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CODIGESTAO ANAEROBIA DE DEJETO SUINO E CARCACA SUINA: PRODUGCAO DE
BIOGAS E INATIVACAO DE PATOGENOS

RESUMO

A suinocultura se destaca no cenario mundial devido ao seu constante crescimento.
Todavia, o0s problemas ambientais aumentam a medida que a atividade ganha
reconhecimento, por isso, sdo necessarios planejamento e gestdo dos residuos produzidos
nos sistemas. Um dos desafios da atividade é a destinagdo de animais mortos, logo, sdo
necessarias alternativas que aliem protecdo do meio ambiente e salude publica bem como
opcdes de baixo custo. Uma das alternativas € realizar a codigestdo de carcaga suina com
dejeto suino para melhorar a producéo de biogas. Ao mesmo tempo, € de conhecimento que
a carcaga animal possui micro-organismos patogénicos de importancia zoonética. Nesse
contexto, o objetivo desta pesquisa foi estudar a codigestdo de dejeto suino e carcaca
suina, suas implicacdes sobre a producao de biogas e sanitizacdo do digestato. Os estudos
de digestdo foram conduzidos em batelada, sob condicbes mesofilicas (37°C) e em
triplicata. Foram utilizados tubos eudiébmetros para mensurar o biogas produzido, conforme
norma VDI 4630. Os experimentos envolveram a digestdo de amostras de carcaca em
separado e das relacdes de mistura entre carcaca e dejeto nas seguintes proporcoes: 3; 7,5
e 15 kgcarcaga.m'%ejeto, as guais representaram 1; 2,5 e 5 vezes a mortalidade encontrada em
granjas comerciais (mortalidade de 7%.ano™ para matrizes). Os experimentos de inativaco
de patdgenos foram conduzidos em separado. Avaliou-se a inativagdo de micro-organismos
modelos (E. coli, Salmonella entérica serovar Senftenberg, PCV2, MS2 e PhiX-174). Quatro
estratégias de inativagdo foram estudadas: duas temperaturas (24°C e 37°C) e duas
relacdes de carcaca suina/dejeto suino (3kg.m™ e 15kg.m™). Os resultados mostraram que a
carcaca suina tem um potencial de 1076 + 48 LNbiogéS.kgs\,adic‘l, e a sua codigestdo com
dejeto suino aumenta o potencial de producéo de biogas comparando com a monodigestéo
do dejeto. Os micro-organismos modelo E. coli, S. Senftenberg e PCV2 (37 °C) foram
totalmente inativados em 30 dias, enquanto o PCV2 (24 °C), MS2 e PhiX -174 foram mais
resistentes. A temperatura do processo de codigestao influencia no tempo necessario para a
inativagdo dos micro-organismos. Os resultados de inativagdo sugerem que, durante a
codigestdo a 37 °C, ocorre maior reducdo de patdbgenos quando comparada a0 mesmo
processo a 24 °C. Recomenda-se a utilizacdo de processo de pré-tratamento para
biodigestores sem sistema de aquecimento e em temperaturas mesofilicas, a fim de garantir
a biosseguranca.

Palavras-chave: Bacteriofagos, Patégenos entéricos; Potencial bioquimico de biogas;
Residuos animais.
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ANAEROBIC CO-DIGESTION OF SWINE MANURE AND CARCASS: BIOGAS YIELD
AND PATHOGENS INACTIVATION

ABSTRACT

The swine breeding stands out on worldwide due to its constant growth. However,
environmental problems have increased as the activity gains recognition, consequently,
planning and management of waste produced have been required in the systems. Animal
carcasses disposal inside or outside the animal rearing farms is under concern and object of
discussion about good practices to do it considering biosecurity aspects. One alternative is
the swine manure and swine carcass co-digestion in order to improve biogas production. At
the same time, it is known that animal carcass has some pathogenic microorganisms of
zoonotic importance. In this context, this research aimed at studying swine carcass co-
digestion and swine manure as well as its implications on biogas yield and digestate
sanitation. This study was carried out under mesophilic temperature (37 °C) and triplicate
tests. Biogas volume was measured using eudiometer tubes, according to VDI 4630. The
trials used the carcass sample digestion in a separate way and loading rates of
carcass/manure were 3, 7.5 and 15kg.m ..ue, Which represented 1, 2.5 and 5 times of
mortality/manure production rates on typical swine farms (Mortality rate of 7% .year™ for
matrices). The inactivation trials were carried out in separated. Then it was evaluated the
inactivation of the following microorganisms models (E. coli, Salmonella enterica serovar
Senftenberg, PCV2, and bacteriophage MS2 and PhiX-174). Four inactivation strategies
were carried out at two temperatures (24 °C and 37 °C) and two swine carcass/swine
manure ratios were also studied (3KQcarcass-M “manure @NA 15 KQcarcass-M >manure). The swine
carcass presented biochemical methane potential (BMP) of 1076 + 48 I—Nbiogas-kgSVadic-la and
its co-digestion with swine manure increases biogas production potential when compared to
manure monodigestion. The model microorganisms such as E. coli, S. Senftenberg and
PCV2 (37°C) were completely inactivated until 30 days, while PCV2 (24°C), MS2 and PhiX-
174 were more resistant. The temperature of co-digestion process influences the time
required for microorganisms’ inactivation. Inactivation results suggest that, during co-
digestion at 37°C, there is a greater pathogen reduction when compared to the same
process at 24° C. It is recommended to use a pre-treatment process to biodigestor without
heating system and under mesophilic temperature to ensure biosafety.

Keywords: Animal residues, Bacteriophages, Biochemical methane potential, Enteric
pathogens.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura é uma das cadeias produtivas de maior expressao na agropecuaria
brasileira, apresentando grande importancia econdémica e social. Na busca por maior
produtividade, visando a reducdo de custos e maior controle sanitario, adotaram-se sistemas
de producao de animais confinados (SPAC’s), caracterizados por elevado niamero de suinos
em pequenas areas territoriais (KUNZ et al., 2012).

Devido ao constante crescimento da atividade e a adogdo dos SPAC’s, ocorreu um
aumento no volume de residuos produzidos, os quais necessitam de destinacdo final
ambientalmente adequada (CHERUBINI et al., 2014).

Além da geracao de efluentes outra preocupacédo da atividade suinicola € o manejo e
a destinacdo dos animais mortos nas unidades produtoras. A cadeia suinicola e os 6rgaos
publicos reconhecem a necessidade de alternativas de gerenciamento para a eliminagéo de
carcagas, buscando opg¢des de baixo custo e um destino ambientalmente correto (ZHENG;
ZHU; WU, 2015).

Em meio as tecnologias existentes para o gerenciamento e destinacdo das carcagas,
tem-se a digestdo anaerdbia que representa uma opgdo para reduzir o impacto ambiental,
pois realiza a conversdo de carbono biodegradavel em energia renovavel (metano)
(ADEKUNLE; OKOLIE, 2015). Os residuos de origem animal sdo considerados o6timos
substratos para a producgéo de biogas, pois séo ricos em proteinas e lipidios (BAYR et al.,
2012).

Uma alternativa promissora seria realizar a codigestdo da carcaga animal com o
dejeto, em virtude de ja existirem diversos biodigestores em operacao com dejeto suino e
devido a capacidade de diluicdo do dejeto e seu sistema de tamponamento, auxiliando no
controle de compostos inibitorios (MATA-ALVAREZ et al.,, 2014; ZHANG et al., 2016). A
monodigestdo da carcaca animal pode ser inviavel, pois durante a degradacao deste residuo
tem-se elevada producdo de compostos inibidores do processo, como acidos organicos
volateis, acidos de cadeia longa e o nitrogénio amoniacal, os quais podem desencadear
outras rotas de degradacdo (RAJAGOPAL; MASSE; SAADY, 2014).

Para a destinag&o das carcacas, via digestdo anaerébia, deve-se atentar aos aspectos
de biosseguridade dentro das granjas, pois o animal morto, bem como o préprio dejeto, pode
apresentar micro-organismos patogénicos. Por essa razdo, € imprescindivel a higienizagédo do
digestato produzido (ROBINS; ALMOND; BYERS, 2014; FONGARO et al., 2014).

Alguns micro-organismos podem ser usados como bioindicadores de eficiéncia ou

modelos de comportamento em processos de tratamento de efluentes suinicolas quanto a
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higienizacdo e, também, como marcadores de contaminacdo ambiental. Quanto ao uso de
bactérias pode-se destacar a E. coli e a Salmonella sp. e como bioindicador viral o Circovirus
Suino tipo 2 (PCV2) (MCCARTHY et al., 2013; VIANCELLI et al., 2013; FONGARO et al.,
2016); os bacteriofagos, como colifagos sométicos (ex: PhiX 174) e fagos F-especificos RNA
(ex: MS2) (JOFRE et al., 2016).

