés dos cinco antibibticos sobre a digestdo anaerdbia do meio, considerando
o tempo total de exposigéo, algumas combinagdes (AEG, AGT, AOT, EGO e
GOT) nado apresentaram efeito inibitério nas ultimas horas do experimento,
possivelmente devido & adaptagdo microbiana as condigbes adversas do
meio.

O efeito inibitério observado para a combinac¢é@o dos antibioticos que
ndo apresentaram inibicdo a digestdo quando avaliados isoladamente, na
mesma concentracdo, ou seja, enrofloxacina, gentamicina e oxitetraciclina,
pode ter sido devido ao efeito sinergistico entre esses compostos.

A Figura 28 mostra a variacdo do pH dos meios com as combinacdes

trés a trés dos cinco antibitticos (tratamentos) e do controle.
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Figura 28 — Variacdo de pH nos meios com diferentes combinac¢fes trés a trés dos cinco antibibticos testados. A = amoxicilina
31,3 mg.L?, E = enrofloxacina 25,0 mg.L™, G = gentamicina 7,5 mg.L™, O = oxitetraciclina 25,0 mg.L™" e T =tilosina
11,0 mg.L™
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Constatou-se atraso na queda do pH para todas as combinacdes,
tendo sido observada também queda pouco acentuada para algumas dessas
combinacgdes, indicando que os microrganismos produtores de acidos foram
inibidos pela combinacdo dos antibidticos testados, sendo alcancados

valores de pH final acima de 6,80.
4.2.2.4. Avaliacéo do efeito dos antibiéticos combinados dois a dois

A Figura 29 mostra o comportamento observado para as eficiéncias
de remoc¢éo de DQO dos meios com os cinco antibiéticos combinados dois a
dois (tratamentos) e para o controle.

Observa-se que o tratamento-controle alcangou cerca de 50% de
eficiéncia de remocgao de DQO nas primeiras 24 horas de batelada.

Comparando os valores médios de eficiéncia de remocédo de DQO do
controle com as obtidas para os demais tratamentos, ap6s 93 horas de
experimento, conclui-se que apenas as combinagbes de enrofloxacina e
oxitetraciclina; gentamicina e oxitetraciclina; e oxitetraciclina e tilosina
diferiram significativamente do controle (p < 0,05).

No Quadro 20 estdo os valores estimados da constante de

proporcionalidade de consumo de matéria orgénica (k} =k; +k) para os

cinco antibidticos combinados dois a dois e para o controle.

A andlise estatistica por regressdo ndo-linear das curvas
representadas na Figura 29 indica que, com exceg¢do da combinagédo de
amoxicilina com gentamicina, todas as combinagfes dois a dois dos cinco
antibioticos avaliados possuem efeito inibitério sobre a digestdo anaerdbia
do meio, ja que as estimativas de velocidades de consumo de matéria
orgéanica para essas combinagdes foram menores do que a observada para
o controle, ou seja, em doses normalmente administradas essas
combinacdes afetam a eficiéncia de remogcdo de matéria organica da
microbiota anaerdbia presente no lodo.

Os resultados obtidos pelas analises estatisticas dos dados indicam
que, apesar de observado efeito inibitério de todas as combina¢bes dois a
dois dos cinco antibidticos, exceto a combinagdo de amoxicilina com

76



100

80 -

60 -

—e— Controle
—=—AE
—A—AG
——AO
——AT
—8-EG
—=—EO
——ET
——-GO
——GT
——0T

Eficiéncia de Remocéo de DQO (%)

60 80 100 120
Tempo (h)

Figura 29 — Avaliacdo da remocgdo de DQO nos meios com diferentes combina¢fes dois a dois dos cinco antibitticos testados.
A = amoxicilina 31,3 mg.L™, E = enrofloxacina 25,0 mg.L™", G = gentamicina 7,5 mg.L™, O = oxitetraciclina 25,0 mg.L™
e T =tilosina 11,0 mg.L™.
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Quadro 20 — Constante de proporcionalidade de consumo de matéria
organica para os meios com os cinco antibiéticos combinados

dois a dois

Reator ki =kj+k(h™)

Controle 0,0215%
AE 0,0157*
AG 0,0207™
AO 0,0149*
AT 0,0173*
EG 0,0176*
EO 0,0142*
ET 0,0166*
GO 0,0166*
GT 0,0177*
oT 0,0153*

A = amoxicilina 31,3 mg.L?, E = enrofloxacina 25,0 mg.L*, G = gentamicina 7,5 mg.L™,
O = oxitetraciclina 25,0 mg.L'1 e T =tilosina 11,0 mg.L'1

%k para o controle igual a zero.

