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RESUMO
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Os dejetos liquidos de suinos (DLS) podem apresentar microrganismos fecais e parasitas que
contaminam o solo e mananciais d’dgua. O tratamento eficiente destes dejetos evita o
acimulo de material orgéanico e reduz a populacdo de microrganismos, facilitando seu uso
agricola. Com o objetivo de avaliar a dinamica de coliformes, foram conduzidos dois
experimentos. Um experimento constou da aplicacdo dos DLS em superficie e injetados no
solo, avaliando-se, durante 203 dias, a populacdo de bactérias fecais na 4gua de escoamento
superficial, pela técnica do nimero mais provdavel (NMP), utilizando-se caldo Fluorocult,
incubacdo a 37 °C por 24 h e posterior leitura por luz UV. O trabalho foi feito em blocos ao
acaso com trés repeticdes, em um solo Argissolo, na drea experimental do Departamento de
Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O modo de aplicagdo dos dejetos
liquidos no solo ndo afetou a dinamica da populacdo de coliformes fecais, sendo que aos 203
dias ap6s a aplicagdao dos DLS ainda foram detectados coliformes na d4gua de escoamento. No
outro experimento, os DLS foram tratados durante 156 dias em um sistema de compostagem
aerébica automatizada, utilizando como substrato a mistura de serragem e maravalha.
Avaliou-se na compostagem o efeito da adicdo de 4cido fosférico aos dejetos, até pH 6,0
sobre a populacdo de coliformes. O processo de compostagem automatizada foi eficiente na
reducdo da populagdo de coliformes fecais dos dejetos, cujos valores de 0,19 NMP g de
composto sem adi¢io de dcido e de 0,03 NMP g de composto com adigio de 4cido, que ndo
diferem entre si, ficam abaixo dos limites estabelecidos pelo Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA) que é de 1,0 x 10°. A redugdo obtida pela compostagem
foi equivalente a 99,99%.

Palavras-chave: E. coli. Residuos da suinocultura. Tratamento de efluentes.
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The pig slurry (DLS) may have fecal microorganisms and parasites that contaminate soil and
water sources. The efficient treatment of waste prevents the accumulation of organic material
and reduces the population of microorganisms, facilitating its use in agriculture. Aiming to
evaluate the dynamics of coliforms, two experiments were conducted. An experiment
consisted of applying DLS surface and injected into the soil, evaluating, during 203 days, the
population of fecal bacteria in runoff water, the technique most probable number (MPN),
using broth Fluorocult, incubation at 37 ° C for 24 h and subsequent reading by UV light. The
work was done in a randomized block design with three replications, in an Ultisol soil in the
experimental area of the Department of Soils at the Federal University of Santa Maria
(UFSM). The mode of application of liquid manure in the soil did not affect the population
dynamics of faecal coliforms, and at 203 days after application of DLS even coliforms were
detected in runoff water. In another experiment, the DLS were treated for 156 days in an
automated system for aerobic composting, using as substrate a mixture of sawdust and wood
shavings. We evaluated the effect of composting adding phosphoric acid to the slurry until pH
6.0 on the coliform population. The automated composting process was effective in reducing
the population of manure fecal coliforms, whose values of 0.19 NMP g"' compound without
the addition of acid and 0.03 NMP g compound with acid addition, which do not differ, are
below the limits set by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA), which is

1.0 x 10°. The compost obtained by reduction was equivalent to 99.99%.

Keywords: E. coli. Swine waste. Effluent treatment.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a 4* posi¢dao na producdo de carne suina no mundo atrds da China,
Unido Europeia e Estados Unidos (ABIPECS, 2011) e conta com um efetivo de 39 milhdes de
cabecas de suinos (IBGE, 2010), sendo a maior producdo encontrada nos estados de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Parana. Desta forma a suinocultura € citada como uma das
grandes responsaveis pelo desenvolvimento econdmico do Brasil (OLIVEIRA et al., 2006;
FONSECA et al., 2009) e de destacada importancia na regido sul do Pais.

O aumento da produgdo suinicola enfrenta um grande desafio, produzir sem agredir o
meio ambiente e exaurir os recursos naturais, devido aos impactos produzidos pelos grandes
volumes de dejetos com elevada concentracdo de matéria organica e altos riscos de
contaminac¢do do ambiente (DALLA COSTA, 2004; VIVAN et al., 2010).

A necessidade crescente de novas alternativas para reciclagem destes dejetos, que nao
dependam do uso direto como fertilizante, devem ser mais abrangentes envolvendo todos os
segmentos da cadeia produtiva, levando em consideracdo os conceitos de sustentabilidade
ambiental, pois, o processo de concentracio da suinocultura se manteve crescente € a estrutura
fundidria e proporcdo de terras aptas a agricultura permaneceram as mesmas, gerando
sobrecarga de dejetos por unidade de area nestas propriedades (PERDOMO, 2003). Além
disso, a concentracao da produgdo e as inovagdes tecnoldgicas introduzidas no setor (genética,
nutricional e manejo), juntamente com a desvinculacido da interacdo suinocultura com areas
de lavoura para a disposi¢ao de efluentes, t€m contribuido para a intensificacdo do problema
(MIELLE, 2006).

Os microrganismos presentes nos dejetos desempenham diversas funcdes de
importancia fundamental nas transformacdes do material orginico e o tratamento bioldgico
dos dejetos depende essencialmente da atuacdo desses microrganismos. A pritica mais
comum de utilizacao dos dejetos liquidos devido ao sistema de plantio direto € a aplicagao em
superficie, muitas vezes sem tratamento prévio, o que gera um passivo ambiental.
Recentemente trabalhos tém sido realizados para analisar o tempo de sobrevivéncia das
bactérias fecais no solo e na dgua escoada apds aplicacao dos dejetos liquidos em superficie e
injetados no solo. Quando o dejeto é injetado no solo os microrganismos sao menos

susceptiveis a destrui¢do por radiacao ultravioleta (UV), do que os aplicados em superficie.
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Por outro lado a injecdo do dejeto propicia a adsor¢do dos microrganismos pelas particulas de
solo (UNC et al., 2004).

