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RESUMO

A suinocultura ¢ uma atividade de fundamental importincia no contexto
socioecondmico do estado de Santa Catarina. No entanto, os danos
ambientais provocados por essa atividade sdo igualmente preocupantes
pois geram efluentes com altas cargas de poluentes na forma de matéria
organica, nitrogénio e fosforo. Recentemente, a grande quantidade de
antibidticos que sdo aplicados para garantir a sanidade e promover o
crescimento dos animais também passou a ser alvo de preocupacdo na
suinocultura, pois grande fracdo desses compostos sai do trato digestivo
ainda na sua forma ativa e vao para as estagdes de tratamento de efluentes.
Assim, os antibidticos podem interferir nos processos bioldgicos que
ocorrem nesses sistemas, trazendo impactos com dimensdes que ainda
nao sdo totalmente conhecidas. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de dois antibioticos utilizados na suinocultura (tetraciclina
e oxitetraciclina) sobre culturas de bactérias responsaveis pela
nitrificacdo. Para isso foram realizados testes cinéticos em batelada com
diferentes concentragdes de cada antibiotico sobre uma cultura
enriquecida em bactérias nitritantes (BOAs) e outra com bactérias
nitrificantes (BOAs + BONSs). Estes testes tiveram duragdo de 12 h nos
quais foram quantificadas as concentra¢des de cada forma nitrogenada
(amonia, nitrito e nitrato) e ao final foi avaliado o efeito sobre a
morfologia através de imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV). Os resultados obtidos demonstraram que a tetraciclina possui
maior efeito inibitdrio que a oxitetraciclina sobre as duas comunidades
bacterianas. Também foi observado que a cultura nitritante foi mais
sensivel a exposicao aos antibidticos que a nitrificante, demonstrando que
a maior complexidade da cultura bacteriana diminui os efeitos toxicos dos
antibioticos. Apesar de serem aplicadas concentragdes de antibidticos
elevadas, a concentragdo que inibe a atividade em 50% (CI-50) s6 foi
alcangada para a cultura nitritante exposta a tetraciclina, cujo valor foi de
257 mgL'. As imagens de MEV mostraram que o aumento da
concentracdo de antibidtico provocou danos profundos nas estruturas
microbianas sendo proporcional a inibi¢do obtida experimentalmente.

Palavras-chave: Inibicdo. Antibidticos. Tetraciclinas. Nitrificagao.






ABSTRACT

The swine industry has fundamental importance in the socioeconomic
context of the Santa Catarina state. However, the environmental damages
caused by this activity are unsettling because they generate effluents with
high pollutant loads in the form of organic matter, nitrogen and
phosphorus. Recently, the high amount of antibiotics applied to keep the
herd healthy and to promote growth in animals also became a matter of
concern in swine farms, since some of these compounds can leave the
digestive system on its active form and reach the wastewater treatment.
Thus, antibiotics can affect the biological processes occurring on those
systems, bringing impacts with dimensions not yet fully known.
Therefore, the goal of this study was to evaluate the effect of two
antibiotics used in swine farms (tetracycline and oxytetracycline) on
cultures of nitrifiers bacteria. For this, were performed kinetic tests with
different concentrations of each antibiotic on an enriched ammonia
oxidizing bacteria (AOB) culture and another with nitrifying bacteria
(AOB + NOB). These tests had duration of 12 h in which the
concentrations of each nitrogenous compounds (ammonia, nitrite and
nitrate) were quantified and the effect on the morphology was evaluated
through scanning electron microscopy (SEM) images. The results pointed
out higher inhibitory effect for tetracycline on both bacterial
communities. Also demonstrated that AOB culture was more sensitive to
antibiotic exposure than nitrifying, therefore the greater complexity of
bacterial culture reduces the toxic effects of antibiotics. Although high
antibiotic concentrations were applied, the 50% activity inhibitory
concentration (CI-50) was achieved only for AOB culture exposed to
tetracycline, whose value was 257 mg'L-'. SEM images exhibited strong
damages on the microbial structures as the antibiotic concentration
increased, which was proportional to the inhibition obtained
experimentally.

Keywords: Inhibition. Antibiotics. Tetracyclines. Nitrification.
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1 INTRODUCAO

O consumo de carne no mundo tem sido intensificado nos
ultimos anos em fungdo do aumento populacional e da mudanga de
habitos alimentares. Assim espera-se que em 2050 o mesmo esteja
proximo a 50 kg/pessoa/ano, o que representa um aumento de 28%
comparado ao ano de 2007 (ALEXANDRATOS; BRUISMA, 2012).
Para acompanhar este crescimento faz-se necessaria a aplicacdo de
métodos de producido intensiva que garantam o aumento da produtividade
com reducdo da area de criagdo dos animais. No entanto, estes sistemas
representam um grande risco ambiental por aumentarem e concentrarem
a geragdo de efluentes com elevadas cargas de poluentes, fazendo urgente
a aplicagdo de sistemas adequados para o tratamento ¢ remogdo destes
compostos.

A aplicagdo da produgdo intensiva na suinocultura é uma pratica
que vem sendo aplicada no Brasil. No ano de 2016 o Brasil era o 4* maior
produtor mundial de suinos, com uma produgdo de 3,73 milhdes de
toneladas, dos quais 26% correspondem a produgdo do estado de Santa
Catarina, maior produtor nacional. Do total produzido no estado (969 mil
toneladas), 29% ¢ destinado a exportagdo, sendo também o principal
exportador de carne suina no Brasil (ABPA, 2017). Consequentemente, a
suinocultura é uma atividade de grande importincia para a economia
catarinense, cujos bens e servigos produzidos pelo setor totalizaram R$
3,97 bilhdes no ano de 2016, o segundo maior dentre as atividades
agropecuarias desenvolvidas no estado (GIELH, 2017).

Apesar da importdncia econdmica, a suinocultura é uma
atividade de grande impacto ambiental. O efluente gerado caracteriza-se
por ser concentrado em matéria organica e nutrientes, como nitrogénio e
fosforo, e, além disso, € recorrente a ocorréncia de antibioticos € outros
farmacos que ndo foram metabolizados pelo organismo animal. O uso de
antibidticos na suinocultura é resultado das condigoes de criagdo em
sistemas intensivos, que facilitam a propagagdo de patdgenos entre os
animais, fazendo necessaria a aplicagdo regular de antibidticos para
garantir a sanidade do plantel.

A grande preocupacdo relacionada ao uso de antibioticos nesses
sistemas produtivos é o risco de desenvolvimento de cepas
multirresistentes, que podem migrar para 0 meio ambiente assim como
transferir os genes de resisténcia antimicrobiana para os patdégenos
humanos. Associado a isto, pouco se sabe sobre o efeito destes
antibioticos nas estagdes de tratamento de efluentes, principalmente sobre
0s processos biologicos, que podem ter a sua eficiéncia alterada pela agdo
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do antibiético. Na suinocultura, quando ha tratamento do efluente para
remocao dos poluentes, sdo empregados processos biologicos aerobios ou
anaerobios e, portanto, a presenca de antibidticos poderia representar um
risco tanto para o processo quanto para a propagagdo da resisténcia
antimicrobiana entre os microrganismos. O efluente da suinocultura
também pode ser depositado diretamente no solo na forma de fertilizante,
tornando-se outra forma de acesso do antibidtico ao ambiente.

Apesar dos riscos mencionados, as informagdes sobre o tipo € a
quantidade de antibidticos usados na produgdo animal sdo escassas.
Estudos realizados por Van Boeckel e colaboradores (2015), baseados no
consumo de antibidticos em paises desenvolvidos e na densidade de
producdo animal, estimaram que em 2010 aproximadamente 63 mil
toneladas de antibidticos foram consumidas na producdo animal com
proje¢do de aumentar em 67% até 2030. Neste mesmo trabalho, foi
estimado que a média de consumo na suinocultura ¢ de 172 mg-kg™!' de
animal produzido, a maior concentracao de antibioticos entre os sistemas
de produgao estudados. No Brasil pouco se sabe sobre o tipo, a frequéncia
e a concentragdo dos antibioticos usados na suinocultura, sobre a
ocorréncia de antibidticos nos dejetos suinos ou sobre os efeitos que estes
poderiam causar nos sistemas de tratamento de efluentes.

Os antibidticos pertencentes ao grupo das tetraciclinas, em
especial a tetraciclina e a oxitetraciclina, estdo entre os mais utilizados na
produg¢do animal mundial (DAGHRIR; DROGUI, 2013). No Brasil, o uso
desta classe de antibidticos como promotor de crescimento esta vedado
desde 2009 (MAPA, IN n° 26). No entanto, continuam a ser usados para
o tratamento de doengas no plantel sendo feitas aplicagdes por curtos
periodos de tempo e em doses maiores as que seriam usadas como
promotores de crescimento. Assim, poderia haver um risco de alteragdo
dos processos biologicos que ocorrem nos sistemas de tratamento, uma
vez que as tetraciclinas atuam sobre bactérias gram-positivas e gram-
negativas.

A nitrificagdo é um processo bioldgico importante para o
tratamento de efluentes da suinocultura, devido a elevada concentracdo
de nitrogénio, sendo realizada por dois grupos de bactérias gram-
negativas: nitritantes e nitratantes. As nitritantes, em especial, sdo
conhecidas pela sensibilidade a presenga de compostos toxicos sendo,
muitas vezes, consideradas como indicadores de inibidores em sistemas
aerdbios e, portanto, poderiam ser inibidas na presenga das tetraciclinas.
Estudos a respeito dos efeitos inibitorios provocados por esta classe de
antibidticos sobre microrganismos nitrificantes ainda sdo escassos e
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apresentam resultados controversos, o que justifica o ineditismo e a
necessidade do presente trabalho.

O Laboratério de Tratamento Biologico de Residuos (LTBR)
investiga o efeito inibitério de poluentes emergentes sobre bactérias
atuantes no tratamento de efluentes desde 2010. Os estudos realizados por
Bressan (2012) demonstraram que o antibiotico sulfato de colistina inibe
a nitrificagdo, tanto em processo batelada quanto continuo. Michels
(2016) demonstrou que a etapa de nitritagdo ¢ inibida na presenca
nanoparticulas de prata e Perazzoli (2015) avaliou a inibi¢ao deste mesmo
grupo de bactérias na presenca de nanoparticulas de ferro. Steinmetz
(2016) avaliou o efeito de nove drogas de uso veterinario, dentre elas a
tetraciclina e oxitetraciclina, sobre bactérias metanogénicas e observou
distintos graus de inibi¢do sobre a comunidade bacteriana e indicativos
de processos inibitorios paralelos em alguns casos. Neste contexto, para
contribuir com o entendimento dos possiveis efeitos causados pela
interagdo entre antibidticos e microrganismos do tratamento de efluentes,
o presente trabalho buscou investigar a inibigdo da tetraciclina e
oxitetraciclina sobre o processo de nitrificacdo total e parcial.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da presenca de drogas de uso veterinario sobre a
cinética do metabolismo de culturas de bactérias nitritantes e nitrificantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer uma cultura mista de bactérias nitritantes em um
reator de batelada sequencial de escala laboratorial a fim de obter
biomassa para os ensaios cinéticos.

e Estabelecer uma cultura mista de bactérias nitrificantes em um
reator de batelada sequencial de escala laboratorial a fim de obter
biomassa para os ensaios cinéticos.

e Avaliar o efeito inibitorio da exposi¢do a diferentes
concentracdes de tetraciclina sobre as bactérias nitrificantes e
nitritantes utilizando ensaios cinéticos em batelada.

e Avaliar o efeito inibitorio da exposi¢do a diferentes
concentracdes de oxitetraciclina sobre as bactérias nitrificantes e
nitritantes utilizando ensaios cinéticos em batelada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 SUINOCULTURA E O MEIO AMBIENTE

O sistema intensivo de producdo da suinocultura, resultado da
necessidade de aumento da producdo para suprir a demanda mundial de
carne, tem como principal caracteristica a criagdo de suinos em sistemas
confinados com elevada concentragdo de animais por area. Apesar de
proporcionar ganhos de escala e produtividade, esse sistema também
contribui para intensificar a capacidade poluidora da suinocultura através
do aumento da produg@o de dejetos (esterco, urina, restos de ragdo e agua)
e pelo dejeto dos mesmos na forma liquida, o que facilita o transporte dos
poluentes para os corpos d’agua (ITO; GUIMARAES; AMARAL, 2016;
KUNZ, 2006).

Os suinos sdo animais com elevada capacidade de produgdo de
dejetos, gerando, em média, 47,1 L-animal'-dia' no ciclo completo
(FATMA, 2014). Além da quantidade, a composi¢do deste efluente é um
fator preocupante. Os dejetos suinos sdo caracterizados pela alta carga de
compostos organicos e nitrogenados, além de conter fosforo e metais
pesados como ferro, cobre e zinco. A concentragdo destes componentes,
entretanto, pode variar bastante de acordo com o tipo de manejo e a
alimentacdo animal (Tabela 1) (KUNZ, 2006). Devido ao uso frequente
de antibidticos na suinocultura, a presenga destes compostos e seus
metabolitos vem sendo registrada por diversos autores, com
concentragdes que variam desde ng-kg™! até pg-kg! de dejetos suinos
(AUST et al., 2008; MARTINEZ-CARBALLO et al. 2007; KIM et al.,
2011).

O efluente da suinocultura pode provocar severos impactos
ambientais sobre a dgua, a terra e o ar, caso nao sejam manejados de forma
correta. No ambiente aquatico pode haver a eutrofizagio de rios e lagos
devido a elevada concentracdo de nutrientes nesse efluente. Como
consequéncia, pode haver o crescimento indiscriminado de algas, morte
de peixes e alteragdo da microbiota aquatica. Além disso, ha o risco de
disseminacdo de verminoses e outras doengas transmitidas por patogenos
suinos que estejam presentes no efluente (ITO; GUIMARAES;
AMARAL, 2016). No solo, quando aplicados em excesso, podem levar a
saturagdo de nutrientes, provocar a lixiviacdo e o escoamento superficial
e interferir no desenvolvimento das plantas devido ao excesso de
nutrientes ¢ metais pesados (SEGANFREDO, 1999). O ar pode ser
contaminado pela emissdo de gases toxicos, como a amoénia, € gases de
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efeito estufa como o CO,, CHs e N,O (ITO; GUIMARAES; AMARAL,
2016).

Tabela 1 — Composi¢@o quimica observada em dejetos suinos.

Grandeza Maximo Minimo
pH 7,72 6,78
Solidos Totais (g-L") 99,80 12,70
Solidos Volateis (g-L") 79,06 8,43
DQO (g O2-L) 115,59 11,53
Nrotar (g- L) 8,75 1,66
Protal (gL-l) 2,50 0,32
K (g'LY 1,20 0,26
Cu (mg-L") 38,00 11,00
Zn (mg-L) 416,00 30,00

Fonte: Adaptado de Tavares, 2012.

No Brasil a principal aplicagdo dos dejetos suinos ¢ na forma de
fertilizante para o solo. Esta técnica consiste no armazenamento do dejeto
com posterior disposi¢do no solo, a fim de reduzir os custos com
fertilizantes industriais na produgdo de graos. Além disso, € uma técnica
simples e com baixo custo de implantagdo (MIELE; KUNZ, 2007). No
entanto, devido ao grande volume produzido de dejetos e aos impactos
ambientais associados a essa pratica, outros tipos de tratamentos vém
sendo aplicados. A remocdo de matéria orgdnica e nutrientes por
processos fisico-quimicos e biologicos em sistemas de tratamento de
efluentes ¢ uma dessas alternativas. Dentre os processos que podem ser
empregados nesse sistema, a digestdo anaerobia apresenta grandes
vantagens do ponto de vista econdmico. Seu principal produto, o biogas,
pode ser utilizado para producdo de energia na forma de calor ou
eletricidade dentro da unidade produtora e também pode ser vendido
aumentando a receita agropecuaria. No entanto, a digestdo anaerobia ndo
¢ capaz de remover nutrientes como o nitrogénio, fazendo necessaria a
adi¢do da etapa de nitrificacdo e desnitrificagdo para tratamento do
efluente final (KUNZ; MIELE; STEINMETZ, 2009).

A compostagem compreende outra alternativa para o manejo dos
dejetos. Ela consiste na oxidacdo biologica da matéria orgénica com
liberagdo de calor e tem como produto final um material sélido e
estabilizado, com reducao significativa dos patdogenos e sem sementes ou
ovos de parasitas ativos. Essa tecnologia, assim como a digestdo
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anaerobia, ndo reduz a area de cultivo necessaria para aplicacdo dos
dejetos suinos ja que ndo remove os nutrientes, porém facilita a
manipulagdo e minimiza os custos relacionados ao transporte do dejeto
por reduzir o volume do mesmo (KUNZ; MIELE; STEINMETZ, 2009).

O elevado consumo de 4gua na suinocultura € outro aspecto que
necessita de especial atengdo do ponto de vista ambiental. Estima-se que
a demanda de 4gua pode chegar a 72,9 L-animal™'-dia™! no ciclo completo
(FATMA, 2014). Os principais fatores que interferem no consumo de
agua sdo a qualidade da alimentag@o, o estado fisiologico e as condi¢des
ambientais (ITO; GUIMARAES; AMARAL, 2016). Como alternativa,
sugere-se a reutilizacdo da agua obtida ao final do processo de tratamento
de efluentes para a limpeza das instalagdes. Esta pratica pode representar
uma economia no consumo de agua de até 20% (ITO; GUIMARAES;
AMARAL, 2016).

O reuso da agua pode trazer sérios riscos para a sanidade dos
animais devido a presenga de poluentes emergentes (antibidticos e
horménios) e patégenos, que ndo sdo completamente removidos no
processo (BERNET; BELINE, 2009). A presenga de patogenos na dgua
de reuso representa um risco a biosseguranca da unidade produtora uma
vez que contribui para a disseminag@o de doengas e genes de resisténcia
antimicrobiana (BRESSAN, 2012). O impacto gerado pelos poluentes
emergentes necessita de uma analise mais complexa pois a presenga
destes compostos ira variar de acordo com as propriedades fisico-
quimicas dos mesmos, da frequéncia com que sdo usados e das condi¢des
ambientais. No caso dos antibibticos, eles podem ocasionar mutacao
génica nos microrganismos existentes tanto na etapa produtiva, quanto na
estagdo de tratamento de efluentes, pontos que sdo tratados com mais
detalhes nos itens 3.2.1 € 3.2.2.

