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Resumo

OLIVEIRA, B. M. Influéncia de fenémenos cometabélicos na biodegradacdo anaero6bia do
antimicrobiano sulfametazina presente em agua residuaria de suinocultura. Sio Carlos, 2016.
78p. Monografia de Trabalho de Graduagdo. Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de
Sdo Paulo. Sdo Carlos, 2016.

A presenga de antibidticos no meio ambiente tem sido foco de estudo pela comunidade cientifica.
O principal risco associado a contaminagdo ambiental por esses compostos ¢ a inducdo de
resisténcia bacteriana. Foram detectados antibioticos em diversos compartimentos ambientais,
sendo as aguas residudrias a principal fonte de contaminagdo, indicando que os sistemas de
tratamento convencionais nao sdo capazes de remover esses compostos de forma eficiente. Além
disso, os fendmenos fundamentais envolvidos na biodegradagdo anaerobia dos antimicrobianos
ainda ndo foram completamente compreendidos. Acredita-se que esses compostos podem ser
biodegradados através de cometabolismo. Com o intuito de otimizar as eficiéncias de remog¢ao de
antimicrobianos em sistemas de biodegradagdo anaerdbios sdo necessarios estudos dos processos
metabolicos envolvidos na biodegradacido desses compostos. Esse trabalho teve como objetivos
investigar a ocorréncia de cometabolismo na biodegradacdo anaerébia do antimicrobiano
sulfametazina (SMZ) em 4agua residudria sintética similar a um efluente de suinocultura, definir
quais constituintes organicos da dgua residudria sintética contribuem de maneira mais efetiva com
a biodegradagdo de SMZ e a quais etapas metabdlicas da biodegradacdo desses constituintes esta
associada a biodegradacdo de SMZ. Os resultados obtidos sugerem que a remog¢ao de DQO e SMZ
estdo associadas, sendo provavel que a biodegradacdo de SMZ ocorra por cometabolismo. Os
compostos que contribuem efetivamente para a biodegradagdo de SMZ sdo extrato de carne,
sacarose, glicose e frutose. Além disso, ¢ possivel que biodegradagdo de SMZ ocorra durante as

etapa de acidogénese da degradacao anaerdbia.

Palavras-Chave: Biodegradacdo Anaerobia, Sulfametazina, cometabolismo.



Abstract

OLIVEIRA, B. M. The influence of cometabolism on the anaerobic biodegradation of
sulfamethazine in swine wastewater. Sao Carlos, 2016. 78p. Monografia de Trabalho de
Graduacdo. Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo. Sao Carlos, 2016.

The presence of antibiotics in the environment has been studied by the scientific community. The
major risk associated to their environmental presence is the possibility of microbial resistance
promotion. Antibiotics have been detected in many environmental compartments, which is an
indicator that conventional wastewater treatment plants are generally not capable of efficiently
removing these compounds. Furthermore, the fundamental phenomena of antibiotic anaerobic
biodegradation are not fully understood, and it is expected that these compounds are biodegraded
by cometabolism. Studies of the metabolic processes responsible for the biodegradation of these
compounds are required in order to optimize the removal efficiencies of antibiotics in anaerobic
wastewater treatment systems. This work aimed to investigate the occurrence of cometabolism in
the anaerobic biodegradation of the antimicrobial sulfamethazine (SMZ) in synthetic wastewater
similar to the real swine wastewater, and to determine which organic compound contributes most
effectively to the biodegradation of SMZ and which metabolic steps of anaerobic degradation is
related to SMZ biodegadation. The results suggest that the SMZ and COD removal are linked and
it is likely that cometabolism plays a role during SMZ removal. Beef extract, sucrose, glucose and
fructose are the tested compounds that effectively contribute to the biodegradation of SMZ. Hence
it is possible that the cometabolism is associated with the acidogenesis step of the anaerobic

biodegradation.

Keywords: Anaerobic Biodegradation, sulfamethazine, cometabolism.
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1 1INTRODUCAO

O crescente uso de produtos farmacéuticos tem contribuido para a contaminagao do ambiente
aquatico, uma vez que as tecnologias tradicionais de tratamento de efluentes ndo sdo capazes de
remové-los de maneira eficaz (GARCIA GALAN et al., 2012).

A contaminac¢do do ambiente aquatico gerada por esses produtos tem despertado o interesse
da comunidade cientifica, pois grande parte desses compostos sdo biologicamente ativos e muitos
de seus efeitos no ambiente sdo ainda desconhecidos. Sdo conhecidos, porém, alguns efeitos
ecotoxicologicos graves, tais como a indu¢ao de mudanca de sexo em determinadas populagdes de
peixes, devido a insercdo de hormonios no ambiente; mudangas nos ciclos biogeoquimicos que
prejudicam o desenvolvimento de plantas aquaticas; aumento da resisténcia a antibidticos em
comunidades microbianas que constitui um risco a saude humana (DAUGHTON e TERNES,
1999).

A forma principal de entrada dos produtos farmacéuticos no ambiente aquatico ¢ por meio dos
efluentes das estagdes de tratamento de esgoto (ETE). Eles também podem chegar ao ambiente por
meio de efluentes hospitalares, efluentes de industrias farmacéuticas e efluentes de atividades
agropecuérias (DIAZ-CRUZ e BARCELO, 2007).

A presenca de antibidticos nos efluentes de ETEs aponta a ineficdcia dos sistemas de
tratamentos tradicionais em remover esses compostos (WATIKISON et al., 2009). Diante do
potencial ecotoxicologico e do risco a saide humana promovido pela presenca dessas substancias
no meio ambiente vé-se a necessidade de buscar formas alternativas para a sua remogao.

A biodegradacdo ¢ citada como um mecanismo eficiente na remog¢ao de antibioticos (TRAN
et al., 2009). Entretanto, na literatura observa-se uma lacuna no conhecimento a respeito dos
fenomenos fundamentais envolvidos na biodegradacdo dos antibidticos. Diversos autores
indicaram o cometabolismo como processo responsavel pela biodegradacdo de produtos
farmacéuticos (TRAN et al., 2009, OTTMAR et al., 2012, OLIVEIRA et al., 2016, FISCHER ¢
MAJEWSKI, 2014).

O conhecimento mais aprofundado a respeito dos processos de metabdlicos envolvidos na
remocao de antibidticos e dos pardmetros operacionais que podem influenciar nessa degradacao
pode contribuir com a otimizacao dos sistemas bioldgicos de tratamento de efluentes, aumentando

a eficiéncia de remoc¢ao dos antimicrobianos.
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O presente trabalho ¢ composto por duas linhas de investigagao distintas.

Inicialmente, o trabalho teve como objetivo a avaliagdo da cinética de degradagdo anaerdbia
do antimicrobiano sulfametazina em condi¢des de minimizacao da resisténcia a transferéncia de
massa nas fases liquida e sélida, para a obtengdo de pardmetros cinéticos intrinsecos que seriam
utilizados na modelagdo e simulagao de um reator anaerobio em escala de bancada (no restante
deste trabalho, essa linha de investigagao sera referida como Linha 1). Inseridos no contexto de um
projeto de pesquisa de doutoramento em execugdo no LPB, os experimentos utilizaram a biomassa
imobilizada de um reator anaerébio em escala de bancada adaptado para a remocdo do
antimicrobiano por meio de uma operagdo de longo prazo (superior a um ano). Entretanto,
constatou-se que a biomassa utilizada ndo manteve a sua atividade metanogénica apds a retirada
do reator original e inoculagdo dos reatores diferenciais utilizados no presente trabalho. Esse
comportamento prejudicou a obtencdo de parametros cinéticos que fossem representativos do
reator original.

Optou-se, entdo, por dar prosseguimento ao trabalho de pesquisa por outra linha de
investigagdo. Tomando-se como base dados publicados na literatura cientifica e resultados
experimentais obtidos em outras pesquisas no LPB, o trabalho foi adaptado para investigar a
ocorréncia de fendmenos cometabodlicos durante a biodegradacdo anaerdbia da sulfametazina e a
sua dependéncia dos constituintes organicos presentes nos meios sintéticos alimentados aos
reatores biologicos (Linha 2). Os resultados obtidos sdo apresentados em detalhe e discutidos
segundo a sua relevancia frente ao atual conhecimento acerca da biodegradaciao de fArmacos em

aguas residuarias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Efeitos dos Antibioticos no Meio Ambiente

O consumo de produtos farmacéuticos cresceu muito na tltima década, aumentando o despejo
desses produtos no meio ambiente. Dentre os produtos farmacéuticos, a presenca de antibidticos
nos compartimentos ambientais tem recebido atencdo da comunidade cientifica, desde o primeiro
caso reportado de contaminac¢do de &guas por antibidticos, ocorrido em 1982 na Inglaterra
(SARMAH et al., 2006)

Os antibidticos sdo frequentemente utilizados nas medicinas humana e veterindria devido a
sua capacidade de inibir o crescimento microbiano. A quantidade e os grupos de antibidticos
consumidos sdo muito variaveis entre diferentes paises (KUMMERER, 2009).

Esses compostos podem ser utilizados para fins terapéuticos, profilaticos, ou como promotores
de crescimento, resultando em um aumento da eficiéncia alimentar dos animais (DRILLIA et al.,
2005). O uso de antibidticos em quantidades sub-terapéuticas com a finalidade de prevenir doengas
e/ou promover crescimento ¢ uma pratica comum em atividades agropecuarias e, Kummerer (2009)
associa a pratica a sele¢do de bactérias resistentes.

Um fator importante que contribui com a chegada de antibidticos ao meio ambiente ¢ a taxa
de metabolizacdo desses compostos, que pode variar entre 10% e 90%. A fragdo ndo metabolizada
dos antibidticos ¢ excretada e chega ao meio na forma ativa do composto (KUMMERER, 2009).

Os principais riscos ambientais decorrentes da presenca de antibioticos no meio ambiente sdo
a selecdo e a transferéncia de genes resistentes e o potencial de efeitos toxicos em organismos nao-
alvo, além de sua natureza persistente (SANTOS, 2010).

Nao ¢ possivel afirmar com grau de certeza adequado que as concentragdes de antibidticos
presentes em aguas residudrias sdo suficientes para exercer pressdo de selecdo necessaria para
promover os organismos resistentes. E mais provavel que a sele¢io de organismos resistentes
ocorra dentro do organismo do animal em tratamento, onde a concentragdo de antibidticos ¢ muito
mais elevada (HOLZEL et al., 2010). A presenca de microrganismos resistentes em Aguas
residuarias provavelmente oferece um risco maior em termos de veiculagdo de genes resistentes do
que a presenga de antibidticos em si (KUMMERER, 2009).

A indugdo de resisténcia ¢ um processo complexo que ainda ndo foi completamente

compreendido. Porém, sabe-se que a resisténcia microbiana a antibioticos constitui um grave risco
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a satde humana e animal, uma vez que reduz a eficiéncia de tratamentos a infec¢des bacterianas
(SANTOS, 2010).

De acordo com Santos (2010), os antibidticos podem ser classificados como extremamente
toxicos para microrganismos e muito toxicos para algas. Boxall et al. (2003) relataram que as
cianobactérias sdo sensiveis a determinados antibidticos. Sendo as cianobactérias constituintes da
base da cadeia trofica dos ecossistemas aqudticos, quando populagdes dessa alga sofrem
desequilibrio os efeitos prejudiciais podem se estender a outros compartimentos do ecossistema.
Os efeitos toxicos dos antibidticos também podem ser prejudiciais a biota do solo, uma vez que
sdo prejudiciais aos microrganismos presentes nessa biota (BARAN et al., 2011).

A principal fonte de emissdo de antimicrobianos em termos de volume ¢ o esgoto sanitario,
porém, as concentragdes desses compostos no esgoto sdo entre pg.L'1 a ug.L'l. Em efluentes
hospitalares observam-se concentragdes muito superiores de antimicrobianos, sendo assim, uma
fonte pontual de poluicdo consideravel (VERLICCHI et al., 2012). Outra fonte relevante de
emissdo de antibiodticos € a atividade de criagdo intensiva de animais. Baran et al. (2011) sugerem
que o uso veterinario ¢ a maior fonte de polui¢do por antibioticos.