Atualmente uma estratégia para o desenvolvimento da suinocultura visando reduzir o
impacto ambiental ocasionado pela deposicao inadequada dos dejetos no ambiente, € a adogao
da reciclagem desses residuos através da compostagem automatizada antes da sua utilizagdo
como fertilizante. Nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina observa-se que a
maioria dos suinocultores utiliza sistemas de produgdo que propiciam elevada geracdo de
dejetos liquidos, ocasionado por vazamentos no sistema hidrdaulico, desperdicio de dgua nos
bebedouros e sistema de limpeza inadequado (WATABE et al., 2003; KUNZ et al., 2009).
Tais dejetos sdo adicionados no solo sem tratamento prévio, transformando-se em importante
fonte de poluicao ambiental com elevado nimero de contaminantes presentes, causando uma
forte degradacdo do ar, do solo e dos recursos hidricos (SEGANFREDO, 2007),

O problema se agrava ainda mais devido a sistemas de armazenagem mal
dimensionados, infraestrutura de distribuicdo deficiente e pequenas dareas agricolas para
aplicacdo dos dejetos. Os dejetos de suinos sdo reservatdrios potenciais de nutrientes e podem
ser usados como fertilizantes organicos, o que nas unidades criadoras € um componente
importante e bastante utilizado (GESSEL et al., 2004, ASSMANN et al., 2009, BARROS et
al., 2011). No entanto, uma grande diversidade de bactérias patogénicas como E. coli,
Balantidium sp., Salmonella sp., etc, protozodrios, fungos e helmintos podem ser encontrada
nesses dejetos e representam ameaga a saude publica (GERBA et al., 2005; WONG et al.,
2009), uma vez que podem permanecer no ambiente criatério por longos periodos de tempo
devido a circulagcdo dentro da fazenda, seja nos equipamentos de alimentacdo, bebedouros e
nos dejetos aplicados ao solo dentro da propriedade para produzir alimentos (BALODA et al.,
2001; SEMENOV et al., 2010;), onde o risco de contaminacao ird depender em grande parte
da capacidade de sobrevivéncia dos microrganismos no ambiente (JACOBSEN et al., 2012).

Muitos patdégenos podem ser encontrados em residuos organicos, porém a
identificacdo e isolamento destes sdo problemdticos, por isso sdo utilizados organismos
indicadores de contaminacgdo fecal. Os organismos utilizados devem ser de facil e ripida
amostragem, distinguivel da microbiota indigena, velocidade de crescimento e morte
semelhante ao patégeno e sobrevivéncia levemente superior, ter como habitat exclusivo o
trato gastrointestinal do homem e animais homeotérmicos, ter alta resisténcia extra enteral e
modelar o comportamento de agentes patogénicos durante o tratamento de residuos. Os

indicadores de qualidade da 4dgua e alimentos mais comumente usados como indicadores de
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qualidade da dgua e alimentos sdo bactérias fecais pertencentes ao grupo dos coliformes e
apresentam-se em grandes quantidades nos dejetos.

Nas ultimas trés décadas, o nimero de infeccdes associadas ao consumo de produtos
organicos, principalmente in natura tem aumentado (GUAN et al., 2003; WATABE et al.,
2003; KIEHL 2005; JACOBSEN et al., 2012), e esse incremento esta relacionado a mudancgas
de hébitos do consumidor que passou a procurar mais alimentos organicos frescos, gerando
assim métodos agricolas mais intensivos para que essa producdo fosse maximizada (FRANZ
et al., 2008).

Porém os efeitos das modalidades de aplicacdo dos dejetos e da persisténcia dos
patégenos nao estdo bem documentados e, por isso, sdo necessdrias mais informacdes sobre a
persisténcia dos patégenos, os riscos de transporte através da dgua escoada pds-aplicagao dos
dejetos liquidos no solo e a eficiéncia do tratamento dos dejetos pelo processo de
compostagem. Tais informagdes sdo essenciais a tomada de decisdo quanto a gestdo dos
dejetos nas propriedades das regidoes envolvidas com a suinocultura, com vistas a redu¢do do
impacto ambiental negativo desta atividade. Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar a
transferéncia horizontal (dgua escoada) de coliformes fecais em func@o do modo de aplicagao
de dejetos liquidos de suinos no solo (injetado x superficie) e avaliar a eficiéncia do
tratamento dos dejetos liquidos de suinos via compostagem automatizada na redugdo da

populacdo de coliformes fecais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Organismos patogénicos

Os organismos patogé€nicos, normalmente presentes nos dejetos de suinos, podem ser
divididos em cinco grupos: virus (enterovirus, parvovirus e rotavirus), bactérias (Salmonella
spp. € Escherichia coli, etc), protozodarios (Gidrdia spp., Cryptosporidium sp.), fungos e
helmintos, representando grande risco a saide humana e animal (SCHMIDT et al., 2007).

Os sistemas de tratamento convencionais ndo sdo capazes de eliminar 100 % os
microrganismos e parasitas, pois o risco de contaminacdo nao depende exclusivamente do
valor da concentracio de coliformes fecais, uma vez que os organismos patogénicos podem se
comportar de forma distinta (ASHBOLT et al. 2001; GRABOW, 2001; DALFIOR, 2005)
como por exemplo, Cryptosporidium sp., cujas caracteristicas t€ém mostrado que os métodos
envolvendo a detec¢do de organismos indicadores ndo sdao adequados na determinacdo do
nivel de contaminacdo deste protozodrio (FERREIRA et al., 2005).

Muitas sdo as alternativas para o tratamento dos dejetos de suinos, visando a
destruicao de microrganismos patogénicos, onde a compostagem tem se mostrado como uma
das mais eficientes (VALENTE et al., 2009; VERGNOUX et al., 2009). A intensa atividade
microbiolégica durante o processo de compostagem permite o desenvolvimento de uma
populacdo de microrganismos termoéfilos o que faz com que a temperatura do meio se
mantenha elevada por varios dias, eliminando os microrganismos mesoéfilos. Nesta fase ocorre
a rdpida decomposicao dos materiais mais recalcitrantes e a destruicdo de grande parte dos
patégenos, garantindo que o composto obtido ndo coloque em ameacga a satde publica ou o
meio ambiente (BOULTER et al., 2000; KIEHL, 2004).

Porém a sucessio e o envolvimento de comunidades microbiolégicas e suas
atividades, durante as fases especificas do processo de compostagem, ainda sd@o pouco
conhecidas (SAID-PULLICINO et al., 2007; ADAMS et al., 2008). A seguranca bioldgica do
uso de dejetos de suinos no solo depende de uma andlise aprofundada dos niveis de
contaminacdo, dos processos de desinfec¢io e dos componentes deste dejeto no solo,
especialmente em relacdo aos ovos de helmintos e oocistos de protozodrios que apresentam

maior tempo de sobrevivéncia no solo e sdo 0s mais resistentes aos processos de desinfec¢ao.
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2.2 Coliformes em dejetos de suinos

Medir a concentracdo inicial de bactérias entéricas nos dejetos dos animais antes da
aplicacdo no solo € essencial para a avaliacdo das consequéncias negativas do manejo e da
disposi¢do inadequada desse residuo, como o lancamento direto em cursos d’agua, tendo em
vista que um aprecidvel volume produzido e lancado resulta em consequéncias danosas
(MOORE et al., 1988).