3.2 ANTIBIOTICOS

De um modo geral, os antibidticos podem ser definidos como
farmacos que atuam sobre o metabolismo de bactérias, fungos e
protozoarios a fim de inibir o crescimento microbiano ou elimina-lo.
Encontra-se com frequéncia o uso dos termos antibidtico e
antimicrobiano como se fossem sinénimos. No entanto, antimicrobiano
refere-se a um amplo grupo de compostos de origem natural ou sintética
que também podem atuar sobre virus. Existem também os
quimioterapicos que estdo relacionados a tratamentos nos quais ocorre
morte celular, incluindo as células cancerigenas (KUMMERER, 2009a).
A principio, o termo antibiotico estava relacionado somente a drogas
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produzidas por microrganismos com a fungdo de inibir o crescimento de
outros microrganismos, porém, com o passar dos anos esse termo passou
a englobar também produtos de origem sintética e semissintética
(NICOLAU; RIGOL, 2017; KUMMERER, 2009a). Assim, neste
trabalho, serd considerado como antibidtico qualquer farmaco,
independente da sua origem, capaz de matar ou inibir o crescimento de
bactérias, fungos e protozoarios.

Os primeiros antibioticos foram identificados ao final do século
XIX. O acido micofenodlico foi descoberto em 1893 pelo fisico italiano
Bartolomeo Goizo e é considerado o primeiro antibidtico produzido por
fungos (Penicillium brevicompactum) a ser obtido em forma cristalina,
apesar de atualmente ser empregado somente como imunossupressor
devido aos seus efeitos toxicos (BENTLEY, 2000). Foi apenas na década
de 40, apdés a descoberta da penicilina por Fleming, que o estudo e
isolamento de antibidticos a partir de microrganismos foi intensificado
(NICOLAU; RIGOL, 2017). Esse periodo foi marcado pela descoberta
das sulfonamidas, tetraciclinas, gramicidinas, estreptomicina, entre
outros.

Os antibiodticos podem ser classificados quanto & sua estrutura
molecular, mecanismo de agéo e ao espectro de atividade antimicrobiana
(MADIGAN et al., 2016). Geralmente os mecanismos de agdo dos
antibioticos interferem em estruturas e processos bioquimicos essenciais
para o bom funcionamento do microrganismo (Figura 1). Os -
lactdmicos, por exemplo, interferem na sintese do peptidoglicano, um
componente polimérico da parede celular responsavel pela estabilidade
mecanica da célula. Ja as tetraciclinas e macrolideos inibem as sinteses
proteicas que ocorrem nas subunidades ribossdmicas 30s e 50s,
respectivamente. Também ha antibioticos que interferem no metabolismo
dos acidos nucleicos, na transcrigdo do DNA a RNA e na sintese da
membrana celular (MADIGAN et al, 2016; MACDOUGALL;
CHAMBERS, 2012).
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Figura 1 — Principais estruturas e processos bioquimicos afetados pela agdo de
alguns antibioticos. PABA: 4cido paraaminobenzo6ico; DHF: dihidrofolato; THF:
tetrahidrofolato.
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Fonte: Adaptado de ANVISA, 2007.

Uma caracteristica comum a todos os antibidticos ¢ a toxicidade
seletiva, pois inibem o metabolismo apenas dos microrganismos
patdogenos, sem causar efeitos colaterais significativos no organismo
hospedeiro ou em microrganismos com caracteristicas distintas as do
patogeno (MADIGAN et al., 2016). Isso contribuiu para a preferéncia
pelo uso dos antibidticos em detrimento de outros farmacos no tratamento
de doengas infeciosas. Assim, os antibioticos passaram a ser aplicados na
medicina humana, veterinaria, agricultura e aquicultura (KUMMERER,
2009a). Contudo, o uso indiscriminado dos antibidticos levou ao
desenvolvimento de mecanismos de defesa nos microrganismos alvo para
resistir a agdo destes compostos.

A resisténcia aos antibidticos ¢ uma das principais preocupagdes
em relagdo a manuten¢do do uso destes fArmacos para o tratamento de
doengas infecciosas. Portanto, € essencial conhecer o mecanismo que gera
a resisténcia nos microrganismos para definir estratégias para controla-la.
Porém, assim como acontece com os mecanismos de ac¢do dos
antibidticos, os mecanismos de resisténcia sdo diversos. Alguns dos
mecanismos ja reportados na literatura envolvem reducdo da
permeabilidade, alteracdo do alvo, inativagio do antibidtico,
desenvolvimento de uma via bioquimica resistente e refluxo (MADIGAN
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etal., 2016). Em alguns casos, a resisténcia pode ocorrer de forma natural,
sendo transferida entre organismos de uma mesma espécie através da
divisdo celular, o que ¢ conhecido como transferéncia de resisténcia
vertical. A resisténcia também pode ser desenvolvida durante o contato
do microrganismo com o antibidtico e alguns autores a relacionam com a
presenga dos antibidticos em concentracao sub-inibitoria (HIRSCH et al.,
1999; OHLSEN et al., 1998; SALYERS, 2002). E possivel ainda que a
resisténcia seja transferida entre espécies de microrganismos (resisténcia
horizontal) através de unidades moéveis do DNA, como os plasmideos
(KUMMERER, 2009b).

3.2.1 Uso de antibioticos na suinocultura

A evolugdo do modo de producdo de suinos para o sistema
intensivo aumentou a ocorréncia de problemas sanitarios nas granjas em
razao da alta densidade de animais confinados em um mesmo ambiente.
Nessa condigdo, os animais ficam submetidos a graus elevados de
estresse, respiram um ar poluido pela presenca de pd, gases e endotoxinas
e ficam mais propensos a adquirir infe¢des por contaminacdo cruzada
(BARCELLOS et al. 2009). Para viabilizar este modelo produtivo e
manter a sanidade do animal, faz-se necessaria a aplica¢do de antibidticos.

Os antibidticos utilizados na suinocultura possuem trés
propoésitos principais: agente terapéutico, preventivo e promotor de
crescimento. Quando aplicado para fins terapéuticos, o antibidtico ¢é
administrado em doses elevadas, ap6s a instalagdo da doenca. No uso
preventivo, sdo aplicadas doses intermediarias, quando ha probabilidade
ou risco de infecgdo bacteriana entre os animais. Ja no uso como promotor
do crescimento ou aditivo alimentar, o antibidtico € aplicado em doses
muito pequenas junto a ra¢ao para melhorar o desempenho zootécnico
dos animais (AMARAL et al., 2006).

O uso dos antibidticos como promotores de crescimento,
estimado em 40% do total de antibidticos consumidos no mundo
(HUGHES; HERITAGE, 2004), ¢ uma pratica que vem sendo muito
questionada pela comunidade. Um dos motivos é o risco de indugdo da
resisténcia microbiana a esses antibioticos devido ao uso continuo e em
concentracdes subletais aos microrganismos. Associado a isto, ha
também o risco de transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias de
incidéncia animal e humana, mesmo quando ha substituicdo do
antibidtico em questdo por um andlogo na alimentacdo animal
(CHATTOPADHYAY, 2014; BARTON, 2014). Outro ponto muito
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discutido ¢é a presenca de residuos de antibidticos na carne destinada ao
consumo humano (LUSK; NORWOOD; PRUITT, 2006).

Como consequéncia, ha uma tendéncia global de restrigdo ao uso
de antibioticos como promotores de crescimento. Os paises pertencentes
a Unido Europeia, desde 2006, proibiram o uso de qualquer tipo de
antibidtico como aditivo alimentar (EUROPEAN UNION, 2003). Nos
Estados Unidos, onde somente 28% dos antibidticos utilizados na
produgdo de animais estdo restritos ao uso terapéutico (FOOD AND
DRUGS ADMINISTRATION, 2016). Porém, a U.S. Food and Drugs
Administration (FDA) emitiu em 2013 um guia aconselhando a
implementag@o voluntaria de planos para eliminar o uso de antibidticos
com importancia médica como promotores de crescimento, agdo que ¢é
vista como o primeiro passo para extingdo dessa pratica nos proximos
anos. No Brasil, apesar da escassez de informagdes sobre o uso de
antibioticos na producdo animal, algumas medidas vém sendo tomadas a
fim de limitar o uso de antibidticos e outras substincias como aditivos
alimentares (Tabela 2). A mais recente delas refere-se a colistina,
usualmente empregada na suinocultura como promotor de crescimento ¢
para tratamento de infecg¢des por Escherichia coli. Além disso, outros
antibidticos como espiramicina e eritromicina, antes recomendados para
0 uso como promotores de crescimento em suinos (AMARAL, 2006),
também ja tiveram seu uso proibido.

Um efeito colateral da restrigdo de antibidticos como promotores
de crescimento € o aumento do seu uso com finalidade terapéutica. Tal
comportamento foi observado em paises da Unido Europeia e alguns
autores o relacionam com o aumento da incidéncia de infec¢des sobre as
criagdes de animais (CASEWELL, 2003; AARESTRUP, 2008). No
Reino Unido, por exemplo, a venda de antibidticos veterinarios para uso
como promotor de crescimento foi banida em 1999 e foi observado, entre
1999 e 2000, um aumento do consumo de antibidticos para fins
terapéuticos em 64 toneladas, dos quais 36 t eram referentes aumento no
consumo de tetraciclinas (VETERINARY MEDICINES
DIRECTORATE, 2001).
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Tabela 2 — Substancias proibidas para uso como promotores de crescimento de

acordo com a legislagdo brasileira vigente.

Substincia Legislacio

o Jorad Portarias n® 329/1985 e
rganoclorados 191/1986

Avoparcina Of. Circ. DFPA n° 047/1998

Arsenicais e antimoniais

Cloranfenicol e Nitrofuranos

Substancias com efeito tireostatico,
androgénico, estrogénico, gestagénico e f3-
agonista em aves

Olaquindox
Cabadox

Violeta de genciana

Anfenicois, tetraciclinas, f-lactamicos
(penicilinas e cefalosporinas), quinolonas e
sulfonamidas sistémicas

Substancias, naturais ou artificiais, com
atividade anabolizante hormonal em
bovinos de abate

Espiramicina e eritromicina
B-agonista em bovinos

Colistina

Portaria n® 31, 29/01/2002

IN n° 09, 27/06/2003

INn°® 17, 18/06/2004

INn° 11, 24/11/2004
IN n° 35, 14/11/2005
IN n° 34, 13/09/2007

IN n° 26, 09/07/2009
(Portaria n® 193/1998)

INn° 55, 01/12/2011

IN n° 14, 17/05/2012
Aton° 01, 01/11/2012

IN'N° 45, 22/11/2016

Fonte: MAPA, 2017.

A aplicacdo de antibidticos para fins terapéuticos e preventivos
também contribui para o aumento do risco de resisténcia antimicrobiana.
Nesses casos, os antibidticos s3o administrados por um periodo de 5 a 10
dias, no entanto, o seu uso pode ser repetido durante todo o periodo de
crescimento do animal. Além disso, o antibiotico pode ser associado a
aplicagdo de outros farmacos em concentragdes muito superiores as
utilizadas para promover o crescimento (BARTON, 2014).
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3.2.2 Ocorréncia de antibiéticos em sistemas de tratamento de
efluente e suas consequéncias

Uma preocupagdo recorrente no que diz respeito a aplicagao
indiscriminada de antibidticos na suinocultura, assim como nos demais
sistemas intensivos de produgdo, é o potencial de contaminagdo ambiental
por essas moléculas. A grande razéo para isso € o carater recalcitrante de
grande parte desses compostos, que muitas vezes sdo excretados pelos
animais ainda na forma ativa (JJEMBA, 2006). Deste modo, eles podem
atingir ambientes terrestres e aquaticos, como também os sistemas
bioldgicos de tratamento de efluentes. Nestes sistemas, eles podem alterar
a composicdo da comunidade microbiana e interferir no metabolismo
destes microrganismos (KUMMERER, 2009a).

Nos sistemas de tratamento de efluentes, os processos bioldgicos
podem ser inibidos por diferentes antibioticos. No entanto, a agdo
inibitoria ird variar de acordo com diversos fatores como o tipo de
antibidtico, a composi¢do do meio, a comunidade bacteriana, tempo de
exposicdo, temperatura, pH, entre outros, o que dificulta a previsdo do
impacto ambiental gerado. Halling-Serensen e colaboradores (2000)
avaliaram o efeito da mecillinam, ciprofloxacina e trimetroprima em
lodos ativados. Eles constataram que a ciprofloxacina foi extremamente
toxica sobre a comunidade microbiana, sendo capaz de inibir a atividade
destas bactérias em 50% (CI-50) a uma concentragdo de 0,61 mg-L-!. J4
a mecillinam e trimetroprima apresentaram toxicidade significativamente
inferior, com CI-50 de 61,1 e 17,8 mg-L’!, respectivamente. Ja Liu e
colaboradores (2013) observaram os efeitos toxicos da ciprofloxacina em
culturas desnitrificantes, sulfato redutoras e metanogénicas e obtiveram
diferentes efeitos inibitdrios sobre essas comunidades bacterianas. Na
metanogénese a ciprofloxacina, na concentragdo de 80 mg-L!, provocou
uma redu¢do da produgdo de metano em 30%; em relagdo as bactérias
redutoras de sulfato observou-se, a principio, uma forte inibicdo na
producdo de sulfeto de hidrogénio que foi amenizada ao longo do periodo
de incubacdo; a desnitrificag¢@o, no entanto, nao foi inibida pela presenga
do antibidtico.

O tempo de exposicdo das comunidades microbianas aos
antibidticos € um fator muito importante para avaliar a inibigdo destes
compostos nos processos biotecnologicos. Os testes de inibicdo indicam
que longos tempos de exposi¢do apresentam efeitos mais danosos que
ensaios com periodos menores, pois, nessa condi¢do, ¢ possivel observar
inibigdo em concentra¢des mais baixas que as observadas nos testes com
tempos de exposi¢do menores (KUMMERER, 2009a). Além de inibir o
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processo, longos tempos de exposi¢do podem modificar a composigao da
comunidade microbiana e induzir a sele¢do de linhagens resistentes, que
podem transferir os genes de resisténcia aos patdgenos presentes no meio
(BRESSAN, 2012).

A nitrificacdo é um processo especialmente importante para o
tratamento de efluentes da suinocultura, devido as cargas elevadas de
nitrogénio amoniacal caracteristicas a este efluente. No entanto, a
presencga de antibidticos ¢ um fator preocupante para o processo, uma vez
que as bactérias nitrificantes sdo sensiveis a presenga de compostos
toxicos. Assim, ja foram publicados alguns trabalhos indicando a inibi¢ao
da atividade bacteriana na presenga de antibidticos. Campos e
colaboradores (2001) observaram inibi¢do da nitrificagdo na presenca de
oxitetraciclina na concentragdo de 100 mg-L-!, alcangando inibigdo de
50% do processo com 250 mg-L! do composto. Huang e colaboradores
(2016) verificaram a inibi¢do de dez antibidticos pertencentes ao grupo
das sulfonamidas sobre a atividade de bactérias nitrificantes. Os ensaios
de toxicidade mostraram diferentes valores de CI-50 para estes
compostos, variando de 80,84 mg-L! para a sulfadimetoxina até 214,65
mg-L-! para a sulfadimina. Bressan (2012) avaliou o efeito inibitorio da
colistina sobre a nitritagdo e a nitratagdo além de diferenciar o efeito do
tempo de exposicdo a curto e longo prazo. Ele observou que a nitrificacdo
completa ndo foi afetada significativamente na presenca da colistina em
curto tempo de exposi¢do (5 h), no entanto em ensaios com duracgio de
150 dias foi observado que 100 mg-L! do antibidtico provocou perda
gradativa da atividade celular até a paralizacdo do processo; ja a
nitrificagdo parcial foi inibida em 50% com 10,8 mg-L"! do antibi6tico
em ensaios de Sh. Katipoglu-yazan e colaboradores (2015) também
identificaram maior sensibilidade das bactérias nitritantes em relacdo as
nitratantes na presenga de 50 mg-L-! de tetraciclina havendo redugdo das
nitritantes em 97% em relagdo a composi¢do microbiana inicial.

Um ponto muito discutido é a capacidade de remogdo dos
antibidticos em sistemas de tratamento de efluentes. Embora algumas
plantas de tratamento sejam capazes de remover esses compostos durante
0 processo, a eficiéncia de remogdo pode variar entre cada estagdo de
tratamento, devido a variedade de compostos com propriedades distintas
e as condi¢des operacionais (KIM; AGA, 2007; MICHAEL et al., 2013).
Para as tetraciclinas, por exemplo, ja foram reportados na literatura
eficiéncias de remogdo variando de 12 até 80% em sistemas
convencionais (DAGHRIR; DROGUI, 2013). Se ndo forem removidos
ao final do processo, os antibioticos sdo descartados no ambiente podendo
atingir o solo e aguas superficiais e subterraneas contaminando inclusive
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a agua potavel (Figura 2). Nesses ambientes eles podem induzir aos
mesmos efeitos reportados nos sistemas de tratamento de efluentes, a
saber, resisténcia antimicrobiana, inibi¢do de processos bioldgicos e
alteragdo da microbiota.

Figura 2 — Possiveis fontes e caminhos para a ocorréncia de antibidticos no meio
ambiente.

Excrecdo
Plantas de tratamento D 'lt
de efluentes ejetos
1 Efeito em organismos

li Solo —l terrestres
Aguas superficiais —|7 Aguas subterrineas

Agua potavel

Efeito no corpo
humano
Efeito em organismos
aquaticos

Fonte: Do autor.
3.3 TETRACICLINAS

As tetraciclinas compreendem um grupo de antibiéticos de amplo
espectro com agdo bacteriostatica e que podem ser de origem natural ou
sintética. Dentre os microrganismos suscetiveis a tetraciclina podem ser
citados bactérias gram-positivas e gram-negativas, protozodarios,
micoplasmas e clamidias (CHOPRA & ROBERTS, 2001).

A primeira integrante deste grupo, a clortetraciclina, foi
descoberta por Benjamin Duggar em 1945 como sendo um produto da
fermentagdo da Streptomyces aureofaciens, bactéria encontrada no solo
(PEREIRA-MALIA et al., 2010). Em seguida, outras tetraciclinas, também
obtidas por bactérias do género Streptomyces, foram isoladas e
identificadas, como a tetraciclina (S. aureofaciens, S. rimosus e S.
viridofaciens), oxitetraciclina (S. rimosus) e demetil-clortetraciclina (S.



44

aureofaciens) (CHOPRA & ROBERTS, 2001). A produgdo sintética de
tetraciclinas, como a doxiciclina, minociclina e metaciclina, se da pela
modificagdo dos radicais das moléculas de ocorréncia natural (NELSON,
1998).