A avalicdo e monitoramento da remocao de patégenos em sistemas de tratamento séo
aspectos imprescindiveis, devido a exposicdo e risco de transmissdo para a populacao
humana e para o rebanho animal (EMMOTH et al., 2011). A inexisténcia de critérios técnicos
para o reuso do digestato na pecudria brasileira, dificulta a utilizacdo de carcagas em
biodigestores.
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2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Estudar a codigestdo de dejeto suino e a carcaga suina, e suas implicacdes sobre a

producéo de biogés e higieniza¢édo do digestato.

2.2

Objetivos especificos

Determinar o potencial bioquimico de biogas da carcaca suina e de diferentes
relacdes de dejeto e carcacga suina;

Determinar o potencial de inativagdo de micro-organismos modelo (Salmonella
entérica sorovar Senftemberg, Escherichia coli, PCV2, e os bacteri6fagos MS2 e PhiX-

174) durante a codigestao;



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Suinocultura

O Brasil ocupa posicao relevante no que se refere a produ¢cdo mundial de suinos,
sendo o quarto maior produtor e o quarto maior exportador (ABPA, 2016). A regido Sul do
pais possui a maior concentracdo de animais, com 49,3% do rebanho nacional, seguida pela
regido Sudeste (17,2%), Centro-Oeste (15,7%), Nordeste (14,4 %) e Norte (3,4%) (IBGE,
2015b).

A producdo de carne suina e seus derivados acompanharam a demanda interna e a
crescente participacdo do Brasil no comércio internacional. A competitividade alcangcada €&
resultante da incorporagéo de avangos tecnologicos nas unidades produtoras, na organizacao
da cadeia produtiva e na oferta de grdos (MIELE et al., 2013).

No Brasil, o sistema produtivo de suinos é dividido de acordo com as fases dos
suinos, podendo ser: a) Ciclo completo (CC), unidade de producdo em que existem todas as
fases do ciclo reprodutivo; b) Unidade de producdo de leitbes (UPL), suinos em fase
reprodutiva, onde ocorre o nascimento dos leitbes e a fase inicial de crescimento (até
atingirem, aproximadamente, 25 kg); ¢) Unidade produtora de desmamados (UPD), suinos em
fase reprodutiva, ocorre o nascimento dos leitdes e apdés o desmame (em média 7k) séo
encaminhados ao crechario; d) Crechario (CR), leitbes desmamados até atingirem um peso,
aproximado, de 25 kg; e) Unidade de terminacdo (CT), fase caracterizada pela engorda dos
suinos (25 a 130kg) (ABCS, 2011; FAO, 2016). O resumo das fases dos suinos e a

estratificacdo do sistema produtivo estdo apresentados na Figura 1.



Ciclo Completo

Suinos em
Terminagéo Fase
Reprodutiva

Unidade Produtora de
Leitoes

Suinos em
Fase
Reprodutiva

Unidade Produtora de
Desmamados

Suinos em
Fase
Reprodutiva

Crechario | /EICGIEELD

1 4

Unidade de Terminagio Unidade de Terminagao

Crechario

Terminagéo Terminagio

Crechario

Figural Estratificagcdo do sistema produtivo em fungéo das fases dos suinos.
Nota: Adaptado de Amaral et al. (2016).

Devido a essa expansao, tecnificacdo da criacdo de suinos e a adogdo de Sistemas
de producdo de animais confinados (SPAC’s), os riscos de contaminacdo ambiental
aumentaram (KUNZ et al., 2012). Essa problematica é reconhecida pelo grande volume de
dejetos produzidos e do seu potencial de impacto sobre os recursos hidricos, solo e ar
(CHERUBINI et al., 2014).

Além da preocupacdo com a quantidade e concentracdo de poluentes nos dejetos

suinos, outro desafio para atividade € o manejo e destinacdo de animais mortos nas

propriedades.

3.2 Mortalidade de animais

A mortalidade animal dentro de uma granja pode ser oriunda de diversas causas: ser
natural, por doencas, por problemas locomotores ou no desenvolvimento do animal (SANZ et
al., 2007). As taxas de mortalidade séo diferentes para cada setor produtivo, variando entre
3,2 % e 7%. Na Tabela 1 estdo expressas as taxas de mortalidade de suinos descritas por

Machado (2014), para a producéo brasileira nos diferentes setores da cadeia produtiva.



Tabelal Taxas de mortalidade em sistema de producgéo de suinos

. N ) Mortalidade
Sistema de producao de suinos 1
(%.ano0 ™)
Ciclo Completo (CC) 57
Unidade Produtora de Desmamados (UPD) 7
Crechérios (CR) 3,2
Unidade de Terminacéao (UT) 4

Nota: Adaptado de Machado (2014).

No Brasil, sdo geradas anualmente, aproximadamente, 83.000 toneladas de carcaca
de matrizes, as quais necessitam de disposicdo adequada (Tabela 2). As estimativas foram
baseadas no levantamento do niimero de animais existentes. Nesse calculo, consideraram-se

apenas matrizes, ndo foram contabilizados outros setores da producédo de suinos.

Tabela 2 Estimativas de mortalidade de matrizes, em ndmero de animais e toneladas, a

N° de matrizes Tgxa de E;timativa de Estimativa de mortalidade

O mortalidade (%) mortalidade (em n° de (em toneladas de

@ matrizes .ano ) carcaca.ano ™) @
Brasil 4.752.728 7 332.691 83.200
Sul 1.907.328 7 133.513 33.300
Parana 653.172 7 45.722 11.400
Santa Catarina 682.755 7 47.793 11.900
Rio Grande do Sul 571.401 7 39.998 10.000

partir do levantamento do nimero de animais existentes
Notas: (1) Adaptado de IBGE (2015a);
(2) Adaptado de Machado (2014);
(3) Considerando o peso de 250 kg por animal.

No Brasil, ndo existe uma normatizacdo que trate da destinacdo de animais mortos
rotineiramente nas unidades produtoras de suinos, ao contrario de outros paises ou blocos
econdmicos. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) possui norma de
notificacdo de doencas obrigatorias, na qual prevé como destinacdo dessas carcacas animais
0 seu enterro ou incineracdo (BRASIL, 2006). Em Santa Catarina, o 6rgdo fiscalizador
(FATMA) atrela a licenca ambiental da atividade suinicola a existéncia de sistema de
compostagem de animais mortos nas granjas. Segundo a Lei 13.288 (BRASIL, 2016), o
integrador é responsavel juntamente com o produtor integrado por elaborar plano de manejo e
disposicdo dos animais mortos e supervisionar a implantacdo. A destinacdo de animais
mortos constitui um problema de dificil solucdo e que vem se agravando com a intensificacao

da producéo.
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A disposicdo segura e responsavel da carcaca animal é elemento importante da
pecuaria e de saude publica em todas as sociedades do mundo (WO et al., 2016; WANG et
al., 2016). A natureza da degradacdo de animais pode servir com matriz para a transmissao
de patégenos, muitos de importancia zoonética (FRANCO, 2002; BERGE et al., 2009;
ZHONG, HUANG, WU, 2017).

3.2.1 Tecnologias existentes para eliminacdo de carcacas animais

Os métodos conhecidos e utilizados para a destinacdo de carcacas incluem
incineracdo, compostagem e digestdo anaerdbia. Essas tecnologias tém sido aplicadas para
mortalidades rotineiras, sendo:

v’ Incineragdo: neste processo as carcagas sdo queimadas a temperaturas elevadas
(>850°C), destruindo patdégenos e produzindo apenas gases e cinzas. No entanto,
existe uma preocupagdo quanto a emissdes gasosas durante o tratamento
(dioxinas e furanos), principalmente em locais onde a tecnologia né&o é utilizada nas
condi¢Oes ideais do processo (GWYTHER et al., 2011). Além das emissfes nocivas
a saude, outra preocupacao é quanto aos custos com combustiveis e manutencdes
necessarias (ZHANG; JI, 2015).

v' A compostagem tem sido utilizada como alternativa para a destinagédo de carcacas
animais nas Ultimas décadas, pois elimina ou controla uma grande variedade de
patdégenos e é relativamente barata, se comparada a incineragdo (STANFORD et
al., 2009). Para evitar lixiviacdo e escoamento do composto, a compostagem deve
ser realizada em uma base impermeavel (GWYTHER et al., 2011). A decomposi¢éo
do tecido animal, aumenta a producédo de compostos organicos volateis odoriferos
(GLANVILLE et al., 2016).

v Digestdo anaerdbia: em meio a todas essas tecnologias, apresenta-se a digestdo
anaerobia que produz uma energia limpa, a partir de substratos organicos
(RAJAGOPAL; MASSE; SAADY, 2014). E um processo amplamente utilizado para
realizar a conversdo de carbono biodegradavel em biogas, porquanto permite a
estabilizacdo de residuos e reduz a quantidade de soélidos que necessitam de uma
disposicéo final (ALVAREZ; OTERO. LEMA, 2010). O metano produzido pode ser
utilizado como fonte de calor ou eletricidade, enquanto que o digestato rico em
nutrientes pode ser utilizado como fertilizante (BAYR et al., 2012).