Ainda ha um grau de incerteza relacionado a magnitude dos efeitos ambientais decorrentes da
presenca de antibioticos no meio ambiente. Para evita-los faz se necessario o controle do uso e da
emissdo desses compostos ao meio ambiente (KUMMERER, 2009). Apesar da lacuna existente a
respeito dos potenciais impactos ambientais, observa-se o risco potencial que esses compostos
oferecem ao meio ambiente e a saude publica. Assim, ¢ importante realizar estudos e desenvolver

tecnologias que evitem a chegada de antibidticos ao ambiente.

2.2, Sulfonamidas

As sulfonamidas compdem uma classe de antibidticos utilizada na medicina humana e
veterinaria. Foram os primeiros antimicrobianos capazes de garantir sucesso no tratamento de
doengas infecciosas em humanos (GARCIA-GALAN et al., 2008).

Atualmente, seu uso na medicina humana ¢ raro, sendo utilizado apenas para o tratamento de
doengas bastante especificas (HOFF, 2008). Entretanto, quantidades elevadas de sulfonamidas tém
sido utilizadas na medicina veterindria e para a criagdo de animais, como promotores de
crescimento ou auxiliando na melhoria da eficiéncia alimentar. Caracteristicas importantes que
fazem das sulfonamidas um risco para o meio ambiente s3o sua capacidade de permanecer no
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ambiente durante um longo periodo de tempo e sua colaboracdo efetiva na geracdo de resisténcia
antimicrobiana em comunidades bacterianas (BARAN et al., 2011).

Atualmente, as atividades agropecuarias sdo as principais responsaveis pela presenca de
sulfonamidas no ambiente (BARAN et al., 2011). A utilizagdo desses compostos em atividades de
suinocultura e na criagdo intensiva de gado ¢ uma pratica comum, destacando-se a suinocultura por

frequentemente fazer uso desses compostos (HOFF, 2008).

2.3. Sulfametazina

A sulfametazina (SMZ) ¢ um antimicrobiano pertencente ao grupo das sulfonamidas,
considerada a sulfonamida mais utilizada na medicina veterinaria (MOHRING et al., 2009). A
SMZ ¢ comumente encontrada no ambiente, sendo originada, principalmente, de 4guas residuérias
de criagdo intensiva de suinos (MASON et al., 2008). A estrutura quimica da sulfametazina ¢

mostrada na Figura 1.
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Figura I -Estrutura quimica da SMZ

De acordo com o levantamento feito por Baran et al. (2011), a concentragdo de SMZ no
ambiente pode variar entre 0,05 pg.L" ¢ 100 mg.L™", dependendo do compartimento ambiental no
qual ¢ encontrada, sendo maior proximo as fontes de emissdo e diminuindo conforme se distancia
das mesmas. Os principais compartimentos ambientais em que os autores observaram a presenga
de sulfonamidas, listados em ordem crescente de concentragdo foram: oceanos, 4guas subterraneas,
aguas superficiais, esgoto apds tratamento, esgoto municipal sem tratamento, efluente hospitalar,
lodos ativados, solo, escoamento de atividades agricolas, lixiviado de aterros e excretas dos
animais.

A biodegradabilidade das sulfonamidas ¢ dependente de seu radical substituinte.. Estudos

demonstraram que a sulfametazina apresenta maior resisténcia a biodegradacdo que as
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sulfonamidas sulfatiazol (BARAN et al., 2011), sulfadiazina, sulfamerazina, sulfametoxazol e

sulfadimetoxina (MOHRING et al., 2009).

24. Degradaciao de Antimicrobianos

A presenga de diferentes compostos antimicrobianos, entre eles as sulfonamidas, no ambiente
sugere que as alternativas convencionais de tratamento de efluentes ndo tem sido uma barreira
efetiva no impedimento da contamina¢do ambiental.

Verlicchi et al. (2012) realizaram um levantamento analisando a capacidade de remogdo de
produtos farmacéuticos, dentre estes 36 antibidticos, em 264 sistemas de tratamento de esgoto
municipais, sendo 244 lodos ativados convencionais e 20 reatores bioldgicos de membrana. As
concentracdes de antibidticos observadas nos afluentes as ETEs variou entre 0,001 e 32 ug.L™.
Nos efluentes das ETEs analisados, as concentragcdes variaram entre 0,001 e 6,7 ug.L. A
variabilidade das eficiéncias de remocao desses compostos em diferentes sistemas € extremamente
alta. Para lodos ativados ficou entre 0% e 98%; ja para reatores bioldgicos com membrana foi entre
15% e 94%. As diferengas nas propriedades fisicas e quimicas entre os compostos avaliados
contribuem para as altas variagdes das eficiéncias de remocao, pois suas propriedades fazem com
que os compostos se comportem de maneiras distintas em sistemas de tratamento, alterando a sua
solubilidade, a tendéncia a adsorcao, biodisponibilidade e biodegradabilidade. (VERLICCHI et al.,
2012).

Estudos relatados por Onesios et al. (2009) apontam para uma enorme variagao na eficiéncia
de remocao de diferentes antimicrobianos e outros produtos farmacéuticos em sistemas biologicos
de tratamento. No caso dos antibidticos, as eficiéncias de remogao ficaram entre 0% e 100%, tanto
para sistemas em escala de laboratério quanto para sistemas em escala real. Os autores atribuiram
essa variagdo a diversos fatores como a concentracao inicial dos compostos, tempo e condigdes de
incubagdo, origem do lodo de inoculagdo e condi¢des experimentais variadas.

Larcher et al. (2012) discutem os resultados existentes na literatura a respeito da biodegradagao
do antimicrobiano sulfametoxazol, da classe das sulfonamidas. Os autores relatam grandes
variabilidades nas eficiéncias de remog¢ao obtidas em estudos com lodos ativados ¢ em ETEs em
escala real. As tecnologias que se mostraram mais promissoras na biodegradagdo do
antimicrobiano foram biorreatores de membrana e tecnologias baseadas na biodegradacao

anaerobia desse composto.
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A literatura apresenta resultados inconsistentes a respeito das eficiéncias de remocdo de
antibioticos, com variagdes de eficiéncia extremamente altas. Muitos fatores podem interferir nos
resultados observados, entre eles estdo: as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, as
condi¢des operacionais e o tipo de sistema de tratamento empregado. Diante disso, seria mais
promissor caracterizar os mecanismos de remog¢do dos antibidticos em sistemas bioldgicos de
tratamento. Isso possibilitaria justificar as eficiéncias de remogao obtidas e encontrar alternativas
de tratamento adequadas para a remocao desses compostos.

A biodegradagdo ¢ vista como uma das tecnologias mais promissoras na remoc¢ao de produtos
farmacéuticos, pois tem potencial de degradacdo completa de poluentes e ¢ de baixo custo (TRAN
et al., 2013)

Alguns autores defendem que a adsor¢do ao lodo ¢ um fenomeno de remocao importante para
algumas classes de antibioticos (KUMMERER, 2009 e VERLLICH et al., 2012). Oliveira et al.
(2016) sugerem que os principais mecanismos responsaveis pela remoc¢do do antimicrobiano
sulfametazina em condi¢des anaerdbias sdo a biodegradagdo e a adsor¢@o a biomassa, sendo a
primeira predominante.

Existem diferentes estudos relacionados ao tratamento biolodgico de produtos farmacéuticos,
sendo, em sua maioria, referentes a sistemas aerobios de tratamento, mais precisamente a sistemas
de lodos ativados (PEREZ et al., 2005). Entretanto, o conhecimento a respeito da eficiéncia de
remog¢do desses compostos em sistemas anaerobios ¢ escasso. Entdo a medida que a tecnologia
anaerdbia ganha importancia, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos relacionados a
eficiéncia desses sistemas na remo¢dao de compostos antimicrobianos. Além disso, as rotas
metabolicas e as contribui¢des potenciais de grupos microbianos relevantes para a biodegradacao

desses compostos ainda nao sdo totalmente compreendidos (TRAN et al., 2013).

2.5. Cometabolismo

A concentragdo em que os antimicrobianos estdo presentes no meio ¢ um fator importante que
deve ser considerado ao analisar sua biodegradabilidade. Comumente, esses compostos estao
presentes em concentragdes da ordem de ng.L" ou poucos mg.L™"', quantidades muito baixas e
geralmente insuficientes para fornecer a energia necessaria para a manutencdo da atividade

microbiologica e indugdo de enzimas responsaveis pela sua biodegradacdo. Nesses casos, a
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biodegradacdao do composto depende da ocorréncia de cometabolismo, que € o processo no qual a
transformagdo do micropoluente ocorre somente na presenca de um substrato de crescimento
(TRAN et al., 2013).

A defini¢ao formal de cometabolismo, dada por Dalton e Stirling (1982), ¢ a transformagao de
um substrato que ndo fornece energia para sustentar o crescimento microbiano na presenca
obrigatéria de um substrato de crescimento. O cometabolismo ocorre devido a inespecificidade
fortuita de enzimas e cofatores que permitem a transformagdo de compostos que nao fornecem
energia para o crescimento (CRIDDLE,1993).

A quantificacdo da quantidade de matéria organica biodegradada por metabolismo e
cometabolismo ¢ extremamente dificil. Entretanto, ¢ claro que varios compostos ndo oferecem
suporte ao crescimento dos microrganismos e ainda sim sdo biodegradados (DALTON e
STIRLING, 1982).

Hovarth (1972) sugere que o cometabolismo pode ser um fendmeno bioquimico util para
elucidar uma diversidade de transformagdes enzimaticas. De fato, o cometabolismo ja foi utilizado
para a investigacdo de mecanismos enzimaticos, evolug¢do enzimatica, producdo de compostos de
importancia industrial, investigacdo de rotas metabdlicas, investigacio da degradacdo de
pesticidas, hidrocarbonetos derivados de petroleo, compostos aromaticos, produtos toxicos,
produtos farmacéuticos e, atualmente, se mostra uma alternativa para a compreensdo da
biodegradacdo de antibidticos (DALTON e STIRLING, 1982; TRAN et al., 2013; FISCHER e
MAJEWSKI, 2014).

Para Fischer e Majewski (2014), a diferenciacao entre processos metabolicos e cometabolicos
¢ importante e, em muitos casos, indispensavel para a racionalizag¢do e otimizagao das eficiéncias
de remocao de determinados poluentes. Os autores fizeram um levantamento de estudos a respeito
da influéncia do cometabolismo na biodegradacdo de diversos micropoluentes, entre eles os
antibidticos, mostrando que este processo metabolico ¢, de fato, muito importante na
biodegradacdo de diversos compostos.

A avaliagdo da literatura existente sugere uma lacuna no entendimento de processos
cometabodlicos. Grande parte dos estudos foi feita utilizando concentragdes de micropoluentes
superiores as observadas no meio ambiente e faltam estudos a respeito do potencial de contribuigdo
que grupos enzimaticos especificos tem em transformacdes cometabdlicas (FISCHER E

MAJEWSKI , 2014).
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Diversos estudos sugerem que o cometabolismo tem um papel de destaque na biodegradagao
de antibidticos (TRAN et al, 2013; OLIVEIRA et al., 2016; FISCHER E MAJEWSKI, 2014).
Portanto, a investigacdo de fendmenos cometabolicos pode contribuir com entendimento dos
fenomenos fundamentais, como as rotas metabdlicas e grupos enzimaticos relevantes envolvidos
na biodegradac¢do desses compostos e pode auxiliar na otimizacdo das eficiéncias de remocao de

antibioticos em sistemas de tratamento.

2.6. Biodegradaciao Anaerobia

A digestdo anaerdbia ¢ um processo comumente utilizado no tratamento da matéria organica
presente em aguas residudrias. Trata—se de um processo no qual um grupo heterogéneo de
microrganismos converte matéria organica complexa, como carboidratos, lipidios e proteinas em
produtos mais simples, utilizando seu metabolismo (SPEECE, 1983). Essa tecnologia foi aplicada
com sucesso no tratamento de diferentes efluentes, tanto em paises com clima tropical quanto em
regides de climas subtropicais e temperados (SEGHEZZO et al., 1998).

Os sistemas de tratamento anaerdbios apresentam vantagens como: facilidade na operagao, sao
compactos € possuem baixo requerimento de energia (requerem menos area € energia que o0s
sistemas aerobios), baixa producao de lodo (também menor que a produg@o em sistemas aerdbios)
e baixa necessidade de nutrientes e produtos quimicos (SEGHEZZO et al., 1998; AIYUK et al.,
2005).