Todas as moléculas de tetraciclinas sdo formadas por um nucleo
tetraciclico, com quatro anéis condensados denominados A, B, C e D, aos
quais sdo ligados diferentes grupos funcionais, como mostra a Figura 3 e
a Tabela 3. Esta estrutura quimica esta diretamente relacionada a agéo
bioldgica dessas moléculas. Estudos realizados por Colaizzi, Knevel e
Martin em 1965 mostraram que a configuragdo do carbono C4 em sua
forma natural é fundamental para a atividade antimicrobiana das
tetraciclinas, assim como a presen¢a do grupamento amida no carbono C2
(posi¢do Ry’ na Figura 3). Outros grupos funcionais essenciais para a
atividade antimicrobiana das tetraciclinas sdo o sistema ceto-endlico nas
posicdes C11, C12 e C12a, os substituintes nas posigoes C7, C8 e C9 e o
préprio nucleo tetraciclico (CHOPRA & ROBERTS, 2001; PEREIRA-
MAIA etal., 2010).

Figura 3 — Estrutura geral das moléculas de tetraciclinas.

R, Rg R, N(CHy),

OH 0 OH o o
Fonte: Adaptado de Chopra e Robert, 2001.

A estrutura complexa observada nas tetraciclinas confere a estas
moléculas grande afinidade para se ligar a cations metalicos gerando
quelatos. Estes quelatos sdo formados devido a presenca de varios grupos
doares de elétrons, como os oxigénios entre os carbonos C10 e C12, o
oxigénio endlico em C3 e os nitrogénios do grupo amina e amida do anel
A (PEREIRA-MAIA et al., 2010). Essa propriedade é extremamente
importante do ponto de vista bioldgico, pois influencia as propriedades
antimicrobianas e farmacocinéticas das tetraciclinas. Diversos estudos na
literatura ja4 mostraram que os quelatos formados entre a tetraciclina e
magnésio ou calcio podem diminuir a capacidade de absor¢do do
antibidtico em mamiferos. Estes quelatos também podem aumentar a



45

atividade antimicrobiana frente a bactérias, pois facilitam a entrada dessas
moléculas pela membrana celular e a ligagdo da droga ao ribossomo
bacteriano (CHOPRA & ROBERTS, 2001; NELSON, 1998;
NEUVONEN, 1976).

O modo de acdo das tetraciclinas ja estd bem descrito na
literatura. Primeiramente ha o transporte do farmaco para o citoplasma
bacteriano, cujo mecanismo varia de acordo com a estrutura da membrana
celular. Em bactérias gram-negativas, essa etapa ocorre tanto por difusdo
passiva, quando o farmaco (na forma de um quelato) penetra a membrana
celular externa através dos canais hidrofilicos formados por proteinas,
quanto pelo transporte ativo de bombeamento das tetraciclinas em forma
livre através da membrana citoplasmatica. Ja nas bactérias gram-positivas
esse processo se da somente pelo transporte ativo, havendo gasto
energético da célula (MACDOUGALL; CHAMBERS, 2012; NELSON,
1998).

Uma vez dentro do citoplasma, as tetraciclinas tendem a formar
novamente quelatos com os ions presentes no meio devido as
concentracdes destes e ao pH intracelular. O quelato magnésio-
tetraciclina, em especial, é considerado um dos principais responsaveis
pela acdo inibitoria da tetraciclina, pois esta forma ativa liga-se de
maneira reversivel a subunidade 30S do ribossomo bacteriano impedindo
a ligacdo do aminoacil-t-RNA no sitio A desta organela (Figura 4).
Consequentemente, o aminoacido carregado pelo aminoacil-t-RNA ndo
pode ser adicionado & cadeia polipeptidica em formacgdo e a sintese
proteica ¢ inibida (CHOPRA & ROBERTS, 2001; MACDOUGALL &
CHAMBERS, 2012; NELSON, 1998).

Figura 4 — Esquema ilustrativo do mecanismo de agdo das tetraciclinas.

Sitio A

@
Cadeia PAN
polipeptidica RNA
nascente

aminoacil

Tetraciclina

Modelo de
mRINA

Fonte: Adaptado de MacDougall e Chambers, 2012.
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As tetraciclinas s3o conhecidas por serem compostos de baixa
estabilidade, especialmente em ambientes com temperatura elevada, pH
alcalino ou dcido e umidade. Em solucdo 4cida, elas sofrem epimerizagao,
uma reagdo reversivel e de primeira ordem, no carbono C4 podendo gerar
diversos produtos de degradacdo. Ja em solucdes basicas, elas sofrem
mudangas profundas em sua estrutura ocorrendo clivagem no carbono C6
(HALLING-SORENSEN, 2002). Os principais produtos de degradagéo
para as tetraciclinas mais comuns estdo apresentados na Tabela 3. Existe
uma grande preocupacio em relagdo a estes compostos, pois muitos deles
ainda apresentam atividade antimicrobiana, podendo haver mudanga do
mecanismo de agdo em relacgdo a tetraciclina de origem. Este € o caso das
tetraciclinas atipicas como a 5a,6-anidrotetraciclina, 4-epi-anidro-
tetraciclina, 5a,6-anidroclortetraciclina e 4-epi-anidro-clortetraciclina.
Elas apresentam efeito bactericida sobre as células pois interferem na
permeabilidade da membrana levando a lise celular e também sdo toxicos
a microrganismos que, a principio, seriam resistentes a tetraciclina de
origem (OLIVA et al., 1992; HALLING-SORENSEN, 2002).
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3.3.1 Uso e ocorréncia em aguas residuais

As tetraciclinas sdo o segundo grupo de antibidticos mais
produzidos e consumidos no mundo (MICHALOVA; NOVOTNA;
SCHLEGELOVA, 2004; DAGHRIR; DROGUI, 2013). A capacidade de
inibir 0 metabolismo de um amplo espectro de microrganismos
patogénicos e os efeitos ndo relacionados a a¢do antimicrobiana como
anti-inflamatorio, imunossupressor, cicatrizante, entre outros, sdo alguns
dos motivos que levaram ao uso tdo bem-sucedido deste grupo. Além
disso, o baixo custo de produ¢do torna estes antibidticos ainda mais
atrativos para os paises em desenvolvimento (BORGHI; PALMA, 2014;
DAGHRIR; DROGUI, 2013).

As tetraciclinas sdo o grupo de antibidticos mais utilizados na
medicina veterinaria e sua principal aplicacdo ocorre nos sistemas de
produgdo intensiva de animais. Nestes processos, as tetraciclinas podem
ser aplicadas com finalidade profilatica ou terapéutica, de acordo com as
leis em vigor em cada pais. No Brasil, entretanto, o uso da tetraciclina
como promotor de crescimento em animais estd proibido desde 2009,
quando entrou em vigor a Instru¢do Normativa N° 26 do Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2009).

Associado ao uso indiscriminado na medicina humana,
veterinaria e agricultura, as tetraciclinas sdo compostos com baixa taxa de
conversdo no corpo animal. Jjemba (2006) monitorou dados de
biodisponibilidade e propor¢do excretada de diversos produtos
farmacéuticos. Neste trabalho ele verificou que mais de 70% das
tetraciclinas administradas sdo eliminadas do organismo animal, ainda em
sua forma ativa. Assim, a ocorréncia de diferentes tipos de tetraciclinas
em aguas residuais € comum e ja foi reportada em muitos paises (Tabela
4). Elas também podem alcangar o meio-ambiente pelas mesmas vias que
os demais antibidticos e, uma vez no ambiente, podem induzir a
resisténcia microbiana dos organismos ali presentes.
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Tabela 4 — Ocorréncia de tetraciclinas em diferentes tipos de efluente.

e Concentracgio Tipo de Lo A
Antibidtico (ng/L) efluente Localizacdo  Referéncia
.. o Wisconsin,  Karthikeyan;
Clortetraciclina 310 Doméstico USA Meyer (2006)
Clortetraciclina 178 + 180 Doméstico Michigan, EUA G(azooitzil’
Ibraheem;
Clortetraciclina 459 Industrial ~ Mosul, Iraque  Abdul-Ahad
(2012)
Clortetraciclina (1,8 +0,5) - 10° Industrial China Hé)zli)?ts?l
Clortetraciclina 2.821 Suinocultura Taiwan Lm(;zggé)L m
C . ‘e Wisconsin,  Karthikeyan;
Doxiciclina 10 Doméstico EUA Meyer (2006)
Doxiciclina nd - 161,8 Doméstico  Dalian, China Zh?;ogl%t)al.
Doxiciclina 38 Doméstico Canada ME;((; g:)al.
Doxiciclina 738 £557 Doméstico Michigan, EUA G(azooitzil’
Ocxitetraciclina  nd —1.163,8 Doméstico  Dalian, China Zh?;ogl%al'
Ocxitetraciclina 72,5 Doméstico  Beijing, China Jég(f(t);)l ’

. . e Wisconsin,  Karthikeyan;
Okitetraciclina 47.000 Doméstico EUA Meyer (2006)
Oxitetraciclina 29+ 18 Doméstico Michigan, EUA G(azooel:tze)ll.

. . (334,3+43)2) - . . Hou et al.
Okitetraciclina 10 Industrial China (2015)
Ocxitetraciclina 8318 Suinocultura Taiwan Lm(;zgg é)L m
Ocxitetraciclina 2.500 — Suinocultura Iowa e Ohio, Campagnolo,
+ Tetraciclina 410.000 wnocu EUA etal. (2002)
Tetraciclina nd - 462,7 Doméstico  Dalian, China Zh?;ogl%al'
Tetraciclina 6.240 Doméstico Elazig, Turquia TO?% 1”1;(;pa1

.. e Wisconsin,  Karthikeyan;
Tetraciclina 48.000 Doméstico EUA Meyer (2006)

nd: ndo detectado
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Tabela 4 (Continuagdo) — Ocorréncia de tetraciclinas em diferentes tipos de
efluente.

Concentracdo  Tipo de

Antibiédtico (ng/L) efluente Localizacdo  Referéncia
C . . . Jia et al.
Tetraciclina 16,5 Doméstico  Beijing, China (2009)
L. e . Miao et al.
Tetraciclina 151 Doméstico Canada (2004)
. Yang; Cha;
Tetraciclina 200 Doméstico FortUCSi‘lxlms, Carlson
(2005)
Tetraciclina 310 £92 Doméstico Michigan, EUA G?zooit;)ll'
_— (61,0+£12,2) - . . Hou et al.
Tetraciclina 106 Industrial China (2015)
C . . . Lin; Yu; Lin
Tetraciclina 1.129 Suinocultura Taiwan (2008)

nd: ndo detectado
3.4 CICLO BIOQUIMICO DO NITROGENIO

O nitrogénio ¢ um elemento chave para o controle da
composi¢do, diversidade, dinamica e o funcionamento de espécies
presentes em muitos ecossistemas (VITOUSEK et al., 1997). Uma das
razOes para isso € a sua presenca na estrutura quimica de proteinas e
acidos nucleicos das células animais, vegetais ¢ microbianas (BITTON,
2005). Além disso, a sua forma gasosa — 0 N — constitui 79% dos gases
presentes na atmosfera, o que torna este gas um importante reservatorio
de nitrogénio apesar de ser de incorporacio lenta e dificil (SCHIMIDELL
etal., 2007).

Na natureza ¢ possivel encontrar diversos compostos
nitrogenados devido aos estados de oxidagdo do nitrogénio, cuja valéncia
varia de -3 na amonia (NH3) e no nitrogénio organico (R-NH3) até +5 no
nitrato (NO3"). As transformagdes entre as formas nitrogenadas sdo, em
sua grande maioria, dependentes da ag¢fo de microrganismos e
compreendem os processos de fixagdo, nitrificagdo, desnitrificagdo,
oxidagdo anaerdbia de amonia (anammox) ¢ redugdo dissimilativa do
nitrato para amonia (DRNA) (SCHIMIDELL et al., 2007; MADIGAN et.
al, 2016). Na Figura 5, estdo apresentados 0s principais processos
envolvidos no ciclo do nitrogénio.
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Figura 5 — Esquema representativo do ciclo bioquimico do nitrogénio. Setas
amarelas indicam reagdes de oxidagdo, vermelhas indicam reagdes de redugdo e
as brancas nao ha modificacdo do numero de oxidagéo.

Nitrificacdo
NO,
N,
Fixacdo de
nitrogénio
Oxico

a0 Anoéxico
-‘ao
Fixacdo de
nitrogénio

Desnitrificacio

Fonte: Adaptado de Madigan et. al., 2016.

Uma vez que o nitrogénio gasoso nao ¢ assimilado pela grande
maioria dos seres vivos, ele precisa ser convertido a uma forma
biologicamente ativa. O processo responsavel por essa conversdo é
conhecido como fixacdo e ¢ realizado por microrganismos procariotos
que podem ser encontrados na natureza em forma livre (ex. Azotobacter,
Beijerinckia e Clostridium) ou em associag@o simbidtica com as raizes de
plantas leguminosas (ex. Rhizobium, Frankia e Bradyrhizobium).

A amonia, além de ser um produto do processo de fixagdo,
também pode ser obtida através da amonificacdo. Neste processo, os
grupamentos amina dos aminoacidos presentes em células mortas ou nos
dejetos de animais sdo removidos e convertidos em amonia através da
acdo de bactérias e fungos decompositores (BERNHARD, 2010). Em
contrapartida, o consumo da amonia ocorre nas etapas de assimilagdo e
nitrificacdo. Na assimilagdo o NH3 atua como substrato para enzimas da
propria célula na formagdo das proteinas que fazem parte da estrutura
celular. Na nitrificacdo, que ocorre em condi¢des aerdbias, a amonia &
convertida a nitrito (NO>") pela acdo das bactérias oxidadoras de amonia
(BOA) e, em seguida, o NOy ¢ oxidado a nitrato (NO3") pela acédo das
bactérias oxidadoras de nitrito (BON).
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Por fim, o nitrato, formado na nitrificagdo, é usado como aceptor
final da cadeia de elétrons em condigdes anoxicas por algumas bactérias
heterotroficas, como as do género Pseudomonas. Esse processo ¢
conhecido como desnitrificagdo e tem como produto principal o Na,
podendo gerar também outros gases como o NO e N>O, que contribuem
para a destruicdo da camada de ozbnio e para formagdo da chuva acida
(MADIGAN, 2016).

Ao longo dos ultimos anos, importantes pesquisas foram
desenvolvidas a fim de se conhecer melhor o ciclo do nitrogénio e, gragas
a elas, novos processos puderam ser adicionados a este ciclo. Um destes
processos € conhecido como reducdo dissimilatéria de nitrato a amonia
(DRNA) e se distingue do processo assimilatorio por ndo ser afetado pela
concentracdo de amonia e ser regulado pelo oxigénio, ocorrendo em
condi¢cdes anaerobias. Os principais organismos que realizam esse
processo sdo bactérias fermentadoras que competem com as
desnitrificantes pelo nitrato e que sdo favorecidas em condi¢des de razdo
C/N elevadas (TIEDIJE, 1982; TIEDJE, 1988).

O processo Anammox (do inglés, Anaerobic Ammonium
Oxidation), patenteado em 1995 por Mulder e colaboradores, constitui
uma rota alternativa para promover a desnitrificagio em ambiente
anaerobio. Nele, o ion amdnio ¢ oxidado a gés nitrogénio tendo o nitrito
como aceptor de elétrons (MULDER et al., 1995). A reacdo ¢ realizada
por microrganismos autotroficos, preferencialmente bactérias, que
apresentam velocidades de crescimento muito baixas e sdo extremamente
sensiveis, sofrendo inibi¢do na presenga de oxigénio e em concentragdes
de nitrito superiores a 100 mg N-NO,L"! (SCHIMIDELL et al., 2007).

As atividades humanas, como agricultura, pecudria ¢ a queima de
combustiveis fosseis, provocam alteracdes nas fragdes dos compostos
nitrogenados presentes nas diferentes esferas do sistema terrestre e, assim,
modificam significativamente o equilibrio do ciclo do nitrogénio. A
utilizacdo de fertilizantes em excesso para aumentar a produgao agricola,
por exemplo, € capaz de aumentar a concentragdo de compostos
nitrogenados no solo. Uma vez no solo, estes compostos podem ser
transportados para correntes de agua fluvial e subterranea, podendo levar
a eutrofizacdo dos rios, criagdo de zonas anoxicas e alteragdo da biota
aquatica (BERNHARD, 2010). De modo semelhante, a criagdo intensiva
de animais contribui para o desequilibrio do ciclo do nitrogénio devido a
geracgdo de dejetos com elevadas cargas de compostos nitrogenados, dos
quais 90% encontram-se na forma de amonia (LIAO; CHEN; LO, 1995).
A combustdo de combustiveis fosseis, por sua vez, ¢ responsavel pela
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formag@o de 6xidos de nitrogénio que sdo solubilizados em contato com
a agua e retornam a hidrosfera na forma de nitratos (EPA, 1993).

3.4.1 Nitrificacdo no tratamento de efluentes

A nitrificacdo, assim como outras etapas do ciclo do nitrogénio,
pode ser empregada para a remoc¢do de compostos nitrogenados em
plantas de tratamento de efluentes. O processo convencional para
eliminacdo de nitrogénio de aguas residuais compreende uma etapa de
nitrificacdo seguida pela etapa de desnitrificacdo. Deste modo, primeiro
ocorre a oxidagdo do nitrogénio amoniacal a nitrato, na presenca de
oxigénio, por bactérias nitrificantes, seguida pela redu¢do do nitrato a
nitrogénio gasoso em ambiente andxico por bactérias desnitrificantes
(SCHIMIDELL et al., 2007).

A nitrificag@o é entendida como a etapa limitante da remocao de
nitrogénio (SCHIMIDELL et al., 2007). Algumas das razdes para isso sdo
o0 baixo crescimento celular e sua inibi¢do por diversos compostos. Além
disso as condi¢des operacionais como temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e composicdo do meio exercem grande influéncia sobre a
atividade das bactérias nitrificantes (METCALF; EDDY, 2003).

As bactérias nitrificantes sdo estritamente autotroficas e podem
ser divididas em dois grandes grupos: as bactérias oxidadoras de aménia
(BOA) que realizam a etapa de oxidacdo da amonia a nitrito e as bactérias
oxidadoras de nitrito (BON) que oxidam o nitrito a nitrato. Dentre as
BOA:s, o género mais frequente nas estagdes de tratamento de efluentes é
o Nitrosomonas, podendo existir também Nitrosococcus, Nitrosospira,
Nitrosolobus e Nitrosorobrio. Ja entre as BONs as bactérias do género
Nitrobacter sdo as mais comuns, podendo existir também Nitrococcus,
Nitrospira, Nitrospina e Nitrocystis (METCALF; EDDY, 2003;
RITTMANN; MCCARTY, 2001).