Residuos que possuem altas concentragBes de matéria organica e sdo ricos em
proteinas e lipideos sao considerados 6timos substratos para a producgéo de biogas (BAYR et
al., 2012), como é o caso do residuos de animais mortos. No entanto, considerando-se essas
caracteristicas da carcaga animal (altos teores de proteina e lipideos), a sua monodigestao

pode ser inviavel, pois sua rapida hidrélise resultaria em acumulo de acidos orgéanicos volateis
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e producdo de aménia livre, o que pode contribuir para a inibicdo do crescimento dos
micro-organismos metanogénicos (RAJAGOPAL; MASSE; SAADY, 2014; LEE et al., 2015;
YONG et al., 2015).

Uma alternativa é a codigestdo com substratos diferentes, esse uso se torna cada vez
mais popular, visto que auxilia na producédo do biogas e melhora a estabilidade do processo
(ZHANG et al.,, 2016). A codigestdo de carcaca suina com dejeto suino torna-se uma
possibilidade interessante, visto que ja se possui conhecimento da biodigestao desse efluente
e que ja existem reatores operando com esse substrato em granjas comerciais. Além da
contribuicdo na producdo de biogas, a codigestdo com dejeto suino tende a melhorar a
capacidade de tamponamento do biodigestor, visto que o dejeto possui uma elevada
alcalinidade (em média 5000 mg.L™), colaborando para a estabilizagéo dos acidos organicos
volateis e, consequentemente, do pH (WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2015).

3.2.2 Efluentes suinicolas

O dejeto suino é constituido por altas concentragbes de matéria orgénica, nutrientes,
metais (STEINMETZ et al., 2009), residuos de medicamentos veterinarios e micro-
organismos patogénicos, como a Escherichia coli, Salmonella sp., o Circovirus suino tipo 2
(PCV2) e o Rotavirus A (RVA), entre outros (VIANCELLI et al., 2012).

As caracteristicas do dejeto estédo intimamente ligadas a alguns aspectos da producéao,
contribuindo com o volume de dejeto produzido, como: edificagfes, alimentagdo, sistema de
limpeza e manejo, desperdicio de agua nas instalacdes. A quantidade de dejeto produzido
também depende de cada fase de crescimento do suino, sendo uma informagéo
indispenséavel para o planejamento das instalagbes e dimensionamento do tratamento de
efluentes (VIVAN, 2012). Na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. apresenta-se a

stimativa de volume de dejetos produzido para cada sistema produtivo de suinos.

Tabela 3 Estimativa do volume de dejeto por sistema de produgéo de suinos

Volume de dejetos

Sistema de producao de suinos
produt (Lanimal.d?)

Ciclo Completo (CC) 47,1
Unidade Produtora de Desmamados (UPD) 16,2
Crecharios (CR) 2,3
Unidade de Terminacéao (UT) 4,5

Nota: Adaptado da IN 11 FATMA (2014).
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Na digestdo anaerdbia existem diferencas na producdo de biogas e metano entre
efluentes de diferentes fases de producéo, sendo relacionada com a etapa de crescimento
dos animais (em funcéo da conversao alimentar) e com a gestdo dos efluentes nas unidades
produtoras (AMARAL et al., 2016).

3.3 Micro-organismos utilizados como modelo

Micro-organismos patogénicos entéricos de proveniéncia de residuos animais podem
sobreviver por longos periodos nos mais variados ambientes, principalmente nos proprios
substratos organicos (TOPP et al., 2009). Nas ultimas décadas, as doencas causadas por
agentes patogénicos, como E. coli e Salmonella sp. tornaram-se uma questdo importante
para a industria suinicola (ZHANG et al., 2015).

A E. coli é um indicador amplamente utilizado, pois est4 presente em grande
guantidade no trato intestinal de seres humanos e outros animais endotérmicos, sendo
utilizada como biomarcador de contaminacao fecal (LI et al., 2015; IBEKWE et al., 2016).

Dentre as bactérias zoonéticas ligadas a cadeia suinicola, pode-se citar o género
Salmonella. Esse micro-organismo € caracterizado como bactéria gram-negativa, sendo
encontrada principalmente no trato intestinal de animais e posteriormente eliminada junto com
as fezes. A infecgdo por Salmonella em suinos é preocupante, pois 0s animais podem ser
infectados por uma gama de sorotipos e podem ser fontes de contaminagdo dos produtos
(KICH et al., 2011). A Salmonella sp. é o agente causador da Salmonelose, uma das doengas
entéricas de maior importancia na cadeia suinicola (KIM; ISAACSON, 2017).

Os virus entéricos séo estudados pela elevada resisténcia as condi¢cdes ambientais
adversas, podendo permanecerem viaveis por longos periodos em matrizes ambientais (LEY
et al., 2002; GRIFFIN; PLUMMER; LONG, 2008). O Circovirus suino do tipo 2 (PCV2) é um
representante dos virus entéricos, considerado um dos mais resistentes e estaveis, sendo
utilizado como modelo viral (RAMIREZ; ZAABEL, 2012). O PCV2 é um dos causadores da
Circovirose suina, e pode ser encontrado em rebanhos suinos de todo o mundo, sendo
responsavel por impactos econémicos na cadeia produtiva (FRANZO et al., 2015).

Os bacteriéfagos sao representantes virais, marcadores de contaminacdo ambiental.
Dentre os mais estudados destacam-se 0s pertencentes ao grupo dos colifagos somaticos, os
RNA F-especificos (JOFRE et al., 2016). Colifagos somaticos (ex: PhiX 174) e fagos
F-especificos RNA (ex: MS2) sdo conhecidos pela elevada resisténcia aos tratamentos
térmicos, quando comparado com bactérias e virus entéricos, por isso, sdo considerados
6timos modelos de biomarcadores (BERTRAND et al., 2012; MAGRI; PHILIPPI, VINNERAS,
2013).
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3.4  Digestao anaerobia

A digestdo anaerobia é um processo microbiolégico que envolve uma série de
processos metabolicos complexos, mediados por varios grupos de micro-organismos. E
dividida em quatro etapas: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese. Na Figura 2
estéo ilustradas as principais reacdes que ocorrem durante 0 processo.

L . ) . Bactérias Arqueas Metanogénicas
Bactéria Hidroliticas - Acidogénicas Acétopsnicas Hidrogenotréf‘cas!Acetoclésticas

HIDROLISE | ACIDOGENESE ACETOGENESE METANOGENESE

o — Pr— Metano
. 1 cidos de
g Lipideos -+ cadeia longa L 3 (CHJ)
= Acido Biogas
E acético
g Carboidratos -—4 Monossacarideos (CO,)gas
° I
< L 4
| Proteinas —+ Aminoacidos - Bicarbonato [~ ‘
w Acidos: propiénico, HCO4 + H* | (CO Jlia-+ H,0
E butirico, valerico
s | Compostos Nao

inorganicos [[~"] biodegradavel M NH.+ H*

3

NH,*

F 3

Figura2 Rotas metabdlicas e grupos microbianos envolvidos na digestao anaerébia.
Nota: Adaptado de FLOTATS (2013).

A hidrélise é a primeira etapa da digestdo anaerdbia. Os micro-organismos
fermentativos excretam exo-enzimas, convertendo polimeros mais complexos, como
carboidratos, proteinas e lipidios em compostos mais simples e sollveis (AL SEADI et al.,
2008; DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011). Os principais géneros de bactérias responsaveis
por essa conversado sdo: Clostridium, Micrococcus, Staphylococcus, Bacteroides, Butyvibrio,
Fusobacterium, Selenomas, Streptococcus, Proteus, Peptococcus, Bacillus, Acetivibrio e
Eubacterium (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011)

A segunda etapa, a acidogénese é a etapa fermentativa na qual ocorre a formagéo
dos acidos carboxilicos de cadeia curta (por exemplo, acético, butirico, propidnico, valérico),
diéxido de carbono e hidrogénio, adicionalmente formam-se também pequenas quantidades
de acido latico e alcoois (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011, HALDER et al., 2016).

Na terceira etapa os acidos graxos volateis (AGV) séo convertidos a acido acético,
CO, e H,. Esta conversdo, em grande parte é controlada pela baixa presséo parcial do H, na

mistura, ou seja, o hidrogénio formado é rapidamente e efetivamente removido pelos micro-
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organismos consumidores de hidrogénio. Por razdes energéticas, uma concentracdo elevada
de hidrogénio impede a acetogénese e, por consequéncia, ocorre o acumulo de &cidos
organicos (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2011).

As reacdes acetogénicas ndo séo termodinamicamente favoraveis (AG’+) (Tabela 4),
no entanto, elas ocorrem devido a interagdo entre 0s micro-organismos acetogénicos e 0s
metanogénicos. Assim, para que a biotransformacdo do propionato/butirato ocorra o

hidrogénio gasoso deve ser consumido, deslocando o equilibrio da reacao para a direita.