O processo de digestdo anaerobia ocorre em quatro etapas, sdo elas: hidrolise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese. Na hidrdlise a matéria organica complexa, composta por moléculas
com alto peso molecular ¢ convertida em compostos organicos mais simples, como aminoacidos,
acidos graxos e mono e dissacarideos por bactérias fermentativas. Na acidogénese, as bactérias
fermentativas convertem esses compostos organicos em moléculas mais simples, como acidos
organicos e alcoois. Entdo ocorre a etapa da acetogénese na qual as bactérias acetogénicas
consomem os 4cidos organicos liberando gés hidrogénio, gés carbdnico e acetato, que serdo
convertidos em metano e géas carbonico durante a metanogénese (CHERNICHARO, 1997). A

Figura 2 ilustra as principais rotas do metabolismo anaerobio.
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Figura 2 - Principais rotas do metabolismo anaerobio adaptado de SPEECE (1983).

lAcetogénese

2.7. Remocao de antibioticos em Reatores Anaerobios

O conhecimento a respeito do potencial de degradacdo de antimicrobianos em sistemas
anaerdbios ainda ¢ escasso. Spielmeyer et al. (2015) avaliou o potencial da fermenta¢ao anaerdbia
na eliminagdo de quatro antibidticos de uso comum na medicina veterinaria, entre eles duas
sulfonamidas, sulfadiazina e sulfametazina em uma planta de producao de biogas. As eficiéncias
de remocao ficaram entre 14% e 89%. Os fatores responsaveis pela degradacdo desses compostos,
assim como os produtos gerados durante o processo de remoc¢do ainda ndo foram totalmente
compreendidos. Além disso, concentragdes de até 38 mg.kg"' de sulfonamidas ndo provocaram
efeitos negativos sob a produ¢do de biogas.

Cetecioglu et al. (2015) utilizaram um reator anaerdbio em bateladas sequenciais para avaliar

a biodegradagdo do antimicrobiano sulfametoxazol em agua residudria de industria farmacéutica.
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Os resultados obtidos sugerem que o tratamento anaerdbio ¢ adequada para efluentes com
concentracdes de até 40 mg.L"' de sulfametoxazol, uma vez que concentragdes superiores desse
composto apresentaram efeitos toxicos a comunidade microbiana.

Oliveira (2016) estudou a remoc¢do de sulfametazina em trés diferentes tipos de reatores
anaerobios, um reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF), um reator anaerébio de mistura
e biomassa imobilizada (RAMBI) e um reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo
(UASB), em todos eles foram observadas remog¢des de SMZ foi iguais ou superiores a 70%. Além
disso, o autor observou que a quantidade de matéria organica disponivel e o controle de parametros
operacionais contribuem com a biodegradacdo anaerobia do antimicrobiano.

A literatura sugere que diversos antimicrobianos da classe das sulfonamidas ndo tem efeitos
toxicos em sistemas de digestdo anaerdbia quando presentes em concentracdes proximas das
observadas usualmente em 4guas residudrias. Porém, quando presentes em concentragdes
superiores a 40 mg.L-1 as sulfonamidas apresentam efeitos prejudiciais aos sistemas com
biodegradacao anaerdbia (SPIELMEYER et al., 2015; CARBALLA et al., 2007 e MOHRING et
al., 2009).

Diversos autores sugerem a biodegradagdo anaerobia como uma alternativa promissora para o
tratamento de 4dguas residudrias contaminadas com antibidticos (OLIVEIRA, 2016; CARBALLA
et al, 2007, CETECIOGLU et al., 2015). Além disso, apesar de os reatores anaerobios terem sido
amplamente estudados, pardmetros fundamentais para sua otimizagdo e aumento de escala nem
sempre estdo disponiveis (ZAIAT et al., 1996b).

A utilizacdo de reatores anaerdbios com biomassa imobilizada permite elevado desempenho e
estabilidade no tratamento de efluentes, devido a sua capacidade de manter altos tempos de

retengdo celular mesmo com baixos tempos de detengdo hidraulica (ZAIAT et al., 1996b).

2.8. Parametros Cinéticos Intrinsecos
O estudo cinético de um processo biologico envolve as velocidades de crescimento dos

microrganismos, além do consumo de substrato e geragdo de produtos.
Os parametros cinéticos sdo de extrema importancia na modelagdo dos processos bioquimicos
que ocorrem nos reatores anaerobios; sdo eles que determinam as taxas de conversdo e permitem

fazer previsoes relacionadas ao desempenho do reator bioldgico (ZAIAT et al., 1996b).
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O conhecimento sobre fenomenos fundamentais do funcionamento de reatores anaerdbios com
biomassa imobilizada, como: parametros cinéticos intrinsecos, coeficientes de transferéncia de
massa das fases liquida e solida e avaliagdo do fendmeno de cisalhamento do biofilme sdo
imprescindiveis para a melhora do projeto e operagao desses reatores (VIEIRA et al., 1997).

A determinacdo dos parametros cinéticos intrinsecos auxilia na modelagdo de reatores
anaerdbios para o tratamento de um determinado efluente, auxiliando assim a otimizag¢do do
processo e facilitando o aumento de escala desses sistemas de tratamento. Ou seja, diferentemente
dos parametros cinéticos aparentes que s6 podem ser aplicados sobre condi¢des de funcionamento
especificas, os parametros cinéticos intrinsecos podem ser extrapolados para a obtencdo de
condi¢des de funcionamento diferentes daquelas em que foram obtidos. Para a obtencdo de
parametros intrinsecos se fazem necessarios ensaios especificos para esse fim, que promovam a
minimizagdo das resisténcias a transferéncia de massa interna e externa.

A obtencdo de parametros cinéticos sem levar em consideracao a resisténcia a transferéncia de
massa entre o liquido e superficie da bioparticula, bem como a resisténcia a transferéncia de massa
intraparticular faz com que os parametros encontrados sejam apenas validos para as condi¢des de
funcionamento especificas nas quais foram obtidas, ou seja, s6 permite a obtencdo parametros
cinéticos aparentes (ZAIAT et al., 1996b).

O transporte de nutrientes e substratos entre a fase liquida e as bioparticulas em sistemas de
tratamento bioldgico utilizando biomassa imobilizada ¢ o que promove a ocorréncia das reacdes
bioquimicas de degradacdo. Espera-se, entdo, que haja uma diferenga na concentragdo desses
componentes na camada liquida e na interface so6lido-liquido em reatores heterogéneos, essa
diferenca deve-se a resisténcia a transferéncia de massa externa, que limita a transferéncia de massa
na camada estagnante de liquido circundando a bioparticula. Além disso, observa-se um perfil de
concentragdo de substrato no interior da bioparticula, devido a resisténcia a transferéncia de massa
na fase solida (ZAIAT et al., 2000).

Com o intuito de obter os pardmetros cinéticos intrinsecos, pode-se minimizar a resisténcia a
transferéncia de massa externa aumentando a velocidade superficial do liquido no interior do reator
até atingir a condicdo onde essa resisténcia ¢ desprezivel. Entretanto ¢ importante observar que
velocidades muito elevadas podem provocar o desprendimento do biofilme prejudicando o

funcionamento do sistema (ZAIAT et al., 1996¢).
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2.9. Modelos Cinéticos de Crescimento Microbiano e de Consumo de
Substrato
Para o bom entendimento do processo de degrada¢do dos poluentes ¢ necessario o uso de

modelos matematicos. A modelagao matematica do crescimento da populagdo microbiana pode ser
feita a partir do modelo proposto por Monod (Equacdo 2.1), que relaciona o crescimento

microbiano com a concentragdo do substrato limitante.

Cs
U = Upqx *
Cs + K,
(Equacao 2.1)
Em que:
r . . . _1

u= taxa especifica de crescimento dos microrganismos (h™);

_ , , . . . . -15.
Umax— taxa especifica maxima de crescimento dos microrganismos (h™);

C,= Concentragio do substrato limitante (mg.L™);

K= Constante de meia saturagao (mg.L'l).

Oliveira et al. (2016) observaram que o processo de degradagdo da sulfametazina em sistema
anaerobio ¢ afetado pela presenga de matéria organica, sugerindo a ocorréncia de cometabolismo.
A modelacdo matematica de fendmenos de cometabolismo pode ser feita de acordo com o
modelo desenvolvido por Criddle (1993). A descri¢do do processo de degradagdo da sulfametazina
na presenca de matéria organica pode ser feita a partir da equagdo proposta por Oliveira et al.

(2016), (Equacao 2.2), que ¢ uma adaptagdo do modelo de Criddle.

TDQO

Csmz
Tsmz = ( smz “Tpoo T+ ksmz)( )

KSsmz + Csmz
(Equacao 2.2)

Em que:
rsuz = velocidade de biodegradagio de sulfametazina (ug.L™".h™") ;

7%, = capacidade de transformacao do substrato de crescimento (ug.mg 02'1);
rpoo =velocidade de remogio de DQO (mg O,.L™".h™);
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ksmz =velocidade maxima de biodegradacdo de sulfametazina na auséncia de matéria organica
de facil degradagdo (ug.L'.h™");
Csmz =concentragio de sulfametazina na fase aquosa (ug.L™);
KSsmz = constante de meia saturagdo (ug.L™);.
O modelo proposto por Oliveira et al. (2016) sugere uma relagao entre a velocidade de remocao
de DQO (substrato de crescimento) e a velocidade de remog¢ao de SMZ (substrato cometabolico), ou

seja, a biodegradacdo de SMZ depende da quantidade de matéria organica disponivel no meio.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral da Linha de Investigacdo 1 deste projeto foi a avaliacdo da cinética de
degradacdo anaerébia do antimicrobiano sulfametazina em condigdes de minimizagdo da
resisténcia a transferéncia de massa nas fases liquida e solida.

Os objetivos especificos desta linha foram:

1) Obtencao das velocidades de degradagdo de SMZ;

i1) Ajuste do modelo cinético que melhor represente o fenomeno reativo;

ii1) Estimativa das constantes cinéticas intrinsecas da degradacdo de SMZ.

O objetivo geral referente Linha de Investigacdo 2 foi a avaliacdo dos mecanismos
envolvidos no processo de biodegradacdo anaerdbia da sulfametazina, mais especificamente, a
avaliag¢do da ocorréncia de cometabolismo.

Os objetivos especificos desta linha de pesquisa foram:

1) Identificacdo de quais constituintes organicos da agua residudria sintética similar a um
efluente real de suinocultura contribuem de maneira efetiva com a remog¢ao de SMZ;

i1) Identificar em qual etapa da degradacdo desse composto ocorre a biodegradagdo de

sulfametazina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Procedimento Experimental

4.1.1. Linha de Investigag¢do 1 — Determinagdo dos pardmetros cinéticos intrinsecos

A Linha de Investigagdo 1 teve trés etapas experimentais. As Etapas 0 e 1 foram realizadas
com reatores diferenciais operados em bateladas simples, sendo reinoculados apos cada ensaio,
para a obtencado de perfis temporais de concentracao de sulfametazina e DQO, mantidos em camara
de controle de temperatura a 30°C durante aproximadamente 96 horas. Todos os experimentos
foram realizados em duplicata.

Na Etapa 0 da Linha 1 os reatores diferenciais foram preenchidos com espuma sem biomassa
e alimentados com solu¢@o aquosa de SMZ, com o intuito de verificar a ocorréncia de remogao de
SMZ por adsor¢do as paredes do reator ou as espumas utilizadas. Acompanhou-se o perfil temporal
da concentragdo de SMZ.

Na Etapa 1 da Linha 1 foram realizadas sete bateladas com diferentes velocidades superficiais
e/ou diluicdo do meio. A Tabela 4.1 apresenta as condigdes operacionais dos experimentos.

Tabela 1 - Condi¢des operacionais das bateladas

Experimento Velocidade DQO de
superficial entrada
(cm.min™) (mg O,.L™")

Batelada 1 0,06 1297
Batelada 2 0,60 830
Batelada 3 1,32 794
Batelada 4 3,24 756
Batelada 5 4,13 650
Batelada 6 4,13 405
Batelada 7 4,80 311

O calculo da velocidade superficial do liquido no interior do reator segue a Equagdo 4.1.

Q
Vs =
S exA

(Equacao 4.1)
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Em que: Q ¢ a vazao do liquido, A ¢ a area da se¢do transversal do reator e € ¢ porosidade do
leito, obtida experimentalmente por meio da medicdo do volume escoado dos reatores com
biomassa imobilizada, e= 0,574.