Essas concentragdes determinam a quantidade maxima de bactérias fecais disponiveis
para poluir as dguas superficiais e subterraneas e a eficicia dos sistemas de tratamento para a
remog¢ao destas bactérias. Estudos realizados por Unc et al., (2004) sugerem que a taxa de
sobrevivéncia de bactérias entéricas potencialmente patogé€nicas sejam maiores nos dejetos
liquidos de suinos do que nos dejetos de aves e de bovinos. Os dejetos de suinos sdo
armazenados na forma liquida devido a necessidade constante de higienizacdo das instalagdes
e estas bactérias possuem maior mobilidade na fase liquida quando comparadas a fase sélida.

Desta forma estratégias no manejo de dejetos de suinos, como armazenamento em
bioesterqueiras por longo prazo ou compostagem, sdo fundamentais para diminuir as
concentracdes de patdgenos e diminuir o risco de contaminagdo antes que sejam aplicados ao

solo (JAMIESON et al., 2002).

2.3 Transporte e sobrevivéncia dos microrganismos fecais no ambiente

A sobrevivéncia das bactérias fecais fora do trato gastrintestinal dos animais de sangue
quente € considerada desfavordvel, mas algumas dessas podem sobreviver por periodos de até
sessenta dias (NEELY, 2000; ROBINE et al., 2000; COOLS, 2001; FENLON et al., 2002;),
uma vez que nao dependem de célula hospedeira para a replicagdo e podem multiplicar-se no
ambiente sob condicdes favoraveis (CEUSTERMANS et al., 2007).

Desta forma, a sobrevivéncia dos microrganismos no solo, na dgua e nos dejetos
indica uma variabilidade significativa na resisténcia aos desafios ambientais caracteristicos
para cada organismo, pois em geral agentes patogé€nicos sobrevivem mais tempo,
respectivamente, na dgua, no dejeto e no solo em temperaturas mais baixas (GUAN et al.,

2003). E. coli, por exemplo, sobreviveu em dgua a 8 °C por mais de 91 dias mas ndo era
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detectavel apds 84 dias a uma temperatura de 25°C (WANG et al., 1998). Nas fezes, E. coli,
pode sobreviver por até 10 semanas, produzir toxinas e multiplicar-se em temperaturas de 22
a 37 °C e quando depositada no solo, E. coli, pode sobreviver, reproduzir € mover-se por um
periodo de até dois meses, podendo gerar contamina¢do do lengol fredtico por lixiviamento
(ELVING, 2009).

Os estudos sobre transporte de bactérias fecais através do solo tem se concentrado em
seu potencial de infiltracdo e na possibilidade de se transferirem para os recursos hidricos
subterraneos e cursos de dgua superficiais e na avaliacdo dos métodos de manuseio, que irdo
influenciar no potencial de contamina¢do e na alteragdo da populagdo bacteriana durante o
armazenamento, além da sobrevivéncia das bactérias fecais no ambiente (FENLON, 2000;
WONG et al., 2009).

A sobrevivéncia e transporte dos microrganismos fecais para o meio ambiente
dependerd de uma serie de fendmenos complexos devido as interagdes dos processos que
regulam essa movimentagdo no solo (RODRIGUES et al., 2011; JACOBSEN et al., 2012),
como a taxa de infiltracao de dgua no solo propiciando o escoamento superficial, alteracdo nas
propriedades fisico-quimicos do solo existentes antes da aplicacdo dos dejetos (UNC et al.,
2004), modo de aplicacdo dos dejetos, competicdo com as bactérias nativas do solo que levam
vantagem perto da superficie do solo (LEVANON et al., 1994; ZALESKI et al., 2005), fluxo
de 4gua, filtracao fisica e retencdo de células bacterianas através das particulas do solo (
RODRIGUES, et al., 2011)estirpe bacteriana e estado fisiologico das células (JACOBSEN, et
al., 2012).

O nivel de nutrientes no solo também deve ser considerado por ser um fator que
influencia na taxa de sobrevivéncia, pois a aplicagdo de compostos ricos em nitrogénio
combinados com amonia, N,O e toxidade dos acidos graxos podem eliminar patdégenos
presentes no solo (TENUTA et al., 2002; RUIVO et al., 2006). Assim, a amdnia presente no
dejeto liquido pode ser téxica a populagdo microbiana quando em niveis elevados e
simultaneamente algumas proteinas sdo degradadas por amonificagdo, o que leva a um
aumento do pH e do nivel de amodnia podendo ameagar a sobrevivéncia de muitos
microrganismos patogénicos (CEMPIRKOVA et al., 2007)

A relacdo Carbono: Nitrogénio (C:N) dos dejetos liquidos de suinos (DLS) é em
média 1:11. Desta forma, o C pode ser um fator limitante para o crescimento bacteriano,
porque apesar de grande parte do C estar prontamente disponivel para que a decomposicao no

dejeto de suinos ocorra, hd uma grande demanda bioquimica de oxigénio (DBO) que varia
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entre 70000 e 200000 mg L' (ASE, 1998) e isso gera ddvidas se realmente é o C ou o

acimulo de componentes toxicos que limita o crescimento bacteriano (POTTER et al., 2001).

2.3.1 Contaminagao do solo

A persisténcia dos coliformes no solo depende do tipo e da densidade dos
microrganismos nos dejetos das condi¢gdes fisico-quimicas do solo, das condicdes
atmosféricas, das interacdes bioldgicas e dos métodos de aplicagcdo dos dejetos (GOSS et al.,
2002; CARGNIM et al.,, 2006). Ja a sobrevivéncia dos coliformes fecais no solo esta
intimamente ligada a varios fatores como: pH, potencial de reteng¢do ou teor de dgua no solo
(quanto maior, mais chances de sobrevivéncia), populacdo nativa do solo, temperatura do
solo, onde temperaturas mais baixas favorecem a sobrevivéncia das bactérias fecais, aumento
de nutrientes prontamente disponiveis no dejeto introduzido. Assim, em condi¢des favordveis
de pH, temperatura e nutrientes, a sobrevivéncia das bactérias fecais podem se estender por
varios meses apos a aplicacdo do dejeto no solo.

No solo, o transporte das células bacterianas ocorre geralmente de forma passiva e é
determinada pela presenca de fluxos rdpidos de dgua, embora a motilidade celular possa
desempenhar um significado importante na circulacio em suspensdao em distancias curtas, o
que influencia na direcdo de transporte de bactérias (superficial ou subterraneo), a partir da

aplicacdo do dejeto (UNC et al., 2004).