Tabela4 Reacdes acetogénicas e metanogénicas da transformacao do butirato/propionato

a metano
Butrato  >Acetato CHyCH,CH,COO™ + 2H,0 > 2CH,CO0 + H' + 2H, AG’= +48,1 kJ
Acetato - Metano 2CH;COO" + 2H,0 -> 2CH, + 2HCO5" AG= -62,0 kJ
Hidrogénio - Metano  2H, + 0,5HCO, + 0,5H" - 0,5CH, + 1,5H,0 AG’= -67,8 kJ

Butirato - Metano CH;CH,CH,COO" + 2,5H,0 = 2,5CH, + 1,5HCO," + 0,5H" AG’=-81,7 kJ

Propionato > Acetato  CHyCH,COO" + 3H,0 - CH,COO + HCO, + H' + 3H, AG’=+76,1kJ
Acetato - Metano CH,COO" + H,0 - CH, + HCO5 AG’=-31,0kJ
Hidrogénio - Metano 3H, + 0,75HCO; + 0,75H" > 0,75CH, + 2,25H,0 AG’=-101,7 kJ
Propionato > Metano  CHyCH,COO™ + 1,75H,0 - 1,75CH, + 1,25HCO, +0,25H" AG’=-56,6 kJ

Nota: Adaptado de Khanal (2008).

A degradacdo do propionato resulta em 56,6 kJ de energia dividida entre as
acetogénicas, metanogénicas acetoclasticas e metanogénicas hidrogenotréficas. Fato que
pode explicar a baixa taxa de crescimento dos micro-organismos metanogénicos
(CHERNICHARO, 2007; SANT'ANNA JUNIOR, 2010). Os géneros mais atuantes nha
acidogénese sdo Syntrobacter, Syntrophonomas, Clostridium e Acetobacterium (SANT'ANNA
JR, 2010).

Por fim, a etapa da metanogénese, na qual ocorre a formagdo do metano (CH,), por
duas rotas principais, através do acido acético ou do hidrogénio (doador de elétrons) e diéxido
de carbono (aceptor de elétrons) presentes no meio (APPELS et al., 2008; HALDER et al.,
2016). Na digestao anaerébia existe uma interacdo entre 0s micro-organismos acetogénicos e
metanogénicos, sendo esta que mantém o sistema em equilibrio (KHANAL, 2008).

A etapa de formagdo do metano é a fase limitante do processo. As arqueas
metanogénicas possuem uma taxa de crescimento mais baixa, em relacdo a de outros
micro-organismos envolvidos no processo, e sao sensiveis a inibicdo por &cidos orgéanicos
volateis, amonia e varia¢cdes nas condi¢des operacionais, como o pH e temperatura (CHENG

et al., 2016).
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Silva et al. (2014) estudaram a comunidade microbiana de digestores anaerébios que
tratavam dejeto suino. Entre as arqueas metanogénicas identificaram os micro-organismos
hidrogenotréficos Methanoculleus e Methanocorpusculum. A abundancia de arqueas
hidrogenotréficas nas amostras (80%) fornece informagfes importantes para confirmar que a
producdo de metano, via digestdo anaerdbia, com dejeto suino é, em grande parte, via rota
hidrogenotrdfica.

3.4.1 Paradmetros que influenciam a digestdo anaerébia

3.4.1.1 Temperatura

A temperatura € um parametro importante na digestdo anaerébia por sua influéncia na
atividade dos micro-organismos e das enzimas, consequentemente na producdo de metano e
na qualidade do digestato (APPELS et al., 2008). O processo de digestdo pode ocorrer em
trés condicdes de temperatura: psicrofilica (< 25°C), mesofilica (25° a 45°C) e a termofilica
(45°C a 60°C). E importante manter a temperatura constante durante o processo, pois
flutuagbes de temperatura podem provocar desbalanceamento entre as populagdes
microbianas e afetar negativamente a produgcéo de biogas (TURCO; AUSIELLO, MICOLI,
2016). A Figura 3 apresenta uma comparacdo entre 0 crescimento das metanogénicas,

conforme a tem peratura.

/_\1{]0— Termofilica
R
o 80
=
g 60 Mesofilica
e
T 40-
£ Psicrofilica
% 20
o
@)
0 | I | 1
0 20 40 60 80

Temperatura (°C)

Figura 3 Crescimento relativo entre as metanogénicas, em relacdo a temperatura.
Nota: Adaptado de Lettinga, Rebac e Zeeman (2001).
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Na digestao termofilica (45°C a 60°C) as velocidades de hidrélise e as reacBes sao
cineticamente mais favoraveis em relacdo a faixa mesofilica (25°C a 45°C), apresentando
maior produtividade de biogas (LIN et al., 2016), no entanto, pode ocorrer acumulacao de
produtos intermediarios (acidos) e, consequentemente, inibicdo do processo. Além disso, a
faixa mesofilica apresenta outras vantagens, como a maior estabilidade do processo,
menores problemas com toxicidade e investimentos menores, devido & necessidade de

aquecimento ser menor (MAO et al., 2015).

3.4.1.2 pH, alcalinidade e 4cidos volateis

O valor de pH na digestédo anaerdébia influencia o crescimento dos micro-organismos e
pode afetar a dissociacdo de alguns compostos, como a aménia, sulfeto e acidos organicos
(Al SEADI et al., 2008).

Os micro-organismos envolvidos nas diferentes etapas da digestdo anaerébia
necessitam de diferentes valores de pH para seu 6timo crescimento. Para bactérias
hidroliticas e acidogénicas a faixa ideal é de 5,2 a 6,3, enquanto para as acetogénicas e as
arqueas metanogénicas a faixa é de 6,5 a 8 (FNR, 2010). Uma vez que a metanogénese é a
fase limitante do processo € necessario manter o pH préximo da neutralidade, ja a hidrélise e
acidogénese sdo menos sensiveis a pequenas mudangas de pH (KHANAL, 2008).

O acumulo de acidos volateis produzidos durante a digestao tendem a reduzir o pH do
meio reacional. O principal controle de pH em reatores anaerébios é feito através do sistema
de tampao do bicarbonato, ou seja da alcalinidade presente no meio. Quando a capacidade
tampao do sistema for excedida, podem ocorrer alteracdes drasticas nos valores de pH (Al
SEADI et al., 2008).

Um possivel controle do sistema de tamponamento e monitoramento indireto dos
acidos produzidos durante a digestdo é a relacdo alcalinidade intermediaria/ alcalinidade
parcial (AI/AP), sendo que a primeira fornece valores equivalentes a alcalinidade por
bicarbonato e a segunda a alcalinidade vinda dos acidos volateis (Al SEADI et al., 2008;
MEZES, 2011). Na Tabela 5 s&o apresentadas as relacdes, as caracteristicas do digestato e
a sugestdo de acdo corretiva, segundo a experiéncia empirica, e verifica-se a importancia do

acompanhamento da relacéo Al/AP.

Tabela5 Evolucédo da relacdo Al/AP, de acordo com a experiéncia empirica
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Relacao Al/AP o
Condicao do reator

mgAc.acético/m Ocacos

> 0,4 Reator em sobrecarga
0,3-0,4 Maior produtividade de metano
<0,3 Reator em subcarga

Nota: Adaptado de Mézes (2011).

3.4.1.3 Amonialivre

A ambnia é um nutriente essencial para o crescimento dos micro-organismos
anaerobios, mas também pode ser toxico em concentragdes elevadas. A fermentagdo de
materiais ricos em ureia e proteinas libera amoénia, em funcéo do pH e temperatura do meio, e
pode ter uma producdo elevada de amonia livie (RAJAGOPAL; MASSE; SINGH, 2013;
YENIGUN; DEMIREL, 2013). A amodnia livre é toxica para as arqueas metanogénicas, pois
facilmente difunde-se através da membrana celular dos micro-organismos, causando
desequilibrio i6nico e/ou deficiéncia de potassio (K*) (CHEN et al., 2015).

O equilibrio quimico do sistema para formagcédo de aménia livre pode ser calculado pela
equacao abaixo, proposta por Anthonisen et al. (1976).

17

[ total de amdnia como N] - 10PH
AL (NHz,mg/L) = T X

e[6344/(273+T(°C))] + 10PH

Garcia e Angenent (2009) estudaram a digestdo de dejeto suino, e reportaram inibicao
na producdo de metano em concentracdes de 200 mg.L™ de aménia livre 35°C com pH 7,6. J&
Rodriguez et al. (2011) relataram que niveis de até 375 mg.L™"de aménia livre ndo afetaram a
eficiéncia do processo de digestao.

As diferencas reportadas na literatura para inibicdo por aménia livre sao atribuidas a
variabilidade das condi¢des operacionais (temperatura e pH), ao tipo de substrato e in6culo e
a adaptacdo da comunidade microbiana (HO; HO, 2012).

3.4.2 Ensaio de potencial bioquimico de biogas

O teste de potencial bioquimico de biogas (PBB) é um método para explorar e
determinar a viabilidade dos residuos usados como substrato para a digestdo anaerodbia
(STROMBERG; NISTOR,; LIU, 2015; MOREDA, 2016). Os ensaios de PBB sdo um parametro

chave para a escolha da configuragdo, economia e implementacdo de reatores em larga



15

escala (WANG et al., 2015). O teste fornece informac¢des sobre a degradacdo do substrato,
incluindo o quao rapido ocorre e a quantidade de biogas produzido, sob condicdes
controladas, além da eficiéncia da mistura de substratos (WARE; POWER; 2017; HAGOS et
al., 2017).