O esquema experimental da Etapa 1 da Linha 1 est4 na Figura 3.

Camara para controle de
temperatura

: Reator Diferencial

Bomba

Meio com SMZ

Figura 3 - Esquema experimental da Linha 1, Etapa 1

Durante a Etapa 2 da Linha 1, foram realizados experimentos em batelada sequencial, em que
os reatores ndo foram reinoculados ap6s cada ensaio, apenas o meio reacional foi trocado entre os
ensaios. Para esses experimentos, foram utilizados frascos de vidro de 500 mL com biomassa
imobilizada, mantidos em mesa agitadora em diferentes velocidades de agita¢do, de acordo com o
método proposto por Vieira (1996) para obtengdo dos parametros cinéticos intrinsecos. Os ensaios
foram realizados em triplicata com duragdo de 48 horas, para a obtengdo de perfis temporais de
DQO, mantidos em cdmara de controle de temperatura a 30°C, com DQO inicial de 500 mg O,.L"
!. Testaram-se quatro intensidades de agitagio: 60 rpm, 90 rpm, 120 rpm e 150 rpm. Entre as

bateladas retirou-se 3 espumas de cada reator para analise do sélidos.
4.1.2. Linha de Investigagcdo 2 — Avalia¢do da ocorréncia de cometabolismo
Perante os resultados insatisfatorios obtidos nos experimentos da Linha 1, optou-se pela

mudanga de linha de investigacdo para a Linha 2, relativa a avaliagdo do efeito do cometabolismo

na remo¢do de SMZ.
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A Linha de Investigagdo 2 teve 3 etapas experimentais, denominadas Etapa 1, 2 ¢ 3. O
procedimento experimental adotado na Etapa 1 da Linha 2 foi a realizagdo de bateladas em frascos
de antibidtico com 20 mL de meio reacional, variando o composto responsavel pelo fornecimento
de matéria organica. As condi¢des foram experimentadas em quintuplicata, com DQO inicial
nominal de 1000 mg O2.L"', concentragdo inicial de SMZ de aproximadamente 10 pgL"' e
concentragdo de 5,98 gL' de solidos suspensos volateis. Os frascos de vidro foram mantidos
fechados com tampa de butila com o objetivo de garantir condi¢cdo anaerdbia ao longo do ensaio.
O ensaio foi conduzido em cdmara com temperatura controlada a 30°C durante 72 horas. Foram
feitas andlises de DQO e quantificacdo de SMZ ao inicio e ao final do experimento.

Os compostos testados como fonte de carbono foram amido, celulose, sacarose, extrato de
carne, 0leo, glicose, frutose, etanol, dcido acético, acido butirico e acido propidnico, sendo esses
componentes do meio sintético ou compostos resultantes da degradacao desses componentes.

Na Etapa 2 da Linha 2 foram feitas bateladas sob as mesmas condigdes experimentais, porém
variando a quantidade de matéria organica inicial. Foram testados extrato de carne e sacarose como
fontes individuais de carbono com as seguintes DQO inicias: 500 mg O,.L™", 1500 mg O,.L"", 2000
mg 0,.L™", 2500 mg O,.L".

A Etapa 3 da Linha 2 consistiu na avalia¢ao do perfil temporal de degradacdo de DQO e SMZ
e a producdo de 4cidos graxos volateis. Essa etapa foi realizada em frascos de vidro com 800 mL
de meio reacional mantidos em mesa agitadora com uma intensidade de agitacao de 120 rpm e
DQO inicial de 3000 mg O,.L", novamente com extrato de carne e sacarose fornecendo matéria
organica individualmente. As demais condi¢des experimentais foram mantidas.

As etapas experimentais realizadas com seus objetivos e métodos estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Objetivos e métodos das etapas experimentais

Etapa

Objetivos

Método

Linha 1, Etapa 0. Ensaios

Abioticos

Mensurar a adsor¢ao nas
paredes do sistema e no

material suporte

Obtengdo de wum perfil
temporal com o reator
diferencial preenchido com
espumas ndo inoculadas
utilizando apenas solugdo

aquosa de sulfametazina.

Linha 1, Etapa 1. Variacao da

velocidade intersticial

Determinar a condi¢do em que
se elimina a resisténcia a

transferéncia de massa externa

Variagdo das velocidades
intersticiais testadas (Foram
utilizados valores
apresentados na literatura
(VIEIRA et al., 1997, ZAIAT
et al., 1996a e ZAIAT et al.,
1996b).

Linha 1, Etapa 2. Variacao da
Agitacao da Mesa Agitadora

Determinar a condi¢do em que
se elimina a resisténcia a
transferéncia de massa externa

para reatores em batelada.

Realizacdo de ensaios
variando a agitacdo da mesa
agitadora (os valores
utilizados  seguiram  o0s
encontrados em literatura

(VIEIRA et al., 1996)

Linha 2, Etapa 1. Variacgao
dos compostos fornecedores

de matéria organica

Determinar quais compostos
tem maior influéncia na

remocgdo de SMZ.

Realizagdo uma batelada na
qual a concentragdo inicial de
matéria organica foi a mesma
mas a fonte desta foi
proveniente de diferentes

compostos.

Linha 2, Etapa 2. Variacao da
DQO inicial

Avaliar a influéncia que o
aumento na quantidade de
matéria organica inicial tem na

remogao de SMZ.

Realizagdo ensaios variando a
DQO inicial com a mesma

concentragao de SMZ inicial.

Linha 2, Etapa 3. Obtencao do
perfil temporal de SMZ e
DQO

Avaliar o perfil temporal de
degradacdo de SMZ e matéria

organica e de acidos organicos.

Realizagao de ensaios
acompanhando a variacdo da
concentragdo de SMZ, DQO
e éacidos graxos volateis

durante 72 horas.
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4.2. Inoculo
Os reatores utilizados na Linha 1 foram inoculados com biomassa anaerobia fixada em

matrizes ctbicas de poliuretano de 5 mm de aresta, proveniente de um Reator Anaerdbio de Mistura
Continua tratando 4gua residuaria sintética contaminada com sulfametazina. Esse reator
encontrava-se em operagao hd mais de 300 dias, em um experimento em andamento no Laboratorio
de Processos Biolodgicos da Escola de Engenharia de Sao Carlos (EESC-USP). A biomassa foi
coletada manualmente e inserida nos reatores diferenciais ao inicio de cada batelada. Na Etapa 1,
cada reator foi inoculado com 150 matrizes ctbicas, na Etapa 2 cada frasco foi inoculado com 1000
matrizes cubicas.

Para os experimentos realizados na Linha 2, utilizou-se lodo anaerobio granular proveniente
de um reator anaerobio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) tratando agua residudria de
abatedouro de aves (Avicola Dacar, Tieté/SP). Cerca de 40 granulos do lodo anaerébio foram
inoculados em frascos de antibidtico contendo 20 mL de meio reacional, resultando em uma

concentragio inicial de biomassa de 5,98 = 0,52 g SSV.L™.

4.3. Agua Residuaria Sintética
Todos os experimentos foram realizados utilizando uma agua residudria sintética complexa.

Os componentes inorganicos da dgua residudria sintética foram baseados na proposta de Bergmann
et al. (2000). O objetivo € que esse efluente sintético tenha uma composicao e caracteristicas fisico-
quimicas proximas as encontradas em efluentes reais de suinocultura, em termos de nutrientes, pH,
forca idnica total e capacidade de tamponamento. A 4gua residudria sintética ja foi utilizada com
bons resultados em estudos de degradacdo de sulfametazina presente em aguas residudrias de
suinocultura por Oliveira et al. (2016).

A composicdo organica da dgua residudria sintética baseou-se na proposta de Oliveira (2016).
Os constituintes organicos utilizados foram extrato de carne em pd, sacarose, amido soluvel,
celulose e 6leo de soja comercial.

A Tabela 3 contém os constituintes inorganicos e a Tabela 4 contém os constituintes organicos

da dgua residudria sintética.
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Tabela 3 - Composi¢do inorgdnica da agua residudria sintética

Sal Concentracio Sal Concentracio
(mg.L'l) (mg.L'l)

H;BO; 3,89 KH,PO4 430,6
MnCl,.4H,O 3,17 CaCl, 337,8
ZnS04.7H,0 13,5 KCl 623,9
CuCl,.2H,0 3,25 MgCl,.6H,0 334,6
Na;Mo00,4.2H,0 0,05 K»S04 152,0
CoCl,.6H,O 0,10 FeSO4.7H,O 39,20
NaNO3 1,27 NaHCO; 1512
NH4CI 1500

Tabela 4 - Composi¢do orgdnica da dgua residudria sintética

Constituinte Concentracao
Orginico (mg.L™)
Extrato de Carne 876
Sacarose 306
Amido Solavel 920
Celulose 306
Oleo de soja (uL.L™") 705
4.4. Reator Anaerobio de Leito Fixo Diferencial

O reator anaerdbio de leito fixo diferencial representa um elemento diferencial (sem gradiente)
de um reator de leito fixo, e ja foi empregado com sucesso na determinacao de pardmetros cinéticos
intrinsecos (ZAIAT et al., 1996a, ZAIAT et al., 1996b)

Os reatores diferenciais sao construidos em acrilico, com didmetro interno de 2,5 cme 5,1 cm

de comprimento. A Figura 3 contém um desenho esquematico do reator diferencial utilizado.
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Figura 4 - Esquema do reator diferencial (Fonte: RIBEIRO, 2005)

4.5. Métodos Analiticos
As analises fisico-quimicas de monitoramento dos reatores anaerdbios foram conduzidas

segundo o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005) para as analises
de demanda quimica de oxigénio (DQO), pH; sdlidos totais e suspensos, volateis e fixos.

Todas as amostras obtidas nos experimentos referentes a Linha de Investigagdo 1 foram
filtradas em membranas de 0,2 pm antes das analises de DQO.

As amostras obtidas nos experimentos referentes a Linha de Investigagao 2 nao foram filtradas
antes das analises de DQO. As amostras obtidas ao final dos experimentos foram submetidas a
centrifugacdo para a retirada do excesso de solidos antes da realizagdo das anélises.

O antimicrobiano sulfametazina foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
seguida por espectrometria de massas em tandem, acoplados por interface electrospray (HPLC-
ESI-MS/MS), desenvolvido e validado por Gomes et al. (2015).

A quantificacdo de acidos graxos volateis das amostras da etapa 3 da Linha de Investigagdo 2
foi feita de acordo com o método descrito por Penteado et al. (2013) que utiliza cromatografia
liquida de alta eficiéncia e deteccdo de ultravioleta (HPLC-UV). As amostras de 1,0 mL foram
filtradas em membranas de 0,2 pm de diametro com a adi¢ao de 40 uL de 4cido sulftrico 0,005

mol.L™" antes da inje¢do no sistema Shimadzu utilizado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinac¢ao dos Parametros Cinéticos Intrinsecos — Linha de
Investigacao 1
A seguir serdo apresentados os resultados obtidos nas bateladas realizadas nos reatores

diferenciais, nas quais variou-se a vazao de alimentagdo, obtendo-se assim diferentes velocidades
superficiais do liquido no interior dos reatores.
Em todos os graficos apresentados as barras verticais representam um desvio padrdo das

amostras.

5.1.1. Linha 1, Etapa 0 - Ensaios Abioticos

Os Ensaios Abioticos foram realizados com a finalidade de verificar a adsorcdo da
sulfametazina nas paredes do sistema e no material suporte, sem a presenca de matéria organica.
Para isso, realizou-se uma batelada com 72 horas de duracdo ¢ dois reatores diferenciais com
velocidade superficial de 0,06 cm.min™, funcionando em duplicata com solugdo aquosa de
sulfametazina a uma concentragio de 10 pg.L”', medindo-se a concentragio de SMZ a cada
intervalo de tempo. A Figura 5 apresenta a variacdo temporal de concentragdo de sulfametazina

(foram utilizadas as concentra¢des médias de SMZ dos dois reatores).
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Figura 5 — Linha 1, Etapa 0: Perfil temporal da concentra¢do de SMZ ao longo do ensaio abiotico em
batelada

A partir dos dados apresentados ¢ possivel dizer que a concentragdo de SMZ ndo sofreu
alteracdes significativas ao longo do ensaio. O desvio padrdo calculado para esse conjunto de
amostras foi de 0,19 ug.L™" que representa apenas 2% do valor médio (9,67 pg.L™"), portanto nio
houve adsorcao significativa nem as paredes dos reatores nem ao material suporte, logo ambos sdo
adequados para a realizag¢do das etapas seguintes. Também nao houve degrada¢ao de SMZ pela a
acao de luz ou calor.