"S k do tratamento n&o difere do controle (p > 0,05).

* significativamente diferente do controle (p < 0,05).

gentamicina, sobre a digestdo anaerdbia do meio, considerando o tempo
total de exposicéo, algumas combinacdes (AE, AG, AO, AT, EG, ET e GT)
ndo apresentaram efeito inibitério nas dltimas horas do experimento,
possivelmente devido & adaptagdo microbiana as condigbes adversas do
meio.

O resultado apresentado para a combinagdo de amoxicilina com
gentamicina indica que este ultimo provavelmente possui efeito antagonista
sobre a amoxicilina, j& que o composto apresentou efeito inibitdério quando
avaliado de forma isolada.

Por outro lado, os antibidticos enrofloxacina, gentamicina e
oxitetraciclina parecem atuar de forma sinergistica, ja que suas combinagfes
apresentaram efeitos inibitérios, diferentemente do observado quando
testados nas mesmas concentracdes de forma isolada.

A Figura 30 mostra a variacdo do pH dos meios com as combinacdes

dois a dois dos cinco antibitticos (tratamentos) avaliadas e do controle.
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Figura 30 — Variacdo do pH nos meios com diferentes combinac¢des dois a dois dos cinco antibidticos testados. A = amoxicilina
31,3 mg.L™", E = enrofloxacina 25,0 mg.L™*, G = gentamicina 7,5 mg.L™, O = oxitetraciclina 25,0 mg.L* e T = tilosina
11,0 mg.L™.
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Constatou-se atraso na queda do pH para a maioria das combinacdes
dois a dois dos antibioticos. Além disso, pdde ser observada queda pouco
acentuada para algumas dessas combinac¢des, indicando que o0s
microrganismos produtores de acidos foram inibidos pela combinacé@o dos
antibidticos testados. Foram alcancados valores de pH acima de 6,80 nos

meios avaliados.
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5. CONCLUSOES

Ao comparar o desempenho de reatores UASB no tratamento do
efluente natural de suinocultura e do meio sintético elaborado, foram
observados comportamentos similares tanto em relacdo a eficiéncia de
remocdo de matéria organica e de solidos, quanto & estabilidade dos
sistemas, 0 que aponta a possibilidade da utilizagdo do meio sintético em
experimentos que avaliem os sistemas de tratamento de efluentes de
suinocultura.

Apos testar diferentes rela¢des alimento/microrganismo (relacéo A/M),
variando de 5 a 2,5 g DQO.g STV, para os experimentos em batelada,
recomenda-se a relacdo A/M de 1,0 ou 1,5 g DQO.g STV?, adotando-se
neste trabalho o valor de 1,0 g DQO.g STV™.

Ao avaliar o efeito inibitério de cada antibidtico sobre a digestédo
anaer6bia do meio, constatou-se que o antibitico amoxicilina causou
reducdo no consumo de matéria organica para todas as concentracdes
avaliadas, devendo ser ressaltado que quanto maior a concentragao
utilizada menor foi a estimativa da constante de proporcionalidade de
consumo de matéria organica. Dessa forma, conclui-se que, em doses
normalmente administradas em suinoculturas, esse antibiético causa inibicéo

da microbiota responséavel pela digestdo anaerdbia do efluente.
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Para o antibiético enrofloxacina, conclui-se que apenas a maior
concentragdo avaliada apresentou efeito inibitério, reduzindo o consumo de
matéria organica. Portanto, em doses normalmente administradas em
suinoculturas, esse antibiotico ndo possui efeito inibitério sobre a microbiota
responsavel pela digestdo anaerobia.

Em relagdo aos antibidticos gentamicina e oxitetraciclina, constatou-
se que, em doses normalmente administradas em suinoculturas, esses
compostos ndo afetam a eficiéncia de remocgao de matéria organica do meio
em digestéo.