2.3.1.1 Mecanismos de transporte de bactérias através do solo

O transporte de bactérias no solo obedece as leis gerais pertinentes ao fluxo de
macroporos do solo e a interagdo entre particulas e superficies de carga varidvel
(RODRIGUES et al., 2011). A aplicacdo de DLS pode causar mudancas significativas nas
propriedades fisico-quimicas do solo e sua interacdo com as células bacterianas devido ao
aumento da filtragcdo proporcionada pelo alto teor de matéria organica presente no dejeto.

Ocorre a modificacdo da cinética nas interacdes fisico-quimicas no solo, alterando a
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competi¢do por sitios de retencao entre particulas e compostos soluveis (MELLO et al., 2004;
UNC et al., 2004; BASSO et al., 2005; RUIVO et al., 2006).

As bactérias ao serem introduzidas no solo através da aplicacdo de DLS, podem ligar-
se as particulas dos residuos ou a células planctonicas e estas vao ligar-se as particulas do

solo, dependentes do modo de introducdo dos dejetos no solo (JACOBSEN et al., 2012).

2.3.1.2 Fluxo, infiltracdo e escoamento superficial de 4gua no solo.

O fluxo de 4agua através do solo é bastante complexo e vai ser determinada
principalmente pela textura, estrutura, propriedades hidrdulicas, inclinagdo e cobertura do
solo. A édgua de irrigagcdo ou da chuva, dependendo da intensidade e quantidade pode infiltrar
ou escoar no solo (JACOBSEN et al., 2012).

O transporte de bactérias fecais através do solo é determinado principalmente pela
presenca de dgua e caminhos preferenciais no fluxo desta, no solo, e estes caminhos irdo
determinar a direcdo do transporte bacteriano, que pode ser tanto para dguas subterraneas ou
para dgua escoada na superficie (VINTEN et al., 2002; UNC et al., 2003; GENTRY et al.,
2006; GOSS et al., 2008). A taxa de infiltracdo de d4gua no solo é determinada pela capacidade
de retencdo de dgua, propriedades hidrdulicas, tamanho do poro e tipos de cobertura que o
solo apresenta. Em solos arenosos os poros sdo maiores o que favorece vias mais féceis
através da matriz do solo para infiltracdo de dgua, enquanto que em solos argilosos os poros
sd0 menores, porém sao muito mais heterogéneos o que ird favorecer a infiltracdo de maneira
mais rdpida quando o solo estd préximo da saturacdo (JARVIS, 2007; JACOBSEN et al.,
2012).

Com relacdo ao fluxo preferencial da 4gua em macroporos, McMurry et al. (1998) e
Unc et al. (2003) relatam que esta ¢ determinada pelo comprimento e conectividade do solo
e, que independentemente do tipo de solo, transportard rapidamente bactérias desde que
receba taxas de dgua suficientes.

Ao se analisar a retencdo de E. coli no solo durante a infiltragdo € necessario
considerar a capacidade que o microrganismo possui de formar biofilme. A capacidade de
produzir biofilme em E. coli e Salmonella spp. sdo semelhantes entretanto, a Salmonella spp.,
possui uma menor capacidade de retenc@o no solo o que eleva o risco de infiltragao no solo,

transporte por escoamento ou de contaminagdo de dguas subterraneas (SALVUCCI, 2009).
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O tamanho e a densidade da particula irdo determinar a velocidade de sedimenta¢do na
dgua escoada, pois pequenas particulas, com baixa densidade, sedimentam mais lentamente
do que particulas grandes com alta densidade. O escoamento superficial de dgua ocorre
quando a intensidade da precipitacdo excede a taxa de infiltracdo ou quando o solo € saturado,
e o transporte das células bacterianas pode ser comparado com o transporte das particulas do
solo (RODRIGUES et al., 2011; JACOBSEN, et al., 2012).

Além disso, os microrganismos tém densidade em torno de 1,1 g cm™ e um tamanho
de 1 - 2 um de didmetro, enquanto uma particula de solo tem densidade em torno de 2,65 g
cm” e diferem em tamanho onde a menor particula é a fracdo argila, que tem
aproximadamente 2 um, influenciando diretamente na velocidade de sedimentacdo da dgua de
escoamento (PAUL et al., 1996). Mckergow et al. (2010), ao monitorarem a dinamica de uma
tempestade em uma bacia de captacdo com 2.180 km?® , descobriram que 98% das E. coli
detectadas estavam na superficie da dgua e que a concentragdo destas excedia a turbidez da
dgua, uma vez que esta bactéria € mais comumente encontrada em 4gua turvas, € esta menor
deposi¢ao pode ser explicado devido a baixa densidade e menor tamanho da E. coli quando
comparada com as particulas do solo.

Muirhead et al. (2006), ao compararem o transporte de E. coli e células planctonicas
em um solo saturado, descobriram que as células planctonicas foram mais facilmente
transportadas através do solo. Guber et al. (2007) verificaram que o dejeto diminui a fixagdo
de coliformes fecais nas fragdes argila e silte, e portanto, verificaram que diminuiu a

propor¢ao destes na dgua de escoamento.

2.3.2 Contaminagao da dgua

A preocupagdo com a qualidade da dgua tem aumentado nos ultimos anos em fungdo
dos surtos com doencas de veiculac@o hidrica cada vez mais frequentes e pela contaminagao
da 4gua potavel por coliformes como E. coli 0157:H7, Cryptosporidium, Gidrdia e outros
patégenos (SEGANFREDO et al., 2003; MEAYS et al., 2004).

Sem duvida, a escolha de formas adequadas de manejo dos dejetos de suinos é o maior
desafio da suinocultura, em fungio dos custos e dificuldades de armazenamento, tratamento,

transporte, distribui¢do e utilizacdo na agricultura, uma vez que o excesso de dejetos no solo
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causa sérios impactos ambientais negativos, além de provocar a polui¢ao das dguas e até do
lencol fredtico (OLIVEIRA et al., 2006).

Além dos macronutrientes essenciais (N e P), os dejetos de suinos, devido a
suplementa¢ao mineral oferecida aos animais, contém micronutrientes como zinco, manganés,
cobre e ferro, que em doses elevadas sdo toxicos aos vegetais € microrganismos. Porém os
principais constituintes dos dejetos suinos que afetam as dguas superficiais sdo a matéria
organica, os nutrientes e as bactérias fecais e os que afetam dguas subterraneas sao os nitratos
e as bactérias. (NOLASCO et al., 2005; JACOBSEN et al., 2012;).

Por outro lado, a adicdo de dejetos suinos nos corpos d’dgua causa um rapido aumento
populacional das bactérias, que utilizam o oxigénio dissolvido (OD) da 4gua para seu
crescimento, ocasionando uma perda na qualidade ambiental do corpo d’agua, que pode

causar mortandade de peixes (OLIVEIRA et al., 2006).