5.1.2. Linha 1, Etapa 1. Variagdo da velocidade intersticial

* Batelada 1

A velocidade superficial aplicada foi de 0,06 cm.min' com DQO de entrada de 1298 + 26 mg
0,.L" e teve duragio de 96 horas. A Figura 6 apresenta o perfil temporal de DQO.
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Figura 6 — Linha 1, Etapal: Perfil temporal da DQO ao longo da batelada 1

Observou-se remog¢ao de DQO insignificante ao longo do ensaio. Levantou-se a hipotese de
que a relagdo entre a DQO inicial e a biomassa do sistema, 3,71 g O.g SSV, foi muito elevada e
poderia ter inibido a comunidade metanogénica e, portanto, impedindo a remo¢do de DQO do
meio. Optou-se por diluir o meio nas etapas seguintes reduzindo assim a DQO inicial do sistema.

* Batelada 2

Nesse experimentou adotaram-se os seguintes parametros operacionais: velocidade superficial
do liquido no interior do reator igual a 0,6 cm.min™' e metade da concentra¢io de matéria organica
utilizada no experimento anterior, resultando em uma DQO inicial de 834 + 60 mg O,.L"". Os

resultados obtidos sdo representados na Figura 7.
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Figura 7 — Linha 1, Etapa 1: Perfis temporais de DQO e SMZ ao longo da batelada 2

A remogao de DQO observada foi de aproximadamente 44% e observou—se, também, remogao
de SMZ de cerca de 19,5%. A degradacdo conjunta de matéria organica e sulfametazina sugere a
ocorréncia de cometabolismo desses compostos. Tal resultado ja era esperado e foi obtido
anteriormente por Oliveira et al. (2016).

e Bateladas3 e 4

As condigdes experimentais aplicadas as Bateladas 3 e 4 foram velocidades superficiais 1,32
cm.min” e 3,24 cm.min”' e DQO inicial de 794 mg O,.L"' e 756 mg O,.L", respectivamente. A
Figura 8 apresenta os resultados obtidos na Batelada 3 e a Figura 9 apresenta os resultados da

Batelada 4.
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Figura 8 — Linha 1, Etapa 1: Perfis temporais de DQO e SMZ ao longo da batelada 3
10 800
L
°of 700
8 L]
L] L]
. 600
7 L]
° ° i
6 . . 500 3
- o)
—
w5 400 2
\Ef ~ ®smz
S 4 g
g . 300 X oo
3 L]
. 200
2
1 100
0 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (horas)

Figura 9 - Linha 1, Etapa 1: Perfis temporais de DQO e SMZ ao longo da batelada 4

Em ambos experimentos ¢ possivel observar que houve degradac¢do de sulfametazina e de
matéria organica, entretanto ¢ importante destacar que os dados apresentados foram obtidos por
apenas uma das replicatas ensaiadas. Os resultados obtidos pelas duplicatas correspondentes nao
foram satisfatérios. O ndo funcionamento de uma das replicatas sugere a possibilidade de
desestabilizacao do sistema.

Para descrever o comportamento do perfil temporal de degradacdo da DQO utilizou-se uma
equacdo de decaimento exponencial com residual (Equacdo 5.2). Para o ajuste dos dados obtidos

ao modelo utilizou-se o método de regressao linear dos Minimos Quadrados.
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Cpoo () = Cres + (Cpgo(0) = Cres) * e7HODSE
(Equagdo 5.2)
Em que:
Cpoo = Demanda quimica de oxigénio (mgO,.L™);
C,es = Demanda quimica de oxigénio residual (mg0O,.L™);
t = tempo (horas);
Kobs = Constante de velocidade de degradagio observada da DQO (h™).
As Figuras 10, 11 e 12 apresentam os perfis de DQO das batelas 2, 3 e 4 com as curvas

ajustadas de acordo com a equacgdo 5.2.
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Figura 10 - Linha 1, Etapa 1: Ajuste do perfil temporal de DQO da Batelada 2
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Figura 11 - Linha 1, Etapa 1: Ajuste do perfil temporal de DQO da Batelada 3
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Figura 12 - Linha 1, Etapa 1: Ajuste do perfil temporal de DQO da Batelada 4

Na Tabela 5 estdo apresentadas as variaveis obtidos pelo ajuste dos dados experimentais das

bateladas 2, 3 e 4 a Equagdo 5.2
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Tabela 5 - Pardmetros de ajuste dos dados experimentais

Velocidade

Superfical Kobs (h7) (mg%;S.L n R?

(cm.min™)
0,6 0,101 492.4 0,98
1,32 0,014 59,5 0,93
3,24 0,012 42,4 0,95

Os R? obtidos para a Batelada 2 foi bom sugerindo que o modelo proposto apresentou um
ajuste adequado aos dados obtidos, j4 para as Bateladas 3 e 4 os R” obtidos sugerem uma dispersio
um pouco maios, mas o modelo apresenta um ajuste satisfatorio dos dados experimentais.

Era esperado que um aumento na velocidade levasse a uma diminui¢do da resisténcia a
transferéncia de massa, fato que seria verificado por um aumento das constantes de velocidade
observadas (kobs), at¢ um valor limite, no qual seria observado a minimizacao da resisténcia a
transferéncia externa de massa.

A comparagdo dos coeficientes calculados para as bateladas 2, 3 e 4 (0,101 h', 0,014 h' e
0,012 h™") mostra que ocorreu uma queda nos coeficientes de reagio calculados, sugerindo que a
condi¢do de eliminacdo da resisténcia a transferéncia de massa ndo foi atingida. Tal fato ¢ um
indicio ainda mais forte do funcionamento instavel do sistema.

Silva (2013) realizou experimentos com reatores diferenciais variando a velocidade
intersticial, e observou que, a partir da velocidade 0,18 cm.min™', ocorre uma queda na velocidade
global de reacao, atribuida ao arraste da biomassa.

As velocidades testadas no presente trabalho sio muito superiores a 0,18 cm.min’', logo é
possivel que tenha ocorrido desprendimento da biomassa, deixando o sistema instavel.

Existe também a possibilidade de que o escoamento nos reatores diferenciais tenha sido
inadequado, ou seja, ndo ocorreu uma distribui¢do uniforme do liquido pelo reator, resultando em
uma redugdo do volume util efetivo do reator e contribuindo para os resultados insatisfatorios. E
possivel que o reduzido comprimento do reator usado (5,1 cm) tenha inviabilizado a dispersao
uniforme do liquido ao longo do reator. Um parametro importante para a eficiéncia de reatores

anaerdbios de leito fixo ¢ razdo comprimento-didmetro (ZAIAT et al., 1999). A razdo
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comprimento-didmetro do reator diferencial ¢ da ordem 2, valor baixo que pode ter interferido no
funcionamento do reator.

Foram realizadas bateladas posteriores a essas, todas com velocidades superficiais superiores
as aplicadas nas bateladas anteriores. Na Tabela 6 estdo apresentadas as condi¢des operacionais

dos experimentos realizados.

Tabela 6 - Condi¢bes operacionais das bateladas 5, 6 e 7

Experimento Velocidade DQO inicial
superficial  (mg O,.L™")

(cm.min™)

Batelada 5 4,13 650137
Batelada 6 4,13 405+5
Batelada 7 4,80 311+44

Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Linha 1, Etapa 1: Perfis temporais de DQO nas bateladas 5,6 ¢ 7

Observou-se que em nenhum dos experimentos ocorreu variagdo significativa na DQO ao
longo dos experimentos, indicando a ineficiéncia do sistema testado e fortalecendo a hipdtese de

que as velocidades testadas sdo elevadas e promoveram o desprendimento da biomassa.
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e Monitoramento da Concentracdo de Solidos Suspensos Volateis

Ao final das bateladas foram realizadas analises gravimétricas para quantificar a biomassa por
meio da massa de solidos suspensos volateis presentes nos reatores. Extraiu-se a biomassa de todas
as replicatas realizadas, e calculou-se a média dos valores obtidos em cada batelada. Os resultados

obtidos sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados das andlises de Solidos

SSV por massa seca

Experimento SSVtotal (g) de Espuma
(g SSV.g espuma™)
2% Batelada 0,354 1,37
3? Batelada 0,391 1,54
4" Batelada 0,507 2,03
5" Batelada 0,451 1,79
6" Batelada 0,348 1,36
7" Batelada 0,294 1,15

O desvio padrao relativo calculado para a massa de s6lidos suspensos volateis entre todas as
bateladas realizadas foi de 19,7%, indicando consideravel variacao da massa de SSV nos reatores
ao final das bateladas. De maneira similar, se for avaliada a massa de SSV aderida a espuma, o
desvio padrao relativo obtido corresponde a 20,7%. Considerando que os reatores foram inoculados
com um mesmo numero de matrizes de espumas, retiradas de um Unico reator, a variabilidade de
SSV ao final dos esperimentos sugere uma influéncia dos tratamentos experimentais aplicados. No
entanto, ndo se verificou uma correlacdo entre as velocidades superficiais aplicadas e as massas de
SSV remanescentes ao final das batealdas. Assim, ¢ possivel que a variagdo na quantidade de SSV
aderida a espuma pode ter ocorrido devido a variabilidade da amostragem de espumas no reator
inicial ou ao arraste de biomassa do reator.

A andlise dos dados experimentais encontrados sugere que nao foi possivel obter a condi¢ao

de eliminagdo da resisténcia a transferéncia de massa externa. Diante disso nao foi possivel evoluir
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para as etapas seguintes do projeto com o intuito de determinar os parametros cinéticos da remogao
de sulfametazina em aguas residudrias de suinocultura.

Os possiveis motivos que impossibilitaram essa condi¢do sdo: desprendimento da biomassa,
hidrodinamica ineficiente dos reatores diferenciais e o desbalanceamento do processo anaerdbio
na biomassa aderida as espumas para uma condicdo apenas acidogénica, que ndo seria

representativa do processo metanogénico estavel que se desejava avaliar.

5.1.3. Linha 1, Etapa 2. Variagdo da Agita¢do da Mesa Agitadora
Ainda com intuito de determinar os pardmetros cinéticos intrinsecos optou-se pela utilizagao
de outra metodologia, os reatores diferenciais foram substituidos por frascos de vidro mantidos em

agitacdo constante, os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.

5.1.3.1. Batelada com agita¢do de 60 rpm
A Figura 14 apresenta o grafico com a variagdo temporal da DQO quando a mesa agitadora

foi mantida a 60 rpm, a DQO inicial foi de 473+18 mg O,.L™".
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Figura 14 — Linha 1, Etapa?2: Perfil Temporal da DQO com agitag¢do de 60 rpm

Observa-se que houve uma remocao significativa da matéria organica presente no meio, cerca
de 66,4% da DQO inicial foi removida ao final do ensaio. Os resultados se ajustam bem a uma reta,
sugerindo que remocao de matéria organica segue uma cinética de ordem zero, resultado diferente
dos resultados obtidos na Etapa 1 da Linha de Investigacdo 1 que sugeriram uma cinética com

decaimento exponencial com residual.
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Para descrever o comportamento do perfil temporal de degradacdo da DQO utilizou-se uma

equacao de decaimento linear
Cpoo(t) = K =t + Cpgo(o)

(Equacao 5.3)
Em que:
Cpgo = Demanda quimica de oxigénio (mg 0,.L");
t = tempo (horas);
K = Constante de velocidade de degradagdo da DQO (mg O,.L".h™)
Entdo, de acordo a equagdo mostrada na Figura 14, tem-se que a equagdo que descreve de

maneira adequada a remogdo de SMZ ¢ Cpyo(t) = -6,1204*t +458,7

5.1.3.2.  Batelada com agita¢do de 90 rpm
A Figura 15 apresenta o grafico com a variagdo temporal da DQO quando a mesa agitadora

foi mantida a 90 rpm, a DQO inicial foi de 469+43 mg O,.L™".
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Figura 15 - Linha 1, Etapa2: Perfil temporal da DQO com agitagdo de 90 rpm

Observa-se que houve remog¢do de DQO ao longo da batelada de cerca de 51%, porém a

porcentagem de remocdo foi menor quando comparada com a batelada anterior. de acordo a
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equacao mostrada na figura, tem-se que a equacdo que descreve de maneira adequada a remocao

de SMZ ¢ Cpgp(t) =-4,2801*t +434,95.