As etapas da nitrificacdo foram descritas em termos de
crescimento celular por Henze e colaboradores (1997) e estdo
apresentadas nas Equagdes 1 e 2. A primeira delas, também conhecida
como nitritagdo, ocorre pela acdo das BOAs, enquanto a segunda etapa,
conhecida como nitratacdo, ¢ realizada pelas BONs. Unindo as duas
equagdes ¢ possivel obter a equagdo global para a nitrificagao,
apresentada na Equagio 3.

80,7 NH. + 114,55 0, + 160,4 HCO, ——>

(1)
C.H,NO, +79,7 NO; + 82,7 H,0 + 155,4 H,CO,
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134,5NO; +NH. + 62,25 0, + HCO; + 4 H,CO, ——> o
C.H,NO, + 134,5 NO; +3 H,0

NH; + 1,86 O, + 1,98 HCO; ——>

3

0,02 C,H,NO, + 0,98 NO; + 1,88 H,CO, + 1,04 H,0 ©)

Observa-se, pelas equacdes 1 e 2, que nas duas etapas ha geragdo
de ions H* (expresso na forma do H>CO3) e consumo de alcalinidade
(expresso na forma de HCOz3) levando a queda do pH ao longo do
processo. O consumo de alcalinidade pode ser estimado pela
estequiometria da Equa¢do 3 sendo 11,88 mg NaHCOj;:(mg N-NH4") -!.
Também ¢ possivel calcular o rendimento tedrico de biomassa para a
oxidagdo da amdnia em todo o processo de nitrificagdo. Esse valor ¢é
expresso em funcdo da quantidade de solidos suspensos volateis (SSV)
por nitrogénio amoniacal oxidado (N-NH4*), podendo haver formagao de
0,161 mg SSV-(mg N-NH4")!, dos quais 0,100 mg SSV sdo obtidos
somente na etapa de nitritacao.

Outro fator muito importante que pode ser avaliado a partir destas
equagdes ¢ o consumo de oxigénio. Para o processo de nitrificagdo
completa ha consumo de 4,25 mg O, (mg N-NH4")"! enquanto que para a
etapa de nitritagdo este consumo ¢ reduzido para 3,24 mg O»'(mg N-
NH4")!. Este valor representa uma economia de 25% de oxigénio
consumido no processo, o que justifica o crescente interesse em promover
a oxidagdo da amonia somente até nitrito (SCHIMIDELL et al., 2007).

Durante o processo de nitrificagdo existem diversas variaveis que
devem ser controladas a fim de garantir o bom desempenho das células.
O pH ¢ uma dessas variaveis e seu controle ¢ muito importante por estar
associado ao equilibrio entre as espécies quimicas amdnia livre (NH3) e
amoénio (NH4"), assim como nitrito e acido nitroso. Esses equilibrios sdo
descritos pelas equagdes desenvolvidas por Anthonisen e colaboradores
(1976) (Equagdes 4 ¢ 5).

N-NH. |+| N-NH! |}x10"
[NHs]ZHX ([ 23]44 [ T . :')
14 e( A73 )+10pH

“)
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46 [N-NO; |
14 e(_ZSOO 475°T) x10PH

Sendo [NH3] a concentragdo de amdnia em mg-L-'; [N-NH3] e
[N-NH4'] as concentragdes de nitrogénio amoniacal em mg N-L°;
[HNO:z] a concentragio de 4cido nitroso em mg-L'; [N-NOy] a
concentragdo de nitrito em mg N-L! e T a temperatura em °C.

De acordo com a equagdo 4, o aumento do pH favorece a
presenga da amdnia em sua forma livre (NH3), que é o verdadeiro
substrato da nitrificagdo. No entanto, devido ao seu carater toxico,
principalmente sobre as culturas de BONs, valores de pH superiores a 8,5
podem levar a inibi¢do do processo dependendo da concentracdo de
nitrogénio amoniacal total no meio (SCHIMIDELL et al., 2007). Ao
trabalhar em pH inferior a 7,0 o processo pode ser inibido tanto pela
auséncia de amonia na forma livre quanto pelo favorecimento do HNO,
no equilibrio HNO2/NOy, ja que o HNO, € capaz de inibir a atividade das
bactérias nitrificantes em concentragbes entre 0,22 e 2,8 mg-L’!
(ANTHONISEN et al., 1976). Assim o pH 6timo de operagdo ¢é entre 7,5
e 8,0 METCALF & EDDY, 2003).

Pelas Equacdes 4 e 5 também se observa que ha interferéncia da
temperatura sobre o equilibrio das espécies quimicas. Além disso, a
temperatura tem influéncia direta sobre a velocidade de crescimento
celular, havendo aumento da mesma com o aumento da temperatura.
Como as bactérias nitrificantes sdo, na maioria dos casos, bactérias
mesofilicas, a temperatura ideal de trabalho deve ser entre 28 e 36°C. No
entanto, as BOAs possuem velocidade de crescimento maior que as BONs
em temperaturas elevadas o que torna a temperatura um dos critérios para
selecdo de biomassa dentro do reator (BERNET; SPERANDIO, 2009).

Como ja foi mencionado, as bactérias nitrificantes sdo aerébias
e, portanto, concentragdes baixas de oxigénio dissolvido (OD) podem
limitar o processo de nitrificagcdo. No entanto, a inibi¢do sofrida pelas
BONs devido a baixa concentragdo de OD ¢ mais pronunciada que a
inibicdo sobre as BOAs o que pode levar ao acimulo de nitrito em
condigdes com OD proximo a 0,5 mg-L-! (BERNET; SPERANDIO,
2009).

[HNO, |= ®)

3.4.2 Nitrificacfio parcial no tratamento de efluentes

Conforme ja foi afirmado, a aplicagdo da nitritacdo ou
nitrificagdo parcial nos sistemas de tratamento de efluentes vem ganhando
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destaque nos tltimos anos, especialmente quando se possui um efluente
com elevada concentracdo de amonia. Estes processos visam eliminar a
etapa de nitratacdo, pois assim reduz-se o consumo de oxigénio e de
carbono organico adicionado na etapa de desnitrificagdo, fatores que
representam economia significativa para o processo. No entanto, ao
realizar a nitrificagdo parcial deve-se garantir um processo com alta
eficiéncia de remog¢@o do nitrito, pois este é mais toxico para o meio
ambiente do que o nitrato (SCHIMIDELL et al., 2007).

A principal maneira para eliminar a etapa de nitratagdo ¢ limitar
o crescimento das BONs e para isso diferentes estratégias podem ser
empregadas. Estas estratégias incluem aumento da temperatura, limitagao
do fornecimento de oxigénio e aumento da concentragdo de amonia livre,
que esta associado com o pH do meio (SCHIMIDELL et al., 2007,
BERNET; SPERANDIO, 2009). Os efeitos destas variaveis sobre a
comunidade bacteriana foram discutidos no item 3.4.1. Hellinga e
colaboradores (1998) sugerem que a temperatura seja controlada em
aproximadamente 35°C e o pH entre 8,0 ¢ 8,2 para favorecer o wash-out
das BONs. Para limitar a concentragdo de oxigénio a estratégia mais
empregada e pratica ¢ realizar aera¢do intermitente, ou seja, intercalar
periodos aerados com periodos sem aeragdo (MICHELS, 2016;
PERAZOLLI 2015; BRESSAN, 2012; ZDRADEK, 2005).

Ao trabalhar com a nitrificagdo parcial deve-se atentar para a
elevada sensibilidade das BOAs na presenga de compostos toxicos, pois
isto pode levar a inibigdo do processo. Alguns trabalhos ja relataram que
a presenca de nanomateriais com propriedades antimicrobianas
(MICHELS, 2016; PERAZOLLLI, 2015) e antibidticos (BRESSAN, 2012;
HUGHES, 2013) sdo capazes de inibir a atividade destas bactérias. Em
relacdo a acdo de antibidticos, em especial, as tetraciclinas, ha pouca
informacgao a respeito da inibigdo sobre culturas enriquecidas de BOAs,
sendo mais comum estudos sobre culturas nitrificantes (BOA + BON)
(CAMPOS etal., 2001; KATIPOGLU-YAZAN etal., 2015; CHEN et al.,
2015).
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4 METODOLOGIA

A parte experimental foi estruturada como esta mostrado na
Figura 6. Na primeira etapa foi realizado o cultivo de cada cultura
bacteriana em reatores biologicos. Em seguida estas culturas foram
utilizadas em ensaios de inibicdo na presenca de cada antibidtico,
separadamente e, por fim, foram obtidas a equagdo de inibigdo para cada
experimento a fim de encontrar os valores correspondentes a
concentracdo de antibiotico que inibe 50% da atividade bacteriana (CI-
50).

Figura 6 — Esquema das etapas experimentais executadas neste trabalho.

NH,*, NO,, NOs-, pH,
Morfologia (MEV)

T
Cultivo BOAs TC x BOA

1 TC x

BOA + BON

Monitoramento:
NH,*, NO,, NOy,
pH, OD, SST, SSV

Obtencio da
equacio de
inibi¢io

OTC x BOA

Cultivo
BOAs +BONs

OTCx
BOA + BON

Fonte: Do autor.
4.1 REATORES BIOLOGICOS

Tendo em vista que o objetivo deste trabalho é avaliar a atividade
inibitoria de tetraciclinas sobre as bactérias que atuam na nitrificacao
(BOAs e BONs), foram operados dois reatores de batelada sequencial
(RBS) para producdo de biomassa nitritante e nitrificante. Tais reatores
foram denominados reator NP (abreviacao para “nitrificacdo parcial”) e
reator NT (abreviacdo para “nitrificacdo total”), portanto, o reator NP foi
operado a fim de obter biomassa nitritante e o reator NT para obtengdo de
biomassa nitrificante.
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4.1.1 Reator de nitrificacio parcial (NP)

Visando o crescimento de biomassa nitritante foi operado um
reator RBS cilindrico, de acrilico e confeccionado no LTBR/UFSC com
volume util de 8,0 L (53,0 cm de altura e 17,7 cm de diametro) (Figura
7). A temperatura do reator foi mantida a 32 £ 1°C por meio de um
sistema de recirculagdo de agua na parte externa. Este sistema foi
composto de um banho termostatizado, cujo aquecimento foi promovido
por uma resisténcia (Atman Aquarium Heater, BT-100W) e a recirculagéo
da 4gua mantida por uma motobomba submersa (Sarlo Better®, 520).

A alimenta¢do e o descarte do reator foram realizados com
bombas peristalticas (Masterflex®, L/S com cabecote Easy-load II e
Milan, BP-200). A aeracdo foi em fluxo ascendente utilizando uma
bomba compressora de ar (Big Air®, A420) conectada a uma pedra
porosa por meio de uma mangueira de silicone. Além disso, foi
empregado um agitador de pas (Dist, 930) para manter as células em
suspensdo e melhorar a transferéncia de oxigénio. Uma vez que o agitador
nao possuia display para a indicagdo da velocidade de rotacdo, nédo foi
possivel afirmar a velocidade exata aplicada ao sistema. A alimentacao,
o descarte, a aeragdo e agitagdo do reator foram automatizados com um
controlador logico programavel (CLP) (Dexter, uDX série 100).

Figura 7 — Esquema representativo do reator para obtencdo de biomassa nitritante.
1: Recipiente de alimentagdo; 2: Bomba de alimentagao; 3: Aerador; 4: Agitador
mecénico; 5: Reator bioldgico com sistema de aquecimento; 6: Bomba de
descarte; 7: Recipiente de descarte; 8: CLP.

4, L

Fonte: Do autor.
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4.1.1.1 Inoculo

Para inocular o reator NP foi utilizada uma biomassa
predominantemente nitritante que estava aclimatada em um reator RBS
de 1,5 L utilizando o mesmo meio de cultura descrito no item 4.1.1.2.
Para preparar o indculo foram retirados 800 mL (10% do volume util do
reator NP) deste reator RBS com uma concentragéo de células igual a 0,63
g SST-L.

Originalmente essas células foram obtidas a partir do
enriquecimento da biomassa de lodos ativados proveniente de uma planta
de tratamento de esgotos sanitarios (CASAN, Florianopolis/SC).

4.1.1.2 Meio de Cultura

Inicialmente, o reator NP foi alimentado com o meio sintético
adaptado por Michels (2016), a partir dos meios propostos por Campos e
colaboradores (1999) e Choi e colaboradores (2008). A composi¢do do
meio estd apresentada nas Tabelas 5 e 6. No entanto, devido ao baixo
crescimento celular observado nos primeiros meses de operagdo, optou-
se por aplicar o meio sintético proposto por Campos e colaboradores
(1999) com algumas modificagdes. As adaptagdes realizadas no meio
foram referentes a concentracao de nitrogénio, que variou de acordo com
a progressdo de carga aplicada nos reatores até alcangar 1 g N-NH4"-L",
e a alcalinidade que foi ajustada para fornecer somente a quantidade
estequiométrica necessaria para a oxida¢do da amonia. A composicao
deste meio utilizada esta apresentada nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 5 — Composi¢@o do meio de cultura inicial

Nutriente Concentragio (g-L™)
(NH4)2SO04 1,4200 —2,3600
KH,PO4 0,2220
Mg(NO3), 0,1347
NaNO; 1,2927
NaHCO; 3,5800 — 5,9600
Solugdo de micronutrientes 0,4444 mL-L"!

Fonte: Michels (2016)
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Tabela 6 — Composi¢ao da solucdo de micronutrientes inicial

Nutriente Concentragio (g-L7)
Ca(NO:3), 8,1908
FeCl,-4H,O 3,5684
MnSO4-H,O 4,3214
((NH4)6M07)24‘4H20 1,1000

CuSOq4 1,0036

ZnS0O4 7H,0O 22,7599
Co(NO3),-6H,0 1,9693

Fonte: Michels (2016)

Tabela 7 — Composi¢do do meio de cultura

Nutriente Concentragio (g-L™)
NH.C1 0,9552 -1,9104
(NH4)2SO4 1,1798 —2,3596
KH,PO4 0,2222
MgS0O,-7H,0 0,2239

NaCl 0,8889
NaHCO; 5,9633 — 11,9266
Solugdo de micronutrientes 0,4444 mL-L"!

Fonte: Adaptado de Campos et al (1999)

Tabela 8§ — Composi¢ao da solu¢do de micronutrientes

Nutriente Concentragio (g-L7)
EDTA 50,00

ZnSO4 TH,O 22,00
CaCl,-2H,O 7,34
MnC12‘4H20 5,06
FGSO4'7H20 4,99
((NH4)6M07)24'4H20 1, 10
CuSO4-5H20 1,57
CoCly-6H,O 1,61

Fonte: Vischniak; Santer (1957)
4.1.1.3 Partida e operagdo do reator

A partida do reator foi baseada na progressdo da vazdo de
alimentacdo e consequentemente na progressdo da carga amoniacal
aplicada ao sistema. Para tanto, apos a inoculagéo, foi adicionado o meio
de cultura com concentragio de aménia igual a 300 mg N-NH4"-L! e uma
vazdo inicial de 0,4 L-dia'!, que era aumentada de acordo com o
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decaimento de amodnia dentro do reator. O descarte ndo foi realizado até
que o volume do reator chegasse a 8,0 L.

No 14° dia de operagdo, quando a vazdo era de 0,8 L-dia’!, foi
alcangado o volume util do reator e entdo a bomba de descarte foi
acionada com uma vazao igual a vazdo de alimentagdo. A partir desse dia
a progressdo de carga foi feita tanto pelo aumento de concentracdo de
substrato no meio quanto pela diminuicdo do TRH, para aclimatar a
biomassa a condigdo de elevada concentragdo de amdnia encontrada no
tratamento de efluentes da suinocultura.

Como mencionado anteriormente, foi utilizado um CLP para
controlar os periodos de alimentagdo, descarte e aeragdo. Assim, o
sistema foi operado em 3 ciclos, cada um com duracdo de 8 h, das quais
7 h foram destinadas a reago e 1 h para decantacdo da biomassa (40 min)
e descarte (20 min). Durante o periodo de reacéo, a cada 1 h, o reator foi
aerado por 15 min e deixado em anaerobiose por 45 min (Figura 8). Essa
estratégia foi usada para limitar a disponibilidade de oxigénio dissolvido
dentro do reator e por consequéncia inibir o crescimento das BONSs, o que
reduziu a oxidacao de nitrito a nitrato (ZDRADEK, 2005).

Além disso, a alimentagao do reator foi distribuida ao longo ciclo
e realizada em conjunto com a aeragdo (Figura 8). Esse artificio foi
empregado por dois motivos: evitar a auséncia de amonia ao final do ciclo
e reduzir a perda de alcalinidade. A auséncia de amonia poderia levar ao
aumento da concentracdo de OD e, se esta fosse mantida assim por um
tempo maior que o previsto pela distribuicdo da aeragdo, acarretaria no
crescimento de BONs dentro do reator. Em relagdo a alcalinidade, que foi
adicionada na forma de bicarbonato de sddio, a sua adi¢do somente no
inicio do ciclo provocaria o stripping de CO, durante as aeragoes iniciais,
levando a perda de alcalinidade e a uma grande variagao do pH dentro do
reator (BRESSAN, 2012).

Figura 8 — Esquema da configuracao dos ciclos operacionais do reator NP.
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Fonte: Do autor.
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A idade do lodo nédo foi controlada durante a operagdo do reator,
havendo remocao de biomassa apenas para realiza¢ao dos testes cinéticos.
As condi¢des operacionais do reator NP estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Condi¢des operacionais do reator NP

Parimetro Condicdo empregada
Volume (L) 8,0

Vazio (L-dia!) 0,4-3,0

TRH (dia) 5,0-2,7
Concentragdo do substrato (mg N-NH,"- L) 300,0 — 1.000,0

Carga (mg N-NH,"-L!-dia™) 60,0 - 375,0

Agitacdo Mecanica

Aeragdo (min-h! de reagdo) 15,0

4.1.1.4 Monitoramento do reator NP

O monitoramento do reator foi baseado na quantificacdo da
biomassa, dos ions amoénio, nitrito e nitrato e pH. A concentragdo de
biomassa foi determinada mensalmente pelas analises de SST e SSV
(item 4.3.4). As analises de concentracdo de nitrogénio nas formas NHy*,
NOy, NOs foram realizadas 3 vezes por semana por meio das
metodologias descritas nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3, respectivamente. A
medi¢do do pH foi feita diariamente utilizando um pHmetro portatil
(Hanna®, HI 98190) sendo corrigido com solugdes de HCI 2,5% p/p ou
NaOH 2,5% p/p, quando necessario. A medi¢cdo do OD foi feita com um
oximetro portatil (WTW®, Oxi 340/SET), de modo intermitente.