Nos ensaios uma curva de producdo acumulada de biogds/metano é plotada em
funcdo do tempo. Os padrdes da curva possuem implicacoes significativas na degradacéao do
substrato e o comportamento é controlado pelas caracteristicas do substrato, producdo de
compostos inibitérios e desempenho da populacdo metanogénica (LABATUT; ANGENENT;
SCOTT, 2011). Na Figura 4 sdo mostradas algumas curvas cumulativas, tipicas da producao
de biogas/metano.

¢ Normal
Degradagao em

duas fases / Inibigao

Degradagao Lenta

Produgaoacumulada de
biogas

>

Tempo

Figura4 Exemplo de tipicas curvas cumulativas de producado de biogas.
Nota: Adaptado de VDI (2006).

Substéancias facilmente degradaveis sao convertidas em biogds e a curva
correspondente é caracterizada por um aumento acentuado de biogas (normal). Substratos
gue degradam com dificuldade (substancias contendo lignina e algumas gorduras) exibem
uma curva com uma degradacao lenta. Quando a degradacado ocorre em dois estagios, pode
ser devido a uma decomposi¢do em duas fases ou a inibigdes (VDI, 2006).
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ARTIGO - CODIGESTAO ANAEROBIA DE DEJETO SUINO E CARCACA SUINA:
POTENCIAL BIOQUIMICO DE BIOGAS E INATIVACAO DE PATOGENOS

RESUMO

A producgdo intensiva de suinos aumentou a necessidade de tratamentos dos residuos
gerados, como dejeto e animais mortos. A disposicdo de animais mortos requer 0 manejo
elou tratamento considerando-se aspectos de biosseguridade. A digestdo anaerdbia tem um
potencial para converter carbono organico biodegradavel em biogas. A codigestao da carcaca
suina com dejeto suino € uma alternativa viavel para tratar esses residuos e gerar uma fonte
de energia renovavel. No entanto, a biodigestao tem capacidade limitada para remover micro-
organismos patogénicos e isso deve ser estudado para minimizar os riscos biologicos e
garantir a eliminacdo e o uso seguro do digestato. O objetivo deste estudo foi avaliar o
Potencial bioquimico de biogés da carcaca suina, de diferentes rela¢des carcaca suina/dejeto
suino e a cinética de inativagdo de micro-organismos (Escherichia coli (E. coli), Salmonella
enterica — sorovar Senftenberg (S. Senftenberg), Cirvovirus Suino tipo 2 (PCV2), e os
bacteriéfagos MS2 e PhiX-174) durante a codigestdo. O teste de Potencial bioquimico de
biogas foi realizado de acordo com a norma internacional VDI 4630. Foram testadas as
relagdes de 3 KQcarcaca-M dejetor 7»5 KQcarcaca-M “dejeto © 15KTcarcaca-M “uejeto: OS €Xperimentos de
inativacdo foram realizados em triplicatas, por quatro estratégias: duas temperaturas (24 °C e
37 °C) e duas relacdes de carcaca/dejeto (3 kg.m™ e 15 kg.m™). Os resultados indicaram que
a carcaga suina tem potencial de 1076 + 48LNbiogés.kgSVadic'l, e a sua codigestdo com dejeto
suino aumenta o potencial de producédo de biogas quando comparada com a monodigestao
do dejeto. Os micro-organismos modelo E. coli S. Senftenberg e PCV2 (37 °C) foram
totalmente inativados em 30 dias, enquanto os modelos PCV2 (24°C), MS2 e PhiX -174 foram
mais resistentes. A temperatura do processo de codigestédo influencia no tempo necessario
para a inativagdo dos micro-organismos. Os resultados de inativagdo sugerem que, durante a
codigestdo a 37 °C, ocorre maior reducdo de patégenos do que quando 0 mesmo processo é
submetido a 24 °C. A sele¢do da configuracdo adequada da digestdo anaerdbia pode ajudar a
alcancar a seguranca do uso do digestato.

Palavras-chave: Bacteri6fagos, E. coli, Metano, PCV2, Residuos animais, S. Senftenberg.
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ANAEROBIC CODIGESTION OF SWINE MANURE AND SWINE CARCASS:
BIOCHEMICAL POTENTIAL OF BIOGAS AND PATHOGENS INACTIVATION

ABSTRACT

Swine intensive breeding increases the importance on managing and treating efficiently swine
wastes such as manure and dead animals. Additionally, animal carcass arrangement requires
attention on its management and treatment because biosecurity protocols. Anaerobic digestion
can convert biodegradable organic carbon into biogas. Swine manure and swine carcass Co-
digestion could be a feasible alternative to treat these residues and generate a renewable
energy source. However, biodigestion has limited capacity to remove pathogenic
microorganisms and this must be studied to minimize biosecurity risks, assure safe disposal
and use of digestate. Thus, this study aims at evaluating Biochemical Potential of biogas
produced by swine carcass, from different ratios such as swine carcass/swine manure as well
as kinetics of microorganisms inactivation Escherichia coli (E. coli), Salmonella enterica -
serovar Senftenberg (S. Senftenberg), Swine Cirvovirus type 2 (PCV2), and bacteriophage
MS2 and PhiX-174) during codigestion. The Biochemical Methane Production (BMP) test was
carried out according to the international standard procedure (VDI 4630). The ratios of 3
KQcarcass:M manures 7-5 KGcarcass-M “manure @Nd 7.5 KQcarcass-M >manure Were recorded. The inactivation
trials were carried out in triplicates, based on four inactivation strategies: two temperatures
(24°C and 37°C) and two ratios were also studied: (3Kgcarcass-M “manure @A 15 KGcarcass-M >manure)-
The swine carcass presented Biochemical methane potential (BMP) 1076 + 48 Lupiogas-kKgVS™,
and codigestion with swine manure increased biogas production potential when compared to
manure monodigestion. The model-microorganisms of E. coli, S. Senftenberg and PCV2 (37
°C) were completely inactivated in 30 days, whereas the ones from PCV2 (24 °C), MS2 and
PhiX-174 were more resistant. The process temperature of codigestion influenced the time
required for microorganisms’ inactivation. Inactivation results have suggested that during co-
digestion at 37 °C, there is a greater pathogen reduction when compared to the same process
at 24 °C. Selecting the correct configuration of anaerobic digestion can help on achieving the
safety of digestate use.

Keywords: Animal residues, Bacteriophages, E. coli, Methane, PCV2 and S. Senftenberg,



24

1 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira possui destaque no cenario mundial de producdo de carnes,
com aproximadamente 3,6 milhdes de toneladas produzidas anualmente (ABPA, 2016).
Segundo a FAO (2016), em 2013, o Brasil possuia 36,7 milhdes de cabecgas de suinos,
representando, aproximadamente, 4% do rebanho mundial.

Com a tecnificagdo e a criacdo intensiva de suinos ocorre um aumento dos residuos
gerados, associado a falta de manejo adequado dos animais e a demanda do solo. Os
potenciais riscos ambientais relacionados a atividade cresceram (KUNZ et al., 2012).

Nas unidades produtoras de suinos, a mortalidade suina apresenta varia¢cdes ao longo
da cadeia produtiva e entre as unidades produtoras, variando anualmente entre 3,2 e 7 %.
Para o Ciclo completo: 5,7%, Unidade produtora de desmamados: 7%, Crechario: 3,2% e
para as Unidades de terminagdo: 4% (MACHADO, 2014). A gestdo e a disposicdo das
carcacgas devem ser realizadas de forma a proteger o meio ambiente, a sautde humana e a
sanidade animal (GWYTHER et al., 2011; ZHANG; JI, 2015; KIM; PRAMANIK, 2016), visto
gue a carcaga animal pode conter micro-organismos patogénicos (virus, bactérias), parasitas,
residuos de medicamentos veterinarios e outros compostos quimicos (BERGE et al., 2009;
ZHONG; HUANG; WU, 2017).

Entre as tecnologias utilizadas para o tratamento de dejetos suinos destaca-se a
digestao anaerébia (DA) (KUNZ et al., 2009). A DA é um processo bioquimico que realiza a
conversao de residuos organicos em fonte de energia limpa e renovavel, e em fertilizantes
(MANYI-LOH et al., 2013; HAGOS et al., 2017). Residuos que possuem alta concentracdo de
proteinas e lipidios (como as carcacas) sdo excelentes substratos para a producéo de biogas
(ZHANG; JI, 2015), porém, a monodigestdo € propensa a inibicdes, pelo acimulo de acidos
graxos volateis e/ou producéo de aménia livre (LEE et al., 2015, BELINE et al., 2017).

Uma alternativa é a codigestao anaerébia de dejeto suino e carcaca suina, pois ja
existem biodigestores que tratam o efluente suinicola e este pode contribuir para a diluicao de
compostos inibitoérios e/ou substancias téxicas originadas durante a digestdo anaerébia da
carcaca (BAYR et al., 2012; RAJAGOPAL; MASSE; SAADY, 2014). O uso do dejeto suino
como cossubstrato é uma alternativa promissora, devido as caracteristicas (principalmente
alcalinidade), contribuindo com o sistema de tamponamento (HEJNFELT; ANGELIDAKI,
2009; MATA-ALVAREZ et al., 2014; ZHANG et al., 2016).