2.3.3 Contaminacgao do Ar

O processo produtivo, como os dejetos, geram residuos que podem trazer danos ao
meio-ambiente, aos proprios animais € a0 homem. A contaminagdo do ar se d4 pelos dejetos
gasosos como a amodnia e o sulfeto de hidrogénio e na forma sélida, a poeira.

A contaminagdo do ar em nivel macro regional integra-se na escala global junto as
emissoes de CO,, N,O e CH4, colaborando com o aquecimento do ambiente terrestre,
enquanto que em nivel micro regional provoca desconforto ambiental proveniente de insetos e
maus odores. Estes odores, de acordo com o tempo de exposicao e ligados a fatores do meio
ambiente, podem causar nduseas, irritacdes, estresse, dores de cabecas e outras implicagdes a
saude (DIESEL et al., 2002,; WATABE et al., 2003, SILVA & MARQUES, 2004;
SEGANFREDO, 2007).

2.4 Fatores que afetam a sobrevivéncia de microrganismos fecais

A sobrevivéncia de bactérias patogénicas no solo e no produto final da compostagem

depende de alguns fatores, tais como: temperatura, pH, umidade, quantidade de nutrientes e
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matéria organica, predacdo por protozodrios, numero inicial de organismos presentes e
radiacdo solar, que s@o os principais fatores que afetam a sobrevivéncia dos microrganismos
fecais (JAMIESON et al., 2004; MEAYS et al., 2004; COOLS, 2001; JACOBSEN et al.,
2012) .

2.4.1 Temperatura

Quando ocorre a decomposi¢cdo da matéria organica via compostagem, o calor gerado
pelo metabolismo dos microrganismos se acumula e a temperatura alcanca valores altos (DAI
PRA, 2006) e esta combinacdo de efeitos térmicos aumenta a atividade da microflora e da
fauna nativa (RODRIGUES et al. 2011) resultando na reducdo da populacdo bacteriana
contaminante, enquanto que em temperaturas mais baixas a populacdo nativa diminui a
atividade e propicia o crescimento dos contaminantes (COOLS, 2001). A faixa de variagao ao
longo de todo o processo define principalmente, o tipo de microrganismos predominantes e
sua eficiéncia em termos agricolas e sanitarios.

A faixa de temperatura ideal a ser atingida durante o processo de compostagem € que
varie entre 23°C e 70°C (MUKHTAR et al., 2004). Entretanto, temperaturas abaixo de 60°C
nao eliminam microrganismos, ovos de patégenos, larvas e sementes de ervas daninhas.

Durante os primeiros 15 a 20 dias, os valores desejaveis sao de 60°C a 70°C, o que é
importante e necessario para eliminacao dos possiveis problemas (KIEHL, 2005). Na segunda
etapa, a massa em compostagem deve atingir faixas de 45°C a 55°C, decrescendo conforme a
humificagdo do material deixando as propriedades quimicas do composto estabilizadas, até
chegar a faixas iguais a temperatura ambiente, quando o composto serd considerado maturo.

No entanto Turner (2002), apés experimento avaliando a inativagdo de organismos
patogénicos na compostagem de dejeto de suino com o uso de palha, relata que a inativagdo
destes microrganismos nao € meramente dependente da temperatura, sendo influenciada

também por outros fatores, como umidade, pH e natureza das matérias-primas.
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2.4.2 pH

Considerando que o pH na@o € um fator critico na compostagem, seu valor indica o
estdgio em que o material se encontra dentro do processo (JIMENEZ & GARCIA, 1989), o
que ird afetar diretamente o metabolismo, a permeabilidade da membrana e a absorcdo dos
microrganismos, além da interferéncia na disponibilidade de nutrientes e solubilizacao de
elementos toxicos (TRAUTMANN et al., 1997; FERNANDES et al., 2005; KIEHL, 2005;).

Para a maioria das bactérias a faixa 6tima de pH € entre 6 e 7,5, no inicio do processo
o pH do composto varia entre 4,0 e 5,0 devido a formacgdo de 4cidos organicos ou acimulo de
acidos intermedidrios formados a partir da grande quantidade de material carbondceo presente
(KIEHL, 1998; YENGAR et al., 2005), indicando também falta de maturacdo no processo ou
ocorréncia de anaerobiose no interior da pilha. Apés certo periodo, este se eleva, a medida
que os acidos sao metabolizados, tendendo a alcalinidade no final do processo chegando a
ficar na faixa de 7,5 2 9,0 (). (SILVA et al., 2003; PEREIRA NETO, 2004).

No entanto Graves et al. (2000), cita como faixa ideal de pH para a atividade
microbiana entre 6,5 a 8,0 porque é onde ocorre maior degradacdo do material orgéanico e o
autor destaca que um pH abaixo de 5,0 e acima de 9,0 faz com que a compostagem se
processe de forma muito lenta, o que pode ocasionar em residuos ricos em nitrogénio em pH
basico (pH > 8,5) a conversao de compostos organicos contendo nitrogénio em amodnia. Essa
conversao possibilita grandes perdas de nitrogénio do material por volatilizagao.

Em experimento realizado por Costa et al. (2006), foram encontrados valores de pH de
7,9 e 7,63, para a fase inicial e final da compostagem respectivamente, no composto final.
Kumar et al. (2007) encontraram no composto final, em experimentos com cama de frango
conduzidos em composteira, valores de pH na faixa de 8,20 a 9,34 e atribuiram esse fato a

grande formagdo de sais de amonio.

2.4.3 Umidade

O teor de umidade € um dos principais fatores ambientais como meio de transporte de

nutrientes dissolvidos para a atividade metabdlica e fisioldgica dos microrganismos no solo e,
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¢ também, considerado um importante pardmetro para controle da efici€éncia no processo de
compostagem (COSTA et al., 2006).

Como a compostagem tende a evaporar a dgua, devido ao calor produzido, o ideal é
que o valor de umidade inicial seja de 50 % a 60 % (BARRINGTON et al., 2003). Este valor
pode variar em torno de 55 a 65 %, sendo que elevados teores de umidade (>65 %) fazem
com que a dgua ocupe os espagos vazios do meio, impedindo a livre passagem do oxigénio, o
que podera provocar aparecimento de zonas de anaerobiose permitindo ainda, a lixiviagao dos
nutrientes, a aglutinacdo e diminui¢ao da estrutura de resisténcia estrutural da leira (SILVA et
al., 2003; REIS, 2012).