5.1.3.3.  Batelada com agitagdo de 120 rpm
A Figura 16 contém o grafico com a variagdo temporal da DQO quando a mesa agitadora foi

mantida a 120 RPM, a DQO inicial foi de 423 mg O,.L™.
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Figura 16 - Linha 1, Etapa?2: Perfil temporal da DQO a uma agitagdo de 120 rpm

Observa-se que houve remocao de DQO ao longo da batelada da ordem de 49%, novamente
observou-se que a porcentagem de remog¢ao foi menor quando comparada com a batelada anterior.
De acordo a equagdo mostrada na figura, tem-se que a equacao que descreve de maneira adequada
aremogdo de SMZ ¢ Cpgp (t) = -3,6446*t +417,22.

Apos esse experimento foram realizadas duas bateladas com uma agitagdo de 150 rpm, nas
duas os resultados obtidos ndo foram satisfatorios. A remog¢ao de DQO observada em ambas foi
insignificante. Entdo optou-se por ndo apresentar esses resultados.

A comparagdo dos resultados obtidos nas bateladas indicou que um aumento na velocidade de
agitacdo da mesa agitadora resultou em um decaimento na velocidade de remocao de DQO, as
constantes de velocidade de degrada¢do da matéria organica (como DQO) obtidas foram: 6,1204,
4,2801, 3,645 mg O,.L".h"', para intensidades de agitagio de 60 rpm, 90 rpm e 120 rpm,
respectivamente. Além disso, houve uma reducdo na eficiéncia de remo¢do da DQO com o

aumento da velocidade. Era esperado que houvesse um aumento na constante de velocidade de
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degradacdo até o valor em que a resisténcia a transferéncia de massa externa fosse superada.
Entretanto, esse aumento nao ocorreu e ndo foi possivel atingir a condigdo para superar a resisténcia
a transferéncia de massa externa. E possivel que esse resultado tenha ocorrido devido ao
desprendimento de biomassa ocasionado pelo aumento da intensidade de agita¢do, causando uma
reducdo na concentracdo de biomassa em cada ensaio, devido a maneira sequencial como foram

conduzidas as bateladas.

¢ Monitoramento da Concentracdo de Solidos Suspensos Volateis

Ao inicio e ao final da Etapa 2 da Linha 1, foram realizadas andlises gravimétricas para
quantificar a biomassa por meio da massa de solidos suspensos volateis presentes nos frascos.
Extraiu-se uma quantidade de biomassa de todas as replicatas realizadas, e calculou-se a média dos

valores obtidos no inicio e no fim da Etapa 2. Os resultados obtidos estdo contidos na Tabela 8.

Tabela 8 - Variagdo da concentragdo de SSV

Etapa SSV total (g)
Inicial 1,599 = 0,10
Final 0,612 + 0,25

A comparag¢do da massa de solidos suspensos totais no inicio das bateladas sequenciais (1,599
g) com a massa apos a realizacdo dos experimentos (0,612 g) mostra uma reducdo da ordem de
62% na quantidade de so6lidos. Essa redu¢do pode ter ocorrido por arraste da biomassa devido ao
aumento das velocidades testadas. Além disso, essa diminui¢ao pode ter interferido nos resultados
das constantes de velocidade obtidas.

Os resultados obtidos experimentalmente ndo permitem fazer afirmagdes sobre as condi¢des
nas quais as resisténcias a transferéncia de massa externa e interna sdo atingidas, talvez devido a
problemas no funcionamento da biomassa. Diante disso ndo foi possivel obter os dados necessarios
para atingir os objetivos propostos pelo trabalho e optou-se por fazer outra investigacdo a respeito

da degradagdo de SMZ conforme ja mencionado anteriormente.
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5.2. Avaliacao do Cometabolismo

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos nas bateladas realizadas referente a Linha
de Investigagdo 2, com a finalidade de avaliar a ocorréncia de cometabolismo durante a degradacao

de SMZ.

5.2.1. Linha 2 - Etapa 1. Varia¢do dos compostos fornecedores de matéria organica

A revisdo bibliogréfica realizada a respeito dos mecanismos de remocao de antibidticos em
sistemas de tratamento de efluentes aponta para a possibilidade de que a biodegradagdo desses
compostos ocorra por cometabolismo.

Levando em consideracdo que o cometabolismo decorre da inespecifidade de uma ou mais
enzimas envolvidas nas diversas etapas da degradacdo das fontes de carbono que sustentam o
crescimento microbiano, ¢ possivel que a degradacao de sulfametazina esteja associada a um passo
metabolico especifico da degradacao de algum dos constituintes do meio sintético. A identificagdo
das rotas as quais esta associada a degradacdo de SMZ ¢ interessante para conseguir sistemas de
tratamento mais eficientes. A biodegradagdo anaerdbia ¢ um processo que decorre em etapas
sequenciais (hidrolise, acidificagdo, acetogénese e metanogenese) € assim, € possivel que a
biodegradacdo de SMZ ocorra durante alguma etapa especifica desse processo e esteja associada
ao consumo de substratos primarios ou de algum produto intermediério da biodegradagdo desses
substratos.

Com intuito de analisar qual composto do meio sintético contribui efetivamente com a
remocdo de SMZ e em a qual etapa da degradacdo desse substrato ocorre a biodegradagdo de
sulfametazina, foi realizada uma etapa experimental na qual cada constituinte do meio sintético
forneceu, individualmente, toda a matéria organica presente no meio. Foram testados como fonte
de carbono: amido, celulose, 6leo de soja, sacarose, extrato de carne, glicose, frutose e etanol, acido
acético, acido butirico e acido propidnico. Além disso, foram adicionados os constituintes
inorganicos do meio Bergmann et al. (2000) em todos os frascos para garantir a presenga de
nutrientes, a manutencdo do pH, da capacidade de tamponamento e forca idnica total.

Para a avaliagdo da adsor¢do, além realizar experimentos com os constituintes organicos do
meio sintético separadamente, também foram testados frascos apenas com os componentes
inorganicos, biomassa e SMZ. Esses ensaios foram chamados de branco.
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A quantificacdo da adsor¢do de SMZ a biomassa foi feita a partir do modelo proposto por
Oliveira et al. (2016) que assume que, quando em equilibrio, a adsor¢do de SMZ em lodo granular

anaerdbio segue uma isoterma linear, de acordo com a Equacao 5.4.

(Equacao 5.4)
Onde:

e ~ . ~ ~ .77 .
C 9= concentragio de SMZ adsorvida em termos da concentragdo em solu¢do, no equilibrio

(ug. L)
Cil= concentragio de SMZ na fase liquida no equilibrio (ug. L)
Kp = Coeficiente de parti¢do (g STV.L’I)
X = Concentra¢do de biomassa (L.g STV"')

Optou-se por utilizar o Kp de 0,0717 L.g.STV™" obtido por Oliveira et al. (2016) que foi
calculado utilizando diferentes concentracdes iniciais de SMZ. Realizou-se a inativacdo prévia da
biomassa, impedindo assim a ocorréncia de biodegradacgdo, e garantindo que a remog¢ao de SMZ
ocorresse por adsor¢do. Os autores também realizaram testes sem a inativagdo da biomassa e sem
a adi¢do de matéria organica ao meio, avaliando assim a contribui¢ao da matéria organica endégena
com a biodegradagdo de SMZ. Os resultados obtidos sugerem que a remogao de SMZ foi igual nos
experimentos com biomassa inativada e nos experimentos sem a inativa¢ao prévia da biomassa.
Portanto, a matéria organica endogena provavelmente ndo contribui com a biodegradagdo de SMZ.

Utilizando a Equacdo 5.4 foi possivel calcular a quantidade de SMZ adsorvida durante os
experimentos, enquanto o calculo da concentragdo de SMZ removida por biodegradacao foi feito

de acordo com a equacdo 5.5.
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Csp = Ciniciar -Gy -Cs"
(Equagdo 5.5)
Em que:
C Se 1=SMZ adsorvida (ug. L")
CMe,q =SMZ na fase liquida ao final do ensaio (no equilibrio) (ug. L’I)
C gg = SMZ removida por biodegradacgdo (ug. L’I)
Cinicia= SMZ no inicio do experimento (ug. L‘])

Aplicando as Equacdes 5.4 e 5.5 aos resultados obtidos experimentalmente, foi possivel
calcular as quantidades de SMZ removidas por adsor¢do e por biodegradagdo, respectivamente.
Em seguida, construiu-se um grafico de barras com a porcentagem de remog¢do de SMZ por
adsorcdo, por biodegradacao e a porcentagem de SMZ que permaneceu em solugdo aquosa. Esse
grafico ¢ apresentado na Figura 16. Todos os gréaficos e tabelas apresentados foram construidos
utilizando os valores médios das quintuplicatas.

O ensaio realizado apresentou reprodutibilidade satisfatdria, indicada pelos reduzidos desvios
padrdo obtidos para a medi¢do de SMZ remanescentes nos frascos. O maior desvio padrdo relativo
foi de 14%, que foi observado para os frascos com etanol. Em todos os outros frascos foram
observados valores abaixo de 10%, sugerindo que as porcentagens apresentadas no grafico Figura

17, ndo carregam um erro significativo.
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Figura 17 —Linha 2, Etapa 1: Porcentagens de SMZ removida por biodegrada¢do e por adsor¢do

No qual:

Pags € a porcentagem de SMZ removida por adsor¢ao

P4 € a porcentagem de SMZ removida por biodegradagado

P,q € a porcentagem de SMZ que permaneceu em solugdo aquosa

Analisando a Figura 17, observa-se que o mecanismo de remo¢do de sulfametazina
predominante para sacarose, glicose, frutose e extrato de carne foi a biodegradacgdo, enquanto que
para amido, 6leo, celulose, etanol e branco a adsor¢ao foi predominante.

Era esperado que toda a remog¢ao de SMZ observada no branco fosse decorrente de adsorg¢ao,
uma vez que ndo havia matéria organica disponivel no meio possibilitando a biodegradacdo de
SMZ por cometabolismo, e, estudos anteriores demonstraram que a matéria organica endégena nao
contribui significativamente com a biodegradagdo de SMZ (Oliveira et al., 2016). Entretanto, os
resultados obtidos sugerem a ocorréncia de biodegradacdo no branco. Acredita-se que esse
resultado seja um erro decorrente do Kp utilizado. Entdo € possivel que a porcentagem de adsor¢ao
mostrada no grafico esteja subestimada.

Além disso, a porcentagem de remocao por biodegradacdo observada para a celulose foi nula
ou muito baixa. O valor obtido através dos céalculos foi negativo e optou-se por substitui-lo por
zero. O valor negativo encontrado talvez seja decorrente de um erro do Kp utilizado. Esse resultado

fortalece a hipdtese de que o Kp utilizado pode acarretar em erros.

54



A Tabela 9 contém as porcentagens de remocao total de sulfametazina, calculadas a partir dos
valores médios das quintuplicatas.

Tabela 9 - Eficiéncia de remogdo de SMZ Durante a Etapa 1 da Linha 2

Remocao de
Composto SMZ (%)
Amido 35+6
Celulose 24 +5
Sacarose 58+ 6
Glicose 54+ 6
Frutose 53+£10
Etanol 39+ 14
Extrato de 5745
Carne
Oleo 31+5
Branco 38+3

Observa-se que nos frascos com sacarose, glicose, frutose e extrato de carne as remogdes
de SMZ foram significativamente maiores que nos demais frascos. Aplicou-se o teste estatistico
ndo paramétrico de Mann-Whitney U-test (com a = 0,05) para verificar as diferengas entre as
porcentagens de remocao total. A partir desse teste verificou-se que a remog¢ao de SMZ observada
no experimento com amido ndo apresenta diferenca estatisticamente relevante da remogdo
observada no branco, mesmo resultado obtido para o etanol. J& para os experimentos com celulose,
6leo, sacarose, frutose, glicose e extrato de carne o resultado do teste indica que ha diferenga
estatistica de remog¢ao de SMZ, quando comparados ao branco. Além disso, verificou-se que nao
ha diferenga estatisticamente relevante entre os percentuais de remog¢ao de SMZ observados para
a frutose e a glicose. Portanto, pode-se afirmar que nos experimentos com extrato de carne,
sacarose, glicose e frutose a remocdo de SMZ foi significativamente maior que a remogao
observada no branco, sugerindo que nesses frascos houve remog¢ao de SMZ por biodegradacao.