A utilizacdo do digestato gerado a partir da codigestdo envolve inevitavelmente riscos
para a saude publica e meio ambiente, sendo essencial a redugcédo de patdgenos. Bactérias
sdo amplamente utilizadas como indicadoras de contaminacéo fecal de ambientes agricolas,

agua e alimentos, especialmente E. coli (LI et al., 2015). A Salmonella é considerada uma
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bactéria zoondtica (KICH et al., 2011), sendo o agente causador da Salmonelose, uma das
doencas entéricas de maior importancia na cadeia suinicola (KIM; ISAACSON, 2017). O
Circovirus suino tipo 2 (PCV2) é representante dos virus entéricos e considerado um dos
mais resistentes e estaveis (RAMIREZ; ZAABEL, 2012). Pode ser encontrado em rebanhos
suinos de todo o mundo, sendo responsavel por impactos econdmicos na cadeia produtiva
(FRANZO et al.,, 2015). Os bacteriofagos sé@o conhecidos pela elevada resisténcia aos
tratamentos térmicos, quando comparados com bactérias e virus entéricos, assim, sédo 6timos
modelos de biomarcadores (BERTRAND et al., 2012; MAGRI; PHILIPPI; VINNERAS, 2013).
Os bacteri6fagos mais estudados sdo pertencentes ao grupo dos colifagos somaticos (ex:
PhiX 174), e fagos F-especificos RNA (ex: MS2) (JOFRE et al., 2016).

Diante desse cenario, 0 presente estudo objetivou determinar o potencial bioquimico
de biogas da carcaca suina, da codigestao anaerdbia de dejeto suino e carcaca suina e a
cinética de inativagdo micro-organismos modelo: Escherichia coli (E.coli), Salmonella entérica
— sorovar Senftenberg (S. Senftenberg), Circovirus suino tipo 2 (PCV2), bacteriéfagos MS2 e

PhiX- 174, durante o processo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e caracterizacdo das amostras

Amostras de dejeto suino foram coletadas em uma Unidade Produtora de
Desmamados localizada em Concérdia - SC, Brasil. Para a carcaca foram coletadas duas
amostras: 1) carne processada: porcdo de carne suina, composta por carne gordura e pele,
proveniente do comércio local; 2) carcaga suina: matriz de 270 kg foi triturada inteira (<4 mm).
As amostras foram caracterizadas quanto ao pH, concentracdes de nitrogénio amoniacal,
alcalinidade, soélidos totais, solidos volateis, segundo APHA (2012). As concentracdes de
carbono total (CT) e nitrogénio total (NT) foram determinadas em analisador elementar
Thermo-Scientific TM Flash 2000 CHNS/O (Waltham, MA, USA), segundo as recomendacdes
do fabricante. Para determinacdo de gorduras presente na amostra foi utilizado o método
oficial AOCS Am 5-04.
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2.2 Potencial bioquimico de biogés (PBB)

Foram avaliados o PBB da amostra de carne processada, da carcaca suina, amostras
de dejeto e das relagdes 3 KQcarcaca-M dejetor  7»5 KQcarcaca-M “dejero® 15 KQcarcaca-M “dejeror S qUAIS
representam 1, 2,5 e 5 vezes a relacdo entre a mortalidade suina e o dejeto produzido em
uma Unidade produtora de desmamados (UPD) (FATMA, 2014; MACHADO, 2014).

Os experimentos foram conduzidos em batelada e em triplicata, por meio de reatores
de 250 mL vinculados a tubos eudidmetros de 500 mL. O sistema foi mantido em temperatura
mesofilica (37 °C), de acordo com as normas VDI 4630 (VDI, 2006) e DIN 38414-8 (DIN,
1985). A producdo de biogas foi avaliada diariamente até sua estabilizacdo, quando a
producéo diaria de biogas foi igual ou inferior a 1% do total produzido (VDI, 2006)

O in6culo de micro-organismos anaerébios mesofilicos foi preparado a partir de partes
iguais de: a) in6culo anaerdbio alimentado com dejeto suino; b) indculo anaerdbio de inddstria
de gelatina; c) dejeto bovino fresco. Duas semanas antes do inicio dos testes, a mistura de
biomassa foi aclimatada (37 £ 1 °C) em um reator do tipo CSTR e alimentado na carga de
0,3 kgSV.m3.d* por sete dias consecutivos. O inéculo permaneceu por sete dias sem

alimentacg&o para reduzir a produgéo de biogas advinda do inoculo (STEINMETZ et al., 2016).

2.2.1 Analise do biogéas

Para determinacdo da composicdo do biogas (CH, e CO,), as amostras foram

analisadas utilizando-se sensor infravermelho BIOGAS 5000 (Landtec, USA)

2.3 Inativagdo de micro-organismos modelo

Para os experimentos de inativagédo, foram montados reatores de 500 mL, conduzidos
em triplicata, os quais foram alocados e mantidos em diferentes temperaturas (24°C e 37°C).
Condigbes semelhantes aos testes de PBB foram realizadas, ou seja, foi utilizado indculo
anaerobio mesofilico. Optou-se por testar as relaces 3 kgcama@a.m'30|ejeto e 15 kgcarcaga.m'%e,-eto,
por serem condicdes extremas. Diferentes condicbes foram realizadas (Tabela 1) para os
testes 1 a 4, em que foram adicionadas suspensdes bacterianas contendo Escherichia coli (E.
coli) e Salmonella entérica sorovar Senftenberg (S. Senftenberg) nas concentracdes
equivalentes ao tubo 0,5 da escala de Macfarland (Remel®). Nos testes 5 a 8 as amostras

foram artificialmente contaminadas com quantidade conhecida dos virus: bacteri6fago MS2
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(F-especifico 10° unidades formadoras de placas (UFP mL™) e bacteriéfago PhiX 174 (10°
UFP mL™). Para o PCV2 ndo foi necessaria a adicdo, pois ja4 se encontrava em ndmero
suficiente para o experimento. As amostras foram coletadas no tempo zero (T,), e
posteriormente por até 30 dias, sendo que a frequéncia amostral variou em funcdo da

inativagéo dos mesmos.

Tabela 1 Descricdo das 8 estratégias de inativacdo testadas durante a codigestao
anaerdbia de carcaca suina e dejeto suino

Relacao carcaca

Teste Micro-organismos suina/dejeto suino Tem poeratura
modelo R CC)
(kgcarcac;a-m dejeto)

1 S 24
2 Bactérias (E. coli 15

3 e S. Senftenberg) 3 37
4 15
3

> ) 24
6 Virus (PCV2, MS2 15
7 e PhiX- 174) 3

g 15 37

2.3.1 Analise microbioldgica

Para a quantificacdo de E. coli e S. Senftenberg durante os experimentos foram
coletados 6 mL (fracdo liquida e sélida) e submetidos a diluicdo seriada na base logaritmica.
Subsequente as células de E. coli presentes em 1 mL de cada diluicAdo foram semeadas por
profundidade em Agar Chromocult® (Merck, Germany), com incubagéo a 37 °C por 24 h. A
contagem de col6nias tipicas foi realizada conforme orientagédo do fabricante, sendo expresso
em Unidades formadoras de colénias (UFC). As células de S. Senftenberg foram
guantificadas utilizando-se agar de desoxicolato-lisina-xilose (Merck, Germany), conforme
descrito por Magri, Philippi e Vinneras (2013), e expresso em UFC. O MS2 foi enumerado,
segundo a norma ISO 10705-1 (ISO, 1995), em Unidade formadora de placa (UFP), apos
16+2h de incubacdo a 37 °C das placas contendo as amostras avaliadas. PhiX-174 foi
qguantificado em E. coli ATCC 13706, pelo método &gar de dupla camada conforme a 1ISO
10705-2 (IS0, 2000), sendo contabilizado pela contagem de (UFP).

Para a quantificacdo dos genomas virais de PCV2, os acidos nucleicos totais foram
extraidos usando o kit comercial, QIAmpMinElute®Virus Spin Kit (Qiagen®), segundo
recomendacbes do fabricante As reacdes de qPCR foram realizadas como descrito por

Opriessing et al. (2003) sendo expresso em cépias genémicas (CG).
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2.4 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software R. Valores de p<0,05
foram considerados diferentes estatisticamente (GOMES, 2009).