4.1.2 Reator de nitrificacio total (NT)

O reator NT foi operado visando o crescimento de bactérias
nitrificantes (BOA + BON). O sistema operacional deste reator foi similar
ao do reator NP, havendo alteracdo somente no dimensionamento do
reator e no sistema de agitagdo, portanto, também pode ser representado
pela Figura 7. Foi utilizado um reator cilindrico e de acrilico
confeccionado no LTBR/UFSC com volume 1til de 5,0 L (26,0 cm de
altura e 17,7 cm de didmetro). A temperatura foi mantida a 30 £ 1°C
através de um sistema de recirculagdo de dgua na parte externa, igual ao
utilizado no reator NP contendo uma resisténcia (Atman Aquarium
Heater, BT-100W) e uma motobomba submersa (Sarlo Better®, 520).

A alimenta¢do e o descarte do reator foram realizados com
bombas peristalticas (Masterflex®, L/S com cabecote Easy-load II e
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Milan, BP-200). A aeragdo foi em fluxo ascendente utilizando uma
bomba compressora de ar (Big Air®, A420) conectada a uma pedra
porosa por meio de uma mangueira de silicone. Além disso, foi
empregado um agitador magnético (IKA®, C-MAG HS 7) com
velocidade de rotagdo igual a 200 rpm para manter as células em
suspensdo. A alimentagdo, o descarte, a aeracdo ¢ agitagdo do reator
foram automatizados com o mesmo CLP do reator NP (Dexter, uDX série
100).

4.1.2.1 Inoculo

O reator NT foi inoculado com biomassa proveniente do reator
NP. Apesar deste reator conter principalmente biomassa nitritante, as
BONS ainda estdo presentes no reator NP, porém com atividade reduzida,
e assim as condi¢des empregadas na operagdo do reator NT sdo capazes
de reestabelecer o crescimento das BONs. Para preparar o indculo foram
retirados 500 mL do reator NP (10% do volume util do reator NT) que no
momento estava com concentragio celular igual a 0,77 g SST-L!.

4.1.2.2 Meio de cultura

O meio de cultura usado para o crescimento das bactérias no
reator NT foi o mesmo usado no reator NP ap6s a mudanga para o meio
proposto por Campos e colaboradores (1999) com as mesmas
modificagdes. A composi¢ao deste meio estd apresentada nas Tabelas 7 e
8.

4.1.2.3 Partida e operacao do reator

Assim como no reator NP, a partida do reator NT foi baseada na
progressdo da carga amoniacal aplicada ao sistema. Para tanto, apos a
inoculagdo, foi adicionado o meio de cultura com concentragdo de amonia
igual a 500 mg N-NH4"L!' e uma vazdo inicial de 0,5 L-dia’!, que foi
aumentada de acordo com o decaimento de amonia dentro do reator. O
descarte ndo foi realizado até que o volume do reator chegasse a 5,0 L.

No 6° dia de operagdo, quando a vazdo era de 1,0 L-dia™!, foi
alcangado o volume util do reator e entdo a bomba de descarte foi
acionada. A partir desse dia a progressao de carga foi feita tanto pelo
aumento de concentragdo de substrato no meio quanto pela diminuigido
do TRH para aclimatar a biomassa a elevada concentragdo de amonia
caracteristica dos efluentes da suinocultura.
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Por utilizar o mesmo CLP empregado no reator NP, o sistema foi
operado em 3 ciclos, cada um com duragdo de 8 h, sendo 7 h de reagdo e
1 h para decantagdo da biomassa (40 min) e descarte (20 min). A principal
diferenca entre os dois reatores foi o emprego de aeragdo continua durante
o periodo de reagdo no reator NT (Figura 9). Esse artificio foi empregado
para garantir o fornecimento de oxigénio necessario para promover o
crescimento das BONs. A alimentag@o também foi distribuida ao longo
do ciclo, de modo que, durante 1h de reagdo o reator era alimentado por
15 min a fim de reduzir a perda de alcalinidade ao longo do ciclo
(BRESSAN, 2012).

Figura 9 — Esquema da configuracdo dos ciclos operacionais do reator NT.
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Fonte: Do autor.

A idade do lodo nao foi controlada durante a operacdo do reator,
havendo remogao de biomassa para realizagdo dos testes cinéticos ou para
manutengdo da nitrificagdo completa. As condi¢cdes operacionais do
reator NT estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 — Condigdes operacionais do reator NT

Parimetro Condicdo empregada
Volume (L) 5,0

Vazio (L-dia!) 0,5-4,0

TRH (dia) 5,0-1,0
Concentracdo do substrato (mg N-NH,™-L") 500,0 — 1.000,0

Carga (mg N-NH,"-L!-dia™) 100,0 — 800,0
Agitagdo Magnética

Aeracgdo Continua

4.1.2.4 Monitoramento do reator

O reator NT foi monitorado em relacdo as mesmas variaveis do
reator NP, a saber: concentracdo de biomassa, dos ions amonio, nitrito e
nitrato, OD e pH. A concentragio de biomassa era determinada
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mensalmente pelas analises de SST e SSV (item 4.3.4). As analises de
concentracdo de nitrogénio nas formas NH4" ¢ NOs foram realizadas 3
vezes por semana por meio das metodologias descritas nos itens 4.3.1 e
4.3.3, respectivamente, ja 0 NO; foi medido uma vez por semana, salvo
quando havia aumento do mesmo no reator. A medi¢do de pH foi feita
diariamente utilizando um pHmetro portatil (Hanna®, HI 98190) sendo
corrigido com solugdes de HCI 2,5% p/p ou NaOH 2,5% p/p, quando
necessario. O OD também foi medido diariamente utilizando um
oximetro portatil (WTW®, Oxi 340/SET).

42 ENSAIOS DE INIBICAO EM BATELADA SOBRE AS
CULTURAS BACTERIANAS

Para realizar os ensaios de inibi¢do optou-se por trabalhar com a
tetraciclina (C22H24N20s) e a oxitetraciclina (C22H24N20yo), que sdo os
antibidticos do grupo das tetraciclinas mais consumidos para o uso
veterinario (DAGHRIR; DROGUI, 2013) e por serem encontrados nos
efluentes em concentracdes elevadas quando comparados aos demais
compostos deste grupo (Tabela 4). Estes ensaios foram realizados a fim
de identificar os efeitos de curta exposi¢do destes dois antibioticos sobre
culturas nitritantes e nitrificantes, bem como a concentragdo capaz de
inibir a atividade destas bactérias em 50% (CI-50).

A tetraciclina e a oxitetraciclina utilizadas neste experimento
foram adquiridas pela Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha) na forma
de hidrocloretos, C22H24N20g-HCI e C2oH24N>O9-HCl, respectivamente,
com qualidade HPLC (grau de pureza maior ou igual a 95%).

Os ensaios foram realizados em erlenmayers aletados com
volume de reacdo de 200 mL. A estes foram adicionadas diferentes
concentracdes dos antibidticos (Tabelas 11 e 12) e mantidos sob agitacao
a 200 rpm por 12 horas em shaker orbital (Tecnal ®, TE-420). Cada
erlenmayer foi inoculado com 0,5 g SSV-L-! de biomassa nitritante ou
nitrificante utilizando o mesmo meio de cultivo dos reatores, cuja tnica
alteracdo foi a concentragdo de amonia, que foi reduzida para 200 mg N-
NH4*-L-!, assim como a concentra¢do de bicarbonato que foi reduzida
proporcionalmente. O tempo de durag@o da cinética e a concentracao de
N-NH4" foram estabelecidos com base em ensaios prévios. O pH foi
ajustado para 7,5. A temperatura foi mantida de acordo com a que foi
estabelecida para o crescimento das células, ou seja, 32 + 1°C nos ensaios
com biomassa nitritante e 30 £ 1°C nos ensaios com biomassa nitrificante.
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Tabela 11 — Concentragdo de antibidtico utilizada nos ensaios com biomassa
nitritante.

Ensaio Tetraciclina (mg-L™") Oxitetraciclina (mg L)
0 0 0

1 3 10

2 30 50

3 100 300

4 200 600

5 300 1200

6 400 1400

7 500 -

Tabela 12 — Concentra¢do de antibidtico utilizada nos ensaios com biomassa
nitrificante.

Ensaio Tetraciclina (mg-L™") Ocxitetraciclina (mg L)
0 0 0

1 100 100

2 250 500

3 500 1000

4 750 1500

5 1000 2000

Para o estudo cinético foram retiradas aliquotas de 6 mL a cada
2 horas a fim de acompanhar o consumo de aménia, assim como a
produgdo de nitrito e nitrato. Primeiramente, as amostras foram
submetidas a centrifugacgao por 10 min a 10.000 g (Centrifuga Eppendorf,
5804R) para sedimenta¢do da biomassa suspensa. Em seguida, foi feita a
extragdo dos antibidticos utilizando um sistema para extracdo em fase
solida com cartuxos HLB® 3 cc (Oasis, Waters) para ndo haver
interferéncia nas analises devido a coloragdo da solugdo com o
antibiotico. As analises para determinacdo da amonia, nitrito e nitrato
estdo descritas nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3. Ao final dos ensaios foram
retiradas aliquotas de 10 mL para realizar o estudo da morfologia em
microscopio eletronico de varredura (MEV), cuja metodologia esta
descrita no item 4.2.2.

4.2.1 Calculo da inibicao
A inibi¢do sofrida pelas culturas de bactérias na presenga dos

antibioticos foi calculada com base no consumo de amoénia e seu calculo
esta descrito na Equacéo 6:
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. I‘N-NHX 0 rN.NH} il 100% ©)
rN-NH} 0

Na qual,

I é a inibi¢do em porcentagem;

rN-NH; o ¢ a velocidade maxima de consumo de amonia do ensaio

de controle (sem adigdo de antibidtico) (mg-L!-h1);

T ¢ a velocidade maxima de consumo de amonia do ensaio
NH,

contendo o antibidtico (mg-L!-h!).

As velocidades de consumo de aménia foram obtidas a partir dos
dados experimentais ajustados pelo método de minimos quadrados
ponderados. Esse método se aplica a conjuntos de dados com variancia
heterogénea e permite melhor ajuste dos dados. A velocidade de consumo
de amonia foi calculada a partir da tangente da reta entre dois pontos
consecutivos, como mostra a Equacédo 7:

[ N-NH; ] - [ N-NH; |

il G

rN-NHI - At @

Na qual,

[N-NHZ ]1 ¢ a concentra¢do de amonia do ensaio no tempo t =
i1 (mg-L71);

[N—NHZ l ¢ a concentragdo de amonia do ensaio no tempo t = t;
(mg-L1);

At é o intervalo de tempo t; - t;.; (h).
Por fim, a velocidade de maxima de consumo ¢ aquela referente
a tangente de maior inclinagdo, ou seja, com maior consumo de amdnia.

4.2.2 Microscopia eletronica de varredura

A andlises micrograficas foram realizadas no microscopio
eletronico de varredura JEOL JSM-6390LV pertencente ao Laboratorio
Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de
Santa Catarina.

As amostras foram preparadas a partir de uma adaptacdo da
metodologia descrita por Ferreti (2009), inicialmente proposta por Nation
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(1983) e adaptada por Varesche e colaboradores (1997). Primeiramente
as amostras de 10 mL foram centrifugadas a 7.500 rpm por 15 min a fim
de obter um pellet homogéneo. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e
adicionada uma solug@o de tampdo fosfato 0,1 M pH 7,3 e glutaraldeido
(97,5:2,5 v/v) em volume entre 5 a 8 vezes superior ao volume do pellet.
As amostras foram acondicionadas a 4,0°C por 12 horas, para ocorrer a
fixacdo das células. Apos esse periodo iniciou a lavagem das células com
tampao fosfato 0,1 M pH 7,3. O volume de solugdo também foi entre 5 e
8 vezes superior ao volume do pellet. As amostras foram deixadas em
contato com a solug@o por 30 min e o procedimento foi repetido 3 vezes.
A desidratagdo ocorreu logo em seguida com adi¢do gradual de etanol 50,
70, 80, 90 e 95%, cada uma por 10 min. Em seguida foi adicionado etanol
100%, que foi repetido 3 vezes.

No LCME foi realizada a segunda fixacao das células, agora em
fita de carbono dupla face com adi¢do de hexametildisilazano (HMDS)
sobre a amostra fixada. Entdo procedeu-se a secagem a 30°C por 2h
seguida pelo recobrimento das amostras com ouro para andlise no
microscopio.

4.2.3 Interferéncia da composicio do meio sobre a tetraciclina

Sabe-se que a tetraciclina € um composto de baixa estabilidade e
que as condi¢des empregadas nos ensaios cinéticos como o pH e a
temperatura podem influenciar na sua degradagdo. Assim, com o intuito
de investigar se algum dos componentes do meio ou das condi¢des do
processo poderiam provocar altera¢des na tetraciclina foram preparadas
diferentes solugdes contendo o antibidtico e o meio de cultura usado nos
experimentos. A composi¢do de cada solucdo estd descrita na Tabela 13.
As solucdes foram mantidas a 30°C por 8 h. Em seguida foi feita a
varredura das amostras de 190 a 780 nm em espectrofotometro (HACH,
DR 5000).

Tabela 13 — Composicao das solugdes. TC: tetraciclina.

~ TC . N-NHs*  NaHCO3
Solug¢do (mg-L) Meio (mg-L") (@1 H
1 300 Nio 0 0,00 2,8
2 300 Sim 200 0,00 33
3 300 Sim 100 1,20 -
4 300 Sim 200 0,00 7,6*
5 300 Sim 200 2,39 7,5

*pH corrigido com KOH.
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43 DETERMINAGOES FiSICO-QUIMICAS
4.3.1 Determinacio de nitrogénio amoniacal

A determinag@o de nitrogénio amoniacal (N-NH4") foi realizada
de acordo com o método proposto por Nessler e descrito por Vogel
(2002). O reagente de Nessler ¢ uma solugdo alcalina de tetraiodo-
mercurato (IT) de potassio. E preparada a partir da dissolugio de 100 g de
iodeto de mercurio (II) e 70 g de iodeto de potassio em 100 mL de 4dgua,
que em seguida ¢ adicionada a 700 mL de uma solugdo contendo 160 g
de hidroxido de sodio e entdo avolumada para 1.000 mL. Quando uma
solugdo contendo amdénia reage com o reagente de Nessler forma um
composto de coloragdo laranja-amarronzada (Equagio 8), que pode ser
quantificado por espectrofotometria a um comprimento de onda de 525
nm. A faixa de trabalho desta analise varia de 1 a 20 mg N-NH,"L!.

2K, (Hgl,) +2NH,—> NH,Hg,I, +4KI+NH,I  (8)

Para a andlise, foram utilizados 5 mL de amostra previamente
diluida aos quais foram adicionados 100 pL do reagente de Nessler.
Esperou-se 10 min e entdo foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro (HACH, DR 5000).

4.3.2 Determinacao de nitrito

Para determinar a fracdo de nitrogé€nio presente na forma de
nitrito (N-NOy") foi usado o kit comercial NitriVer 2 (HACH). Esta
analise esta identificada no catalogo do fabricante como método 8153.
Ela estd baseada na redugdo de nitrito a 6xido nitroso na presenca de
sulfato ferroso em um meio acido. Quando os ions de ferro sdo
combinados com o 6xido nitroso ¢ formado um complexo marrom-
esverdeado que ¢ diretamente proporcional a concentragdo de nitrito na
amostra e cuja absorbancia pode ser medida em espectrofotometro a 585
nm. A faixa de trabalho deste método € de 0 a 250 mg N-NO> L.

Para realizagdo da analise foram seguidas as recomendagdes do
fabricante. Primeiramente foram adicionados 10 mL de amostra a um
tubo com tampa de rosca e entdo foi adicionado todo o conteudo de um
pacote de NitriVer 2. O tubo foi fechado e agitado vigorosamente até que
todo o reagente estivesse diluido, entdo esperou-se 10 min para realizar a
leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (HACH, DR 5000).



72

4.3.3 Determinacio de nitrato

A fragdo de nitrogénio presente na forma de nitrato (N-NO3") foi
determinada de acordo com o método descrito por Cataldo e
colaboradores (1975). Este método esta baseado na complexacdo do 4cido
salicilico pelo ion nitrato em meio acido, que forma uma coloracao
amarelada ao aumentar o pH para 12,0. Essa coloragdo ¢ proporcional a
quantidade de nitrato presente na amostra, podendo ser medida em
espectrofotdmetro a 410 nm. Esse método possui uma faixa de trabalho
de 1 a 70 mg N-NO,-L-'.

Para a analise, foi adicionado 0,2 mL de amostra em um tudo de
ensaio e entdo acrescentado 0,8 mL de uma solugdo de acido salicilico em
acido sulfurico a 5% (p/v). Esperou-se 20 min para completar a reagdo e
entdo foram adicionados 19 mL de NaOH 2N. Apoés as amostras esfriarem
até a temperatura ambiente foi feita a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro (HACH, DR 5000).

4.3.4 Determinacdo dos solidos suspensos totais (SST), sdlidos
suspensos volateis (SSV) e solidos suspensos fixos (SSF)

A concentracdo de células foi medida em relacdo a concentracio
de so6lidos nos reatores. Primeiramente foi quantificada a concentragdo de
SST conforme o método gravimétrico descrito por Zdradek e
colaboradores (2006). Foram coletados 20 mL de amostra dos reatores
que foi filtrada em membrana de acetato de celulose com poro de 0,45
pum previamente seca em micro-ondas a 180 watts por 15 min e pesada.
Apds a filtragdo a membrana, agora com a biomassa, foi submetida a
secagem sob as mesmas condigdes, resfriada em dessecador e pesada. A
concentracdo de SST foi determinada pela diferenca de peso da
membrana antes e depois da filtragao.

