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RESUMO

A digestdo anaerobia dos dejetos de animais permite a mitigacdo dos
impactos ambientais e possibilita a geracdo concomitante de metano,
que pode ser impulsionada pela digestdo conjunta com substratos agri-
colas. Porém, pouco se sabe sobre a acdo das drogas veterinarias pre-
sentes nos dejetos sob a degradacdo de substratos de fonte celulésica.
Portanto, ainda existe desafio para avaliacdo do potencial de producéo
de biogas (ou metano) destes substratos, uma vez que as metodologias
padronizadas para ensaios de digestdo anaerdbia preconizam o uso de
inéculos anaerébios adaptados aos substratos agropecuarios e as condi-
¢Bes mesofilicas. Em funcédo destes fatores o trabalho propde: i) estabe-
lecer metodologia, em escala laboratorial, para enriquecimento de iné-
culo anaer6bio mesofilico para atender aos requisitos da norma VDI
4630; ii) investigar a influéncia de drogas veterinarias na producéo de
biogés de substratos agropecudrios. Para isso foi avaliado método para
aclimatacdo de mistura de trés fontes de inoculantes, mantidos em con-
dicdo mesofilica em reator de 40 litros, por meio de ciclos de alimenta-
cdo e reinoculacdo. O indculo enriquecido demonstrou-se eficaz na
digestdo de substratos de referéncia (celulose, gelatina, cama de aviario
e lodo), com recuperacdo de biogas a 99%. Também foram efetuados
ensaios para avaliar a inibicdo na producdo de biogas, conforme reco-
mendac¢des da Organizacdo Internacional para Padronizacdo (ISO). A
inibicdo da producéo de biogas pelas tetraciclinas foi significativa (Clyg
em 3 dias entre 5,1 e 68 mg/L) em comparacdo com as concentracdes
encontradas em dejetos de suinos (podendo chegar até 764,4 mg/L). O
efeito inibitério agudo na digestdo da celulose seguiu a seguinte ordem:
doxiciclina ~ metaciclina > tetraciclina ~ clortetraciclina > oxitetracicli-
na. A digestdo anaerobia reduziu o teor de tetraciclinas entre 46,04 e
98,75%. Ja a inibicdo pelos compostos tiamulina, tilosina, lincomicina e
gentamicina foi menos significativa e pode ser considerada impercepti-
vel nas concentragdes estimadas em dejeto de suinos. Porém, o acimulo
de acidos organicos de cadeia curta (acético > 57 mg/L; propibnico >
111 mg/L; iso-butirico > 10 mg/L; iso-valérico > 116 mg/L) em altas
concentracGes de antibidticos indicam que estes compostos podem favo-
recer outros processos inibitdrios paralelos na digestao anaerdbia.

Palavras-chave: Biogés, Dejeto, Inibicdo, Antibidticos.






ABSTRACT

The anaerobic digestion of animal manure allows mitigating the envi-
ronmental impacts and enables concomitant generation of methane
which can be improved by co-digestion of agricultural substrates. How-
ever, little is known about the action of veterinary drugs present in ma-
nure in the degradation of cellulose source substrates. Therefore, there
is still challenging to assess the biogas potential (or methane) of these
substrates, since the standardized methodologies for anaerobic digestion
assays suggest the use of anaerobic inoculum acclimated to agricultural
substrates and mesophilic conditions. Because of these factors this work
proposes: i) establish a methodology, in laboratory scale, for enrichment
of mesophilic anaerobic inoculum to attend of VDI 4630 guidelines; ii)
investigate the influence of veterinarian drugs in biogas production of
agricultural substrates. To this was evaluated a method for acclimation
of 3 inoculants sources mixture maintained in mesophilic condition in a
40-L reactor, through feeding and re-inoculation cycles. The enriched
inoculum shown effectiveness on digestion of reference substrates (cel-
lulose, gelatin, poultry litter and sludge) with 99% of biogas yield. It
was also carried out tests to evaluate the inhibition on biogas produc-
tion, as recommended by the International Standardization Organization
(1SO). Inhibition of biogas by tetracycline compounds was significant
(ICyo after 3 days between 5.1 and 68 mg/L) in comparison with the
concentrations found in pig manure (up to 764.4 mg/L). The acute in-
hibitory effect on cellulose digestion followed the following order:
doxycycline ~ methacycline > tetracycline ~ chlortetracycline> oxytet-
racycline. Anaerobic digestion reduced the tetracycline compounds
content between 46.04 and 98.75%. Inhibition by compounds tiamulin,
tylosin, gentamicin and lincomycin was less significant and could be
imperceptible on the estimated concentrations occurrence in swine ma-
nure. However, the accumulation of short chain organic acids (acetic >
57 mg/L; propionic > 111 mg/L; iso-butiric > 10 mg/L; iso-valeric >
116 mg/L) at high concentrations of antibiotics could indicate that these
compounds may favor other parallel inhibitory effect in anaerobic di-
gestion.

Keywords: Biogas, Manure, Inhibition, Antibiotic.
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1 INTRODUCAO

A producdo de animais tem se intensificado no Brasil e no mundo
e com ela cresce também a geracao de residuos. Por um lado estes resi-
duos representam um problema ambiental e por outro apresentam poten-
cial energético por meio da geracdo de biogas. Diferente das expectati-
vas frustradas ocorridas na década de 80 e meados dos anos 2000, a
cadeia do biogas esta em processo de consolidagdo no cendrio nacional
em funcdo dos recentes avangos ocorridos na politica energética brasi-
leira.

Neste contexto, a producdo de biogas dos dejetos dos animais po-
de ser potencializada por meio da digestdo conjunta com substratos
agricolas e florestais (ex.: residuos, culturas energéticas, subprodutos da
industrializagdo de alimentos, etc).

Porém, junto com a intensificacdo da producdo agropecuaria tam-
bém ocorreu o aumento do uso de drogas veterinarias para ampliar os
niveis de produtividade. Tais drogas exercem efeito antibi6tico aos mi-
crorganismos anaerdbios e, sendo assim, existe um desafio quanto ao
conhecimento dos efeitos destes compostos na recuperacdo de biogés e
metano durante a digestdo conjunta destes residuos.

1.1 O PROJETO REDE BIOGASFERT

Com finalidade de reunir informacgdes técnico-cientificas para
atender as metas estabelecidas ao Plano ABC, a Embrapa e a Itaipu
Binacional, juntamente com outras nove instituigdes (inclusa a Univer-
sidade Federal de Santa Catarina), iniciaram em 2012 o projeto "Tecno-
logias para producéo e uso de biogas e fertilizantes a partir do tratamen-
to de dejetos animais no &mbito do plano ABC" ou “Projeto Rede Bio-
gasFert” (EMBRAPA, 2016).

A Rede BiogéasFert visa oferecer para a sociedade solugbes tecno-
I6gicas para a producdo e uso integrados de biogés e biofertilizantes
organicos e organominerais a partir de dejetos animais nos diferentes
sistemas de producdo agropecuarios, contemplando bovinocultura, sui-
nocultura e avicultura.

O projeto contempla o plano de agdo “Potencial metanogénico e
adaptacdo de modelos de biodigestores de maior eficiéncia energética”,
o0 qual vinculou e suportou financeiramente as atividades desenvolvidas
neste trabalho de tese.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de drogas veterinarias na digestdo anaerdbia de
substratos agropecuarios, utilizando a medida do potencial especifico de
producdo de biogas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

Adequar e validar metodologia, em escala laboratorial, para
producdo e manutencdo de indculo mesofilico anaerébio des-
tinado a uso em ensaios de medida do potencial bioquimico
de biogas de acordo com requisitos da norma VDI 4630;

Investigar a influéncia e remocdo de antibidticos da classe
das tetraciclinas, nos niveis usados na suinocultura, no pro-
cesso de digestdo anaer6bia de substratos agropecuarios em
condigBes mesofilicas;

Investigar a influéncia dos antibidticos tiamulina, tilosina,
lincomicina e gentamicina, nos niveis usados como profilati-
cos ou promotores de crescimento na suinocultura, no pro-
cesso de digestdo anaerdbia de substratos agropecuarios em
condi¢des mesofilicas.



3 REVISAO
3.1 AAGROPECUARIA E O BIOGAS
3.1.1 Oportunidades

Nas Ultimas décadas a intensificacdo da producdo de animais por
meio de Sistemas de Producdo com Animais Confinados (SPAC) tem
acompanhado o aumento da produtividade no Brasil. O pais € o maior
exportador de proteina animal, onde ocupa o lugar de maior exportador
mundial de carnes bovina e de frango, e quarto lugar entre os exportado-
res de suinos (ABPA, 2015). Para ilustrar o crescimento ocorrido na
agropecuaria verificamos que o Brasil detém 3,26% da producdo mun-
dial de suinos, com crescimento médio anual de 5,7% enquanto que a
média de crescimento mundial foi de apenas 2,2% (EMBRAPA, 2015).
Neste cenario, Santa Catarina representa a maior contribui¢do para a
producdo brasileira, com cerca de 20% do total de animais.

O aumento da produtividade é reflexo da intensificacdo e melho-
ria técnica de producédo, acles que alavancaram tambem a geracdo de
residuos e o uso dos biodigestores nas propriedades rurais. A rota prin-
cipal de destinacdo dos dejetos dos animais € 0 uso na agricultura por
meio da aplicacdo no solo como uma forma de reaproveitamento de
nutrientes (nitrogénio e fésforo) (KUNZ; MIELE; STEINMETZ, 2009).
Dentre as trés atividades descritas acima, a suinocultura é a atividade
que apresenta maiores desafios quanto ao gerenciamento dos residuos,
em funcéo da concentracdo dos animais e a quantidade de agua presente
nos efluentes, o que requer estratégias para mitigar os impactos ambien-
tais ao ar, agua e solo (BELLI FILHO et al., 2001). E comum encontrar
propriedades que utilizam biodigestores para tratamento parcial dos
dejetos como etapa prévia a disposicao ao solo. Esse arranjo, baseado na
digestdo anaerdbia, tem sido apontado como alternativa para sustentabi-
lidade da suinocultura quanto a mitigacdo de gases de efeito estufa
(GEE) e permitir integracdo dos sistemas pecuaria-lavoura-floresta
(CHERUBINI et al., 2015).

Os impactos causados pelos GEE nas alteragGes do clima global
tém provocado reflexdes sobre as atividades antropogénicas, especial-
mente as atividades agropecuarias (GERBER et al., 2013). Para mitigar
estes impactos o Brasil colaborou para a realizagio do Tratado de Paris,
durante a Conferéncia das Nagdes Unidas sobre Mudancas Climaticas -
COP21, e para isso esta comprometido a reduzir em 37%, até 2025, e
em 43%, até 2030, as emissbes de gases do efeito estufa do pais
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(UNITED NATIONS, 2015). Para atingir estas metas o governo se uti-
liza do Plano Setorial de Mitigacdo e de Adaptacdo as Mudancas Clima-
ticas para a Consolidacdo de uma Economia de Baixa Emissdo de Car-
bono na Agricultura (Plano ABC) que, dentre suas acgles, preconiza
tratar os residuos de animais através da digestdo anaer6bia. Esta acdo
pretende evitar a emissdo de 6,9 milhGes de toneladas de CO, equiva-
lentes na atmosfera por meio da captura e utilizacdo do metano produzi-
do a partir de residuos da pecuéria, por meio de avangos em pesquisas e
fomento aos produtores rurais para utilizacdo de tecnologias para tratar
os dejetos de animais (MAPA, 2012).

Outra linha de acdo para reducdo das emissdes de GEE envolve a
diversificagdo da matriz energética. O avango das politicas energéticas
no Brasil tem despertado interesse nas energias renovaveis e ampliado
oportunidades de uso do biogas. No setor elétrico, a Agéncia Nacional
de Energia Elétrica (ANEEL) publicou a Resolugdo Normativa
482/2012, posteriormente complementada pela Resolucdo 687/2015,
que estabelecem condic¢Bes gerais para 0 acesso & micro e minigeracao
de energia elétrica distribuida. Em seguida, a ANEEL efetuou a Chama-
da 14/2012 para contemplar projetos estratégicos no tema: “Arranjos
técnicos e comerciais para insercdo da geracdo de energia elétrica a
partir de biogas oriundo de residuos e efluentes liquidos na matriz ener-
gética brasileira” (ANEEL, 2012a, 2012b, 2015). Recentemente a
Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis publicou
a Resolucdo N° 08, conforme caput que descreve:

“Estabelecer a especificacdo do biometano
de origem nacional oriundo de residuos or-
ganicos agrossilvopastoris destinado ao uso
veicular e as instalagdes residenciais e co-
merciais a ser comercializado em todo o ter-
ritorio nacional, (...).”

(ANP, 2015)

Esta resolucdo estabelece, portanto, o biometano como o biogas
purificado a teores superiores a 96,5 % (mol) de metano, assim, permi-
tindo um marco inédito para fortalecer as relagdes comerciais do biogas
proveniente de substratos agropecuarios.

Este potencial destaca-se em estados com forte producéo agrope-
cudria, como Santa Catarina (SC). Belli Filho et al. (2010), entre 2008 e
2009, executaram um estudo de mapeamento dos potenciais de geracdo
de biogas em SC. Foi verificado naquele periodo a estimativa de poten-
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cial de aproximadamente 3 milhes de m3 de metano por dia, provenien-
tes de quatro fontes principais de dejetos organicos: dejetos de cria¢ao
de animais, residuos sélidos urbanos (RSU), esgotos sanitarios e efluen-
tes industriais. A Figura 1 apresenta a contribui¢do dos potenciais de
producdo de biometano conforme as fontes dos residuos.

Figura 1. Contribuicdo ao potencial de producdo metanogénica, para diferentes
fontes de residuos, no estado de Santa Catarina.
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m Dejetos de suinos
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24 Dejetos de aves

B Residuos sélidos urbanos
O Efluentes industriais

O Esgotos sanitarios
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Fonte: Adaptado de Inventario do Potencial de Geracéo de Metano no Estado de
Santa Catarina (BELLI FILHO; CASTILHO JUNIOR; GOSMANN, 2010).

O estudo de Belli Filho et al. (2010) demonstrou que os dejetos
de animais somaram as maiores contribui¢es dos potenciais de geragdo
de metano (85%) e que o potencial total de producdo de biometano es-
timado para SC representou cerca de 1,5 vezes a quantia de gas natural
comercializada pela Companhia de Gas de Santa Catarina em 2009. No
cenario nacional, a Associacdo Brasileira de Biogas e Biometano (Abi-
0gas) estima que o Brasil tenha potencial para gerar 23 bilhGes de m? de
biometano (equivalente a 37 milhGes de megawatts) por ano, a partir de
RSU (3 bilhdes de m3/ano), rejeitos da agricultura e dejetos de animais
(8 bilhdes de m3/ano), e residuos da producéo de cana-de-aglcar (outros
12 bilhdes de m3ano) (ORDONEZ, 2016). Além disso, se considerar-
mos a digestdo de outros substratos de fonte agricola conjuntamente
com os dejetos dos animais, veremos que existe um nimero ainda maior
de possibilidades para producdo mais efetiva de biogas ou biometano
(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010).

Esse conjunto de cenérios corrobora e indica para a expanséo da
cadeia do biogds no pais com base nos residuos da agropecudria. A
gama de oportunidades ao uso do biogas se amplifica, tornando insepa-
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ravel das necessidades do agronegécio em aplicar solugdes para mitigar
0s impactos ambientais e a0 mesmo tempo tornar-se sustentavel energe-
ticamente. Por isso, é cada vez mais necessaria a evolucdo de pesquisas
voltadas a digestdo anaerdbia de substratos agropecuarios e também a
geracdo de indices técnicos que representem as realidades regionais.

3.1.2 Fragilidades técnicas e desafios

Apesar das oportunidades ao biogas de residuos agropecuarios,
especialmente na suinocultura, existe caréncia de dados técnicos aplicé-
veis a realidade brasileira. Faltam dados confidveis ou padronizados
sobre a cinética de producdo de biogas, ou de metano, de substratos
comuns ao agronegécio brasileiro e isso pode acarretar em inlmeras
incertezas e fragilidades para o desenvolvimento da cadeia do biometa-
no. Para exemplificar essa problematica, a Tabela 1 apresenta resultados
de uma busca bibliografica usando os termos “producdo especifica de

LIS

biogas”, “produgdo especifica de metano” e “dejeto de suinos”.
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Tabela 1. Valores de recuperacdo de biogas e metano para a digestdo anaerébia
em dejetos de suinos, por diversos autores.

Fonte Local Biogas Metano Unidade
FNR (2010) Europa - 180-360 m\/tSV
Kabas et al. (2013) Europa - 225-500 Ln/kgSV
KTBL (2014) Alemanha 551 336 Ln/kgSV
Campos et al. (2005) Brasil - 0,01 m*/kgDBO
Salomon & Lora (2005) Brasil - 0,35 m/kg
Oliveira &  Hiragashi Brasil 0,45 - m3/kgSV
(2006)
Kunz & Oliveira (2006) Brasil 0,37-0,50 - m*/kgSV
Gusmao (2008) Brasil 0,19-3,21  0,14-1,99 m*/kgSV
Dal Mago (2009) Brasil - 0,56 m*/kgSV
Santos & Nardi Junior Brasil 560 280 m3tST
(2013) 0,5-0,7 - m*/m® dejeto
Cestonaro do Amaral et al. Brasil 0,33-0,97 0,17-0,64 m\/kgSV
(2016) 0,86-7,15  miy/m? dejeto

Nota: A letra N que acompanha a unidade representa que ocorreu correcdo de
volume do gas as condigcdes normais de temperatura (273 K) e pressdo (1013
hPa) - CNTP.

As trés primeiras referéncias apresentam dados da Europa, que
em alguns estudos tém sido usados para realizar a avaliacdo técnica-
econbmica-ambiental no cenario brasileiro (BERNS; SCHNICKE;
BOMBONATTI, 2015). Este fato ja apresenta uma grande vulnerabili-
dade aos projetos no Brasil pela simples suposi¢do de os substratos
apresentarem as mesmas caracteristicas que na Europa.

Os demais dados de producdo de biogés e metano séo de fontes
bibliogréficas nacionais, porém, é possivel perceber que os valores de
producdo de biogés, e também de metano, possuem grande variabilidade
entre os autores. Outra constatacdo ¢ a falta de parametrizagéo aos valo-
res publicados no Brasil, ou seja, a falta de rigores metroldgicos na ex-
pressdo dos resultados. Dentre as referéncias nacionais, ndo é comum
encontrar trabalhos que relatem os gases em base seca (sem considerar o
volume do vapor de agua) e corrigidos a temperatura e pressdo conheci-
das. Ainda assim, mesmo que alguns autores o tenham feito, dentre esta
amostra de trabalhos apenas Amaral et al. (2016) sinalizou estas corre-
¢Bes. Considerando condicfes proximas de 20 °C e uma atmosfera de
pressdo 0s gases tendem a comportar-se como gases ideais, € é ampla-
mente conhecido pela interpretacdo da Lei dos gases ideias (Equacéo 1)
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gue, para massa constante da amostra gasosa, 0 volume do gas (ou mis-
tura de gases) sofre variacdo diretamente proporcional a temperatura e
inversamente proporcional a presséo.

P.V=n.R.T Equacéo |

Onde: P é a pressdo exercida ao gas, V é o volume da amostra, n é a
quantia de mols da amostra gasosa, R € a constante universal dos gases
perfeitos e T é a temperatura do sistema.

Outro fator que gera distor¢Ges € o uso nao padronizado das uni-
dades de medida para expressar a fragdo organica da amostra e por con-
sequéncia basear a producdo de gas em uma base especifica. Como é
possivel visualizar na Tabela 1 é comum encontrar resultados que re-
metem a diferentes parametros: solidos totais (ST), solidos volateis
(SV), solidos suspensos volateis (SSV), demanda bioguimica de oxigé-
nio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO) ou até baseado no
volume (ex. m®) no caso de efluentes e dejetos de suinos. Parametros
como a DBO e a DQO sdo bastante difundidos para expressar a fragdo
organica em efluentes de origem sanitaria ou industrial (AQUINO et al.,
2007). No ensaios para avaliacdo de degradabilidade de lodos de origem
sanitaria, industrial, ou da fracdo organica de RSU, também é possivel
encontrar recomendacdes quanto ao uso do teor de SV ou SSV, pois, a
determinacdo de DQO e DBO nestes casos torna-se inviavel ou passivel
de incertezas (ANGELIDAKI et al., 2009). Para os substratos agropecu-
arios (residuos e culturas energéticas) os resultados costumam ser ex-
pressos em base no teor de sélidos volateis (SV) e isso é convencionado
pela norma VDI 4630 (2006).

Todos estes agravantes limitam a comparagdo dos resultados por
inexisténcia de fatores que permitam a rastreabilidade (ou interconver-
sd0) dos resultados obtidos pelos autores. Em outras palavras, € possivel
sim expressar 0 volume do biogas ou metano em condigdes diferentes
das condi¢bes normais de temperatura e pressdao (CNTP), desde que os
autores expressem as condi¢des utilizadas nos ensaios cinéticos e assim
permitir a conversdo de valores para executar comparagdes ou projecdo
sob outras condi¢fes. O mesmo principio deve ser aplicado para os
pardmetros utilizados para definicdo da producéo especifica do biogas e
metano. Neste caso os pardmetros que expressam relacdo direta com a
fracdo organica (aquela passivel de ser transformada em gas pela ativi-
dade bioldgica) devem ser preconizados. Além disso, a expressdo de
parametros fisicos e quimicos do substrato facilmente auxiliaria no pro-
cesso de interpretacdo e replicacdo dos resultados.
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Por fim, mesmo existindo métodos padronizados e reconhecidos
internacionalmente para os estudos cinéticos da digestdo anaerobia,
verifica-se que poucos autores utilizam estes protocolos. Talvez 0 maior
agravante disso resida na dificuldade de obter in6culo anaerébio em
condigdes estaveis para realizacdo dos testes de digestdo. Algumas nor-
mas recomendam utilizar inéculos com atividades satisfatérias, previa-
mente adaptados e provindos de digestores de plantas em grande escala
operando em condicGes 6timas (VDI, 2006). Nos paises europeus, como
Alemanha e Italia, com a abundancia de unidades de producéo de biogas
que praticam digestdo de mistura de substratos (definida como codiges-
tdo) em condicBes mesofilicas, pode ser simples lograr in6culo em con-
dicdes satisfatorias para um ensaio cinético. Em paises como o Brasil,
esse tipo de indculo é bastante dificil de obter em funcéo das distancias
e menor nivel tecnoldgico dos reatores anaerébios disponiveis, portanto,
a aclimatacdo do indculo é necessaria.

3.2 FUNDAMENTOS DA DIGESTAO ANAEROBIA

Os processos anaerdbios sdo definidos como processos bioldgicos
onde a matéria organica é metabolizada em ambiente livre de oxigénio
ou seus precursores. Os processos anaerobios podem ser classificados
entre fermentacdo anaerdbia e respiracdo anaerdbia, dependendo da via
metabdlica utilizada pelo microrganismo e do tipo de aceptor de elétrons
envolvido. A digestdo anaer6bia é um processo no qual um consércio de
diferentes tipos de microrganismos, que realizam fermentacdo e respira-
cdo anaerébia por interacdes simbidticas, promove a transformacdo da
matéria organica em uma mistura gasosa denominada biogas (BITTON,
2005; CHERNICHARO, 2007; KHANAL, 2008). O biogas é basica-
mente constituido de metano (CH,) e didxido de carbono (CO,), basea-
do nas caracteristicas do substrato e de acordo com estequiometria da
Equacdo I, 11l e 1V, proposta por Buswell e Neave (1930). Em funcéo
de outros processos intermediarios e paralelos é possivel que o biogas
também contenha pequenas por¢des de outros gases como hidrogénio
(H,), sulfeto de hidrogénio (H,S) e amodnia (NH3) (DEUBLEIN;
STEINHAUSER, 2010).

C.H,0,N, S, + yH,0 - xCH, + nNH; + sH,S + (¢ — x)CO, Equacéo 11

onde,

1 ~
x =g (4c+h—20-3n-2s) Equacao 11



36

1 ~
y =7 (4c—h—20+3n-3s) Equagao IV

Nesta equagdo também podem ser considerados os termos refe-
rentes a producdo celular. Porém, estima-se que 0S microrganismos
anaerdbios acidogénicos aproveitam em média 15% do substrato para
produzir novas células, enquanto os metanogénicos aproveitam menos
de 3%.(BITTON, 2005) Portanto, considerando o baixo fator de conver-
sdo de substrato em células (Yys < 0,05 gSSV/gDQO) pelas metanogé-
nicas, para fins praticos é comum desprezar a producdo de células para
estimar a producdo tedrica de metano por meio da relacdo estequiomé-
trica.

Em linhas gerais a digestdo anaerdbia é considerada um processo
que envolve quatro fases (ou etapas) principais conforme demonstrado
no diagrama simplificado da Figura 2: hidrélise, acidogénese, acetogé-
nese e metanogénese (CHERNICHARO, 2007; KHANAL, 2008;
DEUBLEIN, STEINHAUSER, 2010). A transformacdo de macromolé-
culas complexas como proteinas, carboidratos (polissacarideos) e lipi-
dios em produtos como metano e di6xido de carbono é realizada por
meio de varios estigios metabdlicos por diversos grupos de microrga-
nismos. Durante a atividade anaerébia o que se observa é a ocorréncia
da oxidacdo parcial de compostos complexos, resultando nos precurso-
res do metano, acetato e hidrogénio. Além disso, a degradagdo da maté-
ria organica envolve a atuacdo de microrganismos procarioticos anaero-
bios facultativos e obrigatorios, cujas espécies pertencem ao grupo de
bactérias hidroliticas-fermentativas, bactérias acetogénicas produtoras
de hidrogénio e também microrganismos metanogénicos.

A primeira fase (ou etapa) 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 é realizada através da acdo
de enzimas extracelulares excretadas pelas bactérias fermentativas hi-
droliticas (grupo 1 Tabela 2). As proteinas degradam-se em aminoaci-
dos, os carboidratos em aclcares € os lipideos em &cidos graxos
(BITTON, 2005; CHERNICHARO, 2007; KHANAL, 2008;
DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010).
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Figura 2. Diagrama simplificado das fases de hidrolise, acidogénese, acetogé-
nese e metanogénese da digestdo anaerébia

Matéria organica complexa

Proteinas Carboidratos Lipidios
Hidrélise (1) Hidrélise (1)
Aminoacidos Actcares (monoses) Acidos orgéanicos
= 2 o
2 Intermediarios o g
E (Propionato, butirato, lactato, etanol, etc) g{ 2
= O an
£ () = °
2
Acetato " H,, CO,
2, Homoacetogénese e
Sp S
e, % (3) %eo"'bk.\ga
o, o_é’d o ,@o" ooxs
. Cs, e o€
Sy St % | e, co, ":\6‘0% &

Fonte: Adaptado de Khanal (2008)

Na acidogénese, os produtos oriundos da fase de hidrolise séo
metabolizados no interior das células das bactérias fermentativas e con-
vertidos em compostos simples, que podem ser excretados pelas células.
Os compostos produzidos incluem &cidos organicos de cadeia curta (1C
a 5C), alcodis, gas carbbnico, hidrogénio, aménia, além de novas célu-
las. A etapa de acidogénese é realizada por um diversificado grupo de
bactérias fermentativas, como o da espécie Clostridium, que forma espo-
ros e pode sobreviver em ambientes totalmente adversos, e da espécie
Bacteroides, normalmente presentes nos tratos digestivos (GARCIA;
PATEL; OLLIVIER, 2000). A maioria das bactérias acidogénicas &
anaerébia estrita, porém, algumas espécies sdo facultativas, podendo
metabolizar o material orgénico pela via oxidativa, utilizando o oxigénio
eventualmente presente no meio e que pode tornar-se toxico as anaeré-
bias estritas (CHERNICHARO, 2007).
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Tabela 2. Exemplo de microrganismos envolvidos nas diferentes etapas da
digestdo anaerobia.

Etapas da biodigestdo anaertbia Microrganismos

Hidrdlise e acidogénese (1) Clostridia, Acetivibrio cellulolyticus,
Bacteroides succinogenes, Butyri-
vibrio fibrisolvens, Eubacterium
cellulosolvens, Bacillus sp, Seleno-
monas sp, Megasphaera sp,
Lachnospira multiparus, Peptococcus
anaerobicus, Bifidobacterium sp,
Staphylococcus sp

Acetogénese (2 e 3) Syntrophomonas wolinii, S. wolfei,
Syntrophus buswellii, Clostridium
bryantii, Acetobacterium woddii,
Desulfovibrio sp, Desulfotomaculum
sp

Metanogénese hidrogenotrdéfica (4) Methanobacterium sp, Methanobrevi-
bacter sp, Methanospirillum sp

Metanogénese acetoclastica (5) Methanosarcina sp e Methanosaeta sp

Fonte: adaptado de Bitton (2005)

A seguinte etapa é a acetogénese, em que as bactérias acetogéni-
cas (grupo 2 — Tabela 2) convertem os produtos gerados na fase acido-
génica em substrato apropriado para a proxima fase do processo. Dentre
esses produtos gerados, destacam-se o hidrogénio, o diéxido de carbono
e o acetato (CHERNICHARO, 2007). Como € possivel perceber pelos
valores de energia livre (AG"), descritos na Tabela 3, para convers&o
dos substratos em acetato que essa etapa é desfavoravel termodinami-
camente. Porém, em um reator anaerdbio com cultura mista, € possivel
estabelecer sintrofismo entre acetogénicas produtoras de hidrogénio e
metanogénicas consumidoras de hidrogénio. O sintrofismo ocorre pelo
consumo do hidrogénio e do acetato, que por sua vez permite a conti-
nuidade do processo devido ao favorecimento de deslocamento de equi-
librio e também por estabelecer condigdes termodinamicas favoraveis
(AG" entre -25,6 a -132,7 kd/mol para culturas mistas) (KHANAL,
2008).

A remocdo do hidrogénio nos sistemas anaerdbios é feita pela
acdo de bactérias anaerdbias hidrogenotrdficas, representadas por espé-
cies de metanobactérias e de redutoras do ion sulfato. A cooperacdo
entre as bactérias produtoras e consumidoras de hidrogénio, sob condi-
cdes anaerdbias, é denominada "transferéncia de hidrogénio entre espé-
cies™.
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Tabela 3. Alteragdes de energia livre (AG") para conversio anaerébia de propi-
onato, butirato, benzoato e etanol por bactérias acetogénicas produtoras de
hidrogénio em culturas puras a 35 °C.