O coeficiente de inativacao diario (k) e o tempo necessério para a reducdo de 1 Logio
dos micro-organismos modelo (Tgo = 1/-k) foram calculados de acordo com Ottoson, Schnirer
e Vinnerds. (2008) e Fongaro (2016), considerando as curvas de regressao linear (sempre
que houve ajuste com r* = 0,75), geradas pelo software Microsoft Excel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Potencial bioguimico de biogas

As caracteristicas fisico-quimicas dos substratos e as relacdes carcaca/dejeto
estudadas sdo apresentadas na Tabela 2. As amostras de carne processada e carcaga suina
apresentaram, respectivamente, 40% e 49,9% de sélidos volateis, 16,7% e 11,7% de
proteinas e 25,7% e 38,3% de gordura. Essas caracteristicas sugerem que a carcaca animal
é um excelente substrato para a digestdo anaerobia (RAJAGOPAL; MASSE; SAADY, 2014).
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Tabela 2 Caracterizacdo das amostras de carne processada, carcaga suina, dejeto suino e
das relacdes carcaca/dejeto estudadas

Nitrogénio . B
Amostra y ST ) " SV B} oH amoniacal total Pro(t;;?as Gozt)i/;ras Recl:alaao
(Ymm~) (Y%bm.m™) (N-NH; mg.L™h)

Carne processada 42,5 40,0 5,93 - 15,8 24,2 9,2
Carcaga suina 51,7 49,9 6,10 - 11,7 38,3 18,5
Dejeto suino 1 21 15 7,49 1006 - - -
Dejeto suino 2 57 43 7,63 1401 - - -

Experimento A - Relacdo carcaca/ dejeto ( kgcamaca.madejeto)

3 2,2 1,6 7,88 1467 - - -
75 24 1,8 7,88 1505 - - -
15 2,7 2,1 7,85 1526 - - -

Experimento B - Relag@o carcaga/ dejeto ( kgcamaca.m'sdejem)

3 5,8 4,4 7,63 1411 - - -
7,5 59 4,6 7,67 1613 - - -
15 6,4 5,0 7,70 1686 - - -

Nota: Exp. A: Carne processada e dejeto suino 1. Exp. B: Carcaca suina e dejeto suino 2.

Os resultados dos testes de PBB das amostras estudadas s&o apresentados na
Tabela 3 e as cinéticas de degradacdo da amostra de carne processada e de carcaca estdo
expressas na Figura 1. O PBB das amostras de carne processada e de carcaga suina nao
apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey, apresentando um potencial de
1211+ 37Lnpiogas-KGsvadic - € 10762 48 Lypiogas-KQsvadic > respectivamente. A velocidade méaxima
de degradacdo ocorreu entre o 2° e 3° dia de incubacdo, sendo de 145 Ln.d™ . kQsvadgic™ €
130 Ln.d ™ .kgsvadic 1, para a carne processada e carcaga suina, respectivamente. Esses dados

da cinética da degradacgdo das amostras reforcam a similaridade de ambas.

A Carne processada B Carcaca suina
1400 -
1200 - AAA AAMAAAAA
A N
~ 1000 - AT gy mEEe
L A ..
g N L
o 800 - A .
(@]
R: A .l
€ 600 - rA.
= 400 - O
200 - ..
O J T T T T T
0 5 10 15 20 25
Tempo (d)

Figura 1 Média do Potencial Bioquimico de Biogas das amostras: carne processada e
carcaca suina.
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As amostras de dejeto suino 1 e 2 apresentaram uma producdo de biogas de
203 +12 LNbiOgés.kgSVadic‘l e 218+ 8 LNbiogés.kgSVadic'l, nao apresentando diferenca significativa
entre si. A carcaca animal obteve uma producéo de biogas 6 vezes superior ao dejeto suino,
sendo observada também uma maior composi¢éo de metano.

Os testes do PBB (Tabela 3) demonstram aumento da produgdo de biogads/metano
com o aumento da relacdo de carne processada ou carcaga suina no dejeto. Quando a
codigestéo foi realizada com carne processada (Exp. A), observou-se um aumento de 15, 55
e 117% na produgdo de biogas com a adi¢do de 3KQcarcaca-M “dejetos 755 KQcarcaca-M dejeto
15kgcarcaga.m'3de,-eto, respectivamente. Ja para a codigestdo com carcaca suinas (Exp. B), os
aumentos foram de 52, 95 e 119%, para as mesmas relacdes. Esse fendmeno é atribuido as
concentracdes de proteinas e lipidios presentes na carne processada e na carcaga suina
(Tabela 2).

Os resultados estdo de acordo com os relatados por Luste et al. (2012), que
apontaram um aumento de 30% na producdo de metano com a adicdo de subprodutos da
industria animal, em relacdo a producdo do dejeto de bovinos leiteiros. Pitk et al. (2014)
demonstraram um aumento em até 3,5 vezes na producdo de biogas de dejeto bovino com a
adicdo de residuos solidos ricos em proteinas (35,8% a 37,3% dos ST) e lipideos (14,4% a
99,6% dos ST) provindos de abatedouros. O mesmo foi reportado por Rodriguez-Abalde,
Flotats e Fernandez (2016), que a adicdo de efluentes de abatedouros e glicerina
incrementaram a producédo de metano em 2,9 vezes em relagéo ao dejeto suino.

Simulando mortes catastréficas, Rajagopal, Massé e Saady (2014) investigaram a
adicd0 117 KQcarcaca-M tejetor 233 KQcarcaca:M “dejeto € 467 KQcarcaca-M “ejerc €M reatores SBR
(Reator em batelada sequencial) operados com dejeto suino a 24,5°C. Os resultados
indicaram que houve acumulo de &cido propibnico e inibicdes por aménia livre j& na menor

relacdo estudada, fato atribuido a lenta degradacédo dos lipidios presentes na carcaca suina.

Tabela 3 Média do potencial bioquimico de biogas (PBB), desvio padrédo e concentracédo de
CH, das amostras estudadas
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PBB Desvio CH,
Amostra 1 ~
(LNbiogés- kgSVadic ) padrao (%)
Carne processada 1211 37 58
Carcaca suina 1098 48 56
Dejeto suino 1 203 12 44
Dejeto suino 2 218 8 53
Experimento A - Relacdo carcaca/ dejeto ( kgcarcaga.m'Bdejeto)
3 232 7 44
7,5 315 18 46
15 442 11 54
Experimento B - Relacdo carcaca/ dejeto ( kgcamaga.m'e’dejeto)
3 352 53 55
7.5 436 20 55
15 475 3 56

Notas: Exp. A: Carne processada e dejeto suino 1. Exp. B:Carcaca suina e dejeto suino 2.
* Acompanhamento da cinética de degradacéo descrito no Apéndice A.

3.2 Inativacéo de patdégenos

Os resultados de decaimento das bactérias e dos virus durante a codigestao

anaerdbia séo apresentados na Figura 2.

3.2.1 Inativacéo de micro-organismos modelo durante a codigestéo a 24 °C

Os resultados dos experimentos conduzidos demonstram que a E. coli a 24 °C néo foi
mais detectada apés 31 dias e 25 dias, para as relagdes 3 kgcarcaga.m'adejetoe 15 KJcarcaca-M’
% ejetor rESpPECtivamente (Figura 2A). Ja a S. Senftenberg néo foi detectada apés 10 dias para
as duas relagfes de carcaca suina/ dejeto suino estudadas (Figura 2B). Viancelli et al. (2013)
e Fongaro et al. (2014) identificaram micro-organismos bioindicadores (E. coli, Salmonella sp.,
PCV2, Adenovirus Porcinos (PAdV), Rotavirus A (RVA)) em reatores continuos sem sistema
de aguecimento, posterior & digestdo anaerdbia de dejetos suinos, demonstrando que nestas
condi¢Bes ndo ocorre uma inativagdo total de patégenos. Pandey et al. (2015) demonstraram
gue na digestao anaerobia a 25°C de dejeto bovino sdo necessarios, aproximadamente, 60
dias para a inativagao de E.coli.

O PhiX -174 durante a codigestdo a 24 °C ndo apresentou tendéncia de decaimento
durante os primeiros 30 dias, ja 0 modelo MS2 mostrou-se mais sensivel que o PhiX- 174,
inativando entre 1 e 1,5 logyo a 24 °C; no mesmo periodo, para o0 PCV2 ocorreu uma reducao

de, aproximadamente, 2,9 log; para as duas relacées de carcaca suina e dejeto suino.
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3.2.2 Inativacdo de micro-organismos modelo durante a codigestdo a 37 °C

Nos reatores a 37°C e relacédo de 3 kgcama@a.m'%ejem, a E.coli ndo foi detectada apés
10 dias e na relagdo 15 KQcarcaca-M uejerc @pOs 8 dias. JA a cinética de inativagdo da S.
Senftenberg n&o variou com a diferenca de temperatura (24 e 37 °C) e com o0 aumento da
relacdo de carcaca e dejeto (3 kgcama@a.m‘%ejetoe 15 kgcamaga.m'%e,-eto), nao sendo detectada
apos 10 dias.

Quanto ao comportamento dos virus, o PCV2 a 37 °C néo foi detectado apds o 30° dia
(para as duas relagbes de carcaca/dejeto suino), enquanto que, no mesmo periodo, o
bacteriéfago PhiX -174 obteve uma reducdo de, aproximadamente, 1,8 log;, para as duas
relacdes. O bacteriofago MS2 se mostrou mais sensivel que o PhiX- 174, também a 37 °C,
inativando de 2 logio a 3 logy. Ziemba e Peccia (2011) obtiveram uma reducdo de apenas
0,7 log do bacteriofago MS2 apos 15 dias de operacdo em reator do tipo batelada em
condigcbes mesofilicas, relatando a resisténcia deste indicador ao processo de digestdo
anaerobia.