As analises de SSV e SSF foram realizadas utilizando as
amostras provenientes da analise de SST conforme descrito em Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).
As amostras foram colocadas em cadinhos previamente calcinados em
mufla a 550 °C por 30 min, resfriados em dessecador ¢ pesados. Em
seguida as amostras foram calcinadas sob as condi¢des ja descritas e o
processo foi repetido até obter peso constante. A concentragdo de SSF foi
determinada por gravimetria, ja o SSV foi determinado pela diferenca
entre SST e SSF.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTABELECIMENTO E MONITORAMENTO DOS REATORES
PARA CRESCIMENTO DE BIOMASSA

5.1.1 Reator de nitrificacdo parcial (NP)

O reator de nitrificagdo parcial foi operado durante 393 dias com
progressdo de carga iniciando em 60 até 375 mg-L-'-dia"!. Durante este
periodo foi possivel observar que as estratégias adotadas para o
estabelecimento ¢ a manutencdo de uma biomassa nitritante foram
eficientes, de modo que a partir do 23° dia de operacao ja foi possivel
observar acimulo de nitrito no reator, o qual se manteve até o final. Até
0 136° dia de operacdo do reator foi observado um crescimento celular
muito baixo. A concentragdo de células durante este periodo variou de
0,1100 g SSV-L"! no 30° dia até 0,3425 g SSV-L-! no 120°, razio pela
qual optou-se por modificar o meio de cultura no 136° dia, tendo em vista
que o principal objetivo operacional deste reator era a obtengdo de
biomassa. A partir de entdo, houve crescimento consideravel de células,
alcangando a concentragdo maxima de 1,4150 g SSV-L! no 337° dia. A
Figura 10 mostra a variacdo de algumas das variaveis do processo durante
o periodo de operacdo do reator NP.

A definigdo dos periodos aerébios e anaerobios em 15 e 45 min
(item 4.1.1.3, p. 62), respectivamente, foi capaz de limitar a
disponibilidade de oxigénio dentro do reator ao longo do ciclo. Durante a
aeragdo foram registrados valores de OD entre 1,5 € 2,9 mg-L"!' que eram
reduzidos para, em média, 0,8 mg-L"!' logo nos primeiros minutos apos a
interrupcdo da aeracdo, indicando o inicio da fase anoxica.

A distribuicdo da alimentacdo ao longo do ciclo também
alcangou o resultado esperado. Nao foram observadas variagdes bruscas
no pH durante a operacao do reator, sendo mantido, em grande parte do
tempo, entre 7,2 e 8,0. Apesar de ser recomendado que se trabalhe com
pH superior a 8,0 para estabelecimento de uma cultura nitritante
(HELLINGA et al, 1998), os valores de pH inferiores a 7,5,
principalmente apdés o 200° dia de operagdo, ndo interferiram
negativamente no processo e a concentracdo de nitrato manteve-se
proxima de zero (Figura 10). A aménia esteve presente em baixas
concentracdes ao final dos ciclos operacionais, porém, mesmo assim, a
atividade das BONSs no reator manteve-se baixa. Estes resultados indicam
que os principais fatores responsaveis pela limitagao do crescimento de
bactérias nitratantes foram a aeragdo intermitente e a temperatura.
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Figura 10 — Concentra¢do das formas nitrogenadas e pH durante o periodo de
operagao do reator NP. As linhas vermelhas indicam os dias de retirada de células
para realizac@o dos ensaios cinéticos.
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Fonte: Do autor.

E possivel observar que o reator alcangou boa eficiéncia de
conversdo de amonia, superior a 85%, em mais da metade do tempo de
operagdo do reator. No entanto, foram verificados periodos com queda
significativa da eficiéncia de conversdo da amonia. Entre os dias 143 e
153 a eficiéncia foi reduzida a 40% devido ao baixo fornecimento de
oxigénio durante a aeragdo provocado pelo entupimento da pedra porosa.
Apds o aumento da concentragdo de alimentag@o de nitrogénio amoniacal
para 1.000 mg N-NH4*-L"!, foi verificado um constante aumento na
concentracdo de amonia no efluente do reator entre os dias 255 e 267 ¢
optou-se por reduzir a concentragdo da alimentagdo para 750 mg N-
NH, L.

Analisando todo o periodo operacional do reator NP ¢ possivel
dizer que a biomassa nitritante ¢ estavel e adaptada a cargas elevadas de
nitrogénio amoniacal (337,5 mg N-NH4"-L'!-dia!). De acordo com
Bressan (2012), um processo estavel resulta em maior diversidade
biologica e estabilidade em relagdo a composig¢do das espécies, fatores
que sdo favoraveis para a realizag@o de ensaios cinéticos de atividade.
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5.1.2 Reator de nitrificacio total (NT)

O reator de nitrificagdo total foi operado durante 268 dias com
progressdo de carga de 100 até 800 mg-L'-dia'. De modo geral foi
possivel obter uma cultura de bactérias enriquecida em biomassa
nitrificante (BOA+BON) com boa eficiéncia de conversdo de nitrogénio
amoniacal. O principal desafio para manutengdo da biomassa nitrificante
foi o crescimento excessivo de biomassa (méaximo de 2,39 g SSV L) que
provocava o entupimento das pedras porosas e consequentemente
restringia o fornecimento de oxigénio no reator, que caia de valores entre
4 ¢ 5 mgL!' para 1 mg'L'!. Com a finalidade de reduzir este
comportamento, constantemente era feita a remogao de 100 a 250 mL de
meio homogéneo do reator e feita a limpeza das pedras porosas,
ocorrendo a troca das mesmas sempre que necessario. Uma vez que o
fornecimento da acragdo era estabilizado, o reestabelecimento das BONs
era alcangado em poucos dias. O periodo critico de operagao foi entre os
dias 164 e 195, quando houve uma avaria no espectrofotdmetro do
laboratério o que impossibilitou a leitura em tempo real das concentracdes
das formas nitrogenadas no reator NT. Durante este periodo, mesmo com
medigdo diaria de pH e OD, ocorreu acimulo de nitrito no reator,
condi¢do que se prolongou por alguns dias. Entdo, no 227° dia optou-se
por remover grande parte das células presentes no reator
(aproximadamente 3 L de meio), trocar mais uma vez as pedras porosas
e reduzir a carga aplicada ao reator de 600,2 para 400,0 mg N-NH4"L-
I-dia’l. Apos 27 dias verificou-se que a conversdo completa de nitrito a
nitrato, condi¢do que foi mantida até o desligamento do reator. A Figura
11 mostra a variacdo de algumas das variaveis do processo durante o
periodo de operagdo do reator NT.

Apesar dos problemas relacionados a conversdo de nitrito a
nitrato, o processo apresentou elevada eficiéncia de conversdo de amonia.
Durante os dias 251 e 268 (periodo de estabilidade quando foram
realizados os ensaios cinéticos) foi alcancada uma conversdo média de
86,04% de nitrogénio amoniacal em nitrato, indicando que a microbiota
utilizada nos experimentos estava em regime estavel e adaptada as altas
concentracdes de nitrogénio amoniacal aplicadas na alimentagao.
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Figura 11 — Concentragao das formas nitrogenadas durante o periodo de operagao
do reator NT. As linhas vermelhas indicam os dias de retirada de células para
realizacdo dos ensaios cinéticos.
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5.2 EFEITO DOS ANTIBIOTICOS SOBRE A ATIVIDADE DAS
CULTURAS BACTERIANAS

5.2.1 Efeito da tetraciclina sobre as culturas bacterianas

Para estes testes, as amostras de biomassa nitritante, retirada do
reator NP, e nitrificante, do reator NT, foram expostas, separadamente, a
diferentes concentragdes de tetraciclina por 12 h. Os resultados dos
ensaios cinéticos encontram-se nos Apéndices A e B. A Figura 12 mostra
o perfil de consumo de nitrogénio amoniacal para diferentes
concentracdes de tetraciclina testadas em cada comunidade bacteriana.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 12), € evidente que
ambas culturas sdo afetadas pelo antibidtico, pois ha redugio significativa
do consumo de aménia com o aumento da concentragdo de tetraciclina.
No entanto, é possivel perceber que essas culturas sdo afetadas em niveis
distintos. Quando a biomassa nitritante foi exposta a 500 mg-L! do
antibidtico a conversdo de nitrogénio amoniacal, que era de 90% na
amostra controle (sem tetraciclina), foi reduzida para 9%. J& no ensaio
utilizando a biomassa nitrificante com a mesma concentracdo de
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antibiodtico a conversao foi de 45%, enquanto no controle houve consumo
total de amdnia em um tempo inferior a 12 h.

Figura 12 — Concentraggo de nitrogénio na forma de amonio (N-NH4") em fungéo
do tempo para distintas concentragdes de tetraciclina em bactérias (a) nitritantes
e (b) nitrificantes.
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Ao final do experimento realizado com as bactérias nitritantes,
como era esperado, nao houve producdo expressiva de nitrato em nenhum
dos ensaios, 0 que comprova, mais uma vez, que a cultura obtida no reator
NP era enriquecida em BOAs (Figura 13).
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Figura 13 — Concentragdo (mg-L!) das formas nitrogenadas em fungdo do tempo
(h) nos ensaios cinéticos de exposi¢do das bactérias nitritantes a tetraciclina
(mg-L"): (a) 0; (b) 3; (c) 30; (d) 100; (e) 200; (f) 300; (g) 400 e (h) 500.
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Para a cultura nitrificante (Figura 14), os perfis de concentrago
das formas nitrogenadas nitrito e nitrato foram bem distintos entre si. Em
todos os ensaios, com exce¢do do que foi realizado com 100 mg-L! de
tetraciclina, foi observado um nitido acumulo de nitrito com posterior
formacao de nitrato, e inclusive nos ensaios com elevadas concentragdes
de antibidtico, foi possivel observar que todo o nitrito produzido foi
consumido pelas BONs, o que ¢ um indicativo da menor sensibilidade
destas bactérias a tetraciclina. O fendmeno observado no ensaio com 100
mg-L-!' de antibidtico, no qual a concentragio final de nitrito foi a maior
obtida nos ensaios (135 mg-L") enquanto a de nitrato foi 19 mg-L"!, pode
ser melhor compreendido quando sdo analisadas as velocidades de
consumo de amdnia ao longo do tempo. Em todos os ensaios observou-
se que enquanto a velocidade de consumo de amdnia aumentava ou estava
proxima a 20 mg N-NHs"L'!-h! a produgdo de nitrato era quase
imperceptivel. Porém, a medida que essa diminuia, a producao de nitrato
aumentava alcancando suas velocidades maximas de formagdo. Outra
hipétese para justificar esse comportamento seria a inibicdo das BONs
pelo nitrito; nos demais ensaios, o consumo do nitrito pelas BONs néo
permitiu seu acimulo durante o experimento. Assim, a baixa producao de
nitrato observada nesse ensaio nado seria considerada uma inibi¢do das
BONSs pela tetraciclina, mas sim uma consequéncia da velocidade de
consumo de amonia ou da concentra¢do de nitrito que estavam altas ao
final das 12 h.
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Figura 14 — Concentragdo (mg-L!) das formas nitrogenadas em fungdo do tempo
(h) nos ensaios cinéticos de exposi¢cdo das bactérias nitrificantes a tetraciclina
(mg-L1): (a) 0; (b) 100; (c) 250; (d) 500; (e) 750 e (f) 1.000.
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Fonte: Do autor.

O caélculo da inibicdo e consequente identificacdo do CI-50,
concentracdo de antibidtico que inibe a atividade bacteriana em 50%, foi
baseado nas velocidades de consumo de amdnia em virtude da formacgdo
de diferentes produtos nos experimentos e da velocidade de producao de
nitrato aparentemente depender da velocidade de consumo de amonia.
Além disso, uma vez que o pH durante os ensaios estava constantemente
menor que 8, o risco de arraste de amdnia durante a aeracdo pode ser
desconsiderado (BRESSAN, 2012; MICHELS, 2016). Os percentuais de
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inibicdo para os experimentos com biomassa nitritante e nitrificantes
estdo apresentados nas Tabelas 14 e 15, respectivamente.

Tabela 14 — Velocidades méaximas de consumo de amonia e percentuais de
inibi¢do de diferentes concentragdes de tetraciclina sobre bactérias nitritantes.
Velocidade maxima

TC (mg-LY) Log TC (mg N-NH,"L"h) Inibicao (%)

0 - 23,61 0,00

3 0,48 24,31 -2,95

30 1,48 25,61 -8,47
100 2,00 20,26 14,21
200 2,30 11,07 45,52
300 2,48 11,87 49,75
400 2,60 6,98 64,71
500 2,70 7,52 68,13

TC: tetraciclina

Tabela 15 — Velocidades méaximas de consumo de amonia e percentuais de
inibi¢do de diferentes concentragdes de tetraciclina sobre bactérias nitrificantes.
Velocidade maxima

TC (mg-LY) Log TC (mg N-NH,"L"-h") Inibic¢io (%)
0 - 22,83 0,00
100 2,00 22,93 -0,43
250 2,40 19,44 14,86
500 2,70 13,95 38,87
750 2,88 13,04 42,86
1.000 3,00 11,38 50,17

TC: tetraciclina

Foi observado que o aumento da concentracdo de tetraciclina
provoca o aumento da inibi¢ao sobre a atividadade das duas comunidades,
exceto em concentragdes menores (3 e 30 mg-L-! para bactérias nitritantes
e 100 mg-L! para as nitrificantes), quando o que ocorre, na verdade, é um
estimulo da atividade bacteriana. Este efeito, conhecido como hormese, é
caracteristico a varios antibioticos que apresentam uma relagdo dose-
resposta bifasica, na qual efeitos estimulatérios sdo observados em baixas
concentragdes enquanto altas concentra¢des levam a um efeito inibitorio
(MERLIN; LOUVET; POTIER, 2014). De fato, este efeito ja foi
reportado tanto para a tetraciclina, quanto para microrganismos
nitrificantes expostos a outros antibidticos. Migliore, Rotini e Thaller
(2013) avaliaram o efeito de baixas concentragdes de tetraciclina em
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cepas de Escherichia coli. Foram aplicadas concentra¢des entre 0,12 e
0,00375 mg-L!' por 5 horas e constatou-se que nessas condi¢des o
antibidtico estimulou o crescimento celular superando em até 47% o
crescimento observado no controle. No estudo conduzido por Cui e
colaboradores (2014), uma cultura nitrificante do solo foi exposta a
diferentes concentragdes de ciprofloxacina durante 40 dias e, na presenga
de 1 mg-kg'!, a taxa de nitrificagdo foi estimulada a partir do 3° dia de
ensaio.

As concentragdes de antibidtico que resultaram em estimulo da
atividade nao foram utilizadas para a modelagem dos dados. Além disso,
foi aplicada a escala logaritmica da concentragdo de tetraciclina, pois
frequentemente a faixa de concentracdo inibitéria dos antibidtocos
apresenta uma correlacdo linear entre o percentual de inibi¢do e o
logaritmo da concentragdo (RAUTENBACH et al., 2006). No entanto, o
polindmio de segundo grau foi o que melhor descreveu os resultados
experimentais de inibi¢do para as bactérias nitrificantes (Figura 15).

Figura 15 — Correlagdo entre o grau de inibi¢do da atividade bacteriana e o
logaritmo da concentragdo de tetraciclina em comunidades (a) nitritantes e (b)
nitrificantes.
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Fonte: Do autor.

Pela equagdo indicada na Figura 15(a) foi encontrado um CI-50
de 273,07 mg-L-! de tetraciclina para as bactérias nitritantes. J4 a equagio
de ajuste indicada na Figura 15(b) nfo permite obter um CI-50 da
tetraciclina sobre as bactérias nitrificantes, uma vez que ndo € possivel
prever a concentragdo inibitdria fora da faixa analisada. No entanto, para
termos de comparagdo, a concentragdo referente ao CI-50 sobre as
nitritantes provocou uma inibi¢do sobre a atividade nitrificante de 18,4%.
Estes resultados permitem inferir que a cultura nitrificante € mais
resistente a presenca da tetraciclina que a nitritante. Uma das justificativas
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para este comportamento ¢ a maior diversidade bacteriana devido a
presenga de BOAs e BONs na comunidade nitrificante. A maior
complexidade desta biomassa pode mascarar os efeitos inibitorios sobre
os microrganismos mais sensiveis devido a presenga de espécies mais
resistentes ao antibiotico (KUMMERER, 2009a). Esse comportamento
foi observado por Matos e colaboradores (2014) ao expor uma
comunidade nitrificante a presenga de 50 pg-L! de tetraciclina por 60
dias. Apesar de ndo identificar inibigdo da nitrifica¢do, a composigdo da
comunidade bacteriana foi alterada, havendo redug¢do do género
Nitrosomonas enquanto as Nitrobacter ndo sofreram modificagao.

Na literatura existem alguns trabalhos que abordam sobre os
efeitos inibitorios da tetraciclina em culturas nitrificantes, no entanto ha
bastante divergéncia sobre os resultados obtidos. Fatores como a
composi¢do da biomassa, metodologia empregada e o tempo de exposi¢ao
ao antibidtico dificultam a comparagdo de resultados pois exercem
influéncia direta sobre a resposta inibitoria € podem ser os responsaveis
pela variabilidade dos resultados obtidos. Halling-Serensen (2001)
avaliou a inibigo da tetraciclina sobre uma cultura pura de N. europaea
e obteve um CI-50 de 4 mg-L! em um ensaio com duragdo de 3 dias.
Chen e colocaboradores (2015) avaliaram o efeito da tetraciclina sobre a
remogdo de nitrogénio em uma amostra de lodo ativado, no entanto nio
observaram nenhum efeito sobre a nitrificagdo para a faixa de
concentragdo de antibiotico estudada (0,2 até 5,0 mg-L"). No estudo
realizado por Katipoglu-Yazan e colaboradores (2015) uma cultura
enriquecida em bactérias nitrificantes foi exposta a 50 mg-L!' de
tetraciclina, concentragdo que ndo causou nenhuma inibi¢do durante as
primeiras 24 h de experimento, porém, apds 40 dias levou ao colapso do
reator.

5.2.1.1 Interferéncia da composi¢do do meio sobre a tetraciclina

Durante os experimentos com as duas comunidades bacterianas
foi observada uma variacdo expressiva na coloragdo do meio (Figura 16).
Os ensaios que continham o antibidtico em concentragdes mais elevadas
apresentavam inicialmente uma coloragdo amarela, cor caracteristica a
tetraciclina. No entanto, ao longo da cinética houve uma mudanga gradual
do amarelo para o rosa e vinho. Também foi observado que a partir do
momento que a coloragdo rosa predominava, o consumo de amonia sofria
uma redugdo significativa, a concentracdo de nitrogénio amoniacal se
mantinha praticamente constante € o pH do meio aumentava, alcangando
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valores entre 7,8 ¢ 8,1. Essas modifica¢des sdo indicios da degradagio da
tetraciclina, no entanto, ndo foi encontrado na literatura nenhum derivado
especifico que apresente esta tonalidade, podendo ser resultado da
interagdo entre diversos fatores.