Ao avaliar o efeito inibitério do antibiético tilosina, conclui-se que
apenas a menor concentra¢do avaliada ndo causou redu¢cdo no consumo de
matéria organica, devendo ser ressaltado que quanto maior a concentracéo
utilizada menor foi a estimativa da constante de proporcionalidade de
consumo de matéria organica. Dessa forma, em doses normalmente
administradas em suinoculturas, esse antibiético causa inibicdo da
microbiota responsavel pela digestdo anaerobia do efluente.

Avaliando-se o efeito combinado dos cinco antibiéticos, testando-se
todas as concentracdes utilizadas neste trabalho, constatou-se inibicdo no
consumo de matéria organica até mesmo para a combinacdo das menores
concentragdes de cada composto.

Ao avaliar o efeito das diversas combinagbes dos compostos
associados quatro a quatro e trés a trés, concluiu-se que todas causaram
reducdo no consumo de matéria organica, apresentando efeito inibitério
sobre a digestdo anaerobia.

Para as diversas combina¢gfes dois a dois dos cinco antibidticos
testados, apenas a associagédo de amoxicilina e gentamicina ndo apresentou
reducdo no consumo de matéria organica. Portanto, as demais combinacdes
apresentaram efeito inibitério sobre a microbiota responsavel pela digestdo
anaeroébia.

Pelos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que o uso
indiscriminado de antibiéticos em suinocultura causa a inibicdo dos
microrganismos responsaveis pela digestdo anaerdébia, que é uma

alternativa bastante utilizada para tratamento de efluentes agroindustriais.

82



6. SUGESTOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram a identificagdo das
concentragcdes dos antibidticos amoxicilina, enrofloxacina, gentamicina,
oxitetraciclina e tilosina, utilizados isoladamente ou na forma combinada, que
interferem na eficiéncia de remocdo de matéria organica em sistemas
anaerobios que operam em regime de batelada, ou seja, na eficiéncia global
do tratamento anaerdbio de efluentes. Porém, um determinado composto
pode exercer diversos efeitos inibitérios sobre os grupos microbianos
envolvidos no processo de digestdo anaerobia.

Dessa forma, sugere-se a avaliagdo do efeito dos compostos que
inibiram a eficiéncia global do processo sobre as atividades hidrolitica,
acidogénica, acetogénica e metanogénica do lodo anaerdébio.

Além disso, dependendo do tipo, da concentragdo e do mecanismo de
acdo dos compostos, a exposicao do lodo anaerdbio aos antibidticos pode
resultar na selecdo de microrganismos resistentes ou na adaptagéo
microbiana as condi¢cdes adversas, o que pode ser observado em alguns
resultados apresentados.

Portanto, sugere-se a realizagdo de novos estudos que avaliem a
digestdo anaerdbia em sistemas continuos de alimentagdo do meio sintético
contendo as concentragcdes de antibidticos consideradas inibitorias neste

trabalho.
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APENDICE A

Quadro 1A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo de

amoxicilina
Tempo Concentracdo de Amoxicilina (mg/L)

(h) Controle 15,7 31,3 62,6 93,9
0 2.699,2 2.382,5 2.540,8 2.524,2 2.557,5
12 1.628,3 1.831,4 1.787,8 2.091,9 1.976,2
24 1.376,2 1.382,5 1.541,0 1.497,5 1.540,8
36 1.105,3 976,4 1.096,4 1.021,9 1.112,8
48 907,3 724,2 935,5 941,9 890,8
60 633,4 596,4 749,9 685,1 765,8
72 290,8 490,8 433,1 490,8 449,2
84 324,2 465,8 389,5 260,4 465,8
96 190,8 190,8 282,5 2175 374,2
108 307,5 249,2 240,8 330,7 390,8
120 232,5 315,8 208,1 2425 299,2

Quadro 2A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo de
enrofloxacina

Tempo Concentracao de Enrofloxacina (mg/L)
(h) Controle 12,5 25,0 50,0 75,0
0 2.970,8 3.012,5 2.995,8 3.112,5 3.004,2
12 2.970,8 3.012,5 2.995,8 3.112,5 3.004,2
24 2.070,3 2.325,9 2.108,2 2.575,9 2.327,6
36 1.715,7 1.772,4 1.816,6 1.848,2 1.818,0
48 1.484,7 1.224.4 1.291,7 1.261,6 1.298,7
60 1.189,2 897,8 1.101,7 1.163,7 1.047,6
72 936,5 750,5 883,4 845,2 896,8
84 622,6 604,7 511,9 605,7 531,4
108 622,4 592,2 458,2 321,9 552,7
120 426,5 244.0 333,2 267,5 438,5
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Quadro 3A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo de

gentamicina
Tempo Concentracdo de Gentamicina (mg/L)