AG”

Reagao (kJ/mMOlsypsrato)

Propionato — Acetato
CH,CH,COO™ + 3H,0 — CH;COO™ + H" + HCO; + 3H, +76,1

Butirato — Acetato
CH,CH,CH,COO™ + 2H,0 — 2CH,COO + H" + 2H, +48,1

Benzoato — Acetato
C,HsCO, + 7H,0 — 3CH,COO + 3H* + HCO; + 3H, +53

Etanol — Acetato
CH;CH,0OH + H,0 — CH,COO + H" + 2H,
Fonte: Adaptado de Khanal (2008)

+9,6

O consumo de hidrogénio também pode ocorrer por meio da ho-
moacetogénese (grupo 3) Figura 2 onde produto obtido é o acetato
(GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000). As bactérias responsaveis por
esta fase podem ser autotréficas ou heterotréficas. As autotroficas utili-
zam hidrogénio e didxido de carbono, com o diéxido de carbono servin-
do como fonte para sintese celular. As heterotroficas, por outro lado,
utilizam substratos orgéanicos (formato e metanol) como fonte de carbo-
no.

A Ultima etapa compreende a metanogénese, realizada por orga-
nismos metanogénicos (grupos 4 e 5 — Tabela 2) pertencentes ao domi-
nio Archaea (arquea em portugués). Arqueas apresentam propriedades
morfoldgicas similares as bactérias (inexisténcia de um nucleo delimita-
do por uma membrana, caracteristico das procariotas), mas com propri-
edades genéticas e bioquimicas similares a de eucariotos (ex.: constitui-
cdo dos ribossomos) (GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000;
SEKIGUCHI; KAMAGATA; HARADA, 2001; BITTON, 2005). As
arqueas metanogénicas utilizam nimero limitado de substratos, compre-
endendo acido acético, hidrogénio e didxido de carbono, acido férmico,
metanol, metilaminas, além de mondxido de carbono, produzindo assim
metano e didxido de carbono. S&o divididas em dois grupos principais: o
que forma metano a partir de acetato ou metanol (acetoclastico) e o que
produz metano a partir de hidrogénio e didxido de carbono (hidrogeno-
tréficas) (GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000; BITTON, 2005;
CHERNICHARO, 2007).
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Existem poucas espécies de arqueas metanogénicas acetoclasti-
cas, porém, sdo normalmente os microrganismos predominantes na di-
gestdo anaerobia, pertencendo a dois géneros principais: Methanosaeta,
que utilizam exclusivamente o acetato, e Methanosarcina, que sdo con-
sideradas as mais versateis entre as arqueas metanogénicas. Existe me-
nor nimero conhecido de arqueas metanogénicas hidrogenotroficas,
sendo mais comuns as dos géneros Methanobacterium, Methanospi-
rillum e Methanobrevibacter (BITTON, 2005; CHERNICHARO, 2007).

Segundo Chernicharo (2007), em efluentes sanitarios, tradicio-
nalmente cerca de 60 a 70% da conversdo de metano ocorre atraves de
via acetoclastica, portanto é necessario que esta via se desenvolva efici-
entemente. A fermentacdo éacida tende a causar abaixamento de pH,
porém, a metanogénese ndo se desenvolvera de forma efetiva quando o
pH estiver acido. Por outro lado, como j& demonstrado pela Tabela 3 é
importante o desenvolvimento efetivo da atividade hidrogenotrofica e
assim evitar interferéncias resultantes do aumento da presséo parcial de
hidrogénio. Dessa forma, para que a digestdo anaerdbia ocorrera de
forma eficiente, é necessario manter um equilibrio entre a producédo de
acidos e a metanogénese.

Porém, em reatores operando com substratos agropecuérios é co-
mum observar maior ocorréncia populacional de hidrogenotréficas den-
tre as metanogénicas (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010). Por exem-
plo, Da Silva et al. (2015) investigaram amostras de sistemas de trata-
mento de dejetos de suinos em escala plena e por sua vez encontraram
prevaléncia de hidrogenotréficas Methanospirillum em 80% das amos-
tras. 1sso demonstra que existe uma relagdo um pouco diferenciada na
ecologia de arqueas na digestdo de substratos agropecuarios se compa-
rado com efluentes sanitarios, por exemplo. Isso pode estar atribuido as
diferencias nas relagdes C/N dos substratos e nas cargas organicas apli-
cadas nos processos com efluentes sanitarios e residuos agropecuarios.

3.2.1 Fatores que influenciam a digestdo anaerdbia
Grande variedade de fatores influencia a digestdo anaerdbia, posi-

tiva ou negativamente. Os principais fatores ambientais que devem ser
observados sdo:
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3.2.1.1 Potencial hidrogeni6nico (pH), acidos de cadeia curta e a relacio
acidez/alcalinidade

O pH altera os equilibrios de dissociacdo das moléculas e dessa
forma altera as cargas dos sitios ativos das enzimas modificando suas
estruturas e, consequentemente perdendo suas especificidades. Existem
microrganismos que possuem uma faixa mais ampla de sobrevivéncia
do que outros. Podemos diferenciar em dois grupos principais que de-
pendem de faixas estabelecidas de pH para obter 6tima produtividade.
As bactérias produtoras de éacidos (acidogénicas) e as produtoras de
metano (metanogénicas). As acidogénicas preferem pH entre 5,5 e 6,5.
J& as metanogénicas preferem a faixa entre 7,8 e 8,2. Em ambiente com
ambas as culturas coexistindo, a faixa 6tima de pH abrange 6,8 a 7,4
(BITTON, 2005). E comum encontrar relatos de reatores anaerobios
alimentados com dejetos de animais que apresentam valores elevados de
pH (> 7,5) mas em condicdes de estabilidade (LI; LIU; SUN, 2015). Em
alguns casos, a digestdo pode ocorrer em dois reatores, um deles favore-
cendo condigBes de acidogénese e outro metanogénese. Apesar de ndo
existir uma regra, considerando que a metanogénese € uma etapa limi-
tante, quando os dois grupos de microrganismos estdo presentes em um
Unico digestor é recomendado que o pH permaneca préximo da neutrali-
dade (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010; KHANAL, 2008).

Por outro lado, as etapas de acidogénese e acetogénese produzem
como metabolitos acidos de cadeia curta (1C a 5C), principalmente acé-
tico, propidnico e butirico. Quando ocorre a producdo excessiva destes
acidos pode ocorrer um decréscimo no pH e inibir a atividade das meta-
nogénicas. Portanto, a concentracdo destes intermediarios ¢ um fator
importante pois pode afetar a capacidade tampé&o (alcalinidade) no reator
anaerdbio. Normalmente a alcalinidade em um reator anaerébio varia de
1000 a 5000 mgCacole e a estabilidade do processo também pode ser

avaliada pela relacdo entre acidez (devida aos &cidos de cadeia curta) e a
alcalinidade. Como exemplificado na Tabela 4 por experiéncias empiri-
cas de Lilli et al. (2011), para fins préaticos, considera-se que a valores
entre 0,1 a 0,25 mgac. acético/mgCacos sdo considerados normais ou de

subcarga no reator enquanto valores proximos de 0,35 MQac. acetic
«o/MQcaco, S40 encontrados em sistemas de maior produtividade de me-
tano. Ja valores acima deste de podem indicar acimulo dos &cidos e
valores préximos ou superiores a 0,45 mgac. acético/mgmo3 geralmente

estdo vinculados ao colapso da metanogénesse no reator
(CHERNICHARO, 2007; DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010).
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Tabela 4. Relagdes entre acidez e alcalinidade em reatores anaerébios confor-
me experiéncias empiricas de Lilli et al. (2011).

Razéo Acidez/Alcalinidade Condicéao do reator
MYAc. ace'ticolmgCaCO3
>0,4 Reator em sobrecarga
03-04 Maior produtividade de metano
<0,3 Reator em subcarga

Fonte: Adaptado de Lilli et al. (2011)
3.2.1.2 Caracteristicas do substrato e relacdo de nutrientes

O substrato determina o potencial e a velocidade da degradacéo
anaerdbia. Se um componente do substrato de importancia vital se esgo-
ta, 0s microrganismos reduzem o seu metabolismo. Por conseguinte, é
muitas vezes necessario suplementar a falta de substancias (carboidra-
tos, lipidios, proteinas, substancias minerais e oligoelementos). Para o
desenvolvimento eficiente de biomassa microbiana e geracéo efetiva do
metano estima-se que a relagdo molar de nutrientes C:N:P:S seja de 500-
1000:15-20:5:3. Caso a relacdo C/N aumente, pode ocorrer formagéo de
amonia e possibilidade de inibicdo da metanogénese. Caso a relacdo
fique muito baixa, pode influenciar negativamente na formacéo de pro-
teinas, com consequéncias no metabolismo e na estrutura dos microrga-
nismos (KHANAL, 2008).

Neste contexto também sdo importantes elementos tragos como
Fe, Co, Ni, Se, W, e Mg. Tais elementos sdo essenciais para algumas
etapas do metabolismo das metanogénicas e das bactérias fermentativas,
pois sdo cofatores (BITTON, 2005).

Estes sdo alguns motivos que a digestdo conjunta de substratos
tende a desempenhar resultados mais favoraveis do que a degradacéo
isolada. Isso também explica a tendéncia de uso de substratos com maior
potencial nutricional e energético (substratos agricolas) para incrementar
a producao de biogas de dejetos de animais.

3.2.1.3 Temperatura

A eficiéncia dos processos biol6gicos, especialmente os anaeré-
bios, é extremamente dependente da temperatura. Os processos anaero-
bios podem operar em temperaturas entre 10 e 45 °C. Em temperaturas
inferiores a 10 °C, apesar de existir, a atividade metanogénica é conside-
rada praticamente desprezivel. Ja para temperaturas elevadas (geralmen-
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te superiores a 65 °C) ocorre deshaturag¢do proteica e portanto rompi-
mento da parede celular. A Figura 3 apresenta uma comparacao entre o
crescimento relativo das metanogénicas conforme sua faixa de tempera-
tura 6tima de crescimento. Ou seja, 0 crescimento relativo segue a se-
guinte ordem:; termofilicas > mesofilicas > psicrofilicas, portanto, a
temperatura tem forte influéncia na cinética de crescimento das metano-
génicas. Por esse motivo, via de regra, a velocidade de conversdo anae-
rébia da matéria organica em metano aumenta com o aumento da tempe-

ratura, porém considera-se as faixas mais eficientes a temperaturas de 32

a 40 °C para metanogénicas mesofilicas e de 50 a 58 °C para as termofi-
licas (BITTON, 2005; KHANAL, 2008).

Figura 3. Crescimento relativo entre as metanogénicas.
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Fonte: Adaptado de Lettinga, Rebac e Zeeman (2001).

3.2.1.4 Substancias inibidoras

Microrganismos anaerébios sdo inibidos por substancias presen-
tes no substrato ou por compostos gerados no préprio metabolismo.
Como citado anteriormente a producéo de excessiva de acidos organicos
pode ser um fator inibidor. Aménia, nitrato, metais tdxicos, compostos
halogenados, pesticidas, desinfetantes, antibioticos, taninos e cianetos
também sdo exemplos de inibidores. Por outro lado, também é interes-
sante que microrganismos anaerébios sdo capazes de aclimatar-se e
degradar compostos toxicos e refratarios. Em alguns casos a tolerancia é
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manifestada apds periodo de aclimatacdo aos toxicos (CHEN; CHENG;
CREAMER, 2008; DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010; KHANAL,
2008).

A inibicdo por aménia ocorre na digestdo de substratos com ele-
vado teor de nitrogénio. O equilibrio entre ion aménio e amdnia livre
(AL) pode ser favorecido para formacao de AL sob valores altos de pH
(pKa ~ 9,24). E conhecido que valores maiores que 100 mg de N como
AL/L podem prejudicar a producdo de metano. A hipotese neste caso é
que a AL cause inibicdo por ser facilmente permeéavel a membrana celu-
lar, causando deshalanco protdnico e deficiéncia de potassio no interior
da célula (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008). J4 0 nitrato promove
inibicdo, pois compete com as fases iniciais da fermentacdo anaerébia
por o0s substrato orgénicos para promover a desnitrificacdo
(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010). Compostos sulfurados também
promovem competicdo por substrato entre as redutoras de sulfato e as
metanogénicas, mas também podem inibir o processo em funcdo da
toxicidade do sulfito a um grupo variado de bactérias (CHEN; CHENG,;
CREAMER, 2008).

A inibicdo por compostos toxicos e refratarios ocorre de diferen-
tes formas, sendo na maioria dos casos ainda ndo elucidada por comple-
to. No caso dos antibidticos, especialmente das drogas veterinarias (ob-
jeto deste estudo) o mecanismo de inibicdo geralmente é relacionado ao
mesmo mecanismo de acdo do agente antimicrobiano. Esse assunto sera
novamente abordado no item 3.3, adiante.

3.2.2 Cinética anaerobia e o0 potencial metanogénico

Ao efetuar o balanco de massa em um reator anaerébio é necessa-
rio levar em consideracdo que o termo de geragdo (ou consumo) esta
diretamente vinculado a fase da digestdo anaerdbia que controla a ciné-
tica global. Isso quer dizer que a velocidade de producéo de metano, a
partir de uma substancia organica bruta, estara vinculada as velocidades
de todas as fases da digestdo anaerdbia. Caso uma das etapas seja limi-
tante (velocidade inferior as demais) ela passara a ser a etapa controla-
dora da cinética global (KHANAL, 2008).

Portanto, a velocidade da reacdo vai estar diretamente vinculada a
composicdo do substrato e a capacidade dos microrganismos em degra-
dar os compostos. Substratos que contém carboidratos complexos (ex.:
fibras insollveis) a hidrélise pode se tornar a etapa controladora devido
a complexidade da matriz a ser degradada (DEUBLEIN;
STEINHAUSER, 2010; KHANAL, 2008). Enquanto os agUcares S&0
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hidrolisados e acidificados em espaco de tempo curto (poucas horas), a
degradacdo da celulose prossegue muito mais lentamente, e a velocidade
depende da quantidade de lignina presente. Os substratos de fonte agri-
cola sdo exemplo onde a fase limitante da velocidade na digestdo anae-
rébia usualmente é a hidrolise, pois a celulose necessita ser hidrolisada a
mondmeros de glicose. Este processo é realizado por enzimas especifi-
cas (ex.: B-glucosidase) que rompem ligagdes B-1,4 glicosidicas e que
pode levar de dois a trés dias para ocorrer de forma efetiva (MILLER;
WOLIN, 1995; YU et al., 2012).

Outro exemplo é a degradacao de lipideos e 4cidos de cadeia lon-
ga também que tem como etapa limitante da velocidade global da diges-
tdo anaerdbia na oxidacdo anaerdbia e acetogénese. Porém, na auséncia
de etapas prévias que controlam a velocidade da digestdo anaerébia, a
metanogénese sera a etapa controladora. Muitos autores atribuem a bai-
xa relacdo Yy € a elevada sensibilidade dos organismos metanogénicos
as variagBes ambientais (inibigdo) como a principal causa para que a
formacdo de metano seja a etapa limitante da velocidade em reatores
anaerobios (BAUER et al., 2008; CHERNICHARO, 2007; DE VRIEZE
etal., 2015; WILLIAMS et al., 2013).

Além disso, usualmente assume-se que a cinética de crescimento
microbiano, por consequéncia também a formacdo de metano na diges-
tdo anaerdbia, é funcdo da concentracdo do substrato. Sendo assim, po-
dendo ser utilizado o modelo cinético descrito por Monod (1949), con-
forme a Equacdo V:

S

= o ——— Equacédo V
Aux #max KS+S q Q

onde, | é a velocidade especifica de crescimento celular para a concen-
tracdo de substrato S, pmax € @ velocidade especifica méxima de cresci-
mento celular e K é a constante de afinidade (ou de saturacdo do subs-
trato) que corresponde a concentracdo de substrato na qual py atinge
metade de seu valor maximo (py = Umax/2) (MONOD, 1949).

Mais tarde foram propostos deriva¢des do modelo de Monod, po-
rém contemplando os efeitos de inibi¢do passiveis de ocorrer nos pro-
cessos bioldgicos. De maneira geral, os modelos principais que exempli-
ficam o fendmeno de inibicdo estdo relacionados a inibicdo pelo substra-
to (Equacdo V1) e pelo produto (Equagdo VII). Nestes casos K, s representa
a constante de inibi¢do por substrato e K, p a constante de inibigéo por
produto (JERUSALIMSKY & NERONOVA, 1965; apud SCHMIDELL
etal., 2001).
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B S K s
Hx = Hmax Ks +S KI,S +S
_ S KI,P
Hx = Wmax Ks +S KI,P +P

Equacéo VI

Equacéo VII

Na Tabela 5 sdo apresentados alguns valores usuais das constan-
tes cinéticas em reatores anaerdbios em condices mesofilicas. E possi-
vel observar pelos valores de Ks que existe uma tendéncia de reducéao
dos valores a cada etapa seguinte da digestdo anaerébia, 0 que corrobora
com a importancia de cada etapa no controle da velocidade global.

Tabela 5. Resumo de valores de constantes cinéticas para varios substratos

utilizados em reatores anaerébios mesofilicos

Substrato Etapa " Hx Yous
(mgDQO/L) (@ (9SSV/gDQO)
Carboidratos Acidogénese 22,5-630 7,2-30 0,14 -0,17
Acidos o 105-3180  0085-055  0,04-0,11
de cadeia longa Oxidagédo
decadeiacurta  Snaeroia 12 - 500 013-120  0,025-0,047
Acetato 11-421 0,08-0,7 0,01-0,054
Metanogénese
H, e CO, 4,8x10°-0,6 0,05 - 4,07 0,017 — 0,045

Fonte: Adaptado de (CHERNICHARO, 2007)

Ao efetuarmos a digestdo de um substrato puro (ex.: sacarose)
adicionado em batelada em reator de volume constante, contendo condi-
cdes adequadas para a digestdo anaer6bia (temperatura, nutrientes, pH,
microrganismos com atividade adequada, sem limitacdes de hidrdlise,
etc.) obteremos um grafico do volume cumulativo de gases em funcéo

do tempo conforme a Figura 4.
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Figura 4. Exemplo do perfil producdo de biogas de um substrato em processo
batelada.

A
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Este grafico representa a cinética de formacéo de produto [P =
P(t)], demonstrada pelo volume acumulado de biogas (ou metano) em
funcgdo do tempo e nele é possivel observar algumas informagdes impor-
tantes. Se relacionarmos o0 volume maximo acumulado de gas com a
guantidade de substrato adicionado ao reator (como DQO,gicionada OU
SV agicionado) Obteremos o Potencial Bioquimico de Biogas (PBB) e/ou o
Potencial Bioquimico de Metano (PBM), também conhecido pela sigla
em inglés BMP (Biochemical Methane Potential). Tal pardmetro é muito
importante para avaliar o potencial energético pela conversao de metano
intrinseca do substrato (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010; VDI,
2006). Caso avaliarmos a reducdo da concentracdo de substrato, também
sera possivel determinar o fator de conversdo (Yps) de substrato em
produto (P), definido pela Equacdo VIII. Neste caso P, e S, representam as
concentracdes iniciais de produto e substrato, respectivamente.

dp P—P, x
Yp/s = =5 ou Yo/s = SO——S Equagéo VIII

Se considerarmos que a quantidade inicial de produto é desprezi-
vel (Po = 0), que durante a rea¢do ndo houve limitagdes cinéticas, que
no tempo final teremos a maxima formacéo de produto (P = Pmax) e
que a concentracéo final de substrato seréd desprezivel se comparada com
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a concentracdo inicial (S = 0), entdo podemos reescrever como na Equa-
¢do IX (SCHMIDELL et al., 2001).
P

Yp/s = 5 Equacéo IX
0

Esta equacgdo também é usualmente denominada como coeficiente
de eficiéncia de formacéao de biogas ou metano (do inglés, biogas yield),
expresso como o volume de gas ha CNTP (mLy) produzido com relacéo
a massa de substrato removido (DQO emovida OU SVremovido) -

Outro fator que pode ser identificado é a velocidade de formacdo de
produto, que é a derivada de P em cada ponto dP/dt. Portanto, por meio da
derivagdo dos incrementos de volume de gas e tempo (dV/dt) também é
possivel identificar a velocidade de producédo de gases na digestéo anae-
rébia. Quando dP/dt é ponderado pela quantidade de microrganismos no
reator obteremos entdo a velocidade especifica de formacdo de biogas
ou metano (Mp), definida pela Equagdo X. (FLORENTINO; BISCARO;
PASSOS, 2010; KRUMPEL et al., 2016). Usualmente também & descri-
ta como a producdo especifica de biogas ou metano, expressa como
mI—N/(gSVinéculo-d)-

1 dP 5
== Equagao X
Be =X at e

Como ja vimos anteriormente, existe uma relacdo estequiométrica
entre 0s constituintes do substrato e a quantidade de gases que serdo
produzidos durante a digestdo anaerdbia. Ou seja, quando conhecidos os
componentes quimicos de um substrato (C, H, O, N e S) é possivel esti-
mar a quantidade de metano a ser recuperado (BUSWELL; NEAVE,
1930) pela aplicacdo das Equagdo I, Equagdo 111 e Equagdo IV. Porém,
é de conhecimento que a quantidade de biogas e metano produzidos s&o
dependendo das concentracdes de carboidratos, gorduras e proteinas da
amostra (VDI, 2006). Na Tabela 6 sdo demonstrados volumes médios de
biogas que sdo produzidos para cada tipo de substancia.

E possivel verificar que as gorduras tem maior capacidade de
produzir biogas e também maiores concentracdes de metano. Porém, a
digestdo anaerdbia de apenas um destes substratos isoladamente pode
estar fadada a baixas eficiéncias de conversdo em metano. Sabe-se que a
velocidade de degradacdo segue a seguinte ordem: carboidra-
tos>proteinas>lipideos e, conforme demonstrado no item 3.2, a estabili-
dade do processo na digestdo anaerdbia depende do balanco na ecologia
de grupos de bactérias e arqueas (espécies formadoras de acidos, aceto-
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génicas e metanogénicas). Um dos fatores que regula esse balango é a
qualidade nutricional e também esta vinculado com a velocidade de
degradacdo dos constituintes do substrato. Portanto, mesmo que utilize-
mos substratos constituidos por gorduras puras, dificilmente teremos a
garantia de que ocorrerd a conversdo em metano de forma eficiente
(DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2010; KHANAL, 2008).

Tabela 6. Estimativa de potencial e composi¢ao do biogas de substratos puros.

PBB Composicdo aproximada
SUbSIAt0 (| \/kgSVacionsss) CHa (%) CO, (%)
Carboidratos 750 50 50
Gorduras 1390 72 28
Proteinas 800 60 40

Fonte: Adaptado de VDI 4630 (2006).

Na Figura 5 sdo apresentados os potenciais bioquimicos de biogas
de residuos diversos e algumas culturas agricolas, constantes na base de
dados do Curatdrio Alemdo de Agricultura (KTBL, 2014). As barras
claras demonstram a quantidade maxima de biogéas que cada substrato
produz separadamente e as barras escuras demonstram a concentragdo
de metano no biogas. Estes valores sdo resultados de PBB, obtidos por
ensaios cinéticos em batelada realizados em laboratério, de acordo com
recomendacfes da norma VDI 4630 (2006) que sera abordada a seguir.
O potencial cresce nos substratos a direita do gréafico e isso tem relacéo
com o crescimento dos teores de SV e variagdes na composi¢do quimi-
ca, pois os teores de celulose também tendem a ser maiores nestes subs-
tratos.

3.3 METODOS PARA ESTUDOS DA CINETICA ANAEROBIA

Para avaliar a cinética da digestdo anaerébia (atividade de mi-
crorganismos, caracteristicas de degradabilidade de substratos, etc.)
existem ensaios laboratoriais, executados em pequena escala e sob con-
digdes controladas ou monitoradas. A caracterizacdo da composi¢do
quimica e fisica dos residuos é uma etapa imprescindivel, porém, séo de
extrema importancia os ensaios biocinéticos para visualizar a real inte-
racdo entre microrganismos e substratos. Estes ensaios cinéticos consis-
tem em testes respirométricos anaerdbios e geralmente envolve a avalia-
¢do a producdo de biogas ou de metano a partir da massa conhecida de
biomassa (ou matéria organica definida como SV, DQO ou COT) do
indculo ou do substrato.
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Figura 5. Potencial de biogés para diferentes substratos.
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Fonte: KTBL (2014)

Diversos métodos, padronizados ou ndo, sao disponiveis na litera-
tura para avaliacdo da cinética anaerébia (ANGELIDAKI et al., 2009;
AQUINO et al., 2007; LABATUT; ANGENENT; SCOTT, 2011). Al-
guns tém foco na eficiéncia dos microrganismos, outros focam na de-
gradabilidade do substrato em condi¢Ges anaerdbias, outros tém por
objetivo avaliar o potencial de metanizacdo (ou potencial energético) do
substrato e também aqueles que avaliam a toxicidade de substancias
inibidoras no processo anaerébio. Porém, todos os métodos baseiam-se
na incubacéo de substrato(s) mesclado com indculo anaerdbio, em bate-
lada e em condigdes controladas. A Tabela 7 descreve um resumo dos
métodos usuais e padrdo para estudo da cinética anaerdbia.
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3.3.1 Atividade Metanogénica Especifica (AME)

Este ensaio é principalmente utilizado para avaliar o desempenho
dos microrganismos metanogénicos no lodo anaerébio ou inéculo. Se-
gundo Aquino et al. (2007) a AME pode ser utilizada como um parame-
tro de monitoramento da eficiéncia da populacdo metanogénica presente
em um reator bioldgico. O ensaio é baseado na medida da velocidade de
producdo de metano em funcdo da massa de in6culo e geralmente ex-
presso com base nas unidades gDQOcH4/(9SSVinocuio-d). Ou seja, é a
velocidade méxima especifica de formagdo de gas metano (Upmax), Obti-
da pelo obtencdo do valor méximo da funcdo dV/dt demonstrada na
Figura 4 (FLORENTINO; BISCARO; PASSOS, 2010).

As primeiras consideracfes sobre o teste AME foram feitas com
base em ensaios em batelada por De Zeeuw (1984), que mediu a taxa de
producdo de metano de lodos, a partir de uma carga orgéanica e concen-
tracdo de SV conhecidas. No estudo de De Zeeuw, o substrato aplicado
variou de uma mistura de acidos volateis (acetato, propionato e butirato)
até o uso de um so substrato, principalmente o acetato, além de adicio-
nar solucBes de metais & solugdo de nutrientes garantindo que ndo hou-
vesse limitagBes nutricionais para a producdo de metano.

Porém, hoje na literatura internacional ha uma vasta diversidade
de protocolos para a realizacdo dos ensaios de AME. Apesar da AME
ser um parametro bastante importante, os métodos disponiveis ndo pos-
suem padronizacdo, variando método e instrumentacdo de autor para
autor. As diferencas metodoldgicas vao desde o procedimento de incu-
bacdo do indculo (concentracdo de biomassa, tipo e concentracdo de
substrato, relacdo alimento/microrganismo, tipo e concentracao de nutri-
entes, tempo de incubagcdo, etc), até diferencas na forma de quantifica-
¢do do volume de gases produzidos ou do metano presente no biogas
(AQUINO et al., 2007). A temperatura de incubacgéo € uma das variaveis
que diferem nos procedimentos, sendo aplicadas faixas entre 27 e 35 °C.
Como o procedimento baseia-se em avaliar a atividade dos microrga-
nismos metanogénicos, geralmente é empregada uma mistura de acidos
organicos de cadeia curta (C,, C3 e C4) como substratos para o ensaio.
Porém, é consenso que a quantidade de substrato e nutrientes seja adici-
onada em excesso afim de que a cinética de degradacdo se aproxime de
uma pseudo ordem zero e dependa exclusivamente da concentra¢do dos
microrganismos presentes no indculo. Outro fator que é variavel é o tipo
de gas utilizado na purga do frasco reacional para expulsar 0 oxigénio
residual e garantir ambiente estritamente anaerdbio. Alguns autores
utilizam gés nitrogénio enquanto outros usam uma mistura de metano
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(50 a 80% v/v) e gas carbdnico (20 a 50% v/v) a fim de simular o biogas
presente na atmosférica do frasco.

Tabela 7. Resumo de métodos cinéticos anaerdbios.

SIGLA Propésito e/ou aplicagédo

AME Mensura a atividade especifica de producéo de metano
em lodos anaerébios. Utilizado para efetuar compara-
¢Oes entre indculos ou avaliar eficiéncia em reatores
anaerdbios.

I1SO 13641 Ensaio de toxicidade anaerdbia. Baseia-se ha medida da
inibicdo da producéo de biogés ap6s 3 dias de incubagéo.
Utilizado para avaliar a influéncia de compostos quimi-
cos diversos na digestdo anaerébia.

ISO 11734 Estima a degradacdo de substancias organicas diversas
pela medida da producéo de biogas.

ASTM E2170-01  Estima a degradagéo de substancias quimicas pela medi-
da da producao de biogas e por analises quimicas da
concentracao residual. Método reconhecido nos EUA.

DIN 38414-8 Mensura a degradagdo de lodos e efluentes por meio da
medida da producdo de biogas.
VDI 4630 Método para mensurar o PBB e PBM. Aplicado a diver-

sos tipos de substratos, inclusive residuos agropecuarios
e culturas agricolas. Método reconhecido na Alemanha e
paises europeus.

Segundo Angelidaki et al. (2009), lodos anaerébios ndo granula-
res ativos devem apresentar AME ao acetato de 0,1
0DQOcH4/(9SSVinoculo-d), enquanto que lodos granulares devem apre-
sentar valores de 0,3 gDQOcH4/(9SSVinoculo-d) para serem considerados
ativos. Para fins préaticos, os testes de atividade sdo utilizados para avali-
ar a efetividade dos microrganismos. Além da AME para avaliar as rotas
acetoclastica e hidrogenotrofica, também é possivel avaliar as diferentes
etapas da digestdo anaerdbia e assim verificar a efetividade do lodo ou
indculo. Na Tabela 8 é demonstrada sugestdo de substratos para avaliar
a atividade dos diferentes grupos tréficos de microrganismos de um
reator anaerobio.
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Tabela 8. Sugestdo de substratos para avaliar a atividade dos diferentes
grupos tréficos de microrganismos.

Microrganismos Tipo e concentracdo inicial de substrato

Hidroliticos 1 g de celulose/L

Acidogénicos 1 g de glicose/L

Proteoliticos 1 g de caseina/L

Acetogénicos 0,5 g de acido propionico/L e 0,5 g &cido n-butirico/L
Acetoclasticos 1 g de 4cido acético/L

Hidrogenotréficos  Sobrepressao de 1 atm de mistura H,:CO, (80:20)

Fonte: Adaptado de Angelidaki et al. (2009).