Figura 16 — Modifica¢@o da cor do meio contendo tetraciclina ao longo do tempo
nos ensaios com biomassa nitritante (a) 0 h e (b) 12 h e nitrificante (¢) 0 h e (d)
12 h.

Fonte: Do autor.

Com o intuito de investigar se algum dos componentes do meio
ou das condi¢des do processo poderiam contribuir para as alteragdes
observadas durante os experimentos, foram preparadas diferentes
solugdes contendo tetraciclina e o meio de cultura usado nos
experimentos. A varredura dessas amostras foi comparada com a amostra
do ensaio cinético com biomassa nitritante que continha 300 mg-L! de
tetraciclina e estdo apresentadas na Figura 17.



&5

Figura 17 — Varredura das amostras (a) solugdes de tetraciclina 300 mg-L': 1 —
em 4agua; 2 — em meio sem NaHCOs; 3 — em meio com 1,20 g-L! de NaHCOs; 4
— em meio com o pH corrigido com KOH; 5 — em meio com 2,39 g-L! de
NaHCOs3; € (b) ao final do ensaio cinético com biomassa nitritante e 300 mg -L"!
de tetraciclina.
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Fonte: Do autor.

Foi observado na Figura 17 a formag¢do de um plat6 entre 450 e
630 nm cuja absorbancia aumentou com o aumento da concentragdo de
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NaHCO:s. Este plato também esteve presente na amostra com corre¢ao do
pH com KOH (amostra 4) porém de maneira menos pronunciada. Ja na
solucdo pura (1) e no meio contendo tetraciclina (2) este comportamento
ndo foi observado. Além disso, na amostra do ponto final da cinética
(Figura 17(b)) também foi observado um platdé no mesmo comprimento
de onda (450 — 630 nm), porém de forma mais pronunciada. Isso indica
que o NaHCO:s € o principal fator na possivel degradacdo da tetraciclina,
que também sofre influéncia do pH.

A influéncia do pH na degradacdo da tetraciclina ja estd bem
reportada na literatura. O aumento ou a diminui¢do do pH podem
favorecer reagdes de epimerizagdo ou clivagem que podem ou ndo ser
reversiveis (HALLING-SORENSEN, 2002; CHOPRA, ROBERTS,
2001; NELSON, 1998). No entanto o efeito do NaHCO; sobre a
degradacdo ndo esta claro na literatura. A maioria dos trabalhos aborda a
interagdo destes dois compostos com enfoque na mudanga da absorc¢ao do
antibidtico no corpo humano (NEUVONEN, 1976; BARR, ADIR,
GARRETTSON, 1971) sem mencionar as mudangas na estrutura
provocadas pelo bicarbonato.

5.2.1.2 Efeito da tetraciclina na morfologia das culturas bacterianas

Umas das implicag¢des que a degradacgdo da tetraciclina poderia
provocar seria a formagdo de derivados que possuam atividade
antimicrobiana com mecanismo de a¢do distinto do composto inicial.
Alguns derivados como a 5a,6-anidrotetraciclina, 4-epi-anidro-
tetraciclina, apresentam efeito bactericida sobre as células podendo levar
a lise celular (OLIVA et al., 1992; HALLING-SORENSEN, 2002).

Neste sentido foram feitas analises de MEV para verificar
possiveis mudangas na morfologia do floco bacteriano. Na Figura 18
estdo apresentadas as imagens obtidas nas amostras controle (sem
antibidtico) para as duas comunidades estudas. E possivel observar a
coexisténcia de formas tipicas de microrganismos presentes em culturas
nitrificantes (FERRETTI, 2009; WATSON, MANDEL, 1971;
JOHNSON, SIEBURTH, 1976; TSUNEDA et al., 2003) com bactérias
filamentosas. A presenga de microrganismos que nio pertencem ao grupo
de bactérias nitrificantes, mesmo em culturas enriquecidas é comum na
literatura (FERRETTI, 2009; BRESSAN, 2012; PERAZOLLI, 2015;
KATIPOGLU-YAZAN, 2015). De acordo com Ferretti (2009), a
presenca destes microrganismos ¢ resultado das limitagdes de
transferéncia de massa causadas pela estrutura maior e mais compactada



87

destes flocos que acaba favorecendo a formagdo de consorcios
bacterianos. J4 Bressan (2012) menciona a formagdo de bactérias
heterotroficas que estariam consumindo matéria orgénica proveniente da
morte celular e compostos organicos soliveis produzidos pelas bactérias
nitrificantes.

Figura 18 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das amostras
de biomassa (a) nitritante e (b) nitrificante.
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Fonte: Do autor

A exposicdo destas bactérias a tetraciclina provocou danos
profundos na estrutura das duas comunidades bacterianas (Figura 19). Foi
observado que o aumento da concentracdo de antibidtico dificultou a
identificagdo das estruturas caracteristicas das culturas nitritantes e
nitrificantes observadas nas amostras controle (Figura 18). Esse
comportamento ¢ diferente ao esperado para a tetraciclina, uma vez que
esta € caracterizada como um antibiotico de efeito bacteriostatico (apenas
impede a proliferacdo do microrganismo, sem causar morte celular). Tal
resultado indica que, possivelmente, houve formagdo de um composto de
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degradacdo com propriedades inibitorias distintas a da tetraciclina, no
entanto, faz-se necessario a caracterizagao ¢ identificacdo do mecanismo
de acdo deste composto. Alguns trabalhos ja demonstraram que a
exposicdo a tetraciclina pode provocar modifica¢cdes na comunidade
bacteriana, porém com tempos de exposicdo superiores a 12 h (MATOS
etal.,, 2014; KATIPOGLU-YAZAN, 2015).

Figura 19 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das amostras
de biomassa nitritante expostas a (a) 30 mg-L"!, (b) 300 mg-L"! e (c) 400 mg-L™!
de tetraciclina e das amostras de biomassa nitrificante expostas a (d) 100 mg-L"!,
(e) 500 mg-L! e (f) 1.000 mg -L"! de tetraciclina.
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Fonte: Do autor.
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5.2.2 Efeito da oxitetraciclina sobre as comunidades bacterianas

As biomassas nitritante e nitrificante também foram expostas a
diferentes concentragcdes de oxitetraciclina por 12 h e os perfis de
consumo de nitrogénio na forma de amoénio para cada condigdo
experimental estdo apresentados na Figura 20. Os resultados dos ensaios
cinéticos contendo as concentragdes das espécies nitrogenadas
encontram-se nos Apéndices C ¢ D e os graficos estdo apresentados
respectivamente nas Figuras 21 e 22. Nos dois casos foi verificado que
houve consumo de nitrogénio amoniacal até o final da cinética mesmo na
presenca de elevadas concentragdes de antibidtico. Em relacdo a
comunidade nitritante, a conversdao de amonia foi reduzida de 98% na
amostra controle para 68% na presenca de 1.400 mg-L!' de
oxitetraciclina. Ja nos ensaios com biomassa nitrificante foi observada a
conversdo completa de nitrogénio amoniacal na amostra controle em
apenas 8 h, valor que foi reduzido para 51% na presenga de 2.000 mg-L-
! do antibidtico, considerando o mesmo intervalo de tempo e para 82% ao
final das 12 h.

No que diz respeito as formas nitrogenadas nitrito e nitrato, os
ensaios com biomassa nitritante resultaram no actimulo de nitrito sem
produgdo significativa de nitrato, como era esperado. Nos ensaios com
biomassa nitrificante foi observado novamente uma dependéncia da
velocidade de formacdo do nitrato com a de consumo de amonia, assim
como uma possivel inibi¢do das BONSs pelo nitrito. No entanto, neste caso
¢ possivel que haja também um efeito inibitdrio da oxitetraciclina sobre a
atividade das BONs. Comparando os resultados obtidos para o controle e
o ensaio com 100 mg-L! do antibidtico, percebe-se que em ambos a
amonia foi totalmente consumida em 8 h, no entanto a produgao de nitrato
no controle foi de 128 N-NOj;" mg-L-!, valor que foi reduzido para 98 N-
NO; mg-L! na presenga de oxitetraciclina. Entretanto, faz-se necessaria
uma analise mais profunda para confirmar tal comportamento.
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Figura 20 - Concentragio de nitrogénio na forma de aménio (N-NH4") em fungéo
do tempo para distintas concentragdes de oxitetraciclina em bactérias (a)
nitritantes e (b) nitrificantes.
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Fonte: Do autor.



91

Figura 21 — Concentragdo (mg-L!) das formas nitrogenadas em fungdo do tempo
(h) nos ensaios cinéticos de exposi¢ao das bactérias nitritantes a oxitetraciclina
(mg-L1): (a) 0; (b) 10; (c) 50; (d) 300; (e) 600; (f) 1.200 e (g) 1.400.
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Figura 22 — Concentragdo (mg-L!) das formas nitrogenadas em fungdo do tempo
(h) nos ensaios cinéticos de exposi¢do das bactérias nitrificantes a oxitetraciclina
(mg-L1): (a) 0; (b) 100; (c) 500; (d) 1.000; () 1.500 e (f) 2.000.

"% N-NH4"; = N-NO; * N-NOs; *-N Total.

(a) —~ 280 F T T 9 (b) ‘i 280 F T T T T y 3
2 240 ] E’ 240 5
£ 200 | : = 200¢ i
8 160 | ; g K|, i
g 120 | £ 120} )
S 40} E ] 3 1
8 0 L © 9 o

0 2 4 6 8 10 12 v 2 & @ 6 W =
Tempo (h) Tempo (h)

(C) _T« 280 F T T T T T 7 (d) ‘T’\ 280 F T T T T T 7
- )

o 240 } ] o 240 F ]
£ 200 3 E200p4—u 4
& 160 o 4 g 160 |
(&3 (&3
8 120} ] & 120} E
$ 80F E S 80F ]
g 2
S 40t E S 40t
o 9 o 9 Y

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Tempo (h) Tempo (h)

(e) + 280 T () o~ 280 T T T
| )

o, 240 } 3 5 240 | ]
E200 4 | 4, o+ £ 200
& 160 | S 160 | ]
O (&3
g 120 3 & 120} E
S 80} 1 $ 80F ]
2 2
& 40¢ S 40}
o L o .

0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Tempo (h) Tempo (h)

Fonte: Do autor.

Para calcular a inibigdo ¢ identificar o CI-50, concentragdo de
antibidtico que inibe a atividade bacteriana em 50%, foram utilizadas as
velocidades de consumo de amoénia. Os percentuais de inibi¢do para os
experimentos com biomassa nitritante e nitrificantes estdo apresentados
nas Tabelas 16 e 17, respectivamente. Na faixa de concentra¢des de
oxitetraciclina testadas também foi identificado um efeito hormético
sobre as duas comunidades (10 mg-L! para nitritantes ¢ 100 mg-L"! para
as nitrificantes) e, portanto, as concentragdes que estimularam a atividade
bacteriana foram desprezadas para o calculo do modelo de inibigéo.
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Tabela 16 — Velocidades méaximas de consumo de amonia e percentuais de
inibicdo de diferentes concentracdes de oxitetraciclina sobre bactérias nitritantes.
Velocidade maxima

OTC (mg-L'") Log OTC (mg N-NH,"L"-h") Inibic¢io (%)
0 - 22,96 0,00
10 1,00 24,72 -7,70
50 1,70 21,08 8,16
300 2,48 16,49 28,18
600 2,78 14,11 38,55
1200 3,08 12,29 47,17
1400 3,15 12,23 47,42

OTC: oxitetraciclina

Tabela 17 — Velocidades méaximas de consumo de amonia e percentuais de
inibicdo de diferentes concentragdes de oxitetraciclina sobre bactérias
nitrificantes.

Velocidade maxima

OTC (mg-'L") Log OTC (mg N-NH4"*L - h") Inibi¢ao (%)
0 - 29,60 0,00
100 2,00 31,70 -7,09
500 2,70 26,24 11,35
1000 3,00 19,26 34,92
1500 3,18 19,26 34,92
2000 3,30 15,17 48,76

OTC: oxitetraciclina

Os resultados experimentais para os ensaios com bactérias
nitritantes se ajustaram melhor a uma equagdo de primeiro grau. Para as
nitrificantes 0 modelo com melhor ajuste foi um polindmio de segundo
grau (Figura 23). No entanto, mesmo utilizando concentracdes
extremamente elevadas de oxitetraciclina nao foi possivel obter o CI-50
para nenhuma das comunidades bacterianas. Para fim de comparacio
entre os resultados, serdo analisadas as concentragdes de antibiotico que
provocaram uma inibicdo de 25% na atividade bacteriana (CI-25). De
acordo com a equacgdo apresentada na Figura 23(a), o CI-25 para a cultura
nitritante ¢ igual a 208 mg-L-!. J4 para as nitrificantes (Figura 23(b)), o
CI-25 foi igual a 794 mg-L! de oxitetraciclina. Assim como foi observado
para a tetraciclina, a maior complexidade da comunidade bacteriana
diminui o efeito inibitério provocado pelo antibiotico.
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Figura 23 — Correlagdo entre o grau de inibicdo da atividade bacteriana e o
logaritmo da concentragao de oxitetraciclina em comunidades (a) nitritantes e (b)
nitrificantes.

(a) (b)

50 b y=_3056+27,85X 1 50 Iy = 361,76 + 205,39 X- 24,795 O
S 40 | R#=0,9966 | & 40 RE=09678 ]
2 = o/ o
o L 4
o) 30 | 1 lg 30
o) iS)
2 20} | 220} ]

10 f ] 10 1

1,6 2,0 2,4 2,8 32 16 2,0 2,4 2,8 32
log [oxitetraciclina] log [oxitetraciclina]
mg‘L‘1 mg L

Fonte: Do autor.

Alguns trabalhos presentes na literatura ja demonstraram o efeito
da oxitetraciclina sobre culturas nitrificantes, porém, assim como no caso
da tetraciclina, foi identificada uma grande variacdo de resultados.
Halling-Serensen (2001) avaliou a inibigdo da oxitetraciclina sobre uma
cultura pura de N. europaea e obteve um CI-50 de 1,7 mg-L-' em um
ensaio com duragdo de 3 dias. Klaver e Matthews (1994) observaram o
efeito a oxitetraciclina sobre uma formulacdo comercial de bactérias
nitrificantes para a aquicultura durante 12 dias. J& na primeira
concentragdo verificada por eles (12,5 mg-L") foi observada redugdo da
nitrificacdo de 59,2% com um CI-50 estimado variando de 8,60 a 26,96
mg L. Ja os estudos conduzidos por Campos e colaboradores (2001)
mostraram que, apesar de 10 mg-L' de oxitetraciclina ndo inibir a
nitrificacdo houve desintegragdo do biofilme e que a nitrificacao foi
inibida em 50% na presenga de 250 mg-L-! do antibiotico apds 10 dias de
exposicao.

Variagoes na coloracdo do meio também foram observadas
durante os experimentos com a oxitetraciclina, indicando sua degradagéo.
Neste caso, a cor inicialmente amarela da solu¢do adquiriu tons mais
escuros até alcancar uma cor marrom, porém somente em ensaios com
concentragdo superior a 1.000 mg-L"!. Uma vez que a tetraciclina e a
oxitetraciclina possuem propriedades fisico-quimicas muito semelhantes
(DAGHRIR; DROGUI, 2013), espera-se que os principais fatores que
estejam causando esta modificagdo no meio sejam o pH e o NaHCOs.
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5.2.2.1 Efeito da oxitetraciclina na morfologia das culturas bacterianas

As micrografias (Figura 24) mostraram que a exposicao das duas
culturas bacterianas a oxitetraciclina provocou mudangas profundas em
suas estruturas com o aumento da concentragdo de antibidtico. E possivel
verificar que as menores concentragdes (10 mg-L! para as nitritantes e
100 mg-L-' para as nitrificantes) ndo modificaram as estruturas
nitrificantes, com caracteristicas muito semelhantes as amostras controle
(Figura 18, p. 87). No entanto com o aumento da concentragcdo de
antibidtico a presenca dessas estruturas foi reduzida significativamente,
podendo ser observada apenas em alguns pontos das imagens. Uma vez
que a oxitetraciclina possui efeito bacteriostatico esse resultado ¢
contrario ao inicialmente esperado, indicando uma possivel modifica¢do
do mecanismo de agdo devido a degradagdo ou as elevadas concentragdes
aplicadas nos ensaios.
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Figura 24 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) das amostras
de biomassa nitritante expostas a (a) 10 mg-L™!, (b) 600 mg-L! e (c) 1.400 mg-L
! de oxitetraciclina e das amostras de biomassa nitrificante expostas a (d) 100
mg'L'l, (€) 1.000 mg-L! e (f) 2.000 mg L' de oxitetraciclina.

(2) S - ;

x16,000 1pum A 15kV. X10,000 1pm

LCME-UFSC

Fonte: Do autor.

5.2.3 Comparacao entre os efeitos provocados pelos antibioticos
sobre as comunidades bacterianas

Os experimentos realizados com os dois antibidticos
demonstraram que a tetraciclina apresenta maior efeito inibitorio sobre as
duas comunidades bacterianas. Apesar de serem aplicadas concentragdes
extremamente elevadas de antibidticos e que ndo sdo comuns aos
efluentes da suinocultura, o CI-50 somente foi alcan¢ado quando as
bactérias nitritantes foram expostas a tetraciclina. Para este caso, o CI-50
foi de 273 mg-L!. Para fins de comparagio entre os efeitos provocados
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pelos antibidticos nas comunidades estudadas, foi escolhido o ponto de
CI-25 (concentracdo que inibiu a atividade bacteriana em 25%). Para a
tetraciclina o CI-25 sobre as culturas nitritante e nitrificante foi de 128
mg-L! e 329 mg-L"!, respectivamente. Ja a oxitetraciclina teve o CI-25
de 208 mg-L!' para as bactérias nitritantes ¢ 794 mg-L-! para as
nitrificantes. Estes valores representam um efeito inibitorio da tetraciclina
1,63 vezes superior ao da oxitetraciclina para a comunidade nitritante e
2,41 vezes superior para a nitrificante. Comparando com outros trabalhos
realizados no Laboratorio de Tratamento Biologico de Residuos (LTBR)
da UFSC que avaliaram a inibi¢do de antibioticos e nanomateriais com
propriedades antimicrobianas em culturas nitritantes sob condigdes de
trabalho muito similares (MICHELS, 2016; PERAZOLLI, 2015;
BRESSAN, 2012), a tetraciclina e a oxitetraciclina apresentaram baixa
inibigdo sobre esta comunidade e, a principio, ndo causariam alterag¢do do
processo nas concentragdes observadas no ambiente. Porém, isso ndo
impede que haja modificacdo na estrutura e composi¢ao da comunidade
microbiana, pois os efeitos inibitorios podem ficar mais evidentes com o
tempo de operacgdo dos processos.