Os valores de remocgao percentual média de DQO sao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Remocgao percentual de DQO para diferentes fontes de matéria orgdnica

Composto Dlgg“zgﬁ;) de
Amido 80 + 11
Celulose 9249
Sacarose 74+ 8
Glicose 78+ 7
Frutose 75+ 13
Etanol 82 + 23
Carne. 736
Oleo 65+ 17

A observagdo conjunta dos dados de remogao de DQO e SMZ sugere que alguns constituintes
do meio sintético ndo t€m papel importante na biodegradagdo da SMZ. Uma vez que, para os
experimentos com amido, celulose, 6leo e etanol, mesmo havendo remog¢do de matéria organica
significativa (todos apresentaram remoc¢des de DQO acima dos 65%), ndo houve remocao
significativa de SMZ por biodegradacao (os valores de remog¢do de SMZ observados para esses
trés compostos podem ser quase totalmente atribuidos a adsorcdo).

Portanto, os resultados sugerem que extrato de carne, sacarose, glicose e frutose sdo
substincias que contribuem efetivamente com a biodegradagio de sulfametazina. E possivel que
esse processo ocorra por cometabolismo durante alguma das etapas de degradagdo desses
compostos.

Oliveira (2016) realizou experimentos com o intuito de avaliar a influéncia do cometabolismo
na biodegradacdo de SMZ, para isso observou o perfil temporal de remo¢do de SMZ e matéria
organica durante 72 horas e, apds observar a estabilizacao dos dois perfis,adicionou sacarose solida

ao meio reacional (meio reacional composto de dgua residudria sintética de suinocultura, lodo
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anaerobio e SMZ). A adi¢do de sacarose contribui para que houvesse um aumento na remogao de
SMZ, que ja estava estabilizada. Esse resultado fortalece a hipotese de que a biodegradagdo de
SMZ pode estar associada a alguma etapa da biodegradagdo anaerdbia da sacarose.

A Figura 18 apresenta um esquema simplificado das rotas metabolicas de degradagdo

anaerobia de carboidratos (sacarose) e proteinas (extrato de carne).

Organicos complexos
(Exs. Sacarose, Extrato)

l Hidrdlise

Organicos Simples

lAcidificaqéo

Acidos Organicos e Alcodis

Acetogénese

H, + CO, < > Acetato

Metanogénese

— CHy + CO, e

Figura 18 - Esquema simplificado da degradag¢do anaerobia de proteinas e carboidratos

Como pode ser observado na Figura 18, compostos organicos simples sdo produzidos durante
a biodegradagdo anaerébia de carboidratos organicos. Apods a hidrolise da sacarose, por exemplo,
os compostos produzidos sdo a glicose e a frutose. O fato de ndo haver diferenca estatistica entre a
porcentagem de remog¢ao de SMZ nos experimentos com sacarose, frutose e glicose sugere que a
etapa metabolica de hidrolise da sacarose para formagao de glicose e frutose ndo estd envolvida na
biodegradacao de sulfametazina.

Para avaliar a influéncia das etapas posteriores, realizaram-se experimentos testando trés
acidos organicos como fonte de matéria organica, acido acético, acido butirico e acido propiodnico,
representativos dos acidos produzidos durante a acidogénese de glicose e frutose por culturas

microbianas mistas. As condi¢des experimentais foram iguais as condi¢des do experimento

57



anterior. As porcentagens de remogao por adsor¢do, por biodegradacio e em solu¢ao aquosa foram
calculadas como no experimento anterior e sd3o mostradas no grafico de barras da Figura 19.

Os desvios padrdes da concentragdo final de SMZ observados foram os seguintes: 15% para o
acido propionico, 3% para o acido butirico e 2% para o acido acético. Porcentagens relativamente

baixas que sugerem um erro pequeno nos valores mostrados na Figura 19.
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Figura 19 - Porcentagens de remog¢do de SMZ removida por Biodegradagdo e por Adsor¢do

O mecanismo de remoc¢ao predominante exibido pelo grafico ¢ a adsor¢do. Nos frascos com
acido propidnico e acido butirico a porcentagem de biodegradacdo obtida por meio dos calculos
foi negativa, sugerindo que a biodegradagao de sulfametazina nesses frascos foi irrelevante e optou-
se por substitui-las por zero no grafico. Ja nos frascos com &cido acético observou-se a ocorréncia
de biodegradagdo, porém a porcentagem foi baixa (14%). Esse resultado sugere que a
biodegradagao de sulfametazina ndo ocorre em etapas metabélicas da degradagdo desses acidos. E,
portanto, pouco provavel que a biodegradagdo de SMZ esteja associada as etapas posteriores a
acidogénese, tais como a acetogénese ¢ a metanogénese. E importante ressaltar, contudo, que néo
¢ possivel eliminar por completo a possibilidade de ocorréncia de degradacao de SMZ associada a
reacdes acetogénicas, uma vez que foram testados apenas alguns acidos organicos.

Vale ressaltar que nesses experimentos os consumos de DQO observados foram significativos,
sendo estes 88 + 2%, 75 £8% e 89 + 7% para os frascos com acido acético, acido butirico e acido
propionico, respectivamente. Esses resultados sugerem que os 4cidos foram consumidos pelos

microrganismos, entretanto ndo contribuem com a biodegradagao de SMZ
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Levando em consideragdo a degradacdo da sacarose, os resultados sugerem que a etapa
metabolica com maior possibilidade de ocorréncia de biodegradagdo de sulfametazina ¢ a
acidogénese.

Resultados semelhantes foram observados por Gonzéalez-Gil et al. (2015). Os autores
realizaram estudos para investigar a influéncia das etapas de hidrolise-acidogénese e metanogénese
durante a digestdo anaerdbia de 16 micropoluentes organicos, entre eles o antimicrobiano
sulfametoxazol. Os resultados obtidos sugerem que biodegradacdo de SMX ocorre principalmente

durante a hidrélise-acidogénese.

5.2.2. Linha 2 - Etapa 2. Varia¢do da DQO inicial

Apos estabelecer que sacarose e extrato de carne sdo constituintes do meio sintético com alto
potencial de contribuicdo com biodegradacdo de SMZ foram feitos experimentos variando a
quantidade de matéria organica inicial disponivel ao inicio do experimento.

Primeiramente, utilizou-se o extrato de carne como fonte Uinica de matéria organica. Foram
testadas DQOs iniciais de, aproximadamente, 500 mg O,.L™!, 1500 mg O,.L"", 2000 mg O,.L™",
2500 mg O,.L". A partir da aplicacio das Equagdes 5.3 e 5.4 foi possivel construir o grafico de
barras com as porcentagens de SMZ removida por adsor¢ao, por biodegradagdo e a que permaneceu
em solucdo aquosa. Foram utilizados os valores médios das quintuplicatas para a construgdo do
grafico, que ¢ mostrado na Figura 20.

Os desvios padrdes da concentracdo final de SMZ observados foram, em geral, baixos. Com
valores de 3%, para DQO inicial de 500 mg O,.L™"; 3% para DQO de 1500 O,.L™"; 10% para DQO
de 2000 O,.L"; 24% para DQO de 2500 O,.L". Essas porcentagens relativamente baixas que

sugerem um erro pequeno nos valores apresentados na Figura 20.
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Figura 20 — Linha 2, Etapa 2 utilizando extrato de carne: Porcentagens de remog¢do de SMZ removida
por Biodegradag¢do e por Adsor¢do

Como ¢ possivel observar pela analise da Figura 20, a biodegradagdo ¢ o mecanismo de
remocdo predominante. Oliveira et al. (2016) também aponta para a biodegradagdo como principal
mecanismo de remog¢ao da SMZ.

Resultados semelhantes foram observados por Cetecioglu et al. (2015) que avaliaram a
remocdo de sulfametoxazol presente em aguas residudrias de industria farmacéuticas, também em
condi¢des anaerdbias, e sugerem que a biodegradagdo € o principal mecanismo de remogao desse
antimicrobiano, quando em concentra¢des de até 40 mg.L™.

Além disso, quando a quantidade de matéria organica disponivel no meio aumenta, a
porcentagem de remog¢do da SMZ por biodegradacdo também cresce. Com uma DQO inicial de
506,6 mg 0,.L" a porcentagem de sulfametazina biodegradada foi de 44,8% ¢ com DQO inicial
média de 2469 mg O,.L" a porcentagem biodegradada subiu para 54,6%.

A aplicagdo do teste estatistico de Mann-Whitney U-test para verificar as diferencas entre as
porcentagens de biodegradacao de SMZ (com o = 0,05) indicou a existéncia de diferenca estatistica
entre os frascos com DQO inicial de 500 mg O,.L" e 2500 mg O,.L ' e entre os com 1000 mg
0,.L" e 2500 mg 0,.L", ou seja, a biodegradagdo observada nos frascos com 2500 mg O,.L™" é
maior que as observadas nos frascos com 500 mg O,.L™" ¢ 1000 mg O,.L". Nio ha diferenca
estatistica entre as biodegradacdes observadas nos outros frascos. Esse resultado confirma que o

aumento na quantidade de matéria organica disponivel contribui para uma maior remo¢ao de SMZ.

60



Com o intuito de observar a relacdo entre a remog¢ao de matéria organica e biodegradagdo de
SMZ construiu-se um grafico com a quantidade de SMZ removida por biodegradacao em funcao
da DQO removida, apresentado na Figura 21. As barras de erro na vertical e na horizontal

correspondem a um desvio padrdo das quintuplicatas.

y=0.0005x +5.0312
1 R?=0.55131
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Figura 21 - Linha 2, Etapa 2 utilizando extrato de carne: Relag¢do entre SMZ biodegradada e matéria
orgdnica removida

A observagdo da Figura 21 sugere que um aumento da remocao de matéria organica acentua
biodegradacdo de SMZ. A regressdo linear dos dados apresenta um coeficiente angular positivo
(0,0005 ug SMZ. mg O;"), que corrobora essa afirmagdo. Entretanto, o valor desse coeficiente é
muito baixo, sugerindo que a adi¢@o de extrato de carne como fonte tinica de matéria organica nao
¢ uma forma eficiente de otimizar a biodegradagdo de SMZ.

Além disso, o ajuste dos dados a equagio mostrada na Figura 21 apresenta um R* muito baixo
sugerindo que a equagdo proposta ndo representa adequadamente a relacdo entre SMZ
biodegradada e DQO removida.

A existéncia de diferenca estatistica somente entre as quantidades de SMZ biodegradada nos
frascos com DQO inicial de 500 mg O,.L" e 2500 mg O,.L" e o baixo coeficiente angular
mencionado acima apontam para uma necessidade de adi¢ao de grandes quantidades de extrato de
carne para que haja um aumento significativo na biodegradacdo de SMZ.

Repetiu-se o experimento variando as quantidades iniciais de matéria organica presente no

meio utilizando-se a sacarose como fonte de matéria organica. As DQOs iniciais testadas foram
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de, aproximadamente, 500 mg 0,.L", 1500 mg 0,.L", 2000 mg 0,.L", 2500 mg 0,L". Os
resultados obtidos sdo mostrados na Figura 22.

Os desvios padrdes da concentracdo final de SMZ observados foram, em geral, baixos. Com
valores de 2%, para DQO inicial de 500 mg O,.L™"; 13% para DQO de 1500 O,.L™"; 3% para DQO
de 2000 0,.L"' ¢ 6% para DQO de 2500 O,.L"'. Essas porcentagens sdo relativamente baixas e

sugerem um erro pequeno nos valores mostrados na Figura 22.
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Figura 22 - Linha 2, Etapa 2 utilizando sacarose: Porcentagens de SMZ removida por biodegradagdo e
por adsor¢do

Novamente, observa-se que uma maior quantidade de matéria organica disponivel ¢
acompanhada por aumento da porcentagem de biodegradacdo de SMZ. Nos frascos com DQO
inicial média de 535,6 mg O,.L", a porcentagem de biodegradagio observada foi de 9,2%,
enquanto que o aumento da DQO inicial para 2528 mg O,.L" resultou em 21,5% de SMZ
biodegradada.