3.3.2 Normas I1SO 13641 - Water quality - Determination of inhibi-
tion of gas production

Esse procedimento estabelece protocolos para determinacdo da
toxicidade de possiveis substancias em sistemas anaerdbios. Séo dividi-
das em duas normas: parte 1 que se refere ao procedimento geral do
ensaio e parte 2 que se refere a adaptacfes de metodologia para baixas
concentra¢Bes de biomassa microbiana. Basicamente os protocolos defi-
nem orientagfes metodoldgicas para estimar a concentragdo inibitéria de
50% (Clsp) da producdo de biogés. Baseia-se na incubagéo de um indcu-
lo anaerdbio, juntamente com substrato padrdo e mesclado a diferentes
concentracBes do agente inibidor ao qual se quer avaliar. Apds incuba-
¢do durante 3 dias a 35 °C, é efetuada a medicdo do volume do gas pro-
duzido e comparado com a produgdo de gas de testes sem adicdo do
inibidor. Para cada nivel de concentracdo do inibidor é efetuado o calcu-
lo do percentual de inibicdo conforme a Equacéo XI. A equacéo original
baseia-se na variagdo de pressdo medida por sistemas manométricos e
abaixo esté apresentada por equivaléncia na variago de volume:

v
I[%] = (1 —Vt).mo Equacdo XI

Onde, | é o percentual de inibicdo, V; é o0 volume observado para
0 material teste (com inibidor) e V. é o volume observado para o subs-
trato controle (sem inibidor). Apds, para estimar a ICs, é efetuada uma
avaliacdo visual ou via por analise de regressdo entre os valores de ini-
bicdo e o logaritmo das respectivas concentragfes utilizadas nos testes.
Também é possivel expressar 0s resultados com base na quantidade de
inéculo utilizado, ou seja miligrama do inibidor por grama de sélidos
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totais do inéculo (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2003).

Este procedimento dedica-se a avaliacdo da toxicidade aguda ao
processo anaerdbio. Nao existem procedimentos normatizado para en-
saios de toxicidade crénica (ensaios de longa duragéo).

3.3.3 Norma I1SO 11734:1995 - Evaluation of “ultimate” anaerobic
biodegradability of organic compounds in digested sludge - Method
by measuring of biogas production

Essa norma da Organizacdo Internacional para Padronizagio
(1995) apresenta a descricdo de teste cinético padronizado para avalia-
¢do de compostos organicos frente a microrganismos anaerdbios. O teste
consiste na exposi¢do do indculo anaerébio ao composto quimico de
interesse por um periodo superior a 60 dias. Para adequagdo do inoculo
anaerdbio sdo efetuadas lavagens para retiradas de contaminantes e en-
tdo o inoculo é acondicionado em meio de cultura isento de substrato, a
temperatura controlada de 35 °C. A avaliag¢do da produgdo de biogas é
efetuada através de medidas manométricas.

3.3.4 Norma ASTM E2170-01(2008) - Determining anaerobic bio-
degradation potential of organic chemicals under methanogenic
conditions

Similar a norma 1SO 11734:1995, essa norma elaborada pelo 6r-
gdo de metrologia dos EUA também apresenta a descricao de teste ciné-
tico de degradacdo compostos quimicos organicos frente a condicfes
anaerébias (ASTM INTERNATIONAL, 2001). O procedimento da
norma é original de 2001 e foi revisado em 2008. O teste consiste na
exposicdo do indéculo anaerébio ao composto quimico de interesse por
um periodo entre 25 a 30 dias, praticamente nas mesmas condigdes esti-
puladas pela norma ISO 11734:1995. A avaliacdo da producéao de biogas
é efetuada através de medidas manométricas. Ambas as normas 1SO e
ASTM sdo aplicadas principalmente na avaliacdo de novas substancias
usadas em medicamentos, pesticidas, derivados da indUstria petroquimi-
ca, dentre outros.
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3.3.5 Norma DIN 38414-8 - Determination of amenability to anaer-
obic digestion

Esta norma é um dos primeiros procedimentos padronizados des-
critos formalmente. Apesar de hoje ter sido substituida pela norma VDI
4630, ainda é referenciada para construcdo do sistema de tubos eudid-
metros, aparato utilizado para medir volumetricamente a producdo de
biogas durante a digestdo anaerobia. Numa traducao direta: “Determina-
¢do da degradabilidade em digestdo anaerobia”, foi originalmente de-
senvolvida pelo Instituto Alemao para Normatizagao (DIN) para aplica-
cdo na avaliacdo da degradabilidade de efluentes e esgotos. Ela estabe-
lece condigOes bésicas para execugdo de ensaios cinéticos em batelada
para avaliagdo da degradacdo anaerdbia de substratos orgénicos através
de testes volumétricos de producdo de biogas (DEUTSCHES
INSTITUT FUR NORMUNG, 1985).

3.3.6 Norma VDI 4630 - Fermentation of organic materials: Charac-
terisation of the substrate, sampling, collection of material data and
fermentation tests

Norma desenvolvida pela Associacdo Alema de Engenheiros é
reconhecida na Unido Europeia e outras partes do mundo, pois estabele-
ce condicOes bastante detalhadas para execucdo de ensaios cinéticos em
batelada, semi-continuo e continuo para avaliacdo da recuperacdo de
biogas e/ou metano de substratos organicos diversos. Trata-se de um
aperfeicoamento da norma DIN 38414-8 e desenvolvida para atender as
necessidades de normatizacdo em funcdo do rapido crescimento da ca-
deia do biogas e expansédo de energias de fonte renovavel na Alemanha.
Por sua vez, o procedimento da norma foi construido com foco aos subs-
tratos de origem renovavel (substratos agropecudrios: residuos e culturas
energéticas; além de outros residuos provenientes de processo industri-
ais ou urbanos). Também é usada como referéncia para simulagédo de
processos em escala de bancada para auxiliar operagdo de plantas de
producdo de biogas em grande escala (DI, 2006).

3.3.7 Aparatos experimentais

Os sistemas de medicdo do volume de gas se dividem em dois
grupos: sistemas volumétricos (que medem variacdes de volume) e ma-
nomeétricos (que medem variagdes de pressdo e posteriormente séo con-
vertidos em volume).
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O sistema mais usual para determinacdo da producdo dos gases é
via deslocamento de liquido como demonstrado na

Figura 6a, em funcdo da praticidade e baixo custo. O reator con-
tendo o substrato, meio de cultura e inéculo é condicionado em reator
anaerébio (frasco de vidro ou erlenmeyer) hermeticamente fechado e
acoplado a um frasco com solucédo de hidroxido de sodio. Os gases re-
sultantes da digestdo anaerébia deslocam a coluna de liquido e, por con-
sequéncia, 0 gas carbbnico é solubilizado e neutralizado. O volume de
gas resultante € mensurado pelo deslocamento do liquido em uma prove-
ta. Em funcéo do didxido de carbono e o metano serem 0s gases majori-
tarios no biogas, o volume deslocado entdo é considerado como o0 meta-
no presente no biogas (AQUINO et al., 2007). Por fim, é possivel obter
um gréfico da cinética anaerdbia similar ao que foi demonstrado na
Figura 4.

Figura 6. Exemplo de aparatos experimentais para mensurar a producdo de
metano.
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Fonte: a) aparato experimental descrito por Aquino et al. (2007); b) seringa
graduada (MITTWEG et al., 2012; VDI, 2006); c) sistema reator acoplado a
tubo eudidémetro e frasco mariote (DIN, 1985; VDI, 2006).
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Outro aparato amplamente difundido e recomendado em algumas
normas técnicas é o conjunto de reator acoplado a tubo eudiémetro

Figura 6c. Este aparato experimental também se baseia no deslo-
camento de um liquido selante, neste caso uma solucdo de sulfato ou
cloreto de sodio em nivel de saturacdo e acidificada a pH menor que 2
(DIN, 1985). Neste caso o propdsito € reter o biogas no interior do eudi-
Ometro e evitar a solubilizagdo de CO; no liquido. A leitura do volume
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de gases produzidos é efetuada manualmente pela equalizacdo da pres-
sdo interna e externa, mantendo o frasco mariote em mesmo nivel que a
solucéo interna do eudidmetro. O volume é mensurado pela graduacéo
presente no tubo eudiémetro (DI, 2006).

Um sistema mais compacto € o Hohenheim Biogas-yield Test
(HBT), que consiste em seringas de vidro graduadas, com a extremidade
fechada por uma valvula. Assim o interior da seringa atua como o frasco
reator e 0 volume de gas produzido é medido pelo deslocamento do
émbolo da seringa (MITTWEG et al., 2012; VDI, 2006). A seringa é
depositada em um rotor no interior de uma estufa com temperatura con-
trolada.

Além dos sistemas volumétricos manuais, existem sistemas co-
merciais com instrumentos automatizados. Estes sdo providos de senso-
res que sao acoplados a um registrador de dados ou um computador.

As medidas manométricas sdo efetuadas por sensores de pressdo
hermeticamente acoplados aos frascos reacionais. A producdo do biogas
forga a elevago da pressdo, que é mensurada e transformada em varia-
cdo de volume (nas CNTP). Porém, esse procedimento necessita de
grande volume livre de atmosfera no interior do frasco e por isso possui
algumas limitagfes quando ocorre 0 aumento de pressdo. A pressdo é
diretamente proporcional na solubilidade de alguns gases como diéxido
de carbono, amdnia (NHj3) e sulfeto de hidrogénio (H,S). Ou seja, varia-
¢Oes bruscas de pressdo podem acarretar em mudangas na alcalinidade,
além de favorecimento de processos inibitdrios resultantes da solubiliza-
¢do da amonia ou alteracéo na atividade das sulfetogénicas.

3.3.8 Inoculo para ensaios de PBB e PBM

A precisdo dos dados de PBB e PBM em um ensaio cinético é al-
tamente dependente das capacidades metabolicas do inoculo utilizado. A
reducdo da atividade metanogénica do consoércio microbiano pode levar
a resultados ndo reprodutiveis e subestimar a producdo de biogas
(ANGELIDAKI et al., 2009; BAUER et al., 2008). Neste contexto,
Angelidaki et al. (2009) sugerem a utilizagdo de um inoculo fresco pro-
veniente de reator anaerébio ativo, isto é, plantas de biogas que degra-
dam dejeto ou lodo de reatores anaerébio de plantas de tratamento de
esgoto doméstico. Ou seja, indculos que contém composicdo microbiana
ampla (bactérias hidroliticas, bactérias acidogénicas e arqueas metano-
génicas). A recomendacao é de que estes indculos sejam pré-incubados
durante periodo de 2 a 5 dias antes dos ensaios, a fim de minimizar a
influéncia de material orgénico biodegradavel residual.
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Além disso, fontes de inoculo e processos de aclimatacdo sdo dois
fatores ligados que governam o potencial biodegradabilidade do substra-
to. Por exemplo, Gu et al. (2014) observaram associagdo entre a fonte do
indculo e 0 uso ou ndo de processo de aclimatacdo sobre a velocidade de
producdo de biogas de substratos celulésicos. De Vrieze et al. (2015)
identificaram diferencas na eficiéncia de degradacdo do substrato, de-
pendendo da estrutura das comunidades metanogénicas do indculo. Os
principais métodos padréo para determinacdo da PBB ou PBM sdo base-
ados no uso de inoculo obtido a partir de biodigestores em condigdes
mesofilicas (DIN 38414-8, 1985; ISO 11734, 1995; VDI 4630, 2006). O
método VDI 4630 (2006) orienta 0 uso de indculo de digestores operan-
do sob codigestdo de substratos de origem agricola. Portanto, as varia-
¢des entre origem e meétodos de enriquecimento e de aclimatacdo do
indculo precisam ser padronizadas para que 0s ensaios sejam reproduti-
veis e rastreaveis (DIN, 1985; LI et al., 2013; VDI, 2006). Conforme ja
citado na Tabela 8 é recomendado utilizar substancias de referéncia para
avaliar a atividade do inoculo e um dos substratos mais utilizados é a
celulose microcristalina de elevada pureza.

Em paises onde o mercado de biogas ¢ forte (ex.: Alemanha, Ita-
lia e outros paises da Europa) obter amostra de indculo em condicGes
mesofilicas é relativamente f4cil. No entanto, no Brasil esse fato é um
grande limitador em funcdo da menor disponibilidade de plantas de
digestdo anaerdbia em larga escala, da maior distancia entre as plantas
de biogas e os laboratorios ou centros de pesquisa, da menor estabilida-
de dos reatores (consequéncia do menor investimento em controle de
processo usados no Brasil), além da quase inexisténcia de instalacdes
gue praticam codigestdo em condic6es mesofilicas.

3.4 DROGAS VETERINARIAS
3.4.1 Drogas veterinarias na produgdo animal

E conhecido que s&o utilizados antibidticos em larga escala na
producdo de animais no Brasil (MAPA, 2008). Estima-se que 0 consu-
mo para uso em animais € a responsavel por 70% dos antibi6ticos pro-
duzidos no mundo, o que causa grande preocupacdo na comunidade
internacional em fungdo dos riscos ambientais que estdo envolvidos no
uso exacerbado e indiscriminado dos medicamentos (CDDEP, 2015).
Estima-se que o consumo global de antibidticos na produgdo de bovi-
nos, frangos e suinos aumentara em 67% entre 2010 a 2030. A estimati-
va do consumo de drogas veterinarias para o grupo de paises que inte-
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gram o BRICS (Brasil, Russia, India, China e Africa do Sul), pode che-
gar a 99% neste mesmo periodo, e isso representa até sete vezes o cres-
cimento populacional projetado para estes paises , sendo este o principal
indicio do crescimento vinculado a producao animal (VAN BOECKEL
et al., 2015). A estimativa do consumo de antibiéticos entre 2010 e 2030
no Brasil pode crescer em 99%, bem acima do crescimento populacional
no mesmo periodo (VAN BOECKEL et al., 2015).

A Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultu-
ra (FAO) reconhece que 0 uso excessivo de antibidticos no setor agro-
pecuario tem relagdo com o aumento da resisténcia antimicrobiana,
sendo uma ameaca global emergente de salde publica e capaz de afetar
a seguranca alimentar para as geragdes futuras (FAO, 2015). Apesar de
existirem movimentos para a reducdo do uso de drogas veterinarias, a
intensificagdo da producdo animal acaba por gerar maior demanda por
medicamentos para manter os padrfes sanitérios e evitar perdas de pro-
dutividade (MORES, 2014).

Na producdo animal os antibidticos sdo administrados de quatro
abordagens basicas, que se diferenciam pelo objetivo de uso, dose e
duracdo de tratamento (DIAS et al., 2011; SCHLUSENER; BESTER,;
SPITELLER, 2003). A primeira abordagem é o uso como promotor de
crescimento, pela aplicacdo de compostos com baixa absorcdo intesti-
nal, administrados na forma oral, com a finalidade de resultar em ga-
nhos de desempenho dos animais. O uso de promotores foi banido na
Unido Europeia em 2006 e esta em vias de ser limitado nos EUA. No
Brasil, 0 MAPA (2008) autoriza e regulamenta o uso de antimicrobia-
nos, anticoccidianos e agonistas para uso como aditivos na ragdo de
animais para fins de melhoria na eficiéncia alimentar.

A segunda abordagem é o uso profilatico, administrado de forma
individual ou em um grupo de animais antes que uma doenca possa
ocorrer. A terceira é denominada como uso metafilatico, para tratamento
de animais em risco, ou seja, para prevenir em um grupo de animais a
disseminacdo de um agente infeccioso assim que alguns animais adoe-
cem. Todas estas abordagens anteriores sdo consideradas subterapeuti-
cas (baixas dosagens, porem por tempo prolongado), ja o uso terapéuti-
co envolve o tratamento individual ou a um grupo de animais ja doentes,
tipicamente doses mais elevadas (DIAS et al., 2011; VENGLOVSKY;
SASAKOVA; PLACHA, 2009).

Os antibidticos sdo entregues aos animais por meio dos alimen-
tos, da agua, ou por outras vias, como formas injetaveis. Apds a admi-
nistracdo, o antibidtico pode ser adsorvido e parcialmente metabolizado
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antes de ser excretado pela urina ou fezes (MARTINEZ-CARBALLO et
al., 2007; ZHOU et al., 2013).

No relatorio denominado “A situagdo dos antibidticos no mundo”
(ou do inglés, “The State of World’s Antibiotics” - CDDEP, 2015) é
demonstrado que, desde os anos 1940, infeccBes que antes eram de facil
tratamento estdo tornando-se de dificil cura agora, aumentando os custos
de salde publica, aumentando a mortalidade de pacientes, com conse-
guéncias individuais e para a sociedade como um todo. O relatério ainda
aborda algumas causas relacionadas ao desenvolvimento resisténcia aos
antibiéticos em microrganismos e a geracao das chamadas super bacté-
rias (ou, do inglés, “super bugs”). O contato direto com os subprodutos
animais (carne, ovos, leite e os dejetos dos animais) é uma maneira de
dissipar os compostos antibidticos e também as bactérias resistentes aos
mesmos para 0s seres humanos. Sabe-se que existe uma relagéo entre a
utilizacdo de dejetos no solo e na ocorréncia de patdgenos em plantas e,
consequentemente, a oferta de alimentos (FRANZ; SEMENOV; VAN
BRUGGEN, 2008). Alguns autores supdem que a resisténcia aos anti-
bidticos encontrada em microrganismos nos dejetos, solos e plantas é
uma evidéncia de que o uso excessivo de antibioticos na producéo ani-
mal é parte significativa do problema com a resisténcia de microrganis-
mos que atingem o0s seres humanos (BROWNING, 2012;
WOOLHOUSE; WARD, 2013). Recentemente, a discussao sobre o
assunto cresceu junto com o numero de estudos sobre a avaliacdo de
risco a salde humana, mas a dissipacdo da resisténcia genética no ambi-
ente ainda é considerada incerta (DU; LIU, 2012; MALCHI; MAOR;
CHEFETZ, 2015; PROSSER; SIBLEY, 2015).

3.4.2 Classes e formas de acao dos antibidticos

Existe uma infinidade de compostos conhecidos, e formulagdo
disponivel comercialmente para uso veterinario. Estes compostos séo
geralmente classificados conforme a estrutura molecular do principio
ativo, mas também podem ser subdivididos conforme outras caracteris-
ticas: origem, biossintese, atividade (farmacocinética e farmacodinami-
ca), espectro de a¢do, mecanismos de agao, etc. A origem e a biossintese
estdo relacionadas a forma como 0 composto é obtido, por exemplo: por
bactérias, por fungos ou de forma sintética (ANVISA).

Os mecanismos de acdo principais sdo exemplificados na Figura
7. Basicamente sdo caracterizados pela agdo na parede celular e/ou na
membrana celular, que promovem a lise da célula, ou interferem na
formacg8o de proteinas podendo atuar em fungdes celulares bésicas co-
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mo: a sintese de purinas e/ou formacdo de acido félico, alteracbes no
acido ribonucleico (RNA) e no acido desoxirribonucleico (DNA). Em
outras palavras, sdo capazes de interferir na viabilidade e multiplicacdo
celular.

Figura 7. Principais mecanismos de agdo dos antibioticos.
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Fonte: ANVISA

No controle das infecgBes (uso terapéutico) a selecdo do antibio-
tico estara relacionada com a atividade, primeiramente devera atingir
concentracdo ideal no local da infecgdo, ser capaz de atravessar a parede
celular, apresentar afinidade pelo sitio de ligacdo no interior da bactéria
e permanecer tempo suficiente para exercer o efeito inibitério desejado
(ANVISA). No emprego como promotores de crescimento ou como
profilaticos as doses sdo geralmente menores que ao uso terapéutico,
porém em periodos de tempo maiores (DIAS et al., 2011; MORES,
2014). A seguir serdo detalhadas as classes dos compostos objeto de
estudo desta tese de doutorado.
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3.4.2.1 Tetraciclinas

As tetraciclinas se caracterizam pelo esqueleto do octaidronafta-
ceno, sistema formado de quatro anéis condensados. Antimicrobianos
primariamente bacteriostaticos, quando em concentracdes terapéuticas.
Apresentam amplo espectro de acdo, incluindo bactérias gram-positivas,
gram-negativas aerébias e anaerobias, espiroquetas, riquétsias, mico-
plasma, clamidias e alguns protozoarios (ANVISA). As tetraciclinas
entram na célula por difusdo, em um processo dependente de gasto de
energia. Ligam-se, de maneira reversivel, a porcdo 30S do ribossoma,
blogueando a ligacdo do RNA transportador, impedindo a sintese protei-
ca. A tetraciclina, molécula bésica e representante desta familia de anti-
bidticos, obtida por hidrélise da 7-clortetraciclina. Posteriormente surgi-
ram novas tetraciclinas como a oxitetracilina, a metaciclina (intermedié-
rio da sintese de outras tetraciclinas). A diferencga estrutural das princi-
pais moléculas de tetraciclinas € demonstrada na Figura 8.

Figura 8. Estrutura molecular das principais tetraciclinas

5
HO CH
’ H3C/N\CH3
TETRACICLINA

Congénere Substitutivos Posicao(Bes)
Clortetraciclina -ClI 7
Oxitetraciclina  -OH, -H 5
Metaciclina -OH, -H; =CH, 5:8
Doxiciclina -OH, -H; -CH3, -H 5:8

Na producdo animal (suinos e aves) as tetraciclinas sdo utilizadas
principalmente com funcéo terapéutica, com doses elevadas, por aplica-
¢cdo parenteral. Os maiores usos sdo direcionados para infecgfes nos
tratos respiratorio, urinario, gastroentérico e no tratamento de doencas
oftalmicas bacterianas. E amplamente utilizado no tratamento de mastite
na bovinocultura leiteira (DIAS et al., 2011).
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3.4.2.2 Diterpenos

A tiamulina é um dos principais representantes da classe dos di-
terpenos, antibidtico semissintético derivado da pleuromutilina e reco-
mendada para o tratamento de infeccBes respiratorias e desinteria. No
Brasil tem uso bastante difundido, mas com aplicacéo restrita na produ-
cdo de suinos, utilizado em todas as fases de producdo como aditivo na
racdo animal em teor de até 11 mg/kg. Fumarato de tiamulina (Figura 9)
é um dos principais compostos empregados (MAPA, 2008).

3.4.2.3 Macrolideos

Quimicamente, os macrolideos sdo moléculas lipofilicas constitu-
idas por uma lactona macrociclica com 14, 15 ou 16 carbonos ligada a
moléculas de agUcares (desosamina, cladinose, micaminose, micarose,
micosamina) atraves de ligacdes glicosidicas, podendo apresentar caré-
ter basico. Os macrolideos sdo classificados em grupos, baseando-se no
numero de carbonos do grupo lactona. A eritromicina, a roxitromicina e
a claritromicina pertencem ao grupo de 14 carbonos; a azitromicina
pertence ao grupo de 15 carbonos; enquanto que a espiramicina, josami-
cina, tilmicosina e tilosina pertencem ao grupo de 16 carbonos
(SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013).

A tilosina é o macrolideo mais utilizado na produc¢do animal, tan-
to como aditivo na alimentacdo de aves (4 a 55 mg/kg de racdo) e de
suinos (11 a 110 mg/kg de racdo), quanto para uso terapéutico em bovi-
nos. A tilosina é produzida pelo Streptomyces fradiae e é ativa contra
algumas bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e micoplasmas
Gram-positivos, sendo usada exclusivamente na medicina veterinaria. O
composto de maior predominancia é a tilosina A, mas quantidades vari-
aveis de desmicosina (tilosina B), macrocina (tilosina C) e relomicina
(tilosina D) também estéo presentes em sua composicao (Figura 9).

3.4.2.4 Lincosaminas

A principal representante das lincosaminas € a lincomicina, também
representada na Figura 9. Sdo antibidticos derivados de aminoécido
propil-higrinico unido por ligagdo amidica a um derivado contendo en-
xofre de uma octose. Suas estruturas contém uma funcéao basica, o nitro-
génio pirrolidinico. Inibem a sintese proteica nos ribossomos, ligando-se
a subunidade 50S, sendo, portanto, bacteriostaticas. Desta forma alteram
a superficie bacteriana, facilitando a opsonizagdo, fagocitose e destrui-
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cdo intracelular dos microrganismos. Sao agentes bacteriostaticos, mas
podem ser bactericidas em concentracdes altas (ANVISA). E utilizada
como aditivo na racdo de suinos nas fases de crescimento e terminacéo
em teor de até 22 mg/kg, e na alimentacdo de frangos de corte sob doses
entre 2,2 e 4,4 mg de lincomicina por kg de racdo. Em ambos 0s casos o
uso na racdo nao é terapéutico, apenas com foco na prevencdo de doen-
cas dos animais (MAPA, 2008). Além da administracdo na racdo, a
lincomicina também pode ser administrada por solubilizacdo na agua
ingerida pelos animais.

Figura 9. Estrutura molecular dos antibidticos tilosina A, tiamulina, linco-
micina e gentamicina.
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3.4.2.5 Aminoglicosideos

A gentamicina é o antibiético representante da classe dos amino-
glicosideos. Ligam-se a fragdo 30S dos ribossomos inibindo a sintese
protéica ou produzindo proteinas defeituosas. Para atuar, 0 aminoglico-
sideo deve primeiramente ligar-se a superficie da célula bacteriana e
posteriormente deve ser transportado através da parede por um processo
dependente de energia oxidativa (ANVISA). A estrutura da gentamicina
esta representada na Figura 9.

3.4.3 Incidéncia de drogas veterinarias em dejetos de suinos

Para proporcionar maior entendimento quanto ao possivel im-
pacto causado por antibidticos utilizados na producéo de animais, espe-
cialmente na suinocultura, foi efetuada revisdo sobre ocorréncia de dro-
gas veterinarias encontradas em dejeto de suinos e efluentes da suinocul-
tura. As ocorréncias de artigos indexados nas bases Web of Science,
Scielo, Google Scholar, PubMed e Scopus nos ultimos 16 anos é apre-
sentada no ANEXO A e uma compilagdo das informagdes para os anti-
bidticos tiamulina, tilosina, lincomicina e gentamicina sao demonstrados
na Tabela 9.

Para estimar o cenario brasileiro e simular as concentragcfes
possiveis de serem encontradas nas amostras in natura de dejetos de
suinos é apresentada a Tabela 10. Nela foram utilizadas as concentra-
¢Bes recomendadas de cada composto, além das doses de ingestéo diaria
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e as mesmas ponderadas pela quantidade de dejetos excretados em Cada
fase de producao.

Apo6s a compilacdo dos dados apresentados no ANEXO A e
avaliacdo das metodologias descritas nos manuscritos foi possivel reali-
zar algumas consideragoes:

1°) Existe grande divergéncia metodoldgica entre os procedi-
mentos de coleta, métodos de preparo de amostra e técnicas analiticas
empregadas. Portanto, ha incertezas atribuidas aos valores reportados
pelos autores. Por exemplo, durante o preparo de amostras geralmente
os autores efetuaram processo de filtracdo. Porém, alguns utilizavam a
fracdo liquida filtrada, outros se restringiram a avaliagdo da fracdo séli-
da.
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2°) Ndo ha padronizacao na nomenclatura utilizada para identi-

LIS

ficar as amostras. E possivel encontrar termos como: “manure”, “pig
sludge”, “pig wastewater”, “feces”, “dung samples of pig”, “effluent”,
“flush water”, dentre outros. Em poucos casos os autores retratam as
caracteristicas quimicas e fisicas basicas da amostra e identificam com
detalhes de onde a amostra foi coletada, deixando em dUvida se a amos-
tra sofreu algum processo de diluicdo, pré-tratamento ou estocagem
anterior a amostra.

3% Nao foram encontradas ocorréncias de estudos no Brasil,
nem para paises da América Latina. Porém, se levarmos em considera-
cdo 4 antibioticos (Tiamulina, Lincomicina, Tilosina e Gentamicina)
utilizados como aditivos em racdo na producdo de suinos no Brasil,
podemos efetuar um comparativo entre valores passiveis de serem ex-
cretados e encontrados nos dejetos de suinos e as concentragdes encon-
tradas na literatura (Tabela 9). E necessario atencdo que os valores ob-
servados na literatura (Tabela 9) sdo inferiores aos estimados para a
excrecdo dos animais na producdo brasileira (Tabela 10).

3.4.4 Impactos ambientais e interacdes na digestdo anaerébia

Sabe-se que uma fracgdo significativa (entre 30 a 90% - Sarmah et
al. 2006) dos antibidticos administrados sdo excretados na forma origi-
nal ou na forma de metabdlitos (ALCOCK; SWEETMAN; JONES,
1999; SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006). A taxa de excre¢do de-
pende do composto quimico, do nivel de dosagem, da idade do animal e
da espécie (STALLONES et al., 1980). No material excretado, alguns
metabdlitos permanecem biologicamente ativos e também que outros
metabdlitos inativos podem ser transformados de volta no composto
parental bioativo sob condices especificas (ZHOU et al., 2012).

Os dejetos dos animais sdo geralmente usados no solo como fonte
de nutrientes. Como exemplo que ocorre na suinocultura, os efluentes
sdo armazenados temporariamente em reservatorios e posteriormente
espalhados em é&reas agricolas (KUNZ; MIELE; STEINMETZ, 2009).
Os solos, as aguas superficiais e subterraneas, que direta ou indiretamen-
te recebem estes residuos podem apresentar contaminacgao aos antibioti-
cos presentes no dejeto (CHEN et al., 2012a). Depois de repetidas apli-
cagbes, 0s compostos mais persistentes se acumulam no ambiente
(ZHOU et al., 2013). Uma vez presentes na agua ou solo os antibiéticos
podem afetar organismos aquaticos e terrestres, alterar atividade micro-
biana, modificar a ecologia de ecossistemas e ainda causar o desenvol-
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vimento de resisténcia antimicrobiana (HEUER; SCHMITT; SMALLA,
2011; KNAPP et al., 2010; ZHOU et al., 2013).

Para reduzir o impacto ambiental dos dejetos no ambiente alguns
processos de tratamento podem ser aplicados (KUNZ; MIELE;
STEINMETZ, 2009). Ao efetuar a depuracdo do efluente é possivel
favorecer a reducdo de patdgenos existentes nos dejetos dos animais
(DA SILVA et al., 2015).

A acdo dos antibidticos é objeto de estudo nas Gltimas décadas
para a digestdo anaerdbia de efluentes urbanos, hospitalares e industri-
ais. Também sdo encontrados estudos direcionados ao uso dos dejetos
dos animais como substrato. Porém, avaliando o cenério brasileiro com
possibilidades de codigestdo de substratos agricolas junto aos dejetos de
animais para potencializar a produgdo de biogéas, pouco se sabe sobre a
inibicdo dos antibidticos nestes casos. Portanto, sdo necessarios estudos
para avaliar o potencial de inibicdo, com base nas proporc¢des das drogas
veterinarias usadas na suinocultura brasileira, envolvendo a digestéo
conjunta dos dejetos com outros substratos agropecuarios.