Os efeitos destes antibidticos sobre comunidades biologicas
podem variar, uma vez que cada organismo reage a estes compostos de
maneira diferente. Steinmetz (2016) estudou o efeito destes dois
antibidticos sobre culturas metanogénicas e obteve um CI-50 de 219 e
495 mg-L"! para tetraciclina e oxitetraciclina, respectivamente. Por sua
vez, Wollenberger, Halling-Serensen e Kusk (2000) observaram que o
efeito destes antibioticos sobre a Daphnia magna, microrganismo
comumente utilizado para medir a ecotoxicidade de compostos, ndo
apresentaram relevincia ambiental apds 48h, porém foram reduzidos a
44,8 ¢ 46,2 mg-L! para tetraciclina e oxitetraciclina, respectivamente,
para uma exposicdo de 30 dias. Ja no trabalho conduzido por Halling-
Serensen (2001), uma cultura pura de N. europaea foi exposta a
tetraciclina e oxitetraciclina por 3 dias obtendo CI-50 de 4,0 e 1,7 mg-L~
I, respectivamente.

Vale mencionar que trabalhar com altas concentragdes de
antibidticos trouxe algumas dificuldades para os ensaios cinéticos. Além
de provocar queda do pH durante a preparagdo dos meios devido ao
carater acido da solugdo de antibidtico, a extragdo do antibidtico
necessitou ser repetida algumas vezes para que fosse alcangado o nivel no
qual a presenca de antibidtico ndo interferisse nas analises e também
impossibilitou a afericdo da concentracdo celular pois uma fragdo do
antibiodtico ficava retida na membrana de acetato.
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6 CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel obter culturas enriquecidas de
bactérias nitrificantes. Além disso, as estratégias empregadas para reduzir
a atividade das BONs (aeracdo intermitente e aumento da temperatura)
foram suficientes para obter uma cultura com alta atividade de BOAs.

Em relagdo aos ensaios de inibigdo, foi possivel concluir que a
tetraciclina e a oxitetraciclina sdo capazes de inibir a atividade de culturas
mistas de bactérias nitritantes e nitrificantes. Para os dois antibidticos
testados, a cultura nitritante apresentou maior sensibilidade que a
nitrificante e em ambas o efeito inibitorio da tetraciclina foi maior que o
da oxitetraciclina. Nas concentra¢des utilizadas somente foi possivel
encontrar o CI-50 para a comunidade nitritante exposta a tetraciclina,
sendo este igual a 273 mg-L"!. Para comparagdo entre os resultados, foi
analisado o CI-25 obtido em todos os experimentos sendo encontrado os
seguintes valores: para a tetraciclina 128 mg-L"! (nitritante), 329 mg-L-!
(nitrificante); para oxitetraciclina 208 mg-L! (nitritante) € 794 mg-L!
(nitrificante). As andlises de MEV permitiram observar modificagdes na
morfologia das culturas bacterianas que podem ter sido provocadas por
um mecanismo ainda néo relatado na literatura. Tais resultados permitem
concluir que a maior complexidade da comunidade bacteriana diminui o
efeito inibitorio dos dois antibidticos e que estes possuem baixa
toxicidade sobre as culturas nitrificantes.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuidade deste trabalho, sugere-se explorar os seguintes

aspectos:

Avaliar o efeito inibitorio provocado pela exposi¢ao prolongada
aos dois antibioticos sobre as comunidades bacterianas.

Avaliar a influéncia destes antibioticos sobre a expressdo génica
das comunidades bacterianas buscando relaciona-lo com
modificagdes da composi¢do bacteriana.

Avaliar o efeito inibitorio destes antibidticos sobre as bactérias
oxidadoras de nitrito (BON), isoladamente.

Verificar a degradagdo da tetraciclina e da oxitetraciclina sobre
as condigdes empregadas no processo de nitrificagdo (pH,
temperatura e aeraco).

Estudar a interagdo que ocorre entre a tetraciclina e o bicarbonato
de sodio.
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APENDICE A

Ensaios cinéticos para avaliacao do efeito da tetraciclina sobre as
bactérias nitritantes

e ENSAIOS REALIZADOS EM 07/11/2017:

1) Controle
Tempo (h) pH

N-NH4* N-NOy N-NOs N total
(mg'L') (mgL") (mgL') (mgL"

0 7,57 267,28 14,20 3,52 285,00
2 7,58 230,84 28,46 4,21 263,51
4 7,54 183,57 59,74 4,29 247,60
6 7,26 151,11 79,06 3,95 234,12
8 7,12 110,11 101,90 5,67 217,68
10 6,83 55,91 139,15 6,53 201,59
12 6,97 25,44 168,67 7,64 201,75

2) 3 mg-L! de tetraciclina
Tempo (h) H N-NH4* N-NOy N-NOs N total
b P (mg'Lh) (mgLh) (mgLh (mgLh

0 7,59 224,57 14,58 2,75 241,90
2 7,48 201,22 29,52 3,87 234,61
4 7,28 199,51 61,84 3,01 264,37
6 7,22 143,71 80,12 6,53 230,35
8 7,01 95,30 121,23 6,53 223,06
10 6,95 50,78 163,75 9,44 223,98
12 7,2 19,18 189,75 9,62 218,54

3) 30 mg-L! de tetraciclina
N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

Tempo (h) pH

0 7,59 237,10 14,76 2,41 254,26
2 7,33 208,06 38,30 2,66 249,02
4 7,15 187,56 80,12 3,01 270,68
6 7,03 131,18 108,93 3,87 243,97
8 6,81 75,37 150,04 5,41 230,82
10 6,98 45,66 178,51 5,67 229,83
12 7,44 7,50 193,97 5,75 207,22
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4) 100 mg-L"! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO~» N-NOs N total
(mg'L) (mgL") (mgL') (mgL")

0 7,59 224,00 14,06 1,98 240,03

2 7,33 190,97 38,48 2,84 232,29

4 7,15 143,71 85,39 4,12 233,22

6 7,03 116,37 113,85 5,75 235,98

8 6,81 78,79 149,34 6,78 23491

10 6,98 62,46 167,26 9,27 238,99

12 7,47 38,25 189,75 7,47 235,47

5) 300 mg-L! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mg'L') (mgL') (mgL") (mgL")

0 7,56 233,68 15,64 1,46 250,78

2 7,42 209,77 35,31 2,15 24723

4 7,39 192,68 56,93 3,18 252,79

6 7,58 183,57 61,84 2,32 247,73

8 7,8 176,74 67,47 2,92 247,12

10 7,82 180,15 68,87 3,44 252,46

12 7,86 176,17 70,63 3,44 250,23

6) 500 mg-L! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO~» N-NOs N total
(mg'L") (mgLh) (mgLh (mgL"

0 7,5 222,29 14,58 0,60 237,48

2 7,58 203,50 18,45 1,63 223,58

4 7,85 202,36 22,49 1,89 226,74

6 7,83 212,04 23,54 1,89 237,48

8 7,84 213,18 24,25 3,01 240,44

10 7,83 210,90 24,60 3,61 239,11

12 7,83 201,79 33,03 3,87 238,69




e ENSAIOS REALIZADOS EM 11/12/2017:
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1) Controle
Tempo (h) pH N-NH4* N-NO? N-NOs N total
(mg'L") (mgLh) (mgLh (mgL"
0 7,64 233,68 3,80 4,29 241,77
2 7,6 207,49 24,07 4,90 236,45
4 7,38 164,21 63,95 5,24 233,40
6 7,21 129,47 88,90 6,44 224,81
8 7,06 78,12 138,45 8,41 22498
10 7,04 24,30 166,21 9,53 200,04
12 7,59 0,02 166,56 12,36 178,94
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0 4 6 8 10 12 % NNO,
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2) 200 mg-L! de tetraciclina
Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mg'L') (mgL') (mgL") (mgL")
0 7,64 215,46 3,37 2,92 221,75
2 7,62 192,68 20,21 3,69 216,58
4 7,72 165,92 37,95 3,61 207,47
6 7,94 160,79 39,36 3,95 204,10
8 8,09 159,65 41,82 421 205,68
10 8,07 157,37 43,92 5,41 206,71
12 8,03 161,36 47,44 5,84 214,64
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3) 400 mg-L! de tetraciclina

Tempo (h) oH N-NHsf  N-NO» N-NOs N total
(mg'Lh) (mgLh) (mgL"hH (mgL

0 7,63 208,63 5,06 1,98 215,66

2 7,51 188,13 23,37 2,58 214,07

4 7,97 186,99 26,35 3,61 216,95

6 7.9 183,57 29,69 4,38 217,64

8 8,02 176,74 31,80 4,64 213,17

10 8,15 171,04 36,02 4,64 211,70

12 8,29 171,04 36,37 4,55 211,96




APENDICE B
Ensaios cinéticos para avaliacao do efeito da tetraciclina sobre as

bactérias nitrificantes

e ENSAIOS REALIZADOS EM 09/01/2018:

1) Controle
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Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

0 7,632 220,59 5,38 5,58 231,54

2 7,538 173,32 31,82 8,16 213,30

4 7,481 136,30 63,01 10,05 209,36

6 7,346 97,58 87,75 10,05 195,37

8 7,08 52,78 123,81 13,91 190,50

10 7,15 0,00 105,73 30,39 136,04

12 7,72 0,00 55,89 91,00 146,89

2) 100 mg-L! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO~» N-NOs N total
(mg'L") (mgL") (mgL") (mgL")

0 7,61 215,46 6,54 4,29 226,29

2 7,774 185,85 24,25 7,30 217,40

4 7,656 165,92 43,45 6,87 216,24

6 7,472 139,15 60,43 6,27 205,85

8 7,321 111,15 82,84 14,94 208,93

10 7,247 69,86 109,79 10,48 190,12

12 7,081 23,16 135,26 18,72 177,14

3) 250 mg-L! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

0 7,605 208,63 6,41 4,55 219,59

2 7,481 189,26 26,84 7,56 223,66

4 7,468 139,15 47,70 10,56 197,41

6 7,468 117,51 51,76 25,58 194,85

8 7,529 114,56 33,67 44,47 192,70

10 7,765 101,75 13,50 77,26 192,51

12 7,848 94,06 8,48 88,25 190,79
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4) 500 mg-L"! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO~» N-NOs N total
(mg'L) (mgL") (mgL') (mgL")

0 7,626 202,36 14,53 7,30 224,19

2 7,546 172,18 23,70 9,36 205,24

4 7,584 150,54 33,67 17,26 201,46

6 7,525 134,59 25,92 30,65 191,16

8 7,75 119,22 14,10 53,05 186,37

10 7,812 114,09 11,52 73,83 199,44

12 8,112 111,25 9,12 74,69 195,05

5) 750 mg-L! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL') (mgL") (mgL"

0 7,634 203,50 8,20 6,10 217,79

2 7,548 181,29 20,75 8,59 210,63

4 7,594 149,97 25,36 19,06 194,39

6 7,637 137,44 16,69 36,74 190,87

8 8,021 132,89 15,03 39,32 187,23

10 7,825 126,62 14,84 41,38 182,84

12 8,013 124,91 15,39 44,47 184,78

6) 1.000 mg-L! de tetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO~» N-NOs N total
(mg'L) (mgL") (mgL') (mgL")

0 7,638 201,22 9,86 3,95 215,03

2 7,375 182,43 26,65 7,30 216,38

4 7,625 151,11 27,02 18,20 196,33

6 7,672 150,54 22,04 24,55 197,13

8 7,827 149,97 22,22 27,73 199,92

10 7,815 140,86 17,61 28,16 186,63

12 7,869 138,01 17,24 29,62 184,87




APENDICE C
Ensaios cinéticos para avaliacio do efeito da oxitetraciclina sobre as

bactérias nitritantes

e ENSAIOS REALIZADOS EM 21/11/2017:

1) Controle
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Tempo (h) pH N-NH4* N-NOz» N-NOs” N total
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

0 7,58 246,68 5,08 1,81 253,57

2 7,51 220,20 26,28 2,15 248,63

4 7,5 185,18 60,43 2,66 248,27

6 7,21 137,34 93,47 3,09 233,90

8 7,15 95,77 113,85 3,44 213,05

10 6,94 49,07 154,08 3,69 206,85

12 7,25 5,39 188,57 5,32 199,28

2) 10 mg-L"! de oxitetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mg'L") (mgL") (mgL") (mgL")

0 7,59 260,92 4,64 3,01 268,56

2 7,33 214,22 28,87 3,44 246,53

4 7,17 175,21 67,08 3,95 246,24

6 7,05 122,54 108,60 3,95 235,09

8 6,96 70,71 148,18 4,47 223,36

10 7,07 40,82 175,49 5,58 221,89

12 7,46 1,29 196,69 6,87 204,85

3) 50 mg-L! de oxitetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO2» N-NOs” N total
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

0 7,6 241,56 4,79 3,01 249,35

2 7,38 225,90 22,41 2,75 251,05

4 7,28 194,57 44,19 3,44 24220

6 7,18 148,73 79,63 3,95 232,31

8 7,16 108,30 104,25 4,38 216,93

10 7,05 77,83 136,73 4,81 219,38

12 7,15 38,65 159,03 5,93 203,61
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4) 300 mg-L"! de oxitetraciclina

Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mg'L) (mgL") (mgL') (mgL")
0 7,59 225,61 6,85 4,47 236,93
2 7,34 195,14 27,76 3,52 226,43
4 7,26 162,97 56,19 3,52 222,68
6 7,17 129,65 84,98 4,12 218,76
8 7,21 97,48 118,28 5,07 220,82
10 7,14 68,44 133,78 4,98 207,20
12 7,29 50,78 153,35 5,93 210,05
5) 600 mg-L! de oxitetraciclina
Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL') (mgL") (mgL"
0 7,57 202,83 7,00 4,72 214,56
2 7,35 178,34 24,62 2,66 205,63
4 7,29 147,31 56,19 3,78 207,27
6 7,23 123,11 84,98 4,04 212,12
8 7,32 98,62 91,33 4,38 194,33
10 7,42 80,11 113,11 4,04 197,26
12 7,57 65,59 125,29 4,55 195,43
e ENSAIOS REALIZADOS EM 11/12/2017:
1) Controle — vide Apéndice A
2) 1.200 mg-L-! de oxitetraciclina
Tempo (h) pH N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL")
0 7,64 187,56 8,71 3,26 199,53
2 7,38 160,22 25,30 3,78 189,30
4 7,3 144,85 46,38 421 195,44
6 7,38 126,05 66,06 4,21 196,32
8 7,58 115,42 74,49 5,32 195,24
10 7,69 99,19 85,74 5,41 190,34
12 7,82 92,35 92,06 7,56 191,97




3) 1.400 mg-L! de oxitetraciclina
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Tempo (h) oH N-NHs*  N-NO» N-NOs N total
(mg'L) (mgLh) (mgL"h (mgL"

0 7,62 190,97 13,07 335 207,39

2 7,44 173,32 21,08 3,78 198,18

4 7,45 145,41 46,03 429 195,74

6 7,48 127,76 66,76 5,07 199,59

8 7,59 118,55 74,14 5,93 198,62

10 7,69 106,88 79,41 6,78 193,07

12 7,82 99,19 85,04 9,19 193,41
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APENDICE D

Ensaios cinéticos para avaliacio do efeito da oxitetraciclina sobre as
bactérias nitrificantes

e ENSAIOS REALIZADOS EM 16/01/2018:

1) Controle

N-NH4* N-NOy N-NOs N total

fempo® PR (mgr’)  mgLl) (mgLh)  (mgL)

0 7,643 231,97 4,93 4,04 240,94
2 7,168 182,43 31,45 8,50 222,38
4 7,089 130,04 68,92 9,36 208,32
6 6,947 73,09 101,77 13,05 187,92
8 6,691 0,72 119,02 23,87 143,61
10 7,664 0,15 67,34 71,27 144,75
12 7,64 -0,04 22,22 127,74 149,93

2) 100 mg'L"! de oxitetraciclina
N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL) (mgLh) (mgL™)

Tempo (h) pH

0 7,555 222,86 5,08 5,07 233,01
2 7,851 172,18 32,19 4,81 209,18
4 7,013 132,32 61,43 10,73 204,48
6 6,931 61,13 103,14 12,71 176,98
8 6,761 0,04 141,90 19,32 161,26
10 7,694 -0,07 95,39 60,61 155,92
12 7,751 -0,09 56,63 96,83 153,37

3) 500 mg-L! de oxitetraciclina
N-NH4* N-NO» N-NOs N total
(mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

Tempo (h) pH

0 7,571 194,96 10,10 4,64 209,70
2 7,263 164,78 38,47 5,32 208,57
4 7,253 115,80 62,17 6,61 184,58
6 7,12 62,27 100,19 8,33 170,79
8 6,88 12,34 161,10 8,84 182,28
10 7,54 3,80 127,14 41,72 172,66
12 7,661 0,38 99,08 51,17 150,63
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4) 1.000 mg-L"! de oxitetraciclina
T (h) H N-NH4* N-NO~» N-NOs N total
empe P (mgL') (mgL') (mgL') (mgL")

0 7,557 193,82 16,45 5,67 215,94
2 7,304 167,05 32,74 5,24 205,04
4 7,312 134,03 57,74 6,96 198,72
6 7,264 91,88 85,05 9,87 186,81
8 7,009 59,04 113,11 15,37 187,52
10 7,166 34,55 152,24 18,89 205,68
12 7,203 5,73 157,78 36,23 199,74

5) 1.500 mg-L-! de oxitetraciclina
Tempo (h) H N-NH4* N-NOz» N-NOs” N total
empo P (mgL') (mgL") (mgL') (mgL?

0 7,548 188,13 15,56 5,75 209,44
2 7,242 166,49 31,45 6,18 204,12
4 7,261 120,93 56,26 8,33 185,52
6 7,169 87,33 82,47 14,68 184,48
8 7,045 60,18 106,83 23,78 190,79
10 7,176 36,37 121,23 38,12 195,72
12 7,387 11,20 148,92 43,44 203,56

6) 2.000 mg-L! de oxitetraciclina
T (h) H N-NH4* N-NO? N-NOs5” N total
empo P (mgL") (mgL") (mgL") (mgL")

0 7,589 189,26 8,33 3,44 201,03
2 7,359 168,19 23,52 4,72 196,43
4 7,355 139,15 40,39 9,02 188,55
6 7,316 115,80 68,81 11,85 196,46
8 7,175 92,64 81,36 21,20 195,21
10 7,173 64,17 105,36 28,33 197,85
12 7,219 33,41 134,52 30,65 198,58