(h) Controle 3,8 7,5 15,0 22,5

0 2.786,7 2.745,0 2.578,3 2.836,7 2.870,0
12 2.786,7 2.745,0 2.578,3 2.836,7 2.870,0
24 1.920,1 2.121,9 1.816,5 2.353,4 2.231,7
36 1.593,6 1.621,0 1.561,5 1.681,7 1.747,1
48 1.368,7 1.113,2 1.104,7 1.147,4 1.230,1
60 1.100,2 813,7 938,3 1.057,0 1.002,3
72 857,7 683,0 755,2 769,6 853,3
84 563,9 547,1 449,5 551,3 512,5
108 572,2 540,4 386,9 292,1 535,1
120 391,9 223,0 287,3 244.9 417,7

Quadro 4A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo
oxitetraciclina

de

Tempo Concentracao de Oxitetraciclina (mg/L)

(h) Controle 12,5 25,0 50,0 75,0
0 2.865,0 2.806,7 2.923,3 2.748,3 2.819,2
12 2.865,0 2.806,7 2.923,3 2.748,3 2.819,2
24 2.010,6 2.164,8 2.056,4 2.270,8 2.180,7
36 1.664,7 1.645,9 1.773,4 1.633,7 1.701,4
48 14471 1.143,0 1.263,0 1.115,5 1.223,5
60 1.156,7 840,4 1.078,7 1.029,8 982,4
72 916,4 700,0 863,9 746,8 843,2
84 613,4 566,9 496,2 535,4 496,5
108 607,7 551,1 449,8 285,1 515,5
120 416,6 226,7 324,9 235,4 412,1
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Quadro 5A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo de tilosina

Concentracao de Tilosina (mg/L)

Tempo (h)
Controle 5,5 11,0 22,0 33,0
0 2.865,0 2.990,0 2.856,7 3.006,7 3.398,3
12 2.865,0 2.990,0 2.856,7 3.006,7 3.398,3
24 2.010,6 2.303,3 2.007,8 2.487,2 2.642,7
36 1.664,7 1.746,6 1.734,6 1.785,9 2.069,1
48 14471 1.220,5 1.239,9 1.219,1 1.456,2
60 1.156,7 900,3 1.062,2 1.124,8 1.186,8
72 916,4 746,7 848,4 816,7 1.010,3
84 613,4 608,4 477,6 585,3 607,0
108 607,7 586,1 445,6 311,2 633,8
120 416,6 240,8 317,0 258,1 494,5

Quadro 6A — Média dos valores de DQO obtidos para
combinacgdes de todos os antibidticos avaliados

avaliagdo das

Tempo Concentracdo da Combinacéo de Todos os Antibioticos

(h) Controle 0,5X X 2X 3X
0 2.036,0 2.071,0 2.146,0 2.301,0 2.248,5
12 1.254,3 1.803,8 1.931,0 1.990,7 2.126,0
24 1.033,6 1.457,2 1.736,0 1.786,0 1.974,4
36 978,8 1.336,0 1.656,0 1.677,8 1.896,0
48 922,7 1.141,0 1.348,5 1.341,0 1.516,0
60 665,5 956,0 1.101,0 1.326,0 1.450,4
72 546,9 782,2 998,5 1.226,0 1.330,4
84 468,1 621,0 878,5 1.061,0 1.195,4
96 229,2 421,0 732,2 916,7 1.000,9
108 216,2 316,0 596,0 826,0 8154
120 193,5 286,0 421,0 536,0 805,4

X = concentra¢des de 31,3, 25,0, 7,5, 25,0 e 11,0 mg.L'1 de amoxicilina, enrofloxacina,
gentamicina, oxitetraciclina e tilosina, respectivamente.
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Quadro 7A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo das combinacg8es dois a dois de todos os antibidticos avaliados