Em linhas gerais os antibioticos excretados pelos animais tam-
bém sdo degradados durante a estocagem ou tratamento dos dejetos, mas
em maior ou menor velocidade dependendo de inimeros fatores como:
temperatura, atividade de microrganismos, presenca ou ndo de oxigénio,
fontes externas, etc (DU; LIU, 2012). Como exemplos, podemos citar
alguns antibioticos da classe dos macrolideos que sdo considerados pou-
o persistentes, com meia vida inferior a 2 dias, muito divergentes das
tetraciclinas, que por outro lado podem apresentar meia vida superior a
100 dias (MASSE; SAADY; GILBERT, 2014). Porém, apesar dos ma-
crolideos serem considerados pouco persistentes, Schllisener et al.
(2006) encontraram elevada persisténcia (> 200 dias) para 0 macrolideo
tiamulina durante estocagem de dejetos a 20 °C.

Por outro lado, os compostos podem também apresentar toxici-
dade aos sistemas bioldgicos de tratamento (DREHER et al., 2012; SHI
et al., 2011). Por exemplo, tetraciclina em concentrages superiores a 9
mg/L podem reduzir em mais de 50% a producdo de metano na digestéo
anaerdbia de dejetos de suinos (ALVAREZ et al., 2010). Sanz et al.
(1996) encontraram niveis de inibicdo de 20% na producdo de metano
quando avaliada adi¢do do antibidtico gentamicina em concentracoes de
35 mg/L. Na ocasido, os autores avaliaram a toxicidade sob a degra-
dacdo de &cidos acético, propidnico e butirico ap6s incubacdo por duas
semanas. Ap0s este periodo foi relatada persisténcia de acidos propioni-
co e butirico em ordem de 10 a 50% do total adicionado, indicando uma
possivel inibicdo de microrganismos acetogénicos.
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Gartiser et al. (2007) realizaram estudo baseado em esquemas
das normas 1SO 13641 (ISO, 2003) e encontraram concentracdo de gen-
tamicina que induziu a inibicdo de 50% da producéo de biogas (ICsq) na
faixa de 57,2-231,8 mg/L (ou mg de antibidtico por g de ST do in6culo).
Para realizacdo destes ensaios 0s autores basearam-se na inibicdo do
biogas apds 7 dias de incubacdo, a 35 °C, e utilizando como inéculo o
lodo anaerdbio de estacdo de tratamento de efluentes urbanos. Resulta-
dos similares foram obtidos por Sanz et al. (1996) que encontraram 20%
de inibicdo na producdo de metano para concentragdes do antibidtico
tilosina de 15 mg/L, causando acumulo de &cido propidnico e butirico na
ordem de 10 a 90% da massa de &cidos adicionada.

Outros autores relataram problemas de formacdo excessiva de
espumas em reator anaerébio quando alimentado com dejetos de suinos
de animais que haviam sido medicados com licomicina. Apesar de ndo
identificarem a concentragdo do antibidtico no dejeto, Fischer et al.
(1981) relataram que o reator anaerdbio operou sob condi¢do de “estres-
se” quando alimentado com este dejeto. Além da formacao de espumas,
os autores informaram declinio de até 75% na producdo de biogas e
acumulo de acido propi6nico em concentracOes superiores a 3000 mg/L.
Ja Ji et al. (2013) utilizaram um método ultrarrapido (15 min) baseado
em luminescéncia para avaliar a inibi¢cdo aguda da lincomicina em sis-
temas anaerébios. Os autores encontraram Cls, em niveis de 3,5-5,7
mg/L e relataram efeitos sinérgicos quando lincomicina foi ministrada
em conjunto com amoxicilina, kanamicina e ciprofloxacina. Segundo
este mesmo estudo houve também forte sinergismo de inibicdo pela
lincomicina quando presente os metabdlitos etanol, acetato, propionato e
butirato. Os autores relacionaram estes resultados a possiveis reducdes
de desempenhos em reatores anaerébios quando operados sob condi¢des
de sobrecarga ou outras razdes que levam ao acumulo destes metabdli-
tos.

Em outro estudo, Loftin et al. (2005) efetuaram avaliagGes de
inibicdo de producdo de biogas apds incubacdo por 72 e 336 horas usan-
do inéculo de lagoas anaerodbias de sistemas de tratamento de dejetos de
suinos. Eles observaram os antibidticos lincomicina e tilosina apresenta-
vam plat6s de inibigdo entre 20 a 45% sob doses de 1 e 25 mg/L. Estes
mesmos autores também obervaram os indculos provenientes de lagoas
que recebiam menor concentragdo de antibidticos sofreram maior inibi-
¢do na producdo de metano.

Os mecanismos de inibicéo pelos antibitticos na digestao anae-
rébia ainda sdo pouco conhecidos, mas acredita-se estarem relacionados
com as caracteristicas de acdo da classe de cada antibidtico: blogueio da
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sintese da parede celular, inibicdo da sintese de proteinas, interferéncia
nas funcbes de membranas, etc (SANZ; RODRIGUEZ; AMILS, 1996).
Ha uma grande variedade de trabalhos com estudos que explicam estas
acOes inibitorias baseados no cultivo de culturas puras de microrganis-
mos. Entretanto é bem menor o nimero de estudos que demonstram as
interacdes que ocorrem durante a digestdo anaerébia de dejetos de ani-
mais e praticamente inexistentes aqueles que relacionam a inibi¢cdo em
sistemas de codigestdo com outros substratos agropecuarios.

Sendo assim, podemos citar os trabalhos de Shimada et al.
(2008, 2011) que durante a operagdo de um ASBR (do inglés, Anaerobic
Semi-batch Reactor), inoculado com lodo anaerébio do tratamento de
efluentes de cervejaria, alimentado com glicose aplicou cargas crescen-
tes de tilosina. Sob concentragBes de 1,67 mg de tilosina por litro de
alimentagdo os autores observaram decréscimo na velocidade de consu-
mo de propionato redugdo na producdo de metano mesmo sem impacto
na eficiéncia de remogdo de DQO. Ja em concentracGes na faixa de 167
mg/L foi relatado grande queda no desempenho do reator: redugdo na
velocidade de consumo de glicose, acumulo de acetato e propionato,
além de acentuada reducdo na eficiéncia de remocdo de DQO. Os auto-
res identificaram desproporcdo entre as bactérias fermentativas e ar-
gueas, com grande impacto nas metanogénicas acetoclasticas. Bactérias
Gram-positivas mantiveram atividade mesmo em elevada concentracdo
de tilosina, j& bactérias sintroficas oxidadoras de propionato foram de-
tectadas com menor frequéncia apds aumento da concentracdo do anti-
bidtico.

Porém, estudos como estes relatados acima sdo limitados ao uso
de substratos puros (ex. glicose) e pouco se sabe sobre a interferéncia na
digestdo de substratos agropecuarios ou quando se utiliza mistura de
dejetos de animais com residuos agricolas (fonte celulésica).



4.1 MATERIAL E METODOS
4.1 ACLIMATACAO DE INOCULO ANAEROBIO MESOFILICO

Em funcdo das limitacGes abordadas anteriormente para obtencéo
de indculo anaerdbio mesofilico estavel e padronizacdo dos ensaios de
digestdo anaerdbia, foi sugerido o desenvolvimento de metodologia para
aclimatacdo de indculo em laboratério conforme descrito a seguir. A
aclimatacdo do indculo e as atividades analiticas descritas neste tdpico
foram realizadas no Laboratério de Estudos em Biogas da Embrapa
Suinos e Aves, em Concordia/SC.

4.2.1 In6culos iniciadores

Como fonte de microrganismos anaerobios para 0 processo de
aclimatacdo em laboratério foi utilizada mistura de volumes iguais
(1+1+1) de indculos iniciadores de trés diferentes fontes: A) lodo de
reator UASB (do inglés, Upflow Anaerobic Sludge Blank Reactor ou
Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente com Manta de Lodo) da Estagdo
de Tratamento de Dejetos de Suinos (ETDS) da Embrapa Suinos e Aves
- Concérdia/SC. O reator UASB é alimentado com dejetos de suinos das
granjas experimentais da Embrapa, operado sem controle de temperatu-
ra, conforme descrito por Kunz et al. (2006); B) dejeto de bovinos (va-
cas leiteiras), criadas em sistema de semi-confinamento e alimentadas
em pastagem, de granja local (distante 5 km da Embrapa). O dejeto foi
coletado por raspagem do piso nas instalacdes de ordenha, as quais sdo
diariamente limpas, constituindo assim apenas amostras de dejeto excre-
tadas no dia da coleta; e C) lodo anaerdbio granular de reator UASB,
operado em condigdes mesofilicas (38-42 °C), de estacdo de tratamento
de efluentes de industria de gelatinas (60 km de distancia do laboraté-
rio).

Foram coletadas aliquotas dos inéculos iniciadores A e B para a
primeira inoculagdo no reator PVC/PTFE e também previamente a cada
nova necessidade de reposicao ao reator (ciclos de 30 a 45 dias). Ja as
aliquotas do inoculo iniciador C foram coletadas antes da primeira ino-
culacdo do reator e sequencialmente ap6s periodos de 6 a 8 meses. Entre
este intervalo de tempo, fracbes do indculo C foram armazenadas no
laboratério em recipiente de 20 litros de polipropileno, em temperatura
ambiente (20 °C), em atmosfera sob selo de dgua para permitir a libera-
cdo dos gases produzidos e evitar contato com oxigénio. As reposicoes
do indculo iniciador C ao reator de aclimatacdo, neste periodo de esto-
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cagem, eram efetuadas por meio de aliquotas homogéneas desta fragdo
armazenada em laboratério em intervalos de acordo com os ciclos de 30
a 45 dias.

4.2.2 Reator para aclimatacao do indculo em escala laboratorial

Durante os primeiros 70 dias de aclimatacéo do in6culo, a mistura
de in6culos iniciadores foi mantida em recipiente de 20 litros de poli-
propileno, condicionado em banho de agua termostatizado confecciona-
do em uma caixa térmica de poliestireno aberta e controlado por termos-
tato acoplado a resisténcia elétrica submersa na agua (37 + 3 °C). Du-
rante duas semanas (dias 1 a 14), a mistura foi alimentada conforme
descrito no item 4.2.3 e agitada manualmente uma vez ao dia.

Com objetivo de promover melhor desempenho e reduzir o traba-
Iho manual, aos 70 dias de aclimatacdo, o indculo foi transferido para
um reator construido em PVC/PTFE com capacidade de 40 litros, con-
forme demonstrado na Figura 10.

Figura 10. Desenho em corte (A), e fotografia (B) do reator de PVC/PTFE
utilizado na aclimatacdo do indculo anaerébio sob condi¢des mesofilicas. Deta-
Ihe da parte superior do reator (C).

88cm

37cm

Legenda: 1) tubo de alimentacédo, 2) valvula para retirada de inéculo, 3) sistema
de agitacdo, 4) banho termostatizado, 5) selo de agua e 6) coletor de gas.
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O reator é constituido com dois tubos de PVVC concéntricos (am-
bos com 88 cm de comprimento, 24 e 27 cm de didmetro interno, res-
pectivamente), fechado nas extremidades com suportes de PTFE. A
alimentacdo do inéculo foi realizada por meio de um tubo de PVC com
37 ¢cm de comprimento (3 cm de didmetro interno) instalado na parte
superior. O reator € provido de sistema de agitacdo continua (40-60 rpm,
< 20 N/m?), constituido de pa de agitacéo de aco inoxidavel em formato
de “S” acoplada por uma haste em um rotor (RW 20 digital,
IKA/China). Para garantir estanqueidade, o tubo de alimentacgéo e o tubo
da haste de agitacdo permaneceram sempre submersos no liquido dentro
do reator. A parede externa (entre os tubos concéntricos de PVC) foi
preenchida com &gua sob circulagdo por um banho termostatizado
(JMB-5, Julabo/Alemanha) para garantir temperatura de 37 + 1 °C ao
indculo. Na base, o reator ¢ provido de uma valvula do tipo “registro
esfera” para coleta de material interno. Na parte superior ainda ha duas
olivas de 0,7 cm de didmetro interno para permitir a saida do biogés, o
qual sdo conectadas por meio de uma mangueira de Tygon® (1 cm de
didmetro) a um selo de agua, mantido com 10 mm de coluna de agua
para permitir a saida dos gases e impedir entrada de ar.

4.2.3 Producao e aclimatacéo do in6culo anaerébio

Inicialmente foram misturadas aliquotas de 6 litros de cada um
dos indculos iniciadores A, B e C na proporcdo 1+1+1 (v). A mistura foi
mantida em recipiente de 20 litros de polipropileno como descrito ante-
riormente. Ap6s 70 dias, o indculo foi peneirado e a fragdo menor que 2
mm foi mesclada com mais 3 litros de cada inéculo iniciador e transferi-
do para o reator de 40 litros. Em seguida foram adicionados 12 litros de
agua destilada para promover a reducéo do teor de sélidos. O inéculo foi
entdo mantido sob agitacdo continua e em condi¢Ges mesofilicas.

Com objetivo de manter a atividade anaerdbia e tornar o indculo
adaptado a diferentes substratos, foram realizadas alimentacdes diarias
com mistura de substratos descritos na Tabela 11. A carga de alimenta-
cao foi estabelecida em 0,3 gSV/(L.d). A mistura de substratos era adi-
cionada ao reator uma vez ao dia, apds suspensao em 100 mL de &gua
destilada. Ou seja, alimentacdo uma vez ao dia e baseada em uma dieta
distribuida de proteinas, carboidratos e lipidios. A grama (proveniente
do residuo de podas dos jardins da Embrapa, foi seca a 60 °C em estufa
com circulag8o de ar e apds cominuida em moinho de facas até tamanho
de particula inferior a 1 mm) foi usada como fonte de celulose, lignina e
clorofila. Foi utilizada racdo formulada para suinos em fase de lactacéo,
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a base de milho e farelo de soja, sem adicdo de pré-mix ou conservantes
(sem adicdo de antibidticos ou fungicidas). O leite em pd serviu como
fonte de lactose, aminoacidos, alguns lipidios e micronutrientes. E por
fim, foi utilizado também 6leo de girassol como fonte lipidica.

Tabela 11. Proporcéo de substratos usados para alimentacgdo do in6culo.
Proporg¢do de alimentacdo

Substrato % (m/m, baseada em SV)
Grama seca e moida 30
Racéo para suinos 30
Leite em po 25
Oleo vegetal 15

O processo de aclimatacdo (inoculacdo, alimentagdo, coleta e rei-
noculacéo) foi conduzido em ciclos de 30 a 45 dias. Apds a inoculago
com os indculos iniciadores o reator foi alimentado diariamente durante
23 a 38 dias. Em seguinda a alimentacdo foi interrompida por 7 dias
para reduzir a linha de base de producdo de biogés do inoculo. Fragoes
entre 2,5 a 6 litros de indculo foram coletadas para caracterizacdo qui-
mica, fisica e uso como inoculante nos ensaios de PBB e PBM. No dia
seguinte, novas fracBes dos indculos iniciadores (proporcOes iguais)
foram repostas no reator e o ciclo de manutencdo iniciou novamente.

4.2.4 Procedimentos analiticos
4.2.4.1 Ensaio de PBB e PBM

Os ensaios cinéticos para avaliagdo da resposta do in6culo para
recuperacdo de biogas e metano foram conduzidos conforme recomen-
dacbes da norma VDI 4630 (2006). Aos primeiros 10 dias de aclimata-
cdo foram coletadas amostras do indculo e avaliados diferentes trata-
mentos: sem modificacdes, ap6s peneiramento (< 2 mm) e apo6s diluigdo
10% (m/v), usando solucdo de nutrientes de acordo com recomendado
na norma ISO 11734 (1995). Apds este periodo fragdes do in6culo fo-
ram coletadas em periodos entre 30 a 45 dias e somente peneiradas antes
do uso nos ensaios anaerdbios. A Tabela 12 demonstra a relagcdo dos
ensaios de digestdo anaerdbia conforme os periodos em que ocorrerdo
alteracdes no processo de alimatacéo ou pré-condidionamento do indcu-
lo.

Os ensaios de PBB e PBM foram realizados em batelada, por
meio de reatores de vidro de 250 mL acoplados a tubos eudiémetros de
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vidro de 500 mL. O reator foi incubado com 200 g de in6culoe 1a2 g
de amostra de substrato, de acordo com o teor de SV (respeitando a
Propor¢do SVamestra/ SVinseulo < 0.5). O sistema foi mantido a 37 °C e a
producdo de biogas foi mensurada diariamente até estabilidade (dV/dt <
1% do volume acumulado de biogas). A producao de biogas foi efetuada
por deslocamento do nivel do liquido selante (solucdo de Na,SO,.10H,0
a 200 g/L e pH 4, conforme DIN 38414-8, 1985) no tubo eudiémetro. O
volume de biogas seco foi obtido pela substracdo do volume de vapor de
agua (baseado na pressdo de vapor da agua para o sistema) e ap6s 0
volume foi normalizado a 273 K e 1013 hPa, conforme orientagdes da
VDI 4630 (2006). A contribuicdo de biogas da fracdo do indculo (bran-
co) foi substraida e o resultado final foi ponderado em fungdo da massa
de SV da amostra adicionada ao reator. Medidas de pH no momento da
incubacgdo e ao final do ensaio foram efetuadas para assegurar que nao
ocorreram problemas relacionados a oscilagdes de alcalinidade e/ou pH.
Cada ensaio anaerobio foi efetuado em triplicata.

Tabela 12. Resumo dos periodos de aclimatacdo do in6culo usados nos
ensaios de PBB e PBM.

Ensaio  Tempo Estocagem Processo Prétratamento
1 Bombona de In6culos in natura
2 10 polietilenode  misturados e Peneirado (2 mm)
3 20L estocados Diluido a 10% (m/v)
4 70 Peneirado (2 mm)
R ) Peneirado (2 mm)
>7 71-252 Reator Ciclo 45 dias dv~25L
PVIPTFE Peneirado (1 mm)
813 23510 geqoL dv~25L

Peneirado (1 mm)

14-23  571-875 Ciclo 30 dias dV~6 L

4.2.4.2 Analise do biogas

O biogés produzido foi coletado dos tubos eudidmetros em inter-
valos esporéadicos (dependendo da quantidade de gas produzida), usando
sacos de amostragem de plastico/aluminio (Hermann Nawrot AG, Ger-
many), e os teores de metano e dioxido de carbono foram determinados
por sensor infravermelho dispersivo portatil BIOGAS5000 (Landtec,
USA).
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4.2.4.3 Analises quimicas e fisicas

Uma vez por semana foram coletados 150 mL do inéculo para de-
terminagdo de pH, ST e SV (APHA; AWWA; WEF, 2012). Em pa-
relolo, 50 mL de indculo foram centrifugados (3493-9g/10 minutos) e
determinada a relacdo entre acidez e a alcalinidade por titulacdo con-
forme médodo descrito por Buchauer (1998). As mesmas avaliacdes
analiticas foram efetuadas nas amostras dos indculos iniciadores a cada
nova coleta ou reposicao no reator de aclimatagdo. Todas analises foram
conduzidas em duplicata.

pH: As determinacdes de pH foram efetuadas por potenciometria
utilizando pHmetro HI 8424 (Hanna Instruments, Roménia).

ST e SV: As determinagdes de ST foram efetuadas por gravime-
tria apds secagem de aproximadamente 50 mL de amostra em estufa
com circulagdo de ar a 105 °C até massa constante. As determinagdes de
SV foram realizadas ap6s calcinagdo por 1 hora em mufla a 550 °C. Em
ambos os casos os cadinhos de porcelana com amostra eram arrefecidos
em dessecador até massa constante (cerca de 1 hora). O calculo dos
teores de solidos foi efetuado por meio das Equagdo XII e Equacéo XIlI,
onde: Mgyq € a massa do cadinho calcinado, mg4., € @ massa do cadinho
com a amostra fresca; Meg+ase € @ Massa do cadinho calcinado com a
amostra seca em estufa (105 °C) e Mg+, € @ massa do cadinho calcina-
do com o residuo de cinzas da amostra apés calcinagéo (550 °C).

de ST -
g ae ] — (mcad+ase mcad) . 0‘001

r E do XII
S [kg de amostra quacao

Mead+a — Mead

SV [ g de SV ] = ST — (mcad+cz — Meaa

0,001 Equacéo X111
kg de amostra ) quag

Mead+a — Mead

Relacédo acidez/alcalinidade: As determinagdes de acidez e alcali-
nidade foram determinadas por titulacdo potenciométrica, utilizando
titulador automético 848 Titrino Plus (Methohm, Suécia). Aliquotas de
20 mL da amostra centrifugada foram tituladas com solucdo (0,05
mol/L) de &cido sulfarico até pH 5,0 (volume “A”) e apés até pH 4,4
(volume “B”). A relagdo acidez/alcalinidade foi calculada através das
Equacdo XIV e Equacdo XV:

mgCaCO ~
Alcalinidade #] = A-250 Equagio XIV
L de amostra
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mgAcido acético

Acid
claez [ L de amostra

] =[(B-1,66)—0,15]-500 Equagdo XV

4.2.4.4 Ensaios de AME

Para os ensaios de AME amostras dos indculos anaerobio inicia-
dores foram diluidos para 10 gST/L usando solugdo nutritiva-tampdo, tal
como descrito na norma ISO 11734 (1995). Os testes foram realizados
no equipamento Automatic Methane Potential System Il (Bioprocess
Control, Suécia). Foram conduzidos em reatores de 400 mL de volume
atil, providos de agitacdo (1 minuto a cada intervalo de 5 minutos) e
condicionados em banho termostatizado a 37 °C. Cada amostra de in6-
culo foi condicionada em 3 frascos durante periodo de aproximadamente
5 dias (até reducdo da linha de base de producdo de gas). Depois da
estabilidade, 1 g/L de solucdo de acetato foi adicionada a dois reatores,
sendo o terceiro mantido como controle. Outra batelada de testes tam-
bém foi realizada nas mesmas condic@es, porém com adicdo de 1 g/L de
celulose microcristalina. O volume de biogés produzido no ensaio sem
adicdo substrato serviu para ajustar a linha de base e excluir a contribui-
cdo da producdo de gases do indculo (producdo enddgena). A avaliacao
dos dados foi realizada de acordo com Hussain & Dubey (2015), resul-
tando na obtencdo do valor de ppmax pela aplicacdo da Equacao X.

4.2.4.5 Extragdo de DNA e anélise gPCR

Para fins de caracterizag¢do dos indculos iniciadores e do in6culo
apos aclimatacdo, foram efetuadas coletas de amostras dos indculos
utilizados no dia 206 e 421 de aclimatacdo. DNA gendmico foi extraido
de 250 mg das amostras de por meio de kit de extracdo PowerSoil (Mo-
Bio Laboratories Inc., EUA), de acordo com instrucdes do fabricante.
argueas totais, trés ordens de metanogénicas (Methanomicrobiales, Me-
thanosarcinales e Methanobacteriales) e as familias Methanosarcinace-
ae e Methanosaetaceae (YU; KIM; HWANG, 2006) foram investigadas
por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) de acordo
com primers e sondas descritos na Tabela 13.

Curvas padrao foram preparadas por diluicdes em série do DNA
contendo clones das sequencias alvo, conforme descrito por Mezzari et
al. (2013). As diluicdes (10™° to 10° copias gendmicas/pL) foram ampli-
ficadas usando QuantStudioTM 6 Flex Real-Time PCR System (Applied
Biosystems®). Todos os primers foram sensibilizados por aplicacdo de
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SYBR Green, com excessao da ordem Methanomicrobiales (Reitschuler
et al., 2014). Reacdes com SYBR Green foram realizadas usando Quan-
tiFast® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen), e sondas Tagman GoTag®
Probe PCR System Kit (Promega). O setup de reac8es foi conduzido de
acordo com os protocolos recomendados pelos fabricantes com concen-
tracOes finais dos primers a 250 nM e sondas a 125 nM na reacdo de
mistura. Amplificagdo foi conduzida em ciclos termais de dois passos
para reac6es com SYBR Green (5 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de
10 segundos a 95 °C e 30 segundos a 60 °C) e com Tagman (2 min a 95
°C,seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 min a 55 °C). As
avaliagBes foram realizadas em triplicata.

Tabela 13. Primer, sondas, sequéncias e tamanho de fragmentos usados na
analise gPCR.

Grupo alvo Fgg:g;/ Sequéncia (5°- 37) Ta?g%r)]ho
Methanosaetaceae MST702f TAATCCTYGARGGACCACCA 164
MST753f ACGGCAAGGGACGAAAGCTAGG
MST862r CCTACGGCACCRACMAC
Archaea ARC787f  ATTAGATACCCSBGTAGTCC 273
ARC1059r GCCATGCACCWCCTCT
Methanobacteriales MBT857f CGWAGGGAAGCTGTTAAGT 343
MBT1196r TACCGTCGTCCACTCCTT
Methanosarcinales MSL812f GTAAACGATRYTCGCTAGGT 354
MSL1159r GGTCCCCACAGWGTACC
Methanosarcinaceae MSC380f GAAAC CGYGATAAGG GGA 408
MSC492f  TTAGC AAGGG CCGGG CAA
MSC828r TAGCG ARCAT CGTTTACG
Methanomicrobiales MMB749t TYCGACAGTGAGGRACGAAAGCTG 506

MMB282f ATCGRTACGGGTTGTGGG
MMB832r CACCTAACGCRCATHGTTTAC

4.2.4.6 AvaliacOes intra e interlaboratoriais

Amostra padrdo de celulose microcristalina (20 p size, Sigma-
Aldrich/Alemanha) foi utilizada como substrato para avaliacdo de per-
formance e controle de qualidade do in6culo nos ensaios de PBB e
PBM. Em 2013 foram conduzidos 5 bateladas de ensaios com celulose,
seguidos de 6 bateladas em 2014 e 10 bateladas em 2015.

Ainda em 2013 foi realizada andlise de PBB e PBM de duas
amostras fornecidas pelo Centro Alemdo de Pesquisas em Biomassa
(DBFZ). Uma amostra de silagem de milho e outra de residuo seco de
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destilaria (mescla de gréos e soltveis, identificada como DDGS) foram
analisadas durante o mesmo periodo nos laboratérios do DBFZ e da
Embrapa.

Em 2014 e 2015 foram também avaliadas amostras de referéncia
geradas pelo Estudo Interlaboratorial em Digestdo Anaerébia da Rede
BiogasFert (STEINMETZ et al., 2015). As amostras foram constituidas
por celulose microcristalina, gelatina, cama de aviario e lodo seco de
ETE. Os valores de referéncia foram estimados com base nos resultados
da média e desvio padrao robustos dos resultados fornecidos pelos labo-
ratorios participantes do estudo.

4.2.4.7 Analise estatistica

Para verificar a concordancia dos resultados de PBB e PBM das
amostras de referéncia geradas nos estudos interlaboratoriais, foi aplica-
do teste T (p = 0,05) para comparacdo entre médias, utilizando software
Microsoft Excel 2010 (Microsoft Office, 2010).

4.3 ENSAIOS DE INTERAGAO COM DROGAS VETERINARIAS

Com o objetivo de avaliar a interacdo de drogas veterinarias du-
rante a digestdo anaerdbia, foram realizados dois experimentos de avali-
acdo toxicolégica: Um dos experimentos foi realizado com tetraciclinas
e outro com um grupo de compostos usualmente utilizados como profi-
laticos e/ou promotores de crescimento. As tetraciclinas representam um
grupo importante de antibidticos e bastante utilizado na producdo de
animais de maneira terapéutica, em doses injetaveis, em concentragdes
elevadas, porém em periodos curtos de tempo. Ja os profilaticos e/ou
promotores de crescimento tém a finalidade de prevenir enfermidades e
agir como melhoradores de desempenho na produtividade. Estes sdo
administrados em longos periodos de tempo, sob concentracbes meno-
res, como aditivos na ragio ou na agua fornecida aos animais (MORES,
2014).

A selecdo dos compostos selecionados para este estudo foi basea-
do nos seguintes fatores: i) sdo constituintes de medicamentos ou aditi-
VOS usuais na suinocultura brasileira de acordo com o Ministério de
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2008); ii) consulta pes-
soal a especialistas da Embrapa e produtores de suinos; iii) substancias
de interesse em pesquisas recentes e/ou em desenvolvimento na Embra-
pa; iv) pouca disponibilidade (ou inexisténcia) de informagdes disponi-
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veis na literatura sobre a inibicdo nos processos anaerdbios; v) disponi-
bilidade comercial de padrdes analiticos (alta pureza).

4.3.1 Tetraciclinas

Os ensaios com drogas veterinarias da classe das tetraciclinas fo-
ram conduzidos no Laboratério de Estudos em Biogas da Embrapa Sui-
nos e Aves, Concordia/SC.

4.3.1.1 Reagentes

Foram utilizados padrdes analiticos dos antibidticos utilizados
neste experimento com qualidade VETRANAL™ (Sigma-Aldrich,
Alemanha): hidrocloreto de tetraciclina [C,,H,4N,Og.HCI], hidrocloreto
de clortetraciclina [CxH,3CIN,Og.HCI], hidrocloreto de oxitetraciclina
[C22H24N200.HCI], hidrocloreto de metaciclina [CxH»,N,O0g HCI] e
hiclato de doxiciclina [C22H24N208HC|05H2005C2HGO] Como
controle positivo foi utilizado o inibidor 3,5-diclorofenol, grau analitico,
também da Sigma-Aldrich (Alemanha) conforme recomendagdes 1SO
13641-1 (IS0, 2003).

4.3.1.2 Desenho experimental

Foram realizados ensaios de PBB usando indculo mesofilico ana-
erébio aclimatado conforme descrito no item 4.2, em ensaios batelada
conforme item 4.2.4.1, por meio de incubacdo em reatores de 250 mL
acoplados a tubos eudiémetros. Como indculo foi utilizado material
coletado do reator PVC/PTFE, apds aclimatacdo e peneiramento (< 1
mm). Como substrato foi utilizado celulose microcristalina de elevada
pureza (Sigma-Aldrich, Alemanha). Para avaliacdo dos efeitos de inibi-
cdo foram adicionados ao reator 200 g de indculo, 1 g de substrato e
adicéo de quantidades conhecidas e crescentes das tetraciclinas em estu-
do conforme demonstrado na Tabela 14. A quantidade adicionada em
cada reator foi baseada em 4 ordens de grandeza (x, x.10*, x.10%, x.10°)
com a finalidade de extrapolar a faixa de concentragdes identificadas no
ANEXO A. Excegdo ao antibidtico metaciclina que foi adicionada em 4
concentragdes, mas em 3 ordens de grandeza (x, 2x, x.10%, x.10%). Ao
total foram realizados 23 tratamentos. Conforme recomendagdes da
norma I1SO 13641-1 (1SO, 2003) foi realizado ensaio controle com adi-
¢do do inibidor 3,5-diclorofenol na concentragdo de 150 mg/L. Os en-
saios com adi¢do das drogas foram realizados em duplicata. Ja os testes
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com in6culo (tratamento 1), substrato padrdo (tratamento 2) e inibidor
3,5-diclorofenol (tratamento 23) foram efetuados em triplicata.