Uma alternativa para reduzir o excesso de umidade no material que estd sendo
compostado € a pratica de revolvimentos frequentes que ocasionard perda de dgua na forma
de vapor, porém, deve-se ter cuidado para ndo ocorrer perda demasiada de umidade. Misturas
com umidade abaixo de 40 % podem causar a desidratacdo no interior da pilha de
compostagem, ocasionando lentiddo do processo e resultar na redugdo da atividade bioldgica,
uma vez que os microrganismos aerdbios necessitam de dgua e ar, e é de relevada importancia
que estes dois componentes estejam em seus valores 6timos. Demasiada umidade, no entanto,
pode ter um efeito negativo sobre a sobrevivéncia da E. Coli, devido a falta de carbono
organico utilizdvel, uma vez que esta bactéria possui uma incapacidade para descer a sua taxa
metabdlica e se adaptar as condi¢des de baixa disponibilidade de nutrientes (JAMIESON et
al., 2002; KIEHL, 2004; ELVING, 2009).

2.4.4 Matéria organica e nutrientes

A aplicacdo de nutrientes e matéria organica no solo através de residuos organicos
tratados € de grande importancia para a reposi¢do de micronutrientes essenciais para o
crescimento das plantas e desenvolvimento de microrganismos, (ELVING, 2009), melhora a
retencdo de dgua, mantendo a umidade e beneficiando a sobrevivéncia da microflora do solo,
criando condigdes para o crescimento de raizes, aumentando a tolerancia da vegetacdo em
periodos de seca, (ELVING, 2009).

Quanto maior o nivel de nutrientes aplicados ao solo através dos dejetos, seja na forma
liquida ou material compostado, maior € a atividade da comunidade microbiana indigena do

solo, incluindo predadores de bactérias (GARCIA et al., 2010), além disso a concentracio de
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nutrientes tem relacdo direta com o crescimento e diversidade da populacdo microbioldgica
pois fornece material para a sintese protoplasmaética e a energia necessdria para o crescimento
celular, entre outras fungdes (KIEHL 1998; KIEHL 2004; PAILLAT et al., 2005).

Solos com altos teores de matéria organica promovem a sobrevivéncia e em alguns
casos o crescimento de bactérias entéricas, fornece uma fonte de carbono e facilitam a
formacdo e estabilizacdo de agregados e formacdo de micro-habitat que irdo proporcionar as
bactérias protecao dos predadores (JAMIESON et al., 2002) e estes fatores tem forte
influéncia na sobrevivéncia de E.coli no solo (COOLS, 2001).

De acordo com Kiehl (2004), os microrganismos absorvem o carbono e o nitrogénio
sempre na relagdo 30:1. O e o equilibrio desta relagdo € um fator de importancia fundamental
na compostagem, ja que o principal objetivo deste processo € criar condi¢des para fixar
nutrientes que serdo posteriormente reciclados, quando da utilizagao do composto organico no

solo (KIEHL, 1998; SILVA et al., 2003; SEDIY AMA et al., 2008).

2.5 Coliformes e Escherichia coli como indicadores de contaminacao fecal

Microrganismos indicadores sdo usados para avaliar a qualidade do produto final,
indicar condicdes sanitdrias adequadas (SANTANA et al., 2006) e sdo de grupos ou espécies
que quando se encontram presentes, fornecem informagdes sobre a contaminagio de origem
fecal por serem encontrados no conteddo intestinal do homem e animais
homeotérmicos(FRANCO et al., 2008).

Os indicadores utilizados sdo bactérias pertencentes ao grupo dos Enterococcus e
Enterobacteriaceae, onde os coliformes fecais e E. coli sdo os mais utilizados porque
modelam o comportamento dos agentes patogénicos durante o tratamento de residuos
organicos (ELVING, 2009) e toleram altas temperaturas ambientais (MEAYS et al.,2004).

Conforme Cunha, et al. (2006) e Elving et al. (2009), devem ser considerados alguns
critérios para que esses microrganismos possam servir como indicadores: (I) devem ter
deteccao rapida e fécil, (II) ndo devem estar presentes como contaminante natural, (III) deve
ser facilmente distinguivel de outros microrganismos componentes da microbiota indigena,
(IV) deve estar associado a presenca do patdégeno, (V) seu volume deve correlacionar-se com
a do patdégeno e apresentar necessidades e velocidade de crescimento semelhante a dos

patdgenos, (VI) ter velocidade de morte semelhante e se possivel, sobrevivéncia levemente
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superior a do patdgeno, (VII) ter como habitat exclusivo o trato gastrointestinal do homem e
animais homeotérmicos, (VIII) apresentar alta resisténcia extra enteral e oferecer um risco
minimo ou indireto a saude, (IX) apresentar técnicas rdpidas, simples e precisas para sua
deteccdo ou contagem.

A presenga de coliformes em amostras ambientais indica a qualidade sanitdria do solo
e da 4gua, no entanto, essa avaliacdo, apesar de ser capaz de atestar aspectos de sanidade, €
inadequada como indicador de qualidade do solo num sentido mais amplo. (ZILLI et al.,

2003).

2.5.1 Coliformes totais

O grupo dos coliformes € constituido por bactérias em forma de bacilo, gram-
negativas, nao formadoras de esporos, facultativas, que fermentam a lactose com produgao de
acido e gas, dentro de 24 horas, a temperatura de 37 °C (APHA, 1998) e sua detec¢do indica a
possibilidade da presenca de microrganismos patogénicos.

O teste de coliformes totais identifica todas as bactérias coliformes que ocorrem
naturalmente no ambiente, sendo que a maioria é considerada inofensiva, no entanto, algumas
das bactérias sao nocivas e indicam contaminagao fecal.

O grupo dos coliformes é dividido em coliformes totais, subgrupo coliformes fecais ou
termotolerantes e E. coli, sendo utilizados na avaliacdo de condi¢des higi€nico-sanitdrias do
ambiente (MEAYS et al., 2004).

De acordo com Kiehl (2004) a média das amostras coletadas deve conter menos de 10
NMP g de sélido, ndo mais que 20 % podem exceder a 1000 NMP g e nenhuma amostra
deve exceder a 10* NMP g de sélido.

2.5.2 Coliformes fecais

7z

Coliformes fecais ou termotolerantes é um subgrupo dos coliformes totais, bacilos

gram negativos, em forma de bastonetes, aerdbios ou anaerébios facultativos oxidase-
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negativos ndo formadores de esporos, apresentam a capacidade de continuar fermentando
lactose com producdo de gis, quando incubadas a temperaturas de 44-45°C (FRANCO, 2003).

Os coliformes fecais abrangem os géneros Escherichia, Enterobacter e Klebsiella,
sendo E. coli o principal indicador de contaminagdo fecal, pois é um habitante comum do
trato intestinal de homem e animais e ocorrem em numero elevado em dejetos, podendo assim
ser analisados sem enriquecimento do material e toleram temperaturas de até 44°C (ELVING,
2009).