Para avaliar se o aumento observado na biodegradacao foi significativo, aplicou-se o teste de
Mann-Whitney U-test. Os resultados obtidos apontam para a existéncia de diferenca estatistica
entre os frascos com DQO inicial de 500 mg O>.L"' ¢ 2000 mg O,.L", 500 mg O,.L" ¢ 2500 mg
0,.L"e2000 mg 0,.L™" ¢ 2500 mg O,.L"", ou seja, a biodegradagdo de SMZ nos frascos com 2000
mg 0,.L" e 2500 mg O,.L"' foi maior que no frasco com 500 mg O,.L"' e a biodegradagdo no
frasco com 2500 mg O,.L"' foi maior que no frasco com 2000 mg O,.L"'. Ndo ha diferenca

estatistica entre as biodegradacdes nos demais frascos.
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Com o intuito de observar a relacdo entre os aumentos na remo¢do de matéria organica e

biodegradacdo de SMZ construiu-se o grafico mostrado Figura 23.
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Figura 23 - Linha 2, Etapa 2 utilizando sacarose: Relag¢do entre SMZ biodegradada e matéria orgdnica
removida

A analise do grafico, novamente, sugere a hipotese de que ha uma relagio entre os aumentos
de remocao de matéria organica e de biodegradacdo de SMZ. O coeficiente linear obtido através
da regressao linear dos dados € positivo e maior que o observado para o experimento com extrato
de carne (0,0009 ug SMZ. mg O;™"). Porém, o valor observado ainda é baixo.

A equagdo de ajuste linear obtida e mostrada na Figura 23 apresenta um R* baixo (0,79),
embora maior que o obtido no experimento anterior, sugerindo um ajuste melhor.

A comparacdo dos dados obtidos para os experimentos com sacarose € com extrato de carne
sugere que a adicao de sacarose como fonte Unica de matéria organica contribui de maneira mais
acentuada com o aumento da eficiéncia de remocao de SMZ do que a adigdo de extrato. Apesar de
ser melhor que o extrato, a adicdo de sacarose por si s6 ndo parece ser uma forma muito eficiente
de otimizar as eficiéncias de remog¢do de SMZ.

Diferentemente dos experimentos com extrato de carne, o mecanismo predominante de
remocao foi a adsor¢do. Tal resultado também ¢ diferente dos resultados obtidos na Etapa 1, que
apontam a biodegradagdo como mecanismo de remocdo predominante. Além disso, as
porcentagens de remogao total de SMZ obtidos nessa etapa sdo significativamente menores que os

resultados obtidos na Etapa 1. Essas diferencas podem ter ocorrido devido a diferengas na
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quantidade de biomassa ou diferencas nas caracteristicas da biomassa utilizada em cada
experimento. Antes da realizagdo dos experimentos com sacarose na Etapa 2 observou-se que a
biomassa ndo estava completamente submersa em liquido e apresentava coloragdo diferente da
observada antes dos experimentos da Etapa 1.

Os resultados observados nessa etapa fortalecem a hipotese de que a biodegradacdo de
sulfametazina ocorra por cometabolismo, uma vez que o aumento da eficiéncia de remocao desse
antimicrobiano parece estar relacionado a quantidade de matéria organica disponivel no meio e a
sua remog¢ao, ou seja, as remogdes de SMZ e de matéria organica parecem estar relacionadas.

Braun et al. (2015) justificam a ocorréncia de cometabolismo durante a biodegradagdo
anaerobia de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (um micropoluente organico) de maneira
similar. Os autores utilizam a correlagdo positiva entre as eficiéncias de remog¢do de matéria seca e
desse micropoluente como indicio da ocorréncia de cometabolismo.

A hipotese de que a biodegradacdo de antibidticos ocorre por meio de cometabolismo foi
levantada anteriormente por Tran et al. (2009) e Oliveira et al. (2016). Mais especificamente,
Oliveira et al. (2016) observaram que a biodegradacao de SMZ depende da presenca de matéria
organica disponivel no meio, sugerindo a ocorréncia de cometabolismo.

A ocorréncia de cometabolismo em sistemas de tratamento aerdbios foi estudada por Ottmar
et al. (2012) que observaram a ocorréncia de cometabolismo na biodegradacao dos produtos
farmacéuticos sinvastatina e atorvastatina em sistemas aerdbios. Kassotaki et al. (2016) sugerem
que a biodegradacdo de SMX em sistemas aerdbios ocorre por cometabolismo e pode ser
relacionada a taxa de nitrificacdo. Os autores observaram um aumento a eficiéncia de remocao

desse antimicrobiano sob altas taxas especificas de oxida¢do de amodnia.

5.2.3. Linha 2 — Etapa 3. Perfil temporal de degradagdo de SMZ e DQO

A ultima etapa experimental foi realizada com o intuito de avaliar os acidos graxos volateis
produzidos e o perfil temporal de remogao de SMZ durante 72 horas, mesmo tempo de duracdo das
etapas anteriores.

Primeiramente utilizou-se o extrato de carne como fonte de matéria organica, os resultados
obtidos permitiram a obtencdo do perfil temporal de degradacdo da SMZ e DQO que esta

apresentado na Figura 24.
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Figura 24 — Linha 2, Etapa 3: Perfil temporal da SMZ e DQO com extrato como fonte de matéria orgdnica

A remocao de DQO alcangada foi de 91%, ja a remog¢do de SMZ foi da ordem de 66%. A
observagdo do perfil sugere que a variagdo temporal de SMZ e de DQO ocorrem simultaneamente,
fortalecendo a hipotese de que a remogdo de SMZ esté relacionada a remog¢ao de matéria organica
e ocorre por cometabolismo.

O perfil temporal obtido sugere que o tempo de reagdo adotado para todas as bateladas ¢
adequado pois ¢ suficiente para o estabelecimento do equilibrio para a concentragdo de SMZ em
solugdo aquosa. Apos 24 horas de reagcdo ndo ocorreram variacdes significativas na concentracao
de SMZ e na DQO.

As Figuras 25 e 26 apresentam os perfis temporais de 4cido propidnico e acido acético,
respectivamente. Optou-se por apresentar apenas os perfis desses acidos porque ambos
apresentaram resultados consistentes e porque sdo compostos comumente produzidos durante a

biodegradacdo anaerobia de proteinas e carboidratos.
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Figura 25 - Linha 2, Etapa 3: Perfil temporal do acido propionico com extrato como fonte de matéria organica
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Figura 26 - Linha 2, Etapa 3: Perfil temporal do dcido acético com extrato como fonte de matéria orgdnica

A concentragdo dos acidos acético e propidnico parece se estabilizar apds 24 horas de reacao.
Além disso, para ambos os acidos € possivel observar um pico de concentragdo. Para o acido
propiodnico isso ocorre entre 6 e 12 horas de reagdo e para o acido acético o pico de concentragao ¢
observado apds 8 horas de reacdo. Foi observado consumo dos acidos organicos apos o pico de
concentracao.

A comparagdo dos perfis dos acidos com os perfis de DQO e SMZ ndo permite estabelecer
uma relacdo clara entre a producdo e o consumo de 4cidos organicos e biodegradacdo de SMZ, nao
sendo possivel associar a biodegradagdo de SMZ a uma etapa especifica da biodegradagdo

anaerdbia.
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Posteriormente, a sacarose foi utilizada como fonte de matéria organica, os resultados obtidos
permitiram a obten¢do do perfil temporal de degradacdo da SMZ e DQO que ¢ apresentado na

Figura 27.
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Figura 27 - Linha 2, Etapa 3: Perfis temporais da SMZ e DQO com sacarose como fonte de matéria
orgdnica

O perfil temporal obtido sugere que a remocdo de SMZ e matéria organica ocorrem nas
primeiras 36 horas de reagdo, depois disso ndo foram observadas variagdes significativas para DQO
e para concentragdo de SMZ. Assim como no experimento anterior, as variagdes nos perfis de SMZ
e DQO parecem ocorrer simultaneamente.

As eficiéncias de remog¢do de DQO e SMZ obtidas no experimento foram de 92% e 62%
respectivamente. A remocdo de SMZ atingida nessa etapa foi semelhante a eficiéncia de remogao
obtida na Etapa 1 (58%), entretanto ambas foram significativamente superiores as remogoes
observadas na Etapa 2, que variaram entre 37% e 45%. Atribuiu-se essa diferenca as condigdes da
biomassa utilizada que foram diferentes na Etapa 2 (os granulos ndo estavam completamente
submersos antes do inicio do experimento e isso talvez tenha comprometido a capacidade de
degradacdo da biomassa).

As Figuras 28 e 29 apresentam os perfis temporais de 4cido propidnico e acido acético,

respectivamente, para os frascos com sacarose como fonte de matéria organica.

67



40

30

20

10

Acido Propidnico (mg/L)

0

® Ac. Propiénico

0

4

8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80
Tempo (hora)

Figura 28 - Linha 2, Etapa 3: Perfil temporal do dacido propiénico com sacarose como fonte de matéria

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

Acido Acético (mg/L)

orgdnica

® Ac. Acético

0

4

8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80
Tempo (hora)

Figura 29 - Linha 2, Etapa 3: Perfil temporal do dacido acético com sacarose como fonte de matéria

orgdnica

A observacao dos perfis de 4cidos propionico e acético evidencia a ocorréncia de um pico de

concentragdo de ambos as 24 horas. Esses perfis sugerem que a acidogénese ocorre

predominantemente entre as 8 e as 24 horas de reacdo e que as etapas de acetogénese e

metanogénese ocorrem apos as 24 horas.

Apo6s 24 horas de reacdo ndo foram observadas alteragdes significativas na concentragdo de

SMZ, ou seja, ¢ mais provavel que a biodegradacdo de SMZ esteja associada a acidogénese.

Além disso, as maiores quedas na concentragdo de SMZ ocorreram entre 8§ e 12 horas de reagado

e entre 12 e 24 horas de reagdo, em ambos intervalos de tempo ocorre aumento nas concentragdes

de acidos propionico e acético, ou seja, ¢ possivel que durante esse intervalo de tempo tenha

ocorrido a acidogénese e que a biodegradacao de SMZ esteja associada a esse passo metabolico.
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Os resultados obtidos durante essa etapa fortalecem a hipdtese de que as remogdes de SMZ e
matéria organica estdo relacionadas e, portanto, a biodegradagdo de SMZ deve ocorrer por
cometabolismo.

Além disso, os perfis temporais de acidos do experimento com sacarose sugerem que a
biodegradacdo de SMZ ndo deve estar associada as etapas acetogénicas e metanogénicas da
digestao anaerdbica, embora o mesmo resultado ndo tenha sido observado no experimento em que
extrato de carne foi empregado como unica fonte de carbono.

Os resultados obtidos na Linha Experimental 2 apontam para acidogénese como a etapa com
maior potencial de biodegradacdo de SMZ por cometabolismo. Na Etapa 1 observou-se que
biodegradacdo de SMZ provavelmente ndo ocorre durante a hidrolise uma vez que a biodegradagao
de SMZ observada para frascos com sacarose, glicose e frutose foram as mesmas. Além disso, ndo
foram observadas biodegradacdes de SMZ significativas nos frascos com 4acidos acético,
propidnico e butirico, sugerindo que a biodegradacio de SMZ ndo estd associada as etapas
acetogénica e metanogénica. Na Etapa 3 os resultados sugerem que biodegradacdo de SMZ nos

frascos com sacarose provavelmente ocorre durante a etapa acidogénica.

69



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos durante os experimentos da Linha de Investigagdo 1 ndo permitiram a
obtencao dos pardmetros cinéticos intrinsecos da remog¢ao de SMZ.

Em relacdo a Linha de Investigag¢do 2, os resultados obtidos sugerem que extrato de carne,
sacarose, glicose e frutose sdo compostos que contribuem efetivamente para a biodegradacao de
sulfametazina.

Além disso, a quantidade de matéria organica disponivel no meio ¢ um fator importante na de
remocao da SMZ. Assim o cometabolismo parece ser o mecanismo responsavel pela biodegradacao
de SMZ. Os resultados sugerem que o cometabolismo de SMZ pode estar associado a etapa

acidogénica da biodegradagdo anaerdbia.
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