Tabela 14. Desenho experimental para os ensaios de toxicidade por adicéo de
tetraciclinas.

Tratamento In6culo  Celulose Antibidtico )
(9) (9) Nome Concentracdo

1 200 0 Nenhum -
2 200 1 Nenhum -
3 200 1 Tetraciclina 0,6 mg/L
4 200 1 Tetraciclina 12 mg/L
5 200 1 Tetraciclina 60 mg/L
6 200 1 Tetraciclina 300 mg/L
7 200 1 Clorotetraciclina 0,84 mg/L
8 200 1 Clorotetraciclina 16,2 mg/L
9 200 1 Clorotetraciclina 84 mg/L
10 200 1 Clorotetraciclina 400 mg/L
11 200 1 Oxitetraciclina 2,1 mg/L
12 200 1 Oxitetraciclina 38,6 mg/L
13 200 1 Oxitetraciclina 420 mg/L
14 200 1 Oxitetraciclina 840 mg/L
15 200 1 Metaciclina 1,3 mg/L
16 200 1 Metaciclina 3,25 mg/L
17 200 1 Metaciclina 32,5 mg/L
18 200 1 Metaciclina 150 mg/L
19 200 1 Doxiclina 0,3 mg/L
20 200 1 Doxiclina 3 mg/L
21 200 1 Doxiclina 30 mg/L
22 200 1 Doxiclina 300 mg/L
23 200 1 3,5-dichlorophenol 150 mg/L

Os resultados de volume acumulado de biogas ap6s 3 dias (Bio-
gas7,n) e do volume maximo obtido ap6s 30 dias de digestdo (Biogas-
max), foram utilizados para obtencdo dos valores de inibicdo pela aplica-
cdo da Equacdo Xl e posteriormente para a geracdo dos modelos para
estimacdo das concentracdes de inibicdo da producdo de biogas a 10 e
50% (Clyg e Clsp) por andlise de regressdo, conforme recomendacdes da
norma ISO 13641-1 (ISO, 2003).

4.3.1.3 Avaliacdo da concentracdo residual das tetraciclinas

Para verificar a persisténcia ou degradacdo dos antibiéticos, fo-
ram efetuadas avaliages da concentragdo dos compostos adicionados ao
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final de cada ensaio. Para isso, uma amostra ao término do procedimen-
to de digestdo (30 dias) foi constituida de amostra composta pela mistu-
ra do conteldo dos reatores das repeticdes em cada tratamento. As
amostras foram mantidas a -20 °C até realizacdo das analises.

A avaliacdo da concentracdo das tetraciclinas foi efetuada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS). O preparo das amostras foi efetuado via extracdo em fase
solida (EFS) e posterior determinacdo conforme procedimento descrito
por Groth et al. (2015). Para isso em 2 mL da amostra foram adiciona-
dos 200 pL de solugdo 5% (m/v) de Na,EDTA e gotas de H,SO4 a 10%
(v/v) até pH 4. As amostras foram submetidas a agitagdo em vortex por
1 minuto, banho de ultrassom por 25 min centrifugagéo (10.000 g por 10
minutos, a 25 °C) com posterior remogao do sobrenadante para um tubo
limpo. Ao pellet da centrifugagdo foram adicionados 2 mL de tamp&o
EDTA-Macllvaine (pH 4,0), agitado em vortex por 1 min. A extracdo
por ultrassom, centrifugacdo e transferéncia do sobrenadante foi repetida
por mais duas vezes e 0s sobrenadantes combinados. A etapa de concen-
tracdo e clean-up das amostras se deu por EFS com cartuchos Oasis
HLB 60 mg (Waters, EUA) com vazao a pressdo atmosférica. Na etapa
de EFS os cartuchos foram pré-condicionados com 3 mL metanol, se-
guido 3 mL de solucédo de acido cloridrico 0.5 mol/L e 3 mL de agua
ultrapura (Milli-Q, Millipore, EUA) para entdo aplicacdo da amostra (X
~ 8 mL) . Na sequéncia fez-se a etapa de lavagem com 5% (v/v) de me-
tanol em agua (3 mL), seguido de agua ultrapura (3 mL), hexano (3 mL)
e permanéncia em vacuo por 1 minuto. A eluicdo foi efetuada com 3 mL
de uma mistura 2% (v/v) acido formico em metanol. Apds eluicdo as
amostras foram secas em nitrogénio gasoso, ressuspendidas em 1 mL de
metanol:agua (2:3 v/V) e filtradas em filtros PTFE (0,22 um) para poste-
rior quantificacdo no LC-MS/MS.

O sistema de analise utilizado consistiu em um cromatografo li-
quido Surveyor Plus acoplado a um espectrdmetro de massas do tipo
triplo quadrupolo TSQ Quantum Access Max ambos da Thermo Scienti-
fic (EUA). A separacdo cromatografica foi realizada em coluna Acclaim
TM 120 C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um - Thermo Scientific, EUA). O
volume de injegdo da amostra foi de 10 uL. O gradiente de eluigdo utili-
zado consistiu de duas fases (eluente A: agua ultrapura com 0,1% (v/v)
de acido férmico e eluente B: acetonitrila com 0,1% (v/v) de acido for-
mico) com o seguinte sistema de elui¢do: 0-2 minutos isocratico 95% A
e 5% B; 2-3 minutos gradiente até 25% de B; 3-7 minutos isocratico
25% B; 7-12 minutos gradiente até 50% de B; 12-15 minutos isocratico
50% de B; 15-16 minutos gradiente até 100% de B; 16-18 minutos iso-
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cratico em 100% de B; 18-18,5 minutos gradiente até 5% de B; 18,5-22
minutos isocratico até 5% de B, em um fluxo de 1,0 mL/min. A detec-
cdo foi realizada por electrospray com ionizagdo no modo positivo. O
modo de quantificacdo para os residuos de antibioticos utilizados foi o
“Selected Reaction Monitoring”. Os ions precursores monitorados foram
os de relacdo massa/carga (m/z) 461,1, 445,1, 479,1, 443,1 e 445,1 para
oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina, metaciclina e doxiciclina,
respectivamente. Os ions produto monitorados foram: m/z 426,3 (17 eV)
e 443,3 (11 eV) para oxitetraciclina; m/z 410,3 (18 eV) e 427,4 (11 eV)
para tetraciclina; m/z 462,3 (16 eV) e 444,3 (19 eV) para clortetracicli-
na; m/z 201,1 (33 eV) e 426,3 (13 eV) para metaciclina e m/z 321,2 (30
eV) e 428,3 (17 eV) para doxiciclina.

4.3.2 Profilaticos e/ou promotores de crescimento

Para avaliacdo de drogas veterindrias usadas como promotores
de crescimento ou profiaticos foram realizados ensaios de digestdo anae-
robia usando 4 drogas veterinérias de uso frequente no Brasil. Neste
caso, foram selecionados os antibi6ticos tiamulina, lincomicina, tilosina
e gentamicina. Os ensaios descritos a seguir foram realizados no Labo-
ratério de Biogas do Instituto de Engenharia Agricola e Bioenergia
(Landesanstalt fir Agrartechnik und Bioenergie), na Universidade de
Hohenheim, Stuttgart, Alemanha.

4.3.2.1 Reagentes

Os padrdes de antibidticos utilizados neste experimento foram
de qualidade VETRANAL™ (Sigma-Aldrich, Alemanha): fumarato de
tiamulina [Cs,Hs:NOgS], hidrocloreto mono-hidratado de lincomicina
[C1gH34N,06S.HCI.H,0], tartarato de tilosina [CsoHgsNOys3] € sal hidrato
de sulfato de gentamicina [CgoH127N15026S]. Como controle positivo foi
utilizado o inibidor 3,5-diclorofenol (Merck, Alemanha), grau analitico,
conforme recomendag@es 1SO 13641-1 (1SO, 2003).
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4.3.2.2 In6culo

Para o experimento foi utilizado in6culo previamente aclimata-
do sob condi¢des mesofilicas padronizadas no Laboratério de Biogas do
Instituto de Engenharia Agricola e Bioenergia, na Universidade de
Stuttgart. O indculo é derivado da planta experimental de biogas da
Universidade de Hoheinheim (Unterer Lindenhof), de digestores opera-
dos em condi¢des mesofilicas e alimentados com dejeto de bovino, deje-
to de suino e grande variedade de silagens (ex.: milho, pastagens, etc). A
aclimatacdo do indculo ocorreu em reator de ago inoxidavel de 100 li-
tros de capacidade e a validacdo da atividade do indculo seguiu proce-
dimento padrdo interno ao laboratério, conforme descrito por Mittweg et
al. (2012).

4.3.2.3 Desenho experimental

Para os ensaios com os compostos profilaticos foi seguido o
mesmo modelo do experimento descrito no item 4.3.1. A quantidade
adicionada em cada reator foram baseadas em 5 ordens de grandeza (X,
x.10", x.10%, x.10°, x.10*) com a finalidade de extrapolar a faixa de con-
centracdes identificadas no ANEXO A e estimadas na Tabela 10. O
detalhamento dos tratamentos utilizados é demonstrado na

Tabela 15.

Os ensaios de digestdo anaerdbia foram efetuados por meio do
sistema Hohenheim Biogas-yield Test (HBT), um sistema constituido
126 seringas de 100 mL como reatores (MITTWEG et al., 2012) con-
forme demonstrado na Figura 11, em procedimentos batelada e de acor-
do com recomendac6es da norma VDI 4630 (VDI, 2006). A preparacdo
dos ensaios constituiu na incubacdo de 30 g de in6culo em seringas de
vidro de 100 mL e adicdo de 0,35 g de substrato padréo. Individualmen-
te, foram adicionados volumes varidveis de 50 a 1000 pL de solugdo de
referéncia dos antibidticos, resultando nas concentracées de 0,05, 0,5, 5,
50 e 500 mg/L para tiamulina e tilosina, e de 0,1, 1, 10, 100 e 1000
mg/L para lincomicina e gentamicina. As seringas foram fechadas e
mantidas em um suporte acoplado a um rotor e mantidas em estufa sob
condi¢des mesofilicas (37 °C + 1) por um periodo de 35 dias. A produ-
¢do de gés foi mensurada por deslocamento do pistdo das seringas, sen-
do este corrigido as CNTP. Dependendo da quantidade de gas produzida
(dV > 20 mL), o volume e a qualidade do biogas eram mensurados entre
uma a trés vezes ao dia. O metano presente no biogas foi determinado
por sensor de dispersao de infravermelho (manufatura prépria do labora-
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torio), o qual foi calibrado diariamente antes do uso por meio de mistura
padrdo de gases metano e didxido de carbono.

Para simular a condicédo de codigestdo com substratos agropecua-

rios foi utilizada amostra padrdo de concentrado para bovinos (KS Kal-
ber 183 PELL, Raiffeisen Kraftfutterwerke, Alemanha). A composigdo
da amostra encontra-se descrito na Tabela 16. Os calculos para estima-
cdo da recuperacdo de metano e biogas foram efetuados de acordo com

Mittweg et al. (2012).

Tabela 15. Desenho experimental para os ensaios de toxicidade por adicdo
de profilaticos.

Tratamento In6culo  Substrato _ Antibiotico
) (%) Tipo Concentracéo

1 60 0 Nenhum -
2 30 0,35 Nenhum -
3 30 0,35 Tiamulina 50 pg/L
4 30 0,35 Tiamulina 0.5 mg/L
5 30 0,35 Tiamulina 5 mg/L
6 30 0,35 Tiamulina 50 mg/L
7 30 0,35 Tiamulina 500 mg/L
8 30 0,35 Lincomicina 100 pg/L
9 30 0,35 Lincomicina 1 mg/L
10 30 0,35 Lincomicina 10 mg/L
11 30 0,35 Lincomicina 100 mg/L
12 30 0,35 Lincomicina 1000 mg/L
13 30 0,35 Tilosina 50 ug/L
14 30 0,35 Tilosina 0.5 mg/L
15 30 0,35 Tilosina 5 mg/L
16 30 0,35 Tilosina 50 mg/L
17 30 0,35 Tilosina 500 mg/L
18 30 0,35 Gentamicina 100 pg/L
19 30 0,35 Gentamicina 1 mg/L
20 30 0,35 Gentamicina 10 mg/L
21 30 0,35 Gentamicina 100 mg/L
22 30 0,35 Gentamicina 1000 mg/L
23 30 0,35 3,5-dichlorophenol 150 mg/L

Com base nestas informagdes, foram obtidos os valores de ini-
bicdo pela aplicagdo da Equacdo Xl e posteriormente estimagdo das
concentragBes de inibigdo da producdo de biogas a 10 e 50% (Cly e
Clsp) por andlise de regressdo, conforme recomendacBes da norma 1SO
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13641-1 (1SO, 2003). Em todos os tratamentos foram subtraidos os valo-
res de producdo especifica de biogas do inoculo, baseado no teor de
solidos voléateis provenientes do in6culo adicionado em cada teste. To-
dos os ensaios foram efetuados em 3 repeticdes.

Apos a finalizacdo dos ensaios, 0 material resultante das 3 repe-
ticbes de cada tratamento foram mesclados e homogeneizados. Uma
fracdo de 10 mL foi encaminhada para determinacéo de acidos organi-
cos de cadeia curta (ou acidos volateis) via cromatografia em fase gaso-
sa.

Figura 11. Desenho da vista lateral (A) e fotografia frontal da estufa contendo o
sistema HBT (B). Detalhe do reator de seringa de 100 mL (C).

A) 1
Pra—

4 A

A 4

] — - -
Legenda - 1: sistema rotor acoplado ao eixo do suporte, 2: seringas, 3: estufa, 4:
suporte. Fonte: Adaptado de Mittweg et al. (2012).

Tabela 16. Composicao da amostra padrdo de ragdo concentrada

A Concentracao
Parametro % (m/m)

Solidos totais 86,26
Solidos volateis 79,66
Proteina bruta 18,0
Gorduras totais 2,4

Fibra bruta 8,6

Célcio 0,95
Fosforo 0,65
Sodio 0,30

Fonte: Raiffeisen Kraftfutterwerke, Alemanha
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4.3.2.4 Determinagdo de acidos organicos de cadeia curta

Para avaliacdo do acimulo de &cidos organicos de cadeia curta
(acético, propibnico, iso-butirico, n-butirico, iso-valérico, n-valérico e
caproico) foi utilizada metodologia descrita por Kriimpel et al. (2016).
Em 1 mL de amostra foi adicionado 1 mL de &cido ortofosférico a 17%
(v/v) e 1 mL de &cido n-metilvalérico (como padrao interno). Uma dilui-
cdo 1:10 (v/v) foi preparada em agua, no qual é transferida para os fras-
cos do auto-amostrador acoplado ao cromatdgrafo de fase gasosa Varian
CP-3800 (Varian, EUA). As anélises cromatograficas foram efetuadas
com detector por ionizacdo em chama apds separacdo dos analitos de
interesse em coluna WCOT (silica fundida - 50 m, 0,32 mm) em gradi-
ente de temperatura: 60 °C por dois minutos, seguido de aumento de
temperatura a 150 °C (30 °C/min) e apds 240 °C (8 °C/min). O gés car-
reador foi Hélio de elevada pureza.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ACLIMATACAO DE INOCULO ANAEROBIO MESOFILICO

5.1.1 Avaliacdo dos in6culos iniciadores e operacéo do reator de
aclimatagéo

Na Tabela 17 sdo apresentadas as caracteristicas médias das
amostras dos indculos iniciadores A, B e C utilizadas para inoculacédo e
reposicdo no reator de PVC/PTFE. Na Figura 12 sdo apresentados dois
graficos que demonstram o monitoramento do reator de PVC/PTFE
durante a aclimatagdo do in6culo mesofilico anaerébio em laboratério.
A Figura 12a refere-se aos resultados da série de sélidos (ST e relagéo
SV/ST) no reator, enquanto que a Figura 12b mostra os resultados de pH
e relagdo entre acidez e alcalinidade do in6culo sob aclimatacéo.

Avaliando a Tabela 17 é possivel visualizar que as amostras do
inéculo A (lodo do reator UASB da ETDS) apresentaram baixa concen-
tracdo de solidos e valores elevados na relacéo acidez/alcalinidade. Ca-
racteristicas possivelmente resultantes de limitagBes no controle de pro-
cesso da ETDS e sobrecarga no reator UASB. Segundo informacdes
fornecidas pelo operador da ETDS, ocorrem limitacdes no passo de
separacao sélido-liquido (etapa prévia ao reator UASB), 0 que promove
acimulo de so6lidos no reator anaerébio e forca o descarte de lodo do
UASB. Os descartes possivelmente reduzem a biomassa microbiana do
lodo, verificada pelo baixo teor de ST (2%) e SV (1,1%) nas amostras
do in6culo A. Consequentemente, a reducdo de biomassa no lodo pode
ocasionar aumento na relacdo entre alimento/microrganismos no reator
UASB 0 que por sua vez causa elevacdo na relagdo acidez/alcalinidade
nas amostras do in6culo A.

Mesmo apresentando essas variagOes, € possivel verificar por
meio da Figura 12b que o inoculo A ndo influenciou na relagdo aci-
dez/alcalinidade. O baixo teor de sélidos do indculo A foi compensado
pela mistura com os outros indculos iniciadores, o que manteve a estabi-
lidade na série de sélidos do reator de PCV/PTFE.

A maior contribui¢do ao teor de SV no reator de PVC/PTFE foi
pela adicdo de dejeto de bovino (inéculo B), o qual apresentou valores
superiores a 90 gSV/kg (média 122,4 gSV/kg) e proporcao entre SV/ST
de 78,7%. O in6culo B também pode ter favorecido a manutencéo do pH
por apresentar valores mais préximos da neutralidade (6,60 + 0,37) em
comparagao aos outros indculos iniciadores. Além disso, acredita-se que
o inéculo iniciador B pode ter contribuido para melhor eficacia da ativi-
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dade do inéculo frente a digestdo de substratos com alto teor de fibras e

celulose (caracteristicas de substratos de fonte agricola).
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Figura 12. Perfil das variaveis monitorados no reator de aclimatacdo, perado a
37°C, alimentado em regime semi-continuo, com reinoculaces em ciclos de 30
a 45 dias: a) relagdo de sélidos e b) pH e relagéo entre acidez e alcalinidade.
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Porém, é relevante citar que as amostras de dejeto bovino geral-
mente apresentaram residuos de pastagem nao digeridos (folhas inteiras)
e pequenas pedras (ingeridas pelos animais ou coletadas acidentalmente
no momento da amostragem). Para evitar problemas mecanicos no rea-
tor esses materiais eram removidos manualmente antes da mistura com
os demais indculos iniciadores e reinoculacéo no reator de PVC/PTFE.
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O indculo C (lodo de UASB de industria de gelatina) foi o Unico
dos in6culos iniciadores proveniente de condicdes mesofilicas. Em uma
avaliacdo granulométrica preliminar por peneiramento (2, 1,19 e 0,5
mm) do inéculo C demonstrou que mais de 50% dos granulos tiveram
didmetro superior a 1,19 mm. Porém, as primeiras amostras do inéculo
C apresentaram baixa relacdo SV/ST e que poderia comprometer a qua-
lidade do indculo sob aclimatacdo em laborat6rio. Este problema foi
contornado por selecdo de amostras com melhor relagdo SV/ST por
selecdo de outros pontos de amostragem ao longo da altura da manta de
lodo do reator UASB da indUstria de proteinas.

Em funcéo disso, apds o dia de operacdo 322 de aclimatacdo do
indculo, somente indculos iniciadores com relagdo SV/ST superior a
50% (m/m) foram utilizados para reinoculagio no reator PVC/PTFE. E
possivel observar a influéncia desta decisdo pelos valores apresentados
na Figura 12a, o que causou a restauracdo a 60% (m/m) na relacdo
SV/ST apo6s o dia 405 no in6culo sob aclimatacéo no reator PVC/PTFE.

No primeiro periodo de mistura e ambientacéo dos inoculos inici-
adores (dias 1 a 70) o teor de ST foi de 114,3 + 15,9 gST/L (> 11%), ou
seja, muito superior aos teores recomendados na norma VDI 4630 (> 25
gsv/L). Esse fato e os resultados dos ensaios de PBB (que sera abordado
em seguida) influenciaram na decisdo de manter o in6culo sob repouso e
sem alimentacédo até o dia 70, quando foi peneirado (2 mm), diluido,
reinoculado e transferido para o reator PVC/PTFE. Isso permitiu a redu-
¢do do teor de s6lidos no indculo para 59,1 gST/L e 40,1 gSV/L. Em
seguida o teor de solidos reduziu ainda mais, chegando a valores de 30
gST/L no dia 365. A decisdo de estabelecer um controle de qualidade
aos inoculos iniciadores (relacdo SV/ST > 50%) ap6s o dia 322 permitiu
a manutencdo do teor de sélidos préximos a 35 gST/L (com média da
relacdo SV/ST superior a 60%).

De acordo com os dados da Figura 12b, o pH ndo apresentou va-
riacBes significativas ao longo dos 857 dias de aclimatacdo e permane-
ceu na faixa de 7,90 =+ 0,46. De forma similar, a relagdo aci-
dez/alcalinidade permaneceu estavel (0,16 = 0,04 Qgacido AcéticolgCacog),

com excessdo do dia 827 o qual apresentou valor 0,31 gacigo Acéﬂco/gCaCOS

por possivel contribui¢do do inéculo iniciador A. Porém, apds poucos
dias de aclimatacdo, esse aumento brusco na relacdo acidez/alcalinidade
reduziu a valores inferiors a 0,2 e ndo representou limitagdes na ativida-
de do in6culo nos ensaios de digestdo anaerdbia (conforme serd demons-
trado a seguir).
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A estabilidade do pH e os valores baixos da relagdo aci-
dez/alcalinidade indicam que ndo ocorreu sobrecarga no reator
PVC/PTFE. Juntamente com a estabilidade nas demais caracteristicas
(ST e SV), evidencia que o indculo aclimatado possa apresentar caracte-
risticas estaveis e reprodutivas nos ensaios de PBB e PBM de acordo
com a norma VDI 4630 (2006).

Os resultados de AME descritos na Tabela 17 demonstram a im-
portancia do processo de aclimatacdo do inéculo antes do uso nos ensai-
os de digestdo. A AME com substrato acetato foi muito superior nos
inéculos C e apds aclimatacdo em laboratério. Estes dois in6culos obti-
veram resultados de acordo com o estabelecido por Angelidaki et al.
(2009). Segundo estes autores, para serem considerados ativos os lodos
anaerébios ndo granulares devem apresentar AME ao acetato de 0,1
gDQOcH4/(9SVinocuto-d), enquanto que os lodos granulares devem apre-
sentar valores de 0,3 gDQOcH4/(9SVinoculo-d). Porém, a atividade do lodo
granular C reduz quando é estocado em laboratério. A AME reduziu de
0,326 + 0,029 gDQOcH4/(ISVinocuto-d) no lodo fresco para 0,176 + 0,007
9gDQOcH4/(9SVinoculo-d) No lodo estocado em laboratério a temperatura
ambiente durante 6 meses.

A atividade frente ao padrdo de celulose foi superior no indculo
aclimatado em laboratério no reator PVC/PTFE, seguido pelos indculos
B e C. Além disso, o inoculo aclimatado em laboratério iniciou a pro-
dudo de gas apds adicdo de celulose no reator aos 1,2 dias, enquanto 0s
demais indculos necessitaram tempo superior a 5 dias para apresentar as
primeiras medices de gas. Portanto, assume-se que a atividade de mi-
crorganismos produtores de enzimas (celuloliticas) se encontram mais
adaptados no inéculo condicionado no laboratério no reator de
PVC/PFTE.

5.1.2 Desempenho do indculo aclimatado na recuperacdo de biogas e
metano

A Figura 13 apresenta a performance para a PBB e PBM para
amostras de celulose microcristalina do indculo sob aclimatacdo em
laboratério. Os valores do gréfico estdo expressos como o volume ma-
ximo de biogas (ou metano) obtido na digestdo da amostra de celulose
em cada batelada de ensaios. Os ensaios identificados de 1 a 7 foram
realizados com o inéculo sob aclimatacdo durante o ano de 2013. Os
ensaios numerados de 8 a 13 foram realizados em 2014 e os demais em
2015.
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A linha escura continua representa a faixa de referéncia (740-750
MLN/QSVeupstrato) Para a amostra padrdo de celulose microcristalina. A
linha escura tracejada sinaliza o limite minimo de recuperacdo de bio-
gas, equivalente a 80% (600 mLn/gSVsubstrato)- Valores superiores a este
limite sdo indicados pela norma VDI 4630 (2006) como satisfatérios
para avaliacdo da atividade do inéculo no ensaio de digestdo anaerobia.

A linha clara e continua representa o valor de PBM te6rico para a
celulose, obtido com base na composicéo da celulose aplicada a estequi-
ometria da digestdo anaerobia (Equacéo Il), portanto considerada como
0 potencial maximo tedrico de producdo de metano (415 mLy/gsy). A
linha clara pontilhada representa o valor médio reportado por Kreuger et
al. (2011) para ensaios de digestibilidade anaer6bia em substratos celu-
I6sicos (350 + 30 mLn/gsy). A determinagdo de metano passou a ser
realizado em 2014 (a partir do ensaio 8) por disponibilidade instrumen-
tal.

Figura 13. Resultados de performance do inéculo sob aclimatacéo para ensaios
de PBB e PBM de amostra padréo de celulose microcristalina.
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Ensaio
PBB: Potencial bioquimico de biogas; PBM: Potencial bioquimico de metano;
Kreuger et al. (2011) = (350 + 30 mLy CH4/gSV yicionado) -

Os ensaios sinalizados de 1 a 3 foram realizados ao mesmo tem-
po, com amostra do inéculo aos 21 dias de aclimatacdo e submetidos a
trés diferentes pré-tratamentos (1= sem pré-tratamento; 2= ap6s penei-
ramento; 3= apos peneiramento e diluicdo 10% m/v). O ensaio 1 resul-
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tou em valores com elevada dispersdo e com valores inferiores ao limite
minimo de recuperacdo. Ja os valores do ensaio 2 apresentaram resulta-
dos com menor variancia e superiores ao valor de referéncia. Os resulta-
dos do ensaio 3, apesar de serem bastante reprodutiveis (baixo desvio
padrdo) ndo apresentaram valores de recuperacdo satisfatorios.

Com base nestes primeiros resultados foi possivel constatar que a
reducdo do teor de s6lidos da amostra de inculo contribui para a homo-
geneidade de resultados de recuperacdo de biogas. Além disso, o uso de
estratégia de diluicdo do in6culo antes do ensaio de PBB ndo foi satisfa-
toria. Em funcdo do alto teor de sélidos do in6culo no primeiro periodo
de aclimatagdo e com base nestes resultados de desempenho, optou-se
em manter o inéculo sob repouso até o dia 70 e fazer uso da estratégia
de peneiramento, dilui¢do e reinoculagdo no reator de PVC/PTFE. Os
demais ensaios (> 4) foram resultados de PBB e PBM realizados em
periodos sequenciais e respeitando a cronologia dos ciclos de aclimata-
¢do do indculo no reator em laboratorio.

A partir do ensaio 8, houveram melhorias no ensaio de digestdo
anaerdébia. No momento da incubacéo dos ensaios nos sistemas de eudi-
Ometros, o indculo passou a ser previamente peneirado em malha de 1
mm de diametro e o passou a ser utilizado gas nitrogénio para retirada
de oxigénio no headspace dos reatores de 250 mL de vidro.

Apobs 0 ensaio 14, o nimero de provas (ndmero de reatores aco-
plados a eudidmetros) passou de 15 para 30 unidades. Isso fez aumentar
de 2,5 para cerca de 6 litros a quantidade de indculo aclimatado, ou seja,
aumentou a quantidade retirada do reator de PVC/PTFE a cada ciclo.
Além disso, até o ensaio 13 os ciclos de aclimatacdo eram realizados em
periodos de 45 dias. Ap6s o ensaio 14 os ciclos foram reduzidos para 30
dias.

Todos os resultados de PBB, a contar do ensaio 4, apresentaram
resultado satisfatério (> 80% de recuperacdo). Mesmo com as mudancas
ocorridas no volume do reator e nos ciclos de reinoculagdo, ndo foram
observadas variagdes negativas no desempenho do inoculo aos ensaios
de PBB. Pelo contrario, é possivel visualizar uma tendéncia de pequenos
incrementos de desempenho do indculo com assar do tempo, resultando
em recuperacdo superior a 99% na recuperagdo de biogas nos ensaios 19
a 23.

Os resultados de PBM (a partir do ensaio 8) também apresenta-
ram coeréncia com a faixa de valores esperados para a celulose. Excecdo
aos ensaios 10 e 11, onde ocorreram problemas relacionados a calibra-
cdo de sensores do analisador de metano. Apds manutencéo do equipa-
mento os desempenhos nos ensaios de PBM retornaram a normalidade.



98

5.1.3 Avaliacdo microbiolégica

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos por qPCR e que re-
presentam a distribuicdo de microrganismos nos inéculos iniciadores A,
B C e sob aclimatagdo, para amostras coletadas durante os dias 206
(outubro de 2013) e 421 (maio de 2014). As barras representam a obser-
vacdo de cOpias gendmicas (por g de amostra) para Arqueas totais
(ARC), Methanobacteriales (MBT), Methanomicrobiales (MMB); Me-
thanosarcinales (MSL), Methanosarcinaceae (MSC) e Methanosaeta-
ceae (MST).

Figura 14. Concentragdo de arqueas metanogénicas para amostras dos indculos
iniciadores e aclimatado, referentes aos dias de aclimatacéo 206 e 421.
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ARC: Arqueas totais; MBT: Methanobacteriales; MMB: Methanomicrobiales;
MSL.: Methanosarcinales; MSC: Methanosarcinaceae; MST: Methanosaetaceae

E possivel visualizar que as amostras de cada indculo iniciador
apresentaram comportamentos similares quanto a distribui¢do das espé-
cies metanogénicas. Todos os indculos iniciadores contribuiram como
fonte de arqueas para o indculo sob aclimatacdo, sendo o in6culo C em
maior grau e o indculo B em menor grau.