Coliformes fecais sao os indicadores de poluicdo fecal mais comumente utilizado em
ambientes aqudticos (CEBALLOS et al., 1995; ELVING, 2009) e podem ser utilizados no
monitoramento da redu¢do do nimero de patégenos nos sistemas de tratamento de dejetos
animais (LARSEN et al.,1994; ELVING, 2009).

A persisténcia dos coliformes no solo depende de fatores como o tipo e a densidade
dos microrganismos nos dejetos, condi¢des fisico-quimicas do solo, condi¢cdes atmosféricas,
interacodes bioldgicas e métodos de aplicacdo dos dejetos no solo (UNC et al., 2004).

Mubiru et al. (2000) relataram que em solo timido a 25 °C coliformes fecais
sobreviveram por oito semanas, € sob temperaturas variando entre 6,5 e 19,6 °C, puderam ser
detectados por até noventa e nove dias. A umidade do solo € fator determinante para a
sobrevivéncia bacteriana, assim precipitagdes constantes favorecem a sobrevivéncia destes

organismos (GUAN et al.,2003).

2.5.3 Escherichia coli (E. coli)

A E. coli tem sido usada desde 1892 como indicador de contaminacdo fecal por ser
mais conhecida e facilmente distinta de outros membros do grupo de coliformes fecais (JAY,
2005; SILVA et al., 2005) sendo encontrada no intestino humano e de animais de sangue
quente chegando ao percentual de 95% das bactérias presentes (FRANCO et al., 2008). O
periodo de sobrevivéncia de E. coli é semelhante ao dos patégenos mais comuns sendo menos
resistentes a desinfeccdo que cistos de protozodrios e virus ( MARQUEZI et al., 2010).
Apesar de E. coli ter sido estudada mais intensamente que Os outros microrganismos, o
conhecimento sobre o seu metabolismo em seu habitat natural, o intestino de animais de

sangue quente, s6 foi adquirido nos ultimos anos (MUNOZ-ELIAS et al., 2006).
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Nas fezes de humanos e de animais a contagem desta bactéria pode chegar a 10°
bactérias por grama de fezes tornando facil o seu isolamento e identificagdo e podem ser
feitos por técnicas simples e rapidas (MARQUEZI et al., 2010).

As espécies fecais ndo E. coli, como algumas dos gé€neros Klebsiella, Shigella, sao de
ocorréncia varidvel e ndo apresentam caracteristicas fisioldgicas ainda disponiveis que
possam ser identificadas em sistemas "in vitro" de deteccao.

Muitos pesquisadores tém avaliado a sobrevivéncia de E. coli em diferentes
ambientes, incluindo dgua salgada, doce, sedimentos aquaticos, solos e locais de criagdo com
actimulo de residuos fecais (ELVING et al., 2009; RECHE et al., 2010). Apesar da E. coli nao
ser considerada persistente, uma vez que a mesma € lancada do trato digestivo através das
fezes dos animais, quando misturada ao solo essa bactéria pode permanecer vidvel por varias
semanas (GUAN et al.,2003, MEAYS et al.,2004, UNC et al., 2004).

Mais de 160 sorotipos de E. coli ja foram identificadas e os diferentes sorotipos sdo
distinguidos pelo seu antigeno "H" (flagelar) e "O" (lipopolissacarideo, LPS) respectivamente
(MANGIA, et al., 2009).

A maioria das linhagens desta bactéria € comensal, porém, algumas sdo
enterotoxigénicas por que produzem a toxina Shiga (Stx), assim chamada por ser praticamente
idéntica a produzida por outra bactéria conhecida como Shigella Disenteria tipo 1 (GRIFFIN
et al., 1991; LEITE et al., 2006; SILVA et al., 2010)

Essa toxina exige receptores especificos na superficie das células, a fim de se unir e
entrar na célula. E importante ressaltar que a maioria dos tipos de bactérias E. coli ndo causam
doenca em seres humanos, na verdade, alguns sorotipos sdo benéficos, ja outros causam
infecgdes infecgdes gastrointestinais, ou do trato urindrio (PRERE et al., 2006). A E. coli é
considerada pela legislacdo vigente, o mais especifico indicador de contaminacdo fecal
recente e de eventual existéncia de organismos patogénicos (CONAMA 2005; BRASIL,
2006). Portanto, quanto maior os niveis de bactérias fecais no ambiente, maiores sdo as
chances de patdgenos estarem pesentes em numeros significativos também (CARNEIRO et
al., 2006).

Devido a grande degradagdo dos recursos hidricos e a crescente utilizacdo do uso
agrondmico dos dejetos, utilizar indicadores como a presenga de E. coli e ndo de bactérias
causadoras de doencas, t€ém as vantagens de esta bactéria estar universalmente distribuida em
elevado ndmero e ser de facil deteccio (TURCO et al., 1999; CANTUSIO NETO, 2001;
SILVA et al., 2010). Como consequéncia, diversos métodos rapidos para a enumeragao desta

espécie vém sendo desenvolvidos.
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2.6 Métodos utilizados para determinar coliformes

Existem diferentes métodos para quantificar os coliformes totais e fecais nas amostras
coletadas, descritos em diversas publicacdes internacionais e nacionais, considerados como
referéncias (FRANCO et al., 2008). O mais utilizado é o método tradicional de tubos
multiplos, que estima aproximadamente o nimero de microrganismos presentes na amostra
original denominado “Numero Mais Provavel” (NMP), porém este método € laborioso e
demorado envolvendo uma etapa presuntiva e duas confirmativas levando pelo menos 96
horas para sua realizacdo (LEITE et al., 2000) .

Esta metodologia foi desenvolvida ha muitos anos atrds e é empregada como padrio
oficial em diversos laboratérios no mundo inteiro, por ser amplamente preconizada pela
Vigilancia Sanitéria e outros 6rgaos regulamentadores (FRANCO et al., 2008). Recentemente,
métodos mais rdpidos vém sendo desenvolvidos como forma alternativa para os métodos
convencionais (HUNT et al., 2005) e dependendo do método utilizado, a sensibilidade e
especificidade sao ainda maiores que a dos convencionais (FRANCO et al., 2008).