Combinacéo de Antibidticos

Tempo (h)
Controle AE AG AO AT EG EO ET GO GT oT

0 2.224,7 2.486,7 2.628,3 2.553,3 2.636,7 2.603,3 2.828,3 2.836,7 2.603,3 2.745,0 2.678,3

12 1.501,3 1.973,1 1.939,3 2.061,2 1.818,4 1.836,7 1.890,2 2.245,0 2.063,1 2.221,9 1.994,1

24 1.252,2 1.741,4 1.570,0 1.460,5 1.583,4 1.730,8 1.686,7 2.035,6 1.427,2 1.800,1 1.828,3

42 1.112,2 13141 1.308,8 1.349,5 1411,8 1.290,4 1.294,6 1.586,1 1.307,8 1.589,5 1.498,3

60 689,6 944,3 949,1 937,1 859,1 836,1 915,0 1.153,9 831,7 1.066,9 1.047,3

72 603,0 869,3 753,3 849,7 653,3 816,3 1048,3 999,8 648,3 902,8 902,9

93 338,0 496,5 420,5 545,0 378,3 502,7 523,3 603,8 440,0 556,7 564,3

120 103,5 286,7 228,9 291,1 222,1 228,5 315,0 298,3 273,3 297,7 377,3

A = amoxicilina 31,3 mg.L'l, E = enrofloxacina 25,0 mg.L'l, G = gentamicina 7,5 mg.L'l, O = oxitetraciclina 25,0 mg.L'1 e T =tilosina 11,0 mg.L'1
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Quadro 8A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo das combinacgdes trés a trés de todos os antibidticos avaliados

Combinacéo de Antibidticos

Tempo (h)
Controle AE AG AO AT EG EO ET GO GT oT

0 1.891,0 2.151,0 1.941,0 1.911,0 1.991,0 1.861,0 2.664,7 2.433,0 2.629,7 2.514,7 2.411,3

12 1.274,4 1.704,3 1.438,2 1.544,3 1.372,4 13114 1.772,4 1.970,7 2.110,7 2.082,5 1.803,3

24 1.048,5 1.505,9 1.156,0 1.094,8 1.195,3 1.234,0 1.574,4 1.781,3 1.464,4 1.669,7 1.627,1

42 940,9 1.136,9 964,4 1.011,5 1.066,4 923,5 1.207,5 1.376,5 1.338,1 1.480,5 1.393,2

60 601,6 817,0 697,0 701,3 649,2 594,2 852,1 992,9 805,6 1.011,9 950,8

72 508,9 754,6 547,6 636,4 493,2 581,6 978,2 850,0 607,2 862,7 809,2

93 289,6 430,6 305,9 406,9 284,1 356,5 485,1 521,2 390,3 519,3 492,3

120 87,7 249,6 168,3 216,8 168,3 161,0 288,1 260,5 244,9 290,4 347,4

A = amoxicilina 31,3 mg.L'l, E = enrofloxacina 25,0 mg.L'l, G = gentamicina 7,5 mg.L'l, O = oxitetraciclina 25,0 mg.L'1 e T =tilosina 11,0 mg.L'l.
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Quadro 9A — Média dos valores de DQO obtidos para avaliacdo das
combinagdes quatro a quatro de todos os antibiéticos

avaliados
Tempo (h) Combinacéo de Antibidticos

Controle AEGO AEGT AEOT AGOT EGOT
0 2.041.3 2.211.3 1.941.3 1.881.3 1.943.0 1.753.0
12 1.421.4 2.076.0 1.807.7 1.752.2 1.812.9 1.627.7
24 1.060.3 1.578.3 1.333.4 1.370.0 1.402.7 1.151.6
42 1.039.2 1.279.2 1.217.8 1.148.5 1.306.1 1.096.4
60 680.7 963.9 942.2 886.7 1.023.1 991.2
72 584.5 851.2 794.1 709.2 830.7 735.7
93 317.7 461.0 589.7 678.9 724.1 627.9
120 119.9 291.8 305.3 433.0 446.0 550.1

A = amoxicilina 31,3 mg.L'l, E = enrofloxacina 25,0 mg.L'l, G = gentamicina 7,5 mg.L'l,
O = oxitetraciclina 25,0 mg.L'1 e T = tilosina 11,0 mg.L'1
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