Considerando as MBT e MMB pertencentes ao grupo de metano-
génicas hidrogenotroficas e as MSL (incluindo MSC e MST) representan-
tes do grupo de metanogénicas acetoclasticas, é possivel verificar que os
indculos A e C apresentaram equilibrio entre estes grupos de metanogé-
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nicas, apesar de o indculo A ter apresentado menor propor¢cdo de MMB
nas duas amostragens e o inéculo C apresentar cerca de uma ordem de
grandeza superior (10' - 10%) na proporcido de MSL. J4 o inéculo B
apresentou a menor incidéncia de argqueas totais em comparagdo com 0s
outros inéculos, porém foi o Gnico in6culo que apresentou alta propor-
¢do de MBT com relagéo os demais grupos.

Apesar do nimero de avaliacdes ter sido limitado a duas amos-
tras, & possivel verificar uma tendéncia de melhoria no equilibrio popu-
lacional de metanogénicas no indculo sob aclimatagdo. Essa suposicéo é
baseada nos resultados das amostras do indculo aclimatado em laborat6-
rio (amostra “Laboratorio”, Figura 11) entre o dia 206 e dia 421. Em
primeiro lugar, pelo aumento da populagdo de arqueas e todos 0s grupos
de metanogénicas; em segundo, pelo aumento proporcional de aceto-
clasticas entre a primeira e a segunda amostragem. Essa observacdo
pode estar relacionada com a melhoria de desempenho observada nos
ensaios de PBB e PBM no mesmo periodo (ensaios 8 e 15, Figura 10).

5.1.4 Avaliacdo interlaboratorial

Duas amostras, uma de silagem de milho e outra de residuo seco
de destilaria constituida de grdos e sollveis (DDGS, do inglés dried
distilled grain with soluble), foram fornecidas pelo Centro Alemdo de
Pesquisas em Biomassa (DBFZ). As amostras de referéncia foram sub-
amostras de substratos do Ensaio Interlaboratorial da Associacdo Anali-
tica Alema de Institutos de Pesquisa Agricola (VDLUFA, 2014). As
amostras foram analisadas nos laboratérios da Embrapa e no laboratério
do DBFZ, em duas bateladas (uma em 2013 e outra em 2014), no mes-
mo periodo e sob condi¢des de ensaio similares conforme recomenda-
¢Oes da norma VDI 4630 (2006).

Além disso, outras 4 amostras: celulose, gelatina, cama de aviario
e lodo seco de ETE, provenientes do Estudo Interlaboratorial em Diges-
tdo Anaerobia da Rede BiogasFert (STEINMETZ et al., 2015), foram
avaliadas no laboratério da Embrapa entre os anos de 2014 e 2015.

Todos os ensaios realizados na Embrapa utilizaram indculo pro-
veniente do reator PCV/PTFE e os resultados sdo apresentados na Tabe-
la 18. A maior parte das amostras avaliadas (excessdo da amostra lodo
seco de ETE) representa uma grande variedade de substratos agropecua-
rios. Apés comparacao entre os resultados de PBB e PBM da é possivel
verificar que ndo ocorreram diferencas significativas, de acordo com o
teste T, entre os valores obtidos pelos laboratérios do DBFZ e da Em-
brapa. Isso demonstra similaridade na performance do inéculo produzi-
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do e aclimatado na Embrapa e o indculo do laboratério do DBFZ, o qual
é coletado de uma planta que realiza co-digestdo de dejetos de bovino
com silagem diversas.

Tampouco foi verificada diferenca entre os valores de referéncia
das amostras do interlaboratorial da Rede BiogasFert e os resultados
obtidos pelo laboratério da Embrapa. Amostra de celulose representa
substratos com alto teor de carboidratos e pode simular condi¢Ges de
amostras provenientes de culturas energéticas ou substratos da silvicul-
tura (ex.: residuos da extracdo e processamento de madeira, residuos de
poda ou outros residuos agricolas). Amostra de gelatina representa subs-
tratos com elevado teor de proteinas e a digestdo pode ser comparada
com residuos com elevado teor de nitrogénio (ex.: residuo de alimentos,
dejetos de animais e residuos de abatedouros). Cama de aviario e lodo
seco de ETE séo amostras de fonte natural.

Tabela 18. Comparagfes entre resultados de PBB e PBM para amostras de
referéncia.

Referéncia
Substrato PBB (mLy/gsy) PBM (mLy/gsv)
Média (DP) n Média (DP) n
DDGS* 647 (16)° 6 398 (10)° 6
Silagem de milho* 712 (42)° 6 370 (22) 6
Celulose' 719 (99)° 22 316 (74)' 33
Gelatina' 542 (308)° 15  315(139)" 18
Cama de aviario' 248 (117)' 22 153(33) 34
Lodo ETE seco' 413 (143) 17 180 (53) 21
Este estudo
DDGS 664 (22)° 6 414 (13)° 6
Silagem de milho 669 (32)° 6 375 (12)° 6
Celulose 725 (2)° 3 341 (13)' 3
Gelatina 583 (37)° 3 257(16) 3
Cama de aviario 265 (16)' 3 164 (10)’ 3
Lodo ETE seco 408 (8)" 3 184 (3)' 3

*Resultados obtidos pelo laboratério do Centro Alemédo em Pesquisa em Bio-
massa (DBFZ) seguindo as mesmas condicdes de ensaio. ‘Valores de referéncia
definidos pela média e DP robustos, dos laboratérios que apresentaram resulta-
dos satisfatério no Estudo Interlaboratorial em Digestdo Anaerébia da Rede
BiogasFert (Steinmetz et al., 2015); DDGS = amostra de residuo seco de desti-
laria (dried distilled grain with soluble); DP = desvio padréo; n = tamanho da
amostra; letras iguais representam que nao ha diferenca significativa entre o
intervalo de valores de acordo com o teste T (95% de significancia).
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Baseado nisso, é possivel reconhecer a eficiéncia e a atividade do
inéculo anaerdbio aclimatado para realizar ensaios de digestdo anaerobia
de diferentes substratos, especialmente os substratos de origem agrope-
cuaria.

5.2 ENSAIOS DE INTERAGAO COM DROGAS VETERINARIAS

Como descrito anteriormente, com a finalidade de investigar a in-
teracdo das drogas veterinarias no processo de digestao anaerdbia, foram
realizados dois experimentos: um avaliou a toxicidade de 5 compostos
pertencentes ao grupo das tetraciclinas e utilizados como terapéuticos na
produgdo animal; outro experimento investigou a inibicdo de 4 substan-
cias usadas como profilaticos e/ou aditivos na alimentacdo dos animais.

5.2.1 Tetraciclinas

A Figura 15 apresenta o perfil de producéo especifica cumulativa
de biogas, em funcdo do tempo, para os ensaios de digestdo anaerdbia da
amostra padrdo de celulose microcristalina na presenca de tetraciclina,
clortetraciclina, oxitetraciclina, metaciclina e doxiciclina.

Pelos perfis observados, é possivel notar que existe uma tendén-
cia de reducdo na quantidade de biogas produzida ao aumentar a con-
centracdo dos antibidticos adicionados. Os ensaios com adicdo de tetra-
ciclina (a) e clortetraciclina (b) apresentaram curvas de producgdo de
biogas com perfil muito semelhante, caracterizadas pelo aumento do
tempo da fase de adaptacdo nos dias iniciais (de aproximadamente 1,5
para cerca de 4 dias nas concentragdes mais altas). SupGe-se que estes
dois compostos podem ter influenciado a laténcia de microrganismos
produtores de enzimas que hidrolisam a celulose ou mesmo prejudica-
ram a acdo inicial de outros grupos de microrganismos fermentativos
(MILLER; WOLIN, 1995; YU et al., 2012).

Nos ensaios com a oxitetraciclina (c) percebe-se que existe pouca
influéncia para as concentracfes até 397 mg/L, porém, ap6s o quarto dia
de digestdo o ensaio com concentracdo de 809 mg/L sofreu uma grande
queda na produgdo de biogas que se propaga até o final do teste. J& os
ensaios com metacilina (d) e doxicilina (e) demonstraram perfil similar
nos primeiros 12 dias de digestdo, diferenciando-se ao final do ensaio.
Enquanto a doxiclina manteve a inibicdo apds o 12° dia, os ensaios com
maiores concentracdo de metaciclina recuperam a produgdo de biogés
aproximando dos resultados dos ensaios com concentragbes menores.
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Figura 15. Perfil do volume acumulado de biogas em funcédo do tempo de di-
gestdo de celulose microcristalina na presenca de concentragdes crescentes de:
a) tetraciclina, b) clortetraciclina, c) oxitetraciclina, d) metaciclina e e) doxici-
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O efeito de inibicdo pode ser observado também pela influéncia
causada nas velocidades de producdo de gas. Na Tabela 19 estdo de-
monstradas as médias das velocidades maximas especificas de geracdo
de biogas (Lpmax), Obtidas pela média dos valores maximos ap6s aplica-
¢do da Equacgdo X nos ensaios de digestdo da celulose com as tetracicli-
nas. Também estdo relatados os tempos em que a velocidade méaxima é
observada. O valor de referéncia de velocidade méxima especifica na
degradagdo do padrdo de celulose foi de 65 + 7 mLn/(gSVingeuro-d) € este
maximo ocorre entre os dias 2,1 e 2,5. Com excec¢éo da oxitetraciclina, é
possivel constatar que existe uma tendéncia de reducdo na velocidade
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especifica maxima a medida que a concentracdo do antibiotico aumenta.
Também é relevante o0 aumento do tempo em que a velocidade maxima
ocorre, especialmente para a tetraciclina e a clortetraciclina que pode ter
relacdo direta com 0 aumento da fase de adaptacéo citada anteriormente.

E importante relatar que em nenhum dos tratamentos houve vari-
acoes significativas de pH. No inicio dos ensaios o pH nos reatores foi
de 7,73 £ 0,04 e apds 30 dias de digestao foi de 7,54 + 0,07. Isso de-
monstra que ndo houve limitacGes de alcalinidade e que os processos
inibitérios ndo estdo vinculados a variagdes bruscas de pH.

Tabela 19. Média das velocidades méximas especificas de geracdo de biogas e
tempo de ocorréncia de méxima para cada concentracdo das tetraciclinas inves-
tigadas.

Tetraciclina
Concentracdo (mg/L) 1,4 12 53 580
Mpmax [mLN/(gSVinéculo-d)] 71+ 3 56 + 6 55+ 4 3B+ 7
tempo (d) 2,3 2,8 2,8 4,9
Clortetraciclina
Concentracdo (mg/L) 15 16 72 597
Mpmax [mLN/(gSVinéculo-d)] 73+ 4 56 + 5 37+ 6 31+3
tempo (d) 2,3 2,8 2,8 6,0
Oxitetraciclina
Concentragdo (mg/L) 2,1 38 397 809
Mpmax [MLa/(9SVinseuto-d)] 63+5 636 62+6 70+8
tempo (d) 2,5 2,6 2,8 2,8
Metaciclina
Concentragdo (mg/L) 1,3 2,8 32 147
Mpmax [MLan/(9SVinseuto-d)] 62+4 46+6 47+5 31%10
tempo (d) 2,3 2,6 2,6 2,8
Doxiciclina
Concentragdo (mg/L) 0,3 3,2 32 284
Mpmax [MLA/(GSVinseuo-d)] 63+6 67+3 405 26+9
tempo (d) 2,7 1,8 2,0 2,7

A partir dos volumes de biogas produzido ap6s 72 horas (Bio-
gas7,n) € ao final do processo de digestdo (Biogasmsx), foram calculados
0s percentuais de inibi¢do por meio da Equacdo XI. Desta forma, foram
obtidos os valores de inibicdo que permitiram a confeccdo dos graficos
demonstrados na Tabela 16. Os graficos representam o perfil dos mode-
los de regressdo para inibicdo do Biogass,, e do Biogasmsx em funcéo
das concentracGes de tetraciclinas estudadas. As equacdes referentes aos
modelos de regressdo que obtiveram melhor ajuste aos resultados expe-
rimentais estdo apresentadas na Tabela 20.
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Figura 16. Perfil dos modelos de regressdo de inibicdo do Biogas;,, € do Bio-
gasma em funcdo das concentracOes de tetraciclinas avaliadas.
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Torna-se importante citar que a substancia inibidora controle 3,5-
diclorofenol apresentou inibicdo do Biogas,, de 28 + 6%, 0 que consi-
dera os ensaios de inibicao validos (> 20%) de acordo com a norma I1SO
13641-1 (I1SO, 2003). Porém, de acordo com a prépria norma é usual
gue valores proximos a 50% de inibicdo quando aplicado a lodos anae-
robios obtidos do tratamento de efluentes sanitarios (domésticos e/ou
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urbanos). A diferenca entre o valor tedrico e o obtido neste estudo pode
ser um indicativo que o in6culo aclimatado ou obtido de sistemas de
codigestdo com dejetos de animais possa apresentar maior resisténcia a
acao do inibidor em questéo.

Tabela 20. Equagdes de regressdo que apresentaram melhor ajuste aos pontos
experimentais de inibicdo do Biogas,,, e do Biogass para cada tetraciclina
avaliada e estimativa das Cl,, e Cls,.

A X 2 CI]_O C|50
Parametro Regressdo mglL. mglL.
Tetraciclina
Biogason y=1,5311x>%% 0,9803 19 219(207-231)
Biogasmax  Y=0,005x’+0,0095x+0,7344 0,9999 414  1370(1339-1401)
Clortetraciclina
Biogas 7o, y=22,449In(x)-63,957 0,9979 27 193(103-283)
Biogasmax y=-0,00002x*+0,0333x+0,698 ~ 0,9938 372 >> 2000
Oxitetraciclina
Biogassn  y=19,708In(x) -71,845 0,9999 68 495(361-629)
Biogasmax Y=0,000001x°+0,0316x+2,0988  0,9757 287  1908(1354-2446)
Metaciclina
Biogds.,,  y=-0,0024x*+0,718x-1,4238 0,9997 18 142(75-208)
Biogasmax ~ Y=2,4337In(x)-1,0729 0,9262 127 >> 2000
Doxiciclina
Biogas.;,  y=13,506In(x)-12,099 0,9498 51 110(98-122)
Biogasmax  Y=0,00003x’+0,0281x+1,4334 09389 268 > 2000

Biogas,: base no volume de biogas acumulado em 3 dias de incubacéo; Bio-
gasmax: base no volume maximo de biogés acumulado ao final da digestdo; R*:
coeficiente de correlagdo; Cl,,: estimativa da concentragdo que promove 10%
reducdo no volume de biogas; Cls,: estimativa da concentragdo que promove
50% de redugdo no volume de biogas. Valores entre parénteses representam o
intervalo de confianca de 95% baseado no erro padréo.

Com base na avaliagdo da variancia do ensaio com o padrdo de
celulose, foram definidos os limites de deteccdo (LD=3s) e quantifica-
¢do (LQ=10s) na inibicdo na geracdo de biogas. Portanto faixas de con-
centracdo que geraram inibicGes entre 3,1% (LD) e 10% (LQ) podem ser
consideradas com atividade inibidora, mas apenas concentragdes superi-
ores a 10% de inibicdo podem ser consideradas para ser quantificadas
(IUPAC, 2009). Para fins préaticos, os valores de Clyq expressos na Tabe-
la 20 podem ser considerados como os limites minimos de concentracéo
em que o antibidtico expressa inibicdo. Valores inferiores podem ser
confundidos com varia¢des do método de anélise.
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A comparacdo dos perfis de inibicdo para Biogass., € para Bio-
0aSmax, € também por comparacdo dos valores de Clyg e Clsg, de um
mesmo antibidtico permite confirmar que a inibicdo é mais acentuada no
periodo inicial de degradacdo da celulose. Neste caso, por comparacdo
da média da Clsy para o parametro Biogass.n, entre os antibiéticos, a
maior toxicidade foi observada para doxiciclina (110 mg/L), seguida da
metaciclina (142 mg/L), da clortetraciclina (193 mg/L), da tetraciclina
(219 mg/L) e por fim da oxitetraciclina (495 mg/L). Porém, mesmo que
exista uma tendéncia de inibicdo decrescente na ordem citada, é neces-
sério levar em consideracao o intervalo de confianca gerado para a esti-
mativa de valores. Neste caso é somente possivel afirmar que a toxici-
dade da oxitetraciclina foi inferior as demais para a producéo de biogés
nos primeiros 3 dias de inoculag&o.

A inibicdo do parametro Biogasmax foi mais expressiva para tetra-
ciclina e oxitetraciclina em comparagcdo com 0s outros compostos. Po-
rém os valores de concentracdo estimados para Clsy de Biogasmax foram
muito maiores que os estimados para Clsq de Biogas,on, isso demonstra a
reducdo do efeito de inibicdo ao longo do tempo. Este comportamento
também foi identificado com relacdo a produgdo de metano (BiogasSmax)
que teve perfil de inibicdo muito similares aos observados para producgédo
de biogas. As concentracdes médias de metano encontradas nos ensaios
foram de 55 + 5% para tetraciclina, 54 + 5% para clortetraciclina, 55 +
4% para oxitetraciclina, 56 + 4% para metaciclina e 57 + 2% (v/v) para
doxiciclina.

Gartiser et al. (2007) efetuaram a investigacéo da inibicdo da pro-
ducdo de biogas por 16 antibidticos, dentre eles tetraciclina e clortetraci-
clinas. Os autores usaram indculo de reator anaerdébio de estacdo de
tratamento de efluentes sanitario, aplicando método também baseado no
protocolo da norma ISO, porém com avaliagdo da producgdo de gas apds
10 dias de digestéo. Os autores reportaram valores de Cly de 2,1 mg/L e
Clso de 37,3 mg/L para tetraciclina e Clyy de 4,9 mg/L e Clso de 43,9
mg/L para clortetraciclina, o que consideraram como atividade inibitéria
moderada (Clsq entre 24 a 1000 mg/L). Estes valores de inibicdo foram
condizentes aos encontrados anteriormente por Sanz et al. (1996) para
clortetraciclina (40 mg/L) em ensaios usando como substrato mistura de
acidos orgéanicos (acetato, proprionato e butirato) e como indculo amos-
tra de lodo de reator UASB de industria de amido.

Em outro estudo descrito por Loftin et al. (2005) foram realizados
testes de dose-resposta na digestao de dejetos de suinos, a 22 °C, usando
o0s antibioticos tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina. Para reali-
zagdo dos testes os autores utilizaram como indculo amostra proveniente
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de lagoas anaerdbias de tratamento de dejetos de suinos. Usando uma
concentracdo de 10 mg/L e avaliando a producdo de gas ap6s 72 horas,
0s autores relataram as inibicdes médias de 7,5 a 12% para tetraciclina,
de 10 a 19% para clortetraciclina e de 9,4 a 13% para oxitetraciclina.

Ja Alvarez et al. (2010) relataram a inibicdo de 50% na produc&o
de metano da digestdo anaerdbia (a 35 °C) de dejetos de suinos quando
presentes concentracfes de aproximadamente 9 mg/L de tetraciclina e
clortetraciclina.

Apesar das diferencas metodoldgicas, se comparado com os valo-
res de toxicidade (Biogéss,n) obtidos na Tabela 20 com os reportados na
literatura, é possivel confirmar que existe um potencial de inibigéo atri-
buido as tetraciclinas na digestio anaerdbia. E conhecido que as tetraci-
clinas sdo consideradas antibidticos de amplo espectro, ativas tanto con-
tra diversos microrganismos Gram-positivos quanto Gram-negativos e
sua acao consiste na inibigdo da sintese de proteinas, impedindo assim a
replicacdo celular de bactérias patogénicas. Porém em funcgéo da baixa
seletividade das tetraciclinas, esta agdo também pode ocorrer nos mi-
crorganismos envolvidos na digestdo anerébia (PRADO; OCHOA;
AMRANE, 2009).

Apos o0s ensaios de digestdo, amostras do material digerido foram
analisadas por LC-MS/MS para avaliar a concentracao residual de cada
antibidtico. A Tabela 21 demonstra os teores de antibi6ticos adicionados
no inicio do ensaio, analisados ap6s o final da digestdo e expectativas de
concentragBes ao final do ensaio com base nas concentragdes iniciais e
tempos de meia vida descritos na literatura.

E possivel perceber que existe a redugdo da concentracio apos o
ensaio de digestdo anaerdbia para todas as concentraces e todos os
compostos avaliados. A reducdo da concentracdo esta atribuida a degra-
dacdo e consequentemente estdo vinculados com a reducdo do efeito
inibitério com o passar do tempo. Mesmo para 0s tratamentos com as
concentracBes mais altas de cada antibidtico, a concentragao final obser-
vada foi menor que a concentracdo estimada para Cl;o do pardmetro
Biogasmax. Nao foi possivel determinar a concentracdo de doxiciclina
por problema ocorrido durante a preservacao das amostras, 0 que impos-
sibilitou a anélise das mesmas.

Na Tabela 21 estdo demonstradas também as estimativas de con-
centracdo possiveis de serem encontradas apds os 30 dias de digestdo
anaerdbia, com base na concentragdo inicial de cada tratamento e nos
valores reportados na literatura para o tempo de meia vida (ty,) para
decréscimo das concentragdes de cada composto. E possivel verificar
que as concentracGes observadas ao final dos ensaios sdo geralmente
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inferiores aos valores estimados. Ou seja, ha indicios que a degradacédo
dos compostos nas condi¢Bes avaliadas neste estudo é mais rapida que
outros estudos similares.

Mesmo assim, se avaliarmos os percentuais de reducdo dos anti-
bioticos é possivel verificar que existe concordancia com teores de de-
gradacdo reportados por outros autores. Apesar dos tratamentos com
concentragGes mais elevadas de tetraciclina e metaciclina terem apresen-
tado reducdo de 46,04 e 57,13%, respectivamente, todos os demais tra-
tamentos apresentaram reducdes de concentracdo entre 76,63 e 98,75%.
Estes valores concordam com os observados por Tong et al. (2012) que
encontrou 88,6-91,6% de reducdo para tetraciclina e entre 97.7-98.2%
de reducdo para clortetraciclina ap6s 45 dias de digestdo anaerdbia de
dejetos de suinos sob 35 °C.

J& Turker et al. (2013) avaliaram a digestdo anaerobia, a 37 °C,
de dejeto de bovinos medicados com oxitetraciclina (0,8 a 3,4 mg/L no
dejeto) e verificaram a inibicdo de 17 a 24% na Biogasmax. EStes mes-
mos autores reportaram 55 a 70% de reducdo nas concentragfes do anti-
bidtico apds 30 dias de digestdo. Os autores também identificaram a
reducdo de atividade de Methanomicrobiales, Methanobacteriales e
Methanosarcinaceae e relataram como as principais causas da reducdo
na producao de biogas.

Por fim, apesar de ndo encontrados resultados de estudos brasilei-
ros sobre a incidéncia de tetraciclinas nos dejetos de suinos, é possivel
efetuar um paralelo com resultados reportados ao redor do mundo. Neste
caso, pode-se considerar as maiores concentracdes relatadas nos dejetos
para tetraciclina de 98,8 mg/L, oxitetraciclina de 354 mg/L, clortetraci-
clina de 764,4 mg/L, metaciclina de 5,43 mg/L e doxiciclina de 59,6
mg/L (CHEN et al., 2012b; PAN et al., 2011; ZHAO et al., 2010). Se
confrontarmos estes valores de concentracdo com os valores de Cly, da
Tabela 20, veremos que é possivel que as tetraciclinas desempenhem
atividade inibidora. Excecdo para o antibiético metaciclina que apresen-
tou concentragdo de ocorréncia menor que o Clyy (18 mg/L). Portanto,
se dejetos contendo as tetraciclinas, nos niveis citados, forem digeridos
com substratos agricolas serd provavel a interferéncia na recuperacdo de
biogas nos niveis préximos aos obtidos neste estudo.
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5.2.2 Profilaticos e/ou promotores de crescimento

O segundo experimento com drogas veterinarias investigou a ini-
bicdo de 4 substancias usadas como profilaticos e/ou aditivos na alimen-
tacdo dos animais. As substancias utilizadas neste estudo foram: tilosina,
tiamulina, lincomicina e gentamicina. Os trés primeiros sdo de uso co-
mum como aditivos na ragdo de suinos, sendo o Gltimo também usado
com frequéncia como profilatico e administrado por dissolugdo na agua
fornecida aos animais.

Na Figura 17 sdo demonstrados os perfis de producdo especifica
cumulativa de biogas da amostra, em funcdo do tempo, obtidos pela
digestdo anaerdbia em batelada de amostra padrdo de concentrado para
bovinos na presenca de concentragOes crescentes dos profilaticos avalia-
dos neste experimento. A Biogasmsx obtida para os ensaios com a amos-
tra padrdo isoladamente (sem adicdo de antibidticos) foi de 657 + 6
MLN/OSVaupstrato, €M acordo com o valor de referéncia de 660 + 12
m LN/gSVsubstrato-

Entre os tratamentos ndo houve diferencas significativas entre 0s
teores de metano produzidos. As concentracdes médias de metano no
biogas foram 53 + 1% para 0s ensaios com tiamulina e também para
tilosina, 52 + 1% para lincomicina e 52 + 2% (v/v) para gentamicina.

A substéancia controle 3,5-diclorofenol apresentou inibi¢do da Bi-
0gasson de 26 £ 4%, o que considera 0s ensaios de inibicdo validos (>
20%) de acordo com a norma ISO 13641-1 (ISO, 2003). Porém, da
mesma forma que o ocorrido com 0s ensaios com as tetraciclinas, a
diferenca entre o valor tedrico (50%) e o obtido neste experimento é
mais um indicativo que o indculo obtido de sistemas de codigestao apre-
senta menor suscetibilidade a acdo do inibidor.

Avaliando o perfil de producdo de biogas apresentados na Figura
17 é possivel identificar que ndo houve atrasos no inicio da producéo de
biogas. Ou seja, ndo se percebe a ocorréncia de uma fase de adaptacéo,
pois todos os ensaios produziram gas logo no primeiro dia incubacéo,
porém houve producdo em quantidades diferentes. Durante os 5 primei-
ros dias € perceptivel menor producéo de biogas para as concentragdes
mais elevadas de tiamulina (), tilosina (b) e lincomicina (c). Nenhuma
das concentragbes de gentamicina (d) apresentaram inibigdo superior a
20% nos primeiros 5 dias de ensaio.

Na fase posterior ao 10° dia, 0s ensaios com concentracfes de 500
mg/L de tiamulina, 100 e 1000 mg/L de lincomicina permanecem de-
monstrando inibicBes estaveis até o final dos 35 dias (com leve aumento
na producao de gas para o ensaio com tiamulina). J& o teste com tilosina
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demonstrou outro distdrbio na producdo de biogas préximo ao dia 10,
mas o sistema retomou a producao de gas e, por consequéncia, retoman-
do o perfil dos outros tratamentos até o final dos 35 dias. Para a genta-
micina ocorreu reducdo na producdo de biogas ap6s o 10° dia para as
concentracBes mais altas do antibiotico, porém essa diferenca é bem
menos representativa que os demais compostos avaliados.

Figura 17. Perfil de producdo cumulativa de biogés, em fungdo do tempo, da
digestdo de amostra de concentrado para bovinos na presencga de concentragdes

crescentes de: a) tiamulina, b) tilosina, ) lincomicina e d) gentamicina.
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Avaliando com mais detalhes o efeito de inibicdo com base nas
velocidades especificas maximas de producdo de biogas (uems) €M cada
ensaio, conforme dados apresentados na Tabela 22, é possivel identificar
que para algumas concentracGes ocorre uma breve reducéo nas veloci-
dades médias e aumento no tempo em que elas ocorrem. A pms Para o
substrato controle (sem adicdo de antibidtico) foi de 43 + 1
MLN/(9SVingeulo-d). O composto que essa reducdo ocorreu com maior
intensidade foi a tilosina. Na concentra¢do de 50 mg/L a tilosina promo-
veu dois valores de méaxima velocidade [30 MLn/(9SVingeuro-d) a0s 2,2
dias e 19 mLn/(9SVingeuo-d) aos 10,7 dias]. Isso também ocorreu na
concentracdo de 500 mg/L [21 mLn/(9SVinseuo-d) aos 3,1 dias e 17
ML/ (9SVinseuro-d) a20s 13,7 dias]. Essa alteracdo na velocidade maxima
de producdo de biogas ocorreu em menor grau para tiamulina e lincomi-
cina, e bem menos perceptivel para 0s ensaios com gentamicina.
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Tabela 22. Médias das velocidades maximas especificas de producdo de biogas
e do tempo de ocorréncia de maxima para cada concentragcdo dos compostos
investigados.

Tiamulina
Concentragdo (mg/L) 0,05 0,5 5 50 500
Memax [MLA/(QSVingeuo:d)]  41+2  42+1 381 31+2 375
tempo (d) 1,7 1,7 1,7 2,2 2,6
Tilosina
Concentragdo (mg/L) 0,05 0,5 5 50 500

30+6 21+3

Bomsc [ML/(@Vinscaw )] 40%1 3522 32%8  Joi s (1719

2,2 3,1
tempo (d) 1,7 1,7 2,2 (10,7) (13.7)
Lincomicina
Concentragdo (mg/L) 0,1 1 10 100 1000
Mpmax [MLA/(GSVinseuto-d)] 41+2 37+2 381 38+4 25+2
tempo (d) 1,7 1,7 2,2 2,6 3,7
Gentamicina
Concentragdo (mg/L) 0,1 1 10 100 1000
Memax [MLA/(GSVinseuto-d)] 39+2 3911 40%2 6+l 33+1
tempo (d) 1,7 1,7 1,7 1,7 0,8

A partir do volume de biogas acumulado no terceiro dia (72 ho-
ras, sinalizado por Biogas,,,) € ao final do processo de digestdo (Bio-
gasmax) foram calculados os percentuais de inibicdo por meio da Equa-
cdo XI. Desta forma, foram obtidos os valores de inibicdo que permiti-
ram a confeccdo dos graficos demonstrados na Figura 18. Estes resulta-
dos sdo bastante superiores aos relatados na literatura. Sanz et al. (1996)
relataram Cly, para gentamicina de 35 mg/L e para tilosina de 15 mg/L
na digestdo de dejetos de suinos.

Os graficos representam o perfil dos modelos de regressdo para
inibicdo da Biogass,, € da Biogasma em funcdo das concentraces dos
antibioticos avaliados. As equacGes referentes aos modelos de regressdo
que obtiveram melhor ajuste aos resultados experimentais estdo apresen-
tadas na Tabela 23, assim como os valores de Cly, e Clso para cada pa-
rametro.

A inibicdo da Biogasy,, foi mais acentuada nos ensaios com tilo-
sina e lincomicina, seguida da tiamulina e da gentamicina. Apenas tilo-
sina e lincomicina obtiveram estimativas de Clsy, mensurdveis, pois 0s
demais compostos apresentaram valores muito superiores a 2000 mg/L e
portanto considerados ndo possiveis de ocorrer em dejetos de suinos por
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comparacdo com os valores das Tabela 9 e Tabela . Ja a inibicdo do
Biogasmax Seguiu a seguinte ordem: lincomicina > tiamulina ~tilosina >

gentamicina. Porém, como os valores de estimativa da Cls, extrapola-
ram 2000 mg/L também foi considerada insignificante a comparacdo
com valores de concentragdo que seriam habitualmente esperados em
dejetos de suinos.