Estes métodos sdo baseados na tecnologia de substratos especificos marcados com
indicadores cromogénicos e/ou fluorogénico onde a incorporagdo desses substratos em um
meio seletivo elimina a necessidade de subcultivos e posteriores testes para identificacdo de
certos microrganismos (MANAFI, 2001). No entanto, além de estimar mais rapidamente a
qualidade bacterioldgica da amostra devem dar resultados reais e ter sensibilidade igual aos
métodos convencionais utilizados rotineiramente para a andlise do mesmo microrganismo

(HUNT et al., 2005)

2.6.1 Método da fermentacao dos tubos multiplos

Neste método o meio de cultura utilizado, é especifico para cada microrganismo
(SILVA et al., 2005; FRANCO et al., 2008) e € realizado em trés etapas. A primeira etapa é a
presuntiva, onde uma aliquota da amostra € inoculada em caldo lauril sulfato triptose (LST),
que inibe a microbiota acompanhante e, a0 mesmo tempo € um meio de enriquecimento

seletivo para bactérias do grupo dos coliformes totais e termotolerantes (SILVA et al., 2005).
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As bactérias deste grupo causam turvagdo no meio com formacao de géas, detectado através de
tubos de Durham invertidos, apds 48 horas de incubagdo a 35 + 2 °C.

A segunda etapa € a confirmativa para a confirmacdo de coliformes totais também ¢é
realizada a inocula¢do de alcadas do caldo lauril positivo em caldo Verde Bile Brilhante
(VBB), que apresenta em sua formulacdo sais biliares, que inibe o crescimento de
microrganismos gram positivos, e a lactose, que € utilizada como substrato para a producao de
gas pelos coliformes. A positividade neste teste € indicada pela turva¢do do meio e a producao
de gis no tubo de Durham invertido ap6és 48 horas de incubacao a 35 + 2 °C
(HAJDENWURCEL, 1998), também € realizada a inoculacdo de al¢adas do caldo lauril
positivo em caldo EC Broth que € seletivo para microrganismos gram positivo devido a
presenca de sais biliares (FORSYTHE, 2002). Ap6s incubacdo a 44,5 °C no periodo de 24 a
48 horas, ocorre turvacdo do caldo EC com formacdo de géds, quando positivos para
coliformes fecais (ROMPRE et al., 2002) uma vez que eles apresentam a capacidade de
fermentar lactose com produgdo de gds a temperaturas mais elevadas (HAJDENWURCEL,
1998).

A terceira etapa é a confirmativa adicional, os tubos de caldo EC positivos sdo
homogeneizados e uma al¢ada é semeada em placas de dgar Eosina Azul de Metileno (EMB)
para a confirmacdo de E. Coli que formam colOnias purpuras com centro preto e brilho
metalico verde, pois este meio de cultura € um meio diferencial utilizado para o isolamento e
deteccao de Enterobacteriaceae ou bacilos coliformes relacionados, com base na fermentacao
de lactose (KONEMAN et al., 2001)..

Por esta técnica sdo considerados coliformes aqueles microrganismos que forem
capazes de fermentar lactose nos testes presuntivos e confirmativos, com producio de gis a

35+2 °Cea44 =1 °C (BRASIL, 2007).

2.6.2 Métodos rapidos de identificacdao

A ripida identificacdo de microrganismos tornou-se necessdrias € novas técnicas
foram desenvolvidas a partir da década de 70 para facilitar a rapidez de diagnostico.

As pesquisas levaram ao desenvolvimento dos meios cromogénicos e fluorogénicos,
onde as col6nias de microrganismos alvo, dependendo da enzima que atua sobre o substrato

presente, adquirem cores e/ou fluorescéncia caracteristicas capazes de promover seu
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reconhecimento (TSORAEVA et al.,, 2005) e diversos métodos para identificacdo de
microrganismos foram desenvolvidos (MANAFI, 2000).

Segundo Bastholm et al. (2008) e Nikaeen et al. (2009), a bioluminescéncia baseada
em atividade enzimdtica, que € especifica para cada grupo microbiano, pode reduzir

potencialmente o tempo de andlise de bactérias indicadoras.

2.6.2.1 Substratos cromogénicos

O uso de técnicas com substratos cromogénicos permite determinar simultaneamente
coliformes totais e coliformes fecais presentes nas amostras alvo, utilizando apenas um meio
de cultura, representando grande vantagem pela rapidez do resultado e a possibilidade de
correcdo de problemas existentes, principalmente em sistemas de abastecimento publico
(MERCK, 2009).

O substrato cromogénico utilizado nesses métodos € orto-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) e “Salmon-GAL”. Nesse meio de cultura a B-D-galactosidase,
enzima especifica de bactérias coliformes hidrolisa o composto "Salmon-GAL", que faz parte
da mistura cromogénica. O produto da hidrélise € um composto corado de vermelho que faz
as colonias de bactérias coliformes aparecerem na cor vermelha (MERCK, 2009).

A B-D-glucuronidase, enzima especifica de E. coli hidrolisa o composto "X-
glucuronide", que faz parte da mistura cromogénica (SILVA et al., 2005), como E. coli faz
parte do grupo de bactérias coliformes, possui também a B-D-galactosidase, que hidrolisa
conjuntamente o composto "Salmon-GAL e o ONPG promovendo a alteracdo na cor da
coldnia para roxo devido a mistura dos cromogenios vermelho e azul, para isso acontecer €

necessario um periodo de incubacdo de 18 a 28 horas a 35°C apés inoculacdo da amostra

(OLSTADT et al., 2007).

2.6.2.2 Substratos fluorogénicos

O caldo Fluorocult € um caldo de enriquecimento seletivo para a deteccdo simultanea

de coliformes totais e E. coli em amostras liquidas e sélidas (MERCK, 2009). A alta
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qualidade nutricional do fosfato incorporado ao caldo garante uma alta velocidade de
crescimento dos coliformes presentes, enquanto o lauril sulfato inibe o crescimento em larga
escala das bactérias Gram positivas. A adicdo do substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-b-D-galactopiranosideo (X-GAL), o qual € clivado pelos coliformes, € o substrato
fluorogénico 4-metilumbeliferil-b-D-glicuronideo (MUG), que € altamente soldvel em 4gua,
sensivel e especifico para E. coli, torna possivel a deteccdo simultanea de coliformes totais e
E. coli.

A presenca de coliformes € indicada pela cor azul-verde do caldo, e E. coli pela
fluorescéncia azul sob luz UV de comprimento de onda longo. A reacdo Indol posterior
confirma a presenca de E. coli. Esta reacdo fica aumentada devido a concentracdo de
triptofano no caldo. A enzima sintese € amplificada pelo 1-isopropil-b- D-I1-tio-
galactopiranosidio (IPTG), e a atividade da -b-D-galactosidase é aumentada (TRONCO,
2010). Este método proporciona um resultado em até 24 h de incubacdo (MERCK, 2007).

De acordo com Olstadt et al., 2007 nos ultimos anos varios métodos para deteccao
simultanea de coliformes totais e E. coli tem sido desenvolvidos e aprovados