De acordo com Pandey e Soupir (2011) e Franke-Whittle e Insam (2013), a
temperatura é o principal fator de influéncia na inativacdo de patdgenos durante a digestdo
anaerobia. O aumento da temperatura pode causar desnaturagdo das proteinas na
membrana celular, tornando-a mais permeavel e permitindo a difusdo de compostos no
citoplasma (AITKEN et al., 2005; ZIEMBA; PECCIA, 2011), quanto maior a temperatura em
gue é realizada a digestdo anaerObia menor é o tempo necessério para a inativacdo de
patégenos (SCAGLIA et al., 2014; CHEN et al., 2016).

Pandey et al. (2016) estudaram a inativagdo de E. coli e S. Typhimurium durante a
digestdo anaerdbia mesofilica de dejeto bovino e o0s resultados demonstraram que sao
necessarios, aproximadamente, 80 dias para a inativacao total da E. coli e 30 a 35 dias para a
S. Typhimurium. Ja Scaglia et al. (2014) estudaram a inativacdo de E.coli e Salmonella sp.
durante a digestdo anaerobia de lodos de esgoto, reportando que sdo necessarios 60 dias
para a inativacdo a 20 °C e 6 dias para 35 e 55 °C. Sendo que a matriz do substrato pode
influenciar no tempo necessario para a inativagcdo dos patdgenos entéricos (SMITH et al.,
2005; AVERY et al., 2014).

Os resultados demonstram uma maior resisténcia dos bacteriéfagos comparados com
0s outros micro-organismos modelo, em seus respectivos tratamentos. O mesmo foi apontado
por Mohaibes e Tanski (2012) e Jofre et al. (2016), assim, os bacteriéfagos podem subestimar
a eficiéncia dos sistemas de tratamento (BERTRAND et al., 2012).
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Figura 2 Perfil cinético de inativacédo de E.coli (A), S. Senftenberg (B), PCV2 (C), MS2 (D) e
PhiX- 174 (E), durante a codigestao de dejeto suino e carcaga suina em fungéo do

tempo.
Nota: 3e 15 representam 3kgcarcaga-m>3dejetoe 15kgcarcaga-m_3dejet01 respeCtivamente-

3.3 Inativacdo de 90% dos micro-organismos modelo, durante a codigestdo

anaerodbia

A partir dos resultados do perfil de inativagdo dos micro-organismos modelo a
diferentes temperaturas, durante a codigestdo de carcaca suina e dejeto suino, foi possivel
estimar o tempo necessario para 90% de inativacdo (Ty) de bactérias e virus. Os resultados
ajustados por regressdo linear e utilizando como cutoff r?> = 0,75. O Tq, € 0 coeficiente de

inativacao (-k) estdo apresentados na Tabela 4.
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Comparando-se os valores de k entre os patdgenos, considerando seus respectivos
tratamentos, PCV2, MS2 e PhiX-174 foram significativamente mais estaveis que,
S. Senftenberg e E. coli.

Para o Tgo dos micro-organismos a 24 °C obteve-se a seguinte escala de inativagao:
S. Senftenberg (2 dias) > E. coli (3 dias) > PCV2 (16,5 a 17 dias) > MS2 (15,7 a 23,7 dias) >
PhiX-174 (ndo apresentou tendéncia de decaimento durante os 30 dias). Ja para 37 °C a
escala apresenta-se como sendo a E.coli mais sensivel que a S. Senftenberg: E. coli (1,6
dias) > S. Senftenberg (2,5 dias) >PCV2 (5,2 a 6,6 dias) > MS2 (9,5 a 10,7 dias) > PhiX-174
(7,5 a 11 dias).

Os valores de Tq para E.coli, S. Senftenberg e PCV2 foram semelhantes para as
relacbes carcaca/dejeto estudadas, em seus respectivos tratamentos, sugerindo que a
guantidade de carcaca adicionada por m3 de dejeto ndo influencia no tempo necessério para
inativagdo de 90% dos micro-organismos enteéricos.

Nos processos de tratamento a escolha dos micro-organismos é muito importante para
determinagdo da eficiéncia. Os bacteri6fagos sdo considerados modelos altamente
resistentes, sendo que sua inativagdo garante 0 sucesso total dos tratamentos de
higienizacéo e sanitizacdo (JOFRE et al., 2016, HARTARD et al., 2015). No entanto, devido a
essa alta resisténcia, os fagos podem subestimar a eficiéncia dos processos (BERTRAND et
al., 2012). Assim, a escolha dos bioindicadores esta diretamente ligada ao uso final do
digestato, sendo imprescindivel a utilizagdo de marcador viral.

Considerando a legislagéo brasileira sobre disposicéo de lodo de esgoto, € necessario
gue a concentracdo de agentes patogénicos presentes no material seja inferior a
3 log10 NMP/gST para coliformes termotolerantes, <0,25 UFP/g ST para virus e auséncia de
Salmonella (CONAMA, 2006). Para utilizacdo do efluente produzido durante a digestédo
anaerdbia como fertilizante, é imprescindivel que a seguranca sanitaria seja garantida
(RESENDE et al., 2014). Considerando a natureza da carcaca suina (ZHONG, HUANG, WU,
2017) e as taxas de inativacao de agentes patogénicos, durante a codigestdo anaerébia em
sistema sem aquecimento e em temperaturas mesofilicas, sdo necessarios passos adicionais,
por exemplo, o tratamento térmico (HARRIS; MCCABE, 2015).

De acordo com a legislacdo Europeia, os subprodutos animais possuem diferentes
categorias e, assim, os tratamentos exigidos sdo dependentes da categoria. As carcagas
suinas classificam-se na categoria 2, subprodutos animais de alto risco (animais doentes,
dejeto e conteudo do aparelho digestivo) ndo podem ser utilizados como matéria-prima em
plantas de biogas, a ndo ser que tenham sido primeiro submetidos a tratamento térmico
(133°C, 300 kPa por 20 min) (EC, 2002, HEJNFET; ANGELIDAKI, 2009).
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Tabela 4 Valor do T90, do —k e coeficiente de correlacdo (R?) dos patdgenos estudados durante a codigestdo de carcaca suina e dejeto suino

T E. coli S. Senftenberg PCV2 PhiX - 174 MS2
°C -k (dias) Ty R? -k (dias) T R? -k (dias)  Tgq R? -k (dias)  Tgq R? -k (dias)  Tgo R?
) 24 0,3310 3,0 0,8452 |0,48510 2,0 0,8856 | 0,0600 16,5 0.8349 | STD STD STD | 0,0422 23,7 0,7741
3kgcarcagca.m3dejeto
37 0,6200 1,6 0,9761 | 0,40920 2,5 0,7652 | 0,1518 6,6 0.9842 | 0,1350 7,5 0,9700 | 0,0936 10,7 0,8427
) 24 0,3184 31 0,9407 | 0,50900 2,0 0,8893 | 0,0587 17,0 0.9828 | STD STD STD | 0,0635 15,7  0,7965
15kgcarcaga.m3dejeto
37 0,5692 1,7 0,9156 | 0,39020 2,6 0,8616 | 0,1924 5,2 0.9856 | 0,0903 11,0 0,9376 | 0,1050 9,5 0,9664

Notas: -k: coeficiente de inativag&o diério;

Tgo: tempo necessario para inativagcao de 90% dos micro-organismos;

R?: coeficiente de correlacéo;

STD: Sem tendéncia de decaimento durante os primeiros 30 dias.
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4 CONCLUSOES

Considerando os objetivos tragcados e os resultados alcancados, pode concluir que:

- 0 teste PBB da carcagca suina resultou em uma producdo de 1076 + 48
LNbiogés.kgSVadic‘l, 0 que representa um potencial elevado de energia renovavel a partir desse
tipo de residuo;

- a codigestdo de dejeto suino e da carcaca suina resultam em um aumento na
producédo de biogds em comparacdo com a monodigestao do dejeto suino (de 15% a 119%).

- 0s resultados de inativagdo sugerem que, durante a codigestdo a 37 °C, ocorre uma
reducédo de patégenos maior que 0 mesmo processo a 24 °C.

Em biodigestores sem sistema de aquecimento e em temperaturas mesofilicas,

recomenda-se a utilizagdo de processo de pré-tratamento, a fim de garantir a biosseguranca.
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APENDICE A Potencial Bioquimico de Biogas das amostras de dejeto suino e relagbes
carcacal/dejeto estudadas
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Figural Meédia do potencial bioquimico de biogas e velocidade de geracéo de biogas, das
amostras com carne processada e dejeto suino 1 (A) nas relacdes 3 kg.m? (B),
7,5 kg.m™ (C) e 15 kg.m™ (D).
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Figura 2 Meédia do Potencial Bioquimico de Biogas e Velocidade de geracdo de biogas das
amostras com carcaca suina e dejeto suino 2 (A) nas relagdes 3 kg.m™ (B),
7,5 kg.m™ (C) e 15 kg.m™ (D).