Figura 18. Perfil dos modelos de regresséo de inibicdo do Biogas,,, e do Bio-
04smax em fungdo das concentragdes dos compostos investigados.
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Estes resultados sdo superiores aos relatados na literatura. Sanz et
al. (1996) relataram Cl,, para gentamicina de 35 mg/L e para tilosina de
15 mg/L na digestdo de dejetos de suinos. Gartiser et al. (2007) obteve
Clsg para gentamicina na faixa de 57,2-231,8 mg/L em ensaios de toxi-
cidade seguindo a metodologia 1SO, aplicados a lodo sanitério e usando
como substrato extrato de leveduras. Em outro estudo, Loftin et al.
(2005) efetuaram avaliagdes de inibicdo de producdo de biogas apds
usando indculo de lagoas anaerdbias de sistemas de tratamento de deje-
tos de suinos, onde reportaram que os antibioticos lincomicina e tilosina
apresentavam platés de inibicdo entre 20 a 45% sob doses de 1 e 25
mg/L.
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Estas diferencas de toxicidade entre os valores reportados na lite-
ratura e os resultados obtidos neste experimento podem estar relaciona-
das com duas questfes: 1°) menor sensibilidade do in6culo utilizado no
experimento (proveniente de digestor que realizava codigestdo) em
comparagdo com os inéculos utilizados por outros autores (de dejetos de
suinos ou de efluente sanitario); 2°) diferenca no teor de solidos (ou
guantidade de biomassa microbiana) presente nos indculos, ja que os
trabalhos da literatura utilizaram indculos com teores entre 1 a 2%
(m/m) de ST, enquanto que o inéculo obtido da planta de codigestdo
usado neste experimento apresentou 4,7% (m/m) de ST.

Tabela 23. Equagdes de regressdo para inibicdo do Biogas;,, e do Biogasyx
para tiamulina, tilosina, lincomicina e gentamicina, e estimativas das Cly, e Cls
para cada parametro.

~ ~ 2 C I 10 Clso
Parametro Regresséao R mg/L ma/L
Tiamulina
Biogas;n, y=3,6439In(x)+3,766 0,9939 52 >> 2000
Biogasmay y=2,6798In(x)-4,1464 0,9978 198 >> 2000
Tilosina

Biogas;n, y=9,0347x%"% 0,9706 1.4 498(462-534)

B10gasmay y=2,0654In(x)-3,193 0,9977 502 >> 2000
Lincomicina

Biogas;n, y=5,1789In(x)+10,611  0,9615 0,9 1890(1446-2286)

Biogasmay y=3,0072x%3%%" 0,9557 41 >2000
Gentamicina

Biogas;n, y=2,6001In(x)+0,0629 0,9498 45 >> 2000

Bi0gaSmay y=0,4518x"%4¢ 0,9389 906 >> 2000

Biogés,,: base no volume de biogds acumulado em 3 dias de incubacéo; Bio-
g4Smax: base no volume maximo de biogas acumulado ao final da digestdo; R*:
coeficiente de correlagdo; Cly,: estimativa da concentragdo que promove 10%
de inibicdo na producdo de biogas; Cls,: estimativa da concentracdo que promo-
ve 50% de inibicdo na producédo de biogas. Valores entre parénteses represen-
tam o intervalo de confianca de 95% baseado no erro padréo.

Porém, se considerarmos os valores de Cl,o da Tabela 23 como os
valores minimos para identificar a ocorréncia de inibicdo, ha expectati-
vas de interferéncia na producéo de gas nos primeiros dias de digestao,
mesmo em baixas concentragdes (0,9 a 5,2 mg/L) de lincomicina, tilosi-
na e tiamulina.

Essa inibicdo que ocorreu nos primeiros dias da digestdo remete a
suspeita de que, mesmo nas concentracdes de ocorréncia nos dejetos de
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suinos, existe a possibilidade de interacdo com outros efeitos de inibi-
¢do. Por exemplo, Stone et al. (2010) e Dreher et al. (2012) identifica-
ram o aumento do efeito inibitorio da clortetraciclina quando na presen-
ca de tilosina na digestdo anaerdbia de dejetos de suinos. Este fato foi
relacionado pelos autores com distlrbios na populacdo de metanogéni-
cas, tanto nas consumidoras de acetato quanto nas que utilizam H, e
CO, como precursoras de metano. Ji et al. (2013) identificaram 1Csq
para lincomicina em niveis de 3,5-5,7 mg/L. Estes autores relataram
efeitos sinérgicos, em menor propor¢do, quando lincomicina foi minis-
trada em conjunto com antibiéticos amoxicilina, kanamicina e cipro-
floxacina. Além disso, eles também relataram forte sinergismo de inibi-
¢do quando presente os metabdlitos da digestdo anaerdbia como: etanol,
acetato, propionato e butirato. Os autores relacionaram estes resultados a
possiveis reduces de desempenhos em reatores anaerébios quando
operados em condicBGes de sobrecarga ou outras razdes que levam ao
acumulo destes metabolitos.

Se avaliarmos os resultados da ocorréncia dos acidos organicos
de cadeia curta apds os ensaios de digestdo obtidos no experimento,
podemos efetuar uma inferéncia quanto aos possiveis mecanismos de
interacdo com outras formas de inibicdo. A Tabela 24 apresenta as con-
centracOes dos acidos organicos, obtidos por analise cromatogréafica, nas
amostras apos 0s ensaios de digestdo anaerdbia. Foram avaliados a ocor-
réncia de A&cidos acético, propibnico, iso-butirico, n-butirico, iso-
valérico, n-valérico, metil-valérico e capréico. Os resultados apresenta-
dos na Tabela 24 s&o referentes amostras dos tratamentos com as maio-
res concentracdes dos antibidticos avaliados, pois ilustra de maneira
mais representativa a distribuicdo dos &cidos acumulados no processo.
As amostras dos ensaios com a substancia controle (sem adicdo de anti-
bidtico) e com tiamulina ndo apresentaram concentracGes significativas
de nenhum dos &cidos analisados ap6s os 35 dias de digestéo.

Apesar do acimulo de &cidos, em nenhum dos tratamentos houve
variagdes significativas de pH. No inicio dos ensaios o pH nos reatores
foi de 8,19 £ 0,03 e ap6s 35 dias de digestdo foi de 8,27 £ 0,11. Isso
demonstra que ndo houve limitagdes de alcalinidade e que os processos
inibitérios possivelmente ndo estdo vinculados a variagdes de pH.

O acumulo dos &cidos indica que a transformagdo do substrato
em CH, e CO, possa ter sido prejudicada em funcdo de possivel dese-
quilibrio na atividade dos microrganismos metanogénicos e acetogéni-
cos. Essa suspeita é baseada na elevada concentracdo de acido acético e
propibnico. Além disso, outros microrganismos responsaveis pela de-
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gradacdo do acido valérico podem ter sido inibidos nos ensaios com
lincomicina e gentamicina.

Tabela 24. Concentragdo de acidos organicos de cadeia curta observados nas
amostras ap0s os ensaios de digestdo anaerdbia, para 0s tratamentos com a
maior concentragdo dos antibidticos.

Composto Acético  Propidnico  iso-Butirico  iso-Valérico
mg/L mg/L mg/L mg/L
Tiamulina 57+1 240+ 1 ND ND
Lincomicina 194 +2 111+1 %+l 154 +£2
Gentamicina 205+1 659 +1 10+1 116+ 1

ND: Néo detectado; Nenhum: tratamento controle sem adi¢do de antibiético;
Tiamulina: 500 mg/L; Lincomicina e Gentamicina: 1000 mg/L.

Shimada et al. (2011) em estudos de longa duragdo (toxicidade
cronica) da digestdo de dejetos de suinos na presenca de antibioéticos
macrolideos, também identificaram acimulo de acidos, especialmente
propidnico. Os autores verificaram que os antibioticos afetaram direta-
mente a acdo de bactérias sintréficas oxidadoras de propionato, em es-
pecial do género Syntrophobacter, e inibiram indiretamente as Methano-
saeta.

Por fim, apesar de ndo serem disponiveis dados de concentracao
de ocorréncia de antibiéticos em dejetos da producéo de suinos no Bra-
sil, porém, baseados na comparacdo maximas usualmente observadas ao
redor do mundo (Tabela 9) e das estimativas de excrecdo para 0 uso
profilatico dos compostos tiamulina, tilosina, lincomicina e gentamicina
(Tabela 10), e possivel afirmar que pode ocorrer inibi¢do durante a co-
digestdo dos dejetos com outros substratos agropecuarios.

Porém a inibicdo aguda destes compostos é muito inferior se
comparada com a exercida pelas tetraciclinas, por exemplo. Mas é cau-
teloso afirmar que a inibicdo podera ser intensificada a longo prazo (to-
xicidade cronica).



6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo é possivel
concluir que:

Producéo e manutenc¢éo de inéculo anaerébio

O procedimento proposto para producao e aclimatacéo de indculo
anaerébio, em escala laboratorial sob condigdes mesofilicas, a partir de
mistura de indculos iniciadores, foi satisfatorio para obter biomassa
inoculante aos ensaios de digestdo anaerdbia.

Os controles intralaboratoriais demonstraram que o inoculo pro-
duzido em laboratério apresentou atividade anaerdbia adequada para
atender aos requisitos da norma VDI 4630. Os ensaios interlaboratoriais
confirmaram eficacia equiparavel deste indculo, consequentemente dos
ensaios de Producdo Biogquimica de Biogés (PBB), com o do Laboraté-
rio de Centro Alemdo de Pesquisa em Biomassa (DBFZ) e outros labo-
ratorios brasileiros participantes do Estudo Interlaboratorial em Digestao
Anaerdbia da Rede BiogasFert.

Além disso, o desempenho frente a diversidade de substratos ava-
liados permite inferir que o indculo é adequado para uso em ensaios de
digestdo anaerdbia de susbstratos agropecuarios.

Portanto, o procedimento de producédo do inéculo em laboratério
serve como referéncia para o uso em laboratdrios de regifes que tenham
dificuldade de acesso a coleta de in6culo anaerébio em condi¢bes meso-
filicas para aplicacdo aos ensaios de PBB de substratos agropecuarios,
especialmente paises onde o mercado do biogas encontra-se em desen-
volvimento.

Ensaios de toxicidade: tetraciclinas

Considerando as concentragdes maximas de ocorréncia de tetraci-
clinas em dejetos de suinos é possivel afirmar que a digestdo anaerébia
de substratos agropecudrios com dejetos de suinos contaminados com
estes antibidticos pode sofrer alteracGes significativas.

As tetraciclinas apresentaram toxicidade aguda (inibicdo de até
91% na producdo de biogas apds 72 horas) na faixa de concentragcoes
dos compostos avaliados.

A toxicidade na digestdo da celulose seguiu a seguinte ordem:
doxiciclina~metaciclina > tetraciclina~clortetraciclina > oxitetraciclina.

Tetraciclina e clortetraciclina promoveram aumento do tempo da fase de
adaptacdo (fase “lag”).
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A digestdo anaerobia promoveu a degradacdo das tetraciclinas ao
final do periodo de avaliacdo, com velocidades de degradacdo similares
as reportadas na literatura para outros sistemas anaerébios. As reducdes
dos compostos durante os ensaios foi dependente do teor inicial das
tetraciclinas, apresentaram valores entre 46,04 e 98,75% de reducdo.
Isso confirma a digestdo anaerdbia sob condicBes mesofilicas como
alternativa para reducdo destas drogas veterinarias nos dejetos.

Ensaios de toxicidade: profilaticos e promotores de crescimento

Os compostos avaliados neste caso foram menos tdxicos ao pro-
cesso de digestdo anaerdbia se comparados com as tetraciclinas. A inibi-
¢do do Biogas;,, foi mais acentuada nos ensaios com tilosina e lincomi-
cina, seguida da tiamulina e da gentamicina. A inibicdo do Biogasmax
seguiu a ordem: lincomicina > tiamulina = tilosina > gentamicina. Po-

rém, como todos os valores de estimativa da Clsg extrapolaram 2000
mg/L também foi considerada imperceptivel a comparacdo com valores
de concentracdo que seriam habitualmente esperados em dejetos de
suinos.

Apesar da menor inibigdo aguda causada pelos profilaticos, o fa-
vorecimento do acimulo de &cidos organicos indica que a presenca
destes compostos pode favorecer outros processos inibitdrios paralelos
na digestdo anaerdbia. Portanto, a concentracdo destes compostos no
dejeto de suinos pode apresentar risco a longo prazo (forma cronica),
apesar de ser em menor grau se comparado com os antibi6ticos utiliza-
dos de forma terapéutica. Entende-se que o risco inerente a agdo das
drogas veterindrias pode ser mitigado de acordo com as boas préaticas de
producdo animal.

Sugestdes para trabalhos futuros:

e Elucidar os mecanismos que causam as interferéncias na produ-
¢do de biogés. Em principal na inibi¢do que causou aumento da
fase de adaptacdo nos ensaios com tetraciclina e clortetraciclina
e na diferenga de perfil ocorrida para as diferentes concentra-
¢des (quando houve ou ndo queda na recuperagdo final de bio-
gas).

e Estudar a inibi¢do de substancias representantes de outras clas-
ses de drogas veterinarias na digestao anaerébia.

e Investigar possiveis efeitos de sinergismo que podem ser causa-
dos pela combinacdo das drogas veterinarias avaliadas neste es-
tudo.
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Examinar se existem efeitos adversos ou geracdo de resisténcia
aos antimicrobianos na digestdo anaerobia sob exposic¢éo croni-
ca dos compostos profilaticos estudados.

A caréncia de resultados da ocorréncia de drogas veterinarias
em dejetos de suinos no territorio brasileiro, causa extrema ne-
cessidade da execugdo de estudos para elucidar as concentra-
¢Oes destes compostos e 0s possiveis impactos.

Realizar estudos de causa-efeito e de anélise de risco baseados
na ocorréncia das drogas veterinarias no dejeto e a dispersdes
gue ocorrem no ambiente.
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ANEXO A - Ocorréncia de antibiéticos em efluentes da suinocultu-

ra.
Composto/Amostra  Local Niveis reportados Referéncia
Quinolonas
Fleroxacina
Esterco China 1,08-7,46 mg/kg Zhao et al., 201
Ciprofloxacina
Esterco China 0,64-33,98 mg/kg Zhao et al., 2010
Fezes
Enrofloxacina China 9,08 pg/kg Zhou et al., 2013
Fezes China 16,5 pg/kg Zhou et al., 2013
Sélidos em sus- China 6,8 ng/kg Zhou et al., 2013
penséo
Esterco China 0,48-33,26 mg/kg Zhao et al., 2010
Dejeto China 16,5 pg/kg® Zhou et al., 2012
Efluente China 173 ng/L Lin et al., 2008
Ofloxacina
Fezes China 5,30-2970 pg/kg Zhou et al., 2013
Agua de “flush” China 63 ng/L Zhou et al., 2013
Sélidos em sus- China 24,8 pg/kg Zhou et al., 2013
pensao
Dejeto China 15,7 mg/kg Chenetal., 2012
Dejeto China 8,15 pg/kg® Zhou et al., 2012
Efluente China 0,008 pg/L Chang et al., 2010
Norfloxacina
Esterco China 0,56-5,50 mg/kg Zhao et al., 2010
Fezes China 10,2-47,9 pg/kg Zhou et al., 2013
Agua de “flush” China 110 ng/L Zhou et al., 2013
Sélidos em sus- China 11,5 pg/kg Zhou et al., 2013
penséo
Dejeto China 0,56-5,50 mg/kg Chen etal., 2012
Efluente China 219 ng/L Lin et al., 2008
Lomefloxacina
Esterco China 0,77-44,16 mg/kg Zhao et al., 2010
Danofloxacina
Esterco China 0,08-2,92 mg/kg Zhao et al., 2010
Difloxacina
Esterco China 0,51-2,51 mg/kg Zhao et al., 2010
Acido Nalidixico
Efluente China 71 ng/L Lin et al., 2008
Flumequina
Efluente China 534 ng/L Lin et al., 2008
Tetraciclinas
Tetraciclina
Fase liquida do China 0,8-41,2 pg/L Pan etal., 2011a
efluente
Sélidos em sus- China 130,6-3617,2 pg/kg Panetal., 2011a
pensao
Efluente China 1,14-4,62 pg/L Ben et al., 2008
Dejeto liquido Austria 0,36-23 mg/kg Martinez-Carballo et al.,

2007

Dejeto liquido Alemanha 14,1-41,2 mg/kg Hamscher et al., 2005
Dejeto liquido Alemanha 3,2-4,0 mg/kg Hamscher et al., 2002
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Dejeto

Fezes

Agua de “flush”
Sélidos em sus-
pensao

Dejeto

Dejeto

Efluente

Dejeto

Efluente

Dejeto

Dejeto

Dejeto

Dejeto
Epi-tetracyclina
Dejeto
Oxitetraciclina
Esterco

Dejeto liquido

Dejeto

Fezes

Agua de “flush”
Sélidos em sus-
pensdo
Sélidos em sus-
pensao

Efluente

Dejeto liquido

Dejeto liquido
Dejeto
Dejeto
Efluente
Dejeto
Dejeto
Efluente
Dejeto
Efluente
Dejeto
Dejeto
Dejeto

Dejeto

Epi-oxitetraciclina
Dejeto

Clortetraciclina
Esterco
Dejeto

Fezes

China
China
China
China

China
China
China
EUA
China
China
EUA
Dinamarca
EUA

Dinamarca

China
Republica
Tcheca
Dinamarca

China
China
China

China

(;hina
Austria

Alemanha
China
Japan
Japan
China
China
China
EUA
China
China
EUA
Dinamarca

EUA
Dinamarca
China
Dinamarca

China

98,2 mg/kg
67,1-9260 pg/kg
1190 ng/L

3600 pg/kg

821 pg/kg?
12,27 mg/kg
10,3 pg/L

13 ppb

1129 ng/L
0,15-1,1 mg/kg®
166-214 pg/L
0,09-1,6 mg/kg
0,4-8,5 pg/L

0,06-0,99 mg/kg

0,15-59,06 mg/kg
5,88 mg/kg

0,05-1,5 mg/kg

235-1700 pg/kg
680 ng/L
175 pglkg

365,0-32044.9 pgrkg

6,18-25,36 pg/L
0,21-29 mg/kg

0,09-0,1 mg/kg
354,0 mg/kg
160 pg/L
3,9-18 pg/L
661 pg/kg?
18,70 mg/kg
72,9 pg/L

6100 ppb

8318 ng/L
0,15-1,1 mg/kg®
2367-4260 pg/L
0,04-1,5 mg/kg

0,35-4,6 pg/L
0,33-0,45 mg/kg
0,16-21,06 mg/kg
1,1-15,7 mg/kg

2,36-97,6 mg/kg

Chen et al., 2012
Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2013

Zhou et al., 2012
Jietal., 2012

Wei etal., 2011
Aga et al., 2003
Linetal., 2008

Pan et al., 2011b
Zilles et al., 2005
Jacobsenet al., 2006
Mackie et al., 2006

Jacobsenet al., 2006

Zhao et al., 2010
Tylova et al., 2010

Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006

Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2013

Pan et al., 2011a

Ben et al., 2008
Martinez-Carballo et al.,
2007

Hamscher et al., 2002
Chen et al., 2012
Tagiri-Endo et al., 2009
Tagiri-Endo et al., 2009
Zhou et al., 2012
Jietal, 2012

Wei et al., 2011
Agaetal., 2003

Lin et al., 2008

Pan et al., 2011b

Zilles et al., 2005
Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006

Mackie et al., 2006

Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006

Zhao et al., 2010
Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006

Zhou et al., 2013
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Agua de “flush” China 2930 ng/L Zhou et al., 2013

Sélidos em sus- China 12000 pg/kg Zhou et al., 2013

penséo

Sélidos em sus- China 1143,8-36271,3 pg/kg Panetal., 2011a

penséo

Efluente China 2,65-32,67 pg/L Ben et al., 2008

Dejeto liquido Austria 0,1-46 mg/kg Martinez-Carballo et al.,
2007

Esterqueira EUA 5-870 pg/L Meyer et al., 2000

Esterqueira EUA 11-540 pg/L Meyer et al., 2000

Dejeto liquido Alemanha 0,9-1,0 mg/kg Hamscher et al., 2005

Dejeto China 139,4 mg/kg Chen etal., 2012

Dejeto China 35500 pg/kg? Zhou et al., 2012

Efluente China 1,49 pg/L Wei et al., 2011

Dejeto EUA 500 ppb Aga et al., 2003

Efluente China 2821 ng/L Lin et al., 2008

Dejeto China 0,5-17 mg/kg” Pan et al., 2011b

Esterqueira EUA 11-540 pg/L Campagnolo et al., 2002

Lagoa de armazena- EUA 68-1000 pg/L Campagnolo et al., 2002

mento

Dejeto EUA 3482-3941 pg/L Zilles et al., 2005

Dejeto Dinamarca 1,1-15,7 mg/kg Jacobsenet al., 2006

Dejeto EUA 0,1-130 pg/L Mackie et al., 2006

Epi-clortetraciclina

Dejeto Dinamarca 1,3-14,1 mg/kg Jacobsenet al., 2006

Iso-clortetraciclina

Efluente China 0,157 pg/L Chang et al., 2010

Methaciclina

Esterco China 0,20-5,43 mg/kg Zhao et al., 2010

Fezes China 4,02 pg/kg Zhou et al., 2013

Dejeto China 4,02 pg/kg Zhou et al., 2012

Doxicyclina

Esterco China 0,23-13,50 mg/kg Zhao et al., 2010

Dejeto liquido Republica 0,99 mg/kg Tylova et al., 2010

Tcheca

Dejeto Dinamarca  0,55-3,1 mg/kg Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006

Fezes China 17,7-2240 pg/kg Zhou et al., 2013

Sélidos em sus- China 3,45 pg/kg Zhou et al., 2013

penséo

Dejeto China 37,2 mg/kg Chen etal., 2012

Dejeto China 296 pg/kg Zhou et al., 2012

Efluente China 39,5 pg/L Wei et al., 2011

Dejeto China 8,6-59,6 mg/kg Xian-Gang et al., 2008

Dejeto EUA 40 ppb Aga et al., 2003

Dejeto Dinamarca  0,55-3,1 mg/kg Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006

Sulfonamidas

Sulfametoxazol

Esterco China 0,23-0,84 mg/kg Zhao et al., 2010

Fase liquida do China 1,1-20,1 pg/L Panetal., 2011a

efluente

Sélidos em sus- China 83,5-151,5 pg/kg Pan etal., 2011a
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pensdo
Efluente
Dejeto
Efluente
Efluente
Dejeto
Efluente
Efluente
Dejeto
Dejeto liquido
Sulfadiazina
Esterco
Dejeto

Fezes

Agua de “flush”
Sélidos em sus-
pensdo

Dejeto liquido
Dejeto

Efluente

Dejeto

Efluente
Efluente
Sulfanilamida
Esterco
Efluente
Sulfamerazina
Esterco
Efluente
Efluente
Sulfamonometoxina
Esterco

Fezes

Dejeto
Sulfacloropiridazine
Esterco

Esterco
Sulfadoxina
Dejeto

Efluente
Sulfametiazina ou
Sulfadimidina
Fezes

Agua de “flush”
Fase liquida do
efluente

Sélidos em sus-
pensdo

Efluente

Dejeto

Efluente

China
China
China
Coréia
China
China
China
China
EUA

China
Dinamarca

China
China
China

Alemanha
China
China
China
China
China

China
China

China
China
China

China
China
China

China
China

Dinamarca
China
China
China
China
China
China

China
Coréia

1,01 pg/L

0,23-5,7 mg/kg

69 ug/L

1,84-17,0 pg/L
7,56 mg/kg

63,6 pg/L

10 ng/L

0,2-0,35 mg/kg”
108-1,470,000 ng/L

0,09-0,80 mg/kg
0,63-2,1 mg/kg

4,63-254 pg/kg
139 ng/L
16,9 pg/kg

3,5-11,3 mg/kg
7,1 mg/kg

76 ug/L

4,87 mg/kg
13,1 pg/L

21 ng/L

0,04-0,04 mg/kg
48 ng/L

0,14-0,14 mg/kg
77 ng/L
831 ng/L

0,07-4,08 mg/kg
9,40-4070 pg/kg
40 pgrkg?

0,09-3,51 mg/kg
0,03-1,55 mg/kg

0,02-0,22 mg/kg
0,34 pg/L

6,75-250 pgrkg
13,7 ng/L

2,5-61,7 pg/L
342,4-2505,0 pg/kg
7,9-10,1 pg/L

3,3-24,8 mg/kg
1,76-189 pg/L

Ben et al., 2008
Chen et al., 2012
Jen et al., 1998
Simetal., 2011
Jietal., 2012

Wei et al., 2011
Lin et al., 2008
Pan et al., 2011b
Shelver et al., 2010

Zhao et al., 2010
Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006

Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2013

Hamscher et al., 2005
Chen et al., 2012

Jen et al., 1998
Jietal, 2012

Wei et al., 2011
Linetal., 2008

Zhao et al., 2010
Linetal., 2008

Zhao et al., 2010
Jen et al., 1998
Linetal., 2008

Zhao et al., 2010
Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2012

Zhao et al., 2010
Zhao et al., 2010

Jacobsen and Halling-
Sorensen, 2006
Wei et al., 2011

Zhou et al., 2013
Zhou et al., 2013
Pan et al., 2011a

Panetal., 2011a
Ben et al., 2008

Chen et al., 2012
Simetal., 2011



Dejeto

Efluente

Efluente

Efluente

Dejeto

Lagoa de armazena-
mento

Lagoa de armazena-
mento

Dejeto liquido
Dejeto liquido
Dejeto

Esterco

Dejeto liquido
Dejeto liquido

Dejeto liquido
N-acetil-
sulfametazina
Dejeto
Sulfaquinoxalina
Fezes

Efluente
Sulfathiazol
Fase liquida do
efluente
Sélidos em sus-
penséo
Efluente
Efluente
Efluente

Dejeto

Dejeto liquido
Dejeto
Sulfametizol
Fase liquida do
efluente
Sélidos em sus-
pensao

Dejeto
Sulfadimetoxina
Fase liquida do
efluente
Sélidos em sus-
pensao
Efluente
Efluente

Dejeto

Lagoa de armazena-
mento

Sulfaguanidina
Efluente

China
China
China
China
China
EUA

EUA
EUA
Alemanha
Suiga
China

Austria

Alemanha

Suiga

China
China

China
China
China
Coréia
China
China
EUA
Suica
China
China
China
China
China
China
China

China
EUA

China

6,17 mg/kg
0,007 pg/L

211 pg/L

77 ng/L

0,1-0,5 mg/kg®
2,5-400 pg/L
>20 pg/L
2250-5060 ng/L
7,2 mg/kg
0,13-8,7 mg/kg
0,06-1,73 mg/kg
1,0-1,1 mg/kg
20 mg/kg

1,0-1,1 mg/kg

0,15-2,6 mg/kg

4,86-14,0 pg/kg
0,06 pg/L

6,9 ng/L

88,0 pg/kg

9,83 pg/L
7,44-403 pg/L
4844 ng/L

0,3 mg/kg”
785-1702 ng/L
0,10-12,4 mg/kg
9,0 pg/L

214,7 pg/kg
0,2-1,0 mg/kg®
4,0 pg/L

12,4 pg/kg
0,62-14,05 pg/L
17 ng/L

0,1-1,0 mg/kg"
2,5 pg/L

26 ng/L

135

Jietal., 2012

Chang et al., 2010

Wei etal., 2011

Lin et al., 2008
Panetal., 2011b
Campagnolo et al., 2002

Campagnolo et al., 2002

Shelver et al., 2010
Hamscher et al., 2005
Haller et al., 2002

Zhao et al., 2010
Cristian et al., 2003
Martinez-Carballo et al.,
2007

Christian et al., 2003

Haller et al., 2002

Zhou et al., 2013
Wei etal., 2011

Pan et al., 2011a
Pan et al., 2011a
Ben et al., 2008
Simetal., 2011
Linetal., 2008
Pan et al., 2011b
Shelver et al., 2010
Haller et al., 2002
Pan et al., 2011a
Pan et al., 2011a
Panetal., 2011b
Pan et al., 2011a
Pan et al., 2011a
Ben et al., 2008
Linetal., 2008

Pan etal., 2011b
Campagnolo et al., 2002

Linetal., 2008
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B-lactamas

Ceftiofur

Fezes China 2820 pg/kg Zhou et al., 2013
Diaminopirimidinas

Trimetoprim

Fezes China 4,44-246 ng/kg Zhou et al., 2013
Agua de “flush” China 600 ng/L Zhou et al., 2013
Sélidos em sus- China 3,42 pg/kg Zhou et al., 2013
pensdo

Dejeto China 6,26 pg/kg? Zhou et al., 2012
Efluente China 0,008 pg/L Chang et al., 2010
Efluente China 32 ng/L Lin et al., 2008

Lagoa de armazena- EUA 2,5 pug/L Campagnolo et al., 2002
mento

Polipeptideos

Bacitracin

Fezes China 3,18-51,0 mg/kg Zhou et al., 2013
Macrolideos

Eritromicina

Lagoa de armazena- EUA 2,5-275 pg/L Campagnolo et al., 2002
mento

Efluente Coréia 0,139 pg/L Simetal., 2011
Efluente China 20 ng/L Lin et al., 2008
Leucomicina

Fezes China 2,96-15,2 pg/kg Zhou et al., 2013
Dejeto China 15,2 pg/kg? Zhou et al., 2012
Tiamulina

Fase liquida do China 0,1-1,4 pg/L Pan et al., 2011a
efluente

Sélidos em sus- China 5,5-21,7 pg/kg Pan etal., 2011a
pensdo

Efluente China 2,14-5,08 pg/L Ben et al., 2008
Dejeto liquido Alemanha 43 ug/kg Schliisener et al., 2003
Dejeto China 0,1 mg/kg® Panetal., 2011b
Tilosina Coréia 9,97 pg/L Simetal., 2011
Efluente Japéo 1,4 ug/L Tagiri-Endo et al., 2009
Dejeto Japéo 0,56-42 pg/L Tagiri-Endo et al., 2009
Efluente China 1,00 pg/L Lin et al., 2008
Efluente

Roxitromicina China 0,013 pg/L Chang et al., 2010
Efluente

Claritromicina China 6 ng/L Lin et al., 2008
Efluente

Josamicina China 432 ng/L Linetal., 2008
Efluente

Lincosamidas

Lincomicina

Lagoa de armazena- EUA 2,5-240 pg/L Campagnolo et al., 2002
mento

Fezes China 0,16-17,0 mg/kg Zhou et al., 2013
Agua de “flush” China 166 pg/L Zhou et al., 2013
Sélidos em sus- China 1460 pg/kg Zhou et al., 2013

pensdo
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Dejeto Canada 93,3-215,5 pg/L Peru et al., 2006

Dejeto liquido Canada 2524-9784 pg/L Kutcha et al., 2009.
Efluente Coréia 46,2-3005 pg/L Simetal., 2011

Dejeto Japéo 400 pg/L Tagiri-Endo et al., 2009
Efluente Japéo 2,2-23 ug/L Tagiri-Endo et al., 2009
Efluente China 0,008 pg/L Chang et al., 2010
Efluente China 56,76 png/L Lin et al., 2008

Dejeto EUA 4216-5021 pg/L Zilles et al., 2005
Spectinomicina

Dejeto Canada 64,1-105,4 pg/L Peru et al., 2006

Dejeto liquido Canada 173-686 pg/L Kutcha et al., 2009.
Valnemulina

Efluente Japdo 0,12 pg/L Tagiri-Endo et al., 2009
loné6foros

Salinomicina

Dejeto liquido Alemanha 11 pg/kg Schlisener et al., 2003







ANEXO B - Resultados das cinéticas anaerdbias.

Quadro 1. Tetraciclina (x.10™ mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 3
0,0 0,0 0,0 0,0
0,7 9,8 8,1 9,0
1,3 244 24,5 23,2
1,6 94,7 98,3 86,8
23 333,0 338,2 3242
2,5 396,8 398,0 3914
3,3 482,0 4742 486,5
3,6 509,3 498,8 511,7
4,3 572,0 559,8 569,5
4,6 586,6 5754 584,7
5,3 617,7 607,6 616,1
5,6 626,6 613,9 625,1
6,7 653,4 638,2 650,6
7,8 662,8 646,7 660,1
8,3 667,8 652,6 665,6
9,3 681,0 665,0 676,9
10,3 692,8 675,9 689,5
11,3 700,3 683,4 698,1
12,3 707,7 696,7 705,9
14,6 720,6 704,0 719,6
15,7 7239 707,3 7234
17,5 7291 710,7 730,1
18,3 732,6 7141 7332
19,3 736,4 719,9 736,9
22,3 7499 729,5 748,5
23,3 7491 7277 748,7
24,3 7513 732,0 750,7
25,3 7538 7335 7531
26,3 756,0 7464 754,2
29,3 760,8 7474 758,7
30,3 762,7 746,3 759,5
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Quadro 2. Tetraciclina (x mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 0,2 2,9
0,9 18 43
1,6 21,4 22,8
2,6 266,4 2713
2,8 327,2 329,9
3.9 514,0 512,7
5,0 567,7 564,2
5,6 588,6 585,8
5,8 597,9 596,5
6.6 625,1 620,1
7,6 650,7 645,2
8,6 666,2 661,7
9,6 672,6 668,6
10,8 678,9 6744
12,6 687,6 683,4
13,6 690,9 6873
14,6 6954 6915
15,6 699,9 695,7
15,8 699,6 6954
17,9 709,7 707,7
18,7 7116 7094
19,6 713,6 7123
19,8 715,1 713,7
20,6 716,1 7147
21,6 719,8 719,1
22,6 7224 7215
23,6 7243 7232
26,6 730,3 721,7
27,8 730,8 728,1
30,3 730,8 728,1




Quadro 3. Tetraciclina (x.10" mg/L)

Tempo Biogéas acumulado
(d) (mLN/gsvsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 24 1,4
0,9 4,0 15
1,6 10,4 9,3
2,6 172,5 174,6
2,8 2331 2331
3,9 455,7 4483
5,0 5549 538,1
5,6 570,0 555,6
5,8 578,2 564,3
6,6 596,2 586,2
7,6 619,9 611,7
8,6 640,6 635,7
9,6 644,2 646,5
10,8 655,6 654,0
12,6 663,5 6579
13,6 666.,9 666,6
14,6 6715 6710
15,6 676,0 676,3
15,8 6758 6759
17,9 684,1 690,0
18,7 691,22 693,0
19,6 6954 6984
19,8 696,9 7004
20,6 699,0 703,22
21,6 7038 708,8
22,6 7075 7117
23,6 709,5 7140
26,6 7158 7210
27,8 7143 7191
30,3 7143 7191
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Quadro 4. Tetraciclina (x.10? mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,7 9,7 6,8
11 10,9 8,0
1,7 10,9 8,0
18 10,9 8,0
2,0 10,9 8,0
2,7 10,9 8,0
3.8 26,8 29,2
49 185,5 2722
6,0 351,1 424,6
6,7 410,3 4459
7,7 4722 486,0
8,7 508,5 510,6
9,7 529,5 5354
10,7 556,0 556,6
11,8 575,3 573,7
13,2 591,0 585,2
13,8 591,7 584,0
14,7 6004 5914
15,8 5991 585,6
16,7 6034 590,3
17,7 600,4 587,0
19,1 605,7 589,0
20,1 603,0 588,1
20,7 606,2 589,6
20,9 606,2 589,7
21,7 608,3 590,8
22,7 609,9 591,6
23,7 6115 5924
24,7 613,1 593,2
26,0 614,7 594,0
27,7 616,2 594,8
28,7 617,8 595,6
30,7 6194 596,4
30,9 621,0 597,2




Quadro 5. Clortetraciclina (x.10™ mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato ad cionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 3
0,0 0,0 0,0 0,0
0,7 5,8 10,5 11,0
1,3 25,9 30,1 30,6
1,6 128,7 114,3 108,3
2,3 369,9 361,3 349,2
25 421,0 421,3 410,1
3,3 489,5 4946 499,0
3,6 513,5 522,3 527,7
4,3 572,6 577,1 586,5
4,6 583,8 590,3 597,4
53 614,9 618,8 625,7
5,6 625,4 627,5 634,8
6,7 640,0 651,2 659,0
78 649,9 660,4 668,4
8,3 656,4 667,0 675,0
9,3 665,1 679,1 685,7
10,3 680,5 691,6 697,9
11,3 689,7 698,9 705,1
12,3 698,8 705,2 713,5
14,6 718,5 719,8 729,0
15,7 723,9 723,0 732,6
17,5 732,2 730,0 739,5
18,3 736,3 734,3 743,3
19,3 739,2 738,1 747,6
22,3 754,5 752,2 761,5
23,3 753,1 751,4 761,6
24,3 756,0 753,6 764,1
25,3 756,8 756,0 766,8
26,3 758,1 758,1 768,1
29,3 764,3 764,7 775,5
30,3 763,7 765,6 776,5
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Quadro 6. Clortetraciclina (x mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 2,2 1,2
0,9 2,8 3,6
1,6 23,2 21,3
2,6 2825 268,1
2,8 341,6 328,2
3.9 518.8 508,2
5,0 567.8 564,1
5,6 5874 585,9
5,8 595,6 5943
6.6 619,2 620,0
7,6 6424 644,3
8,6 659,8 661,3
9,6 666,2 666,4
10,8 6724 673,1
12,6 681,1 682,1
13,6 684,3 686,0
14,6 688,8 690,2
15,6 693,3 695,3
15,8 693,0 695,1
17,9 705,2 707,3
18,7 707,0 710,0
19,6 7111 7138
19,8 712,6 7142
20,6 713,6 716,2
21,6 718,3 720,5
22,6 7219 724,0
23,6 7238 7258
26,6 729,9 7315
27,8 7314 7319
30,3 7314 7319




Quadro 7. Clortetraciclina (x.10" mg/L)

Tempo Biogéas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 11 54
0,9 1,6 10,1
1,6 8,2 57,7
2,6 126,8 250,0
2,8 182,6 273,2
3,9 412,9 364,4
50 535,1 4224
5,6 562,4 461,9
58 568,0 4829
6,6 583,7 551,5
7,6 602,8 612,3
8,6 627,4 642,0
9,6 643,1 655,0
10,8 660,7 669,6
12,6 676,3 690,5
13,6 681,9 701,4
14,6 688,3 714,2
15,6 694,7 725,2
15,8 693,3 725,8
17,9 703,3 744,3
18,7 705,6 749,7
19,6 709,3 756,9
19,8 709,6 758,3
20,6 713,5 763,0
21,6 7175 767,3
22,6 7215 772,4
23,6 723,9 7749
26,6 730,2 784,0
27,8 730,0 782,0
30,3 730,0 782,0
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Quadro 8. Clortetraciclina (x.10? mg/L)

Tempo Biogés acumulado

(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)

Rep 1 Rep 2 Rep 3
0,0 0,0 0,0 0,0
0,7 6,9 6,9 4,8
1,1 8,2 9,4 7,2
1,7 8,2 9,4 11,2
1,8 8,2 9,4 63,5
2,0 8,2 9,4 84,6
2,7 8,2 9,4 177,1
3,8 9,3 24,6 2475
49 143,1 175,7 271,3
6,0 319,4 344.,6 280,6
6,7 393,4 412,8 304,6
7,7 468,6 4749 329,0
8,7 502,1 500,7 359,7
9,7 515,5 5215 388,3
10,7 549,8 548,2 417,8
11,8 570,0 568,6 451,8
13,2 589,8 586,8 466,6
13,8 592,4 590,7 480,1
14,7 603,8 601,1 494,0
15,8 601,9 600,6 495,3
16,7 610,4 606,3 5331
17,7 607,4 604,9 548,6
19,1 614,6 611,2 571,2
20,1 613,6 611,6 577,5
20,7 616,8 614,5 595,8
20,9 626,0 614,5 615,0
21,7 626,0 614,5 630,9
22,7 626,0 614,5 641,1
23,7 626,0 614.5 655,1
24,7 626,0 614,5 655,1
30,3 626,0 614,5 658,3




Quadro 9. Oxitetraciclina (x.10™ mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato ad cionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 3
0,0 0,0 0,0 0,0
0,7 8,4 8,8 8,6
1,3 14,9 12,2 13,6
1,6 43,4 37,1 40,3
2,3 261,3 236,7 249,0
25 339,3 312,9 326,1
33 465,7 435,3 450,5
3,6 483,3 457,4 470,3
4,3 525,4 513,0 519,2
4,6 550,5 534,9 542,7
53 597,9 587,3 592,6
5,6 611,1 601,5 606,3
6,7 646,2 643,6 644,9
78 659,1 657,7 658,4
8,3 664,4 663,7 664,0
9,3 674,4 675,1 674,7
10,3 681,9 683,1 682,5
11,3 688,8 690,6 689,7
12,3 695,6 699,0 697,3
14,6 712,3 706,1 709,2
15,7 715,7 720,6 718,2
17,5 724,3 728,6 726,5
18,3 730,9 734,9 732,9
19,3 739,1 740,8 739,9
22,3 759,4 757,3 758,3
23,3 758,5 756,5 757,5
24,3 760,9 758,5 759,7
25,3 762,5 760,2 761,4
26,3 764,8 762,3 763,5
29,3 770,9 766,3 768,6
30,3 770,9 766,3 768,6
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Quadro 10. Oxitetraciclina (x mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 2,6 7,6
0,9 16,3 16,4
1,6 160,5 150,7
2,6 391,7 350,4
2,8 398,9 401,4
39 521,9 551,3
5,0 604,9 623,7
5,6 630,2 647,9
58 637,7 654,9
6,6 661,2 675,8
7,6 658,5 694,6
8,6 675,8 711,7
9,6 687,0 721,4
10,8 704,1 735,1
12,6 726,8 752,3
13,6 734,8 760,9
14,6 744,6 768,6
15,6 754,5 775,4
15,8 754,2 775,1
17,9 747,5 784,0
18,7 771,5 784,8
19,6 7744 788,1
19,8 775,6 789,6
20,6 778,5 790,8
21,6 780,6 792,3
22,6 783,6 794,9
23,6 783,3 795,7
26,6 790,6 797,3
27,8 790,6 797,3
30,3 790,6 797,3




Quadro 11. Oxitetraciclina (x.10" mg/L)

Tempo Biogéas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 7,9 6,4
0,9 9,7 91
1,6 13,3 12,9
2,6 88,9 106,9
2,8 150,0 179,6
39 309,6 389,5
5,0 358,0 417,1
5,6 379,2 4257
58 386,7 427,8
6,6 407,9 4379
7,6 428,0 4440
8,6 4458 459,9
9,6 455,6 464,7
10,8 467,0 473,3
12,6 479,9 483,9
13,6 4879 490,7
14,6 497,2 498,3
15,6 510,8 508,3
15,8 512,2 507,9
17,9 548,5 526,3
18,7 560,1 531,7
19,6 573,0 541,1
19,8 576,2 544.4
20,6 586,7 553,4
21,6 597,4 558,7
22,6 608,1 575,0
23,6 617,3 584,7
26,6 645,8 610,0
27,8 645,8 610,0
30,3 645,8 610,0
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Quadro 12. Oxitetraciclina (x.10? mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 9,6 6,0
0,9 12,0 8,2
1,6 15,5 10,5
2,6 130,4 55,3
2,8 213,5 124,1
39 386,6 269,1
5,0 408,2 286,6
5,6 417,4 294,3
58 420,1 296,8
6,6 429,7 305,0
7,6 440,0 314,0
8,6 450,2 322,8
9,6 455,3 327,6
10,8 463,2 334,6
12,6 471,9 342,5
13,6 478,1 348,0
14,6 485,1 354,2
15,6 493,4 361,4
15,8 4929 361,1
17,9 514,3 379,6
18,7 519,7 384,4
19,6 531,3 394,3
19,8 533,6 396,3
20,6 544,0 403,5
21,6 552,5 410,7
22,6 562,6 4194
23,6 572,3 427,7
26,6 598,6 450,3
27,8 599,3 451,1
30,3 599,3 4511




Quadro 13. Metaciclina (x mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato ad cionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 3
0,0 0,0 0,0 0,0
0,7 8,7 5,3 8,2
1,3 16,5 13,8 16,6
1,6 51,1 47,4 50,7
2,3 259,1 256,0 258,5
25 332,9 330,7 331,9
33 461,4 456,0 457,5
3,6 495,2 489,8 489,8
4,3 556,9 553,9 555,8
4,6 570,5 569,1 570,8
53 598,8 598,6 602,9
5,6 606,6 606,2 610,3
6,7 630,9 628,7 635,4
78 640,1 638,3 644,1
8,3 644,4 643,4 649,2
9,3 654,7 654,3 659,0
10,3 665,4 665,6 670,2
11,3 672,4 673,3 676,8
12,3 680,4 680,9 684,5
14,6 695,5 697,2 698,8
15,7 700,1 701,5 703,1
17,5 706,8 709,8 710,5
18,3 7115 713,2 715,0
19,3 714,6 718,1 719,9
22,3 732,2 736,1 731,7
23,3 731,3 734,9 736,7
24,3 733,8 737,2 739,1
25,3 735,3 738,6 740,6
26,3 736,6 741,8 743,8
29,3 7417 748,5 748,6
30,3 7427 748,2 749,5
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Quadro 14. Metaciclina (2x mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 8,3 5,3
0,9 14,9 12,6
1,6 100,5 94,4
2,6 336,9 320,5
2,8 378,5 360,2
39 514,5 509,5
5,0 597,9 595,5
5,6 625,2 621,8
58 632,0 630,2
6,6 653,1 651,6
7,6 664,1 670,9
8,6 683,4 689,5
9,6 692,0 697,8
10,8 714,1 712,4
12,6 718,0 714,0
13,6 719,9 715,6
14,6 721,9 717,1
15,6 723,8 718,7
15,8 725,8 720,2
17,9 727,7 721,8
18,7 729,7 723,3
19,6 731,6 7249
19,8 733,6 726,5
20,6 735,5 728,0
21,6 737,5 729,6
22,6 739,4 731,1
23,6 741,4 732,7
26,6 743,3 734,3
27,8 745,3 735,8
30,3 745,3 735,8




Quadro 15. Metaciclina (x.10" mg/L)

Tempo Biogéas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 11,1 -8,4
0,9 13,9 -6,7
1,6 65,7 27,0
2,6 306,7 250,2
2,8 321,7 276,2
39 393,6 3813
5,0 469,9 4479
5,6 505,8 475,7
58 521,9 487,1
6,6 566,4 5247
7,6 604,0 566,0
8,6 627,6 594,1
9,6 637,4 606,2
10,8 649,9 620,0
12,6 666,8 637,7
13,6 677,4 648,0
14,6 688,1 659,1
15,6 698,9 6704
15,8 699,6 671,0
17,9 7184 688,5
18,7 722,3 691,2
19,6 733,2 697,9
19,8 735,6 699,1
20,6 740,6 702,2
21,6 742,7 703,2
22,6 744.6 704,9
23,6 746,8 705,1
26,6 749,7 707,6
27,8 749,0 705,9
303 645,8 610,0
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Quadro 16. Metaciclina (x.10? mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,6 0,0 0,0
0,9 0,0 0,0
1,6 0,0 0,0
2,6 62,1 50,2
2,8 98,1 81,7
39 222,8 206,4
5,0 299,3 283,9
5,6 325,6 312,2
58 335,5 322,1
6,6 363,8 354,3
7,6 403,6 402,7
8,6 454,0 454,0
9,6 499,2 498,5
10,8 549,7 546,2
12,6 599,0 595,3
13,6 615,4 620,1
14,6 631,0 638,1
15,6 647,8 649,9
15,8 649,8 656,2
17,9 668,9 678,0
18,7 669,6 680,2
19,6 674,9 686,2
19,8 676,3 687,4
20,6 678,8 688,9
21,6 682,2 692,9
22,6 684,6 694,9
23,6 686,2 697,2
26,6 692,2 702,2
27,8 692,2 702,5
30,3 692,2 702,5




Quadro 17. Doxiciclina (x.10™ mg/L)

Tempo Biogéas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,7 24 4,3
11 9,3 11,9
1,7 68,6 60,4
18 93,6 84,5
2,0 146,5 132,0
2,7 388,8 339,2
3,8 583,1 541,2
49 674,8 614,3
6,0 716,9 654,6
6,7 736,8 678,5
7,7 754,6 703,8
8,7 760,7 706,7
9,7 765,7 712,9
10,7 769,3 7173
11,8 771,7 719,6
13,2 776,0 725,4
13,8 777,3 725,0
14,7 782,4 731,6
15,8 784,2 732,6
16,7 787,3 736,1
17,7 789,3 738,7
19,1 793,4 7417
20,1 795,0 743,0
20,7 797,0 745,1
20,9 796,5 745,0
21,7 795,2 746,9
22,7 795,0 741,0
23,7 793,9 739,0
24,7 794,9 740,7
26,0 7954 739,1
21,7 797,0 741,5
28,7 797,9 741,3
30,7 799,8 742,9
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Quadro 18. Doxiciclina (x mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,7 0,0 0,0
1,1 15,1 19,0
1,7 30,0 37,4
1,8 237,1 257,0
2,0 299,0 280,0
2,7 388,8 339,2
3,8 583,1 541,2
4,9 674,8 614,3
6,0 716,9 654,6
6,7 736,8 678,5
7,7 754,6 703,8
8,7 760,7 706,7
9,7 765,7 712,9
10,7 769,3 717,3
11,8 7717 719,6
13,2 776,0 725,4
13,8 777,3 725,0
14,7 782,4 731,6
15,8 784,2 732,6
16,7 787,3 736,1
17,7 789,3 738,7
19,1 793,4 7417
20,1 797,0 745,1
20,7 796,5 745,0
20,9 795,2 746,9
21,7 795,0 741,0
22,7 793,9 739,0
23,7 794,9 740,7
24,7 795,4 739,1
26,0 797,0 741,5
21,7 797,9 741,3
28,7 799,8 7429
30,7 798,8 742,4




Quadro 19. Doxiciclina (x.10" mg/L)

Tempo Biogéas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,7 15,5 12,4
11 26,4 22,8
1,7 64,1 56,6
18 82,6 76,5
2,0 1144 110,2
2,7 212,0 219,0
3,8 286,7 294,7
49 385,1 399,3
6,0 487.8 495,6
6,7 532,0 5754
7,7 575,3 601,7
8,7 610,7 638,5
9,7 636,7 661,6
10,7 654,3 680,9
11,8 671,6 699,8
13,2 689,7 722,6
13,8 695,7 7254
14,7 698,7 740,5
15,8 698,8 743,6
16,7 698,8 743,6
17,7 698,8 743,6
19,1 698,8 743,6
20,1 698,8 743,6
20,7 698,8 743,6
20,9 698,8 743,6
21,7 698,8 743,6
22,7 698,8 743,6
23,7 698.8 743,6
24,7 698,8 743,6
26,0 698,8 743,6
21,7 698,8 743,6
28,7 698,8 743,6
30,7 698,8 743,6
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Quadro 20. Doxiciclina (x.10% mg/L)

Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2
0,0 0,0 0,0
0,7 16,2 18,8
1,1 21,8 26,5
1,7 19,5 26,8
1,8 29,8 37,2
2,0 44,4 48,0
2,7 133,4 145,2
3,8 253,4 273,4
4,9 327,7 346,5
6,0 388,4 413,6
6,7 430,4 462,1
7,7 505,3 533,1
8,7 552,3 572,9
9,7 586,6 601,6
10,7 606,7 622,4
11,8 620,4 633,9
13,2 626,4 638,3
13,8 627,1 639,1
14,7 627,1 639,1
15,8 627,1 639,1
16,7 627,1 639,1
17,7 627,1 639,1
19,1 627,1 639,1
20,1 627,1 639,1
20,7 627,1 639,1
20,9 627,1 639,1
21,7 627,1 639,1
22,7 627,1 639,1
23,7 627,1 639,1
24,7 627,1 639,1
26,0 627,1 640,9
21,7 627,1 640,9
28,7 627,1 640,9
30,7 627,1 642,9




Quadro 21. Controle: amostra de concentrado bovino

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 85,4 84,2 81,7
1,36 1447 1447 140,9
2,09 207,3 209,8 204,8
3,15 265,2 267,7 262,7
4,68 336,2 340,0 335,0
6,73 4135 4172 411,0
8,27 477,0 483,2 475,8
9,69 537,2 545,8 538,4
13,72 604,8 612,2 608,4
34,92 651,2 656,2 662,3
Quadro 22. Tiamulina (x mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 79,2 78,8 85,0
1,72 175,4 170,8 185,7
2,96 250,6 245,6 264,2
4,68 329,9 324,6 346,9
6,73 407,2 400,2 4249
8,27 470,7 465,9 4919
9,69 530,9 528,2 553,0
13,72 596,0 596,7 626,3
34,92 645,0 649,0 689,8
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Quadro 23. Tiamulina (x.10 mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)

Rep 1 Rep 2 Rep 2

0 0,0 0,0 0,0
0,83 70,0 78,8 77,5
1,72 169,5 178,2 173,2
2,96 249,2 255,5 249,3
4,68 328,2 335,7 329,5
6,73 403,9 411,3 406,4
8,27 469,6 478,3 472,0
9,69 533,1 541,8 534,4
13,72 595,5 604,2 596,7
26,02 647,6 657,4 647,5
34,92 651,8 665,3 652,9

Quadro 24. Tiamulina (x.10° mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)

Rep 1 Rep 2 Rep 2

0 0,0 0,0 0,0
1,02 85,0 85,8 86,0
1,72 154,0 156,9 156,1
2,96 232,9 233,0 231,1
4,68 312,3 310,8 310,3
6,73 389,5 386,4 387,3
8,65 468,7 464,0 465,1
10,68 546,5 542,6 539,0
19,95 618,5 631,5 642,9
34,92 629,1 695,0 657,2




Quadro 25. Tiamulina (x.10° mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)

Rep 1 Rep 2 Rep 2

0 0,0 0,0 0,0
1,36 98,2 101,4 101,9
2,25 168,2 176,0 174,4
3,69 234,3 2442 240,5
5,63 305,8 319,1 313,3
7,64 367,1 386,2 378,2
9,69 433,9 460,0 452,4
14,68 496,8 532,4 532,6
23,00 558,5 609,7 590,5
34,92 578,9 631,2 628,2

Quadro 26. Tiamulina (x.10* mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)

Rep 1 Rep 2 Rep 2

0 0,0 0,0 0,0
1,72 100,9 84,0 70,3
2,63 176,6 175,0 170,0
4,26 249,3 246,8 241,8
6,73 315,9 317,4 306,3
9,69 389,9 391,8 372,0
13,72 459,6 464,3 438,4
19,95 536,1 530,0 515,2
34,92 584,8 596,3 545,6
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Quadro 27. Tilosina (x mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 72,5 74,1 72,5
1,72 167,0 162,9 165,8
2,63 229,1 225,2 229,1
4,26 307,9 303,2 307,9
5,94 370,6 367,5 373,1
7,64 436,8 434,0 439,3
9,30 506,3 502,6 513,7
12,65 573,4 579,9 591,8
21,90 652,3 653,0 654,7
34,92 662,7 668,3 670,0
Quadro 28. Tilosina (x.10 mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
1,02 92,5 93,7 93,7
1,72 156,5 156,5 160,2
2,96 241,6 240,3 234,2
4,68 324,7 324,7 3111
6,73 406,8 408,0 385,9
8,27 476,5 479,0 4495
9,69 542,4 547,8 508,4
12,65 607,8 615,7 567,6
21,90 674,7 671,4 624,7
34,92 682,7 680,6 638,8




Quadro 29. Tilosina (x.10> mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0

1,36 95,7 89,2 1443
2,25 1719 160,3 218,1
3,83 256,4 247,0 298,9
5,31 327,4 314,2 362,5
6,93 397,4 381,5 4227
8,65 483,0 466,9 502,1
10,13 548,0 533,0 562,1
14,10 632,9 616,5 628,6
34,92 679,8 663,3 679,2

Quadro 30. Tilosina (x.10° mg/L)

Tempo Biogas acumulado

(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0

1,36 79,5 60,6 75,7
2,25 143,2 1428 140,7
3,69 209,3 214,9 205,6
5,63 268,5 277,7 267,3
7,64 334,7 346,2 334,7
9,30 409,5 423,2 410,7
10,68 479,4 495,4 479,4
12,65 544.8 566,8 547,2
16,10 609,5 633,8 616,8
34,92 640,2 666,9 645,1
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Quadro 31. Tilosina (x.10* mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
2,09 64,6 83,4 73,3
3,15 124,8 136,4 134,8
4,68 190,7 198,8 200,7
7,31 253,4 262,8 262,1
9,69 324,6 329,2 329,6
11,72 405,5 410,4 4142
13,72 492,5 497,6 502,4
19,95 601,2 596,7 596,4
34,92 609,5 633,8 616,8
Quadro 32. Lincomicina (x mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 80,4 75,4 80,4
1,72 176,6 169,1 177,9
2,96 251,8 2443 255,5
4,68 328,7 320,0 332,5
6,73 403,5 393,6 407,2
8,65 486,4 470,3 489,0
10,68 567,9 541,9 569,2
14,68 630,8 601,1 633,3
34,92 672,2 630,1 669,8




Quadro 33. Lincomicina (x.10 mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
1,02 98,7 89,5 99,7
1,72 167,7 155,7 168,5
2,96 240,4 225,6 239,8
4,68 317,4 300,9 317,8
6,73 395,8 377,8 397,3
8,65 478,8 456,6 482,5
10,13 538,8 516,3 548,5
14,10 604,0 589,9 629,6
34,92 626,1 621,8 657,8
Quadro 34. Lincomicina (x.10> mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
1,36 77,0 72,0 75,7
2,25 164,4 160,7 0,0
4,68 278,7 271,3 0,0
7,31 383,1 379,3 0,0
8,65 4445 439,5 68,2
10,68 527,2 519,7 0,0
14,68 598,7 591,2 72,1
34,92 641,3 632,6 73,8
Quadro 35. Lincomicina (x.10° mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
1,72 63,7 65,3 85,2
2,63 155,5 158,7 175,0
4,26 230,7 240,4 249,3
6,73 302,1 307,4 321,1
8,65 367,5 365,6 383,0
10,68 436,3 431,0 4522
14,10 503,1 510,5 518,1
34,92 535,0 549,9 548,9

Quadro 36. Lincomicina (x.10* mg/L)
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Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
2,09 68,5 67,1 66,0
3,69 1714 172,2 176,3
5,63 238,0 242,3 246,6
8,65 315,9 321,3 318,3
11,72 397,1 397,3 394,6
15,64 473,4 463,6 464,7
34,92 498,6 483,8 477,6
Quadro 37. Gentamicina (x mg/L)
Tempo Biogés acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 80,4 77,7 76,5
1,72 171,6 173,7 162,5
2,96 246,8 2474 235,0
4,68 326,2 3254 309,3
6,73 402,2 403,7 381,44
8,27 469,5 469,5 443,6
10,13 537,7 543,7 520,3
14,10 611,6 616,2 585,4
34,92 657,3 661,7 635,9
Quadro 38. Gentamicina (x.10 mg/L)
Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 87,7 85,4 87,7
1,72 177,4 177,9 179,9
2,63 238,4 240,2 240,9
4,26 321,1 321,9 323,6
5,94 390,1 388,7 391,4
7,64 462,6 458,9 462,7
9,30 537,2 539,9 541,0
12,09 597,6 602,9 601,4
19,95 650,0 654,2 660,0
34,92 663,0 669,7 674,2

Quadro 39. Gentamicina (x.10° mg/L)

Tempo

Biogas acumulado




(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)

Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 86,7 84,0 82,7
1,72 176,6 179,9 178,7
2,96 250,6 257,4 254,9
4,26 315,4 323,3 320,8
5,94 384,6 394,8 391,1
7,64 456,1 467,3 463,6
8,95 517,6 528,6 524,9
11,72 583,1 592,7 590,3
21,90 642,7 653,4 651,0
34,92 646,9 663,9 662,6
Quadro 40. Gentamicina (x.10° mg/L)
Tempo Biogas acumulado

(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)

Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0

0,83 77,9 76,6 77,9
1,72 162,9 157,9 164,9
2,63 226,5 219,0 229,7
4,26 305,7 294,6 306,5
5,94 376,1 362,5 376,9
7,64 443,9 427,8 4447
9,30 512,5 493,9 514,5
14,68 583,5 556,4 585,6
25,09 646,8 609,8 646,4
34,92 652,3 616,6 654,4
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Quadro 41.Gentamicina (x.10* mg/L)

Tempo Biogas acumulado
(d) (mLN/gSVsubstrato adicionado)
Rep 1 Rep 2 Rep 2
0 0,0 0,0 0,0
0,83 92,7 95,2 96,7
1,72 172,5 171,0 169,2
2,96 241,3 237,4 235,7
4,96 315,3 308,8 311,1
7,31 384,3 374,3 379,1
9,69 462,9 450,4 454,2
11,72 524,2 512,9 515,7
19,95 589,8 579,7 575,2
34,92 599,1 587,8 583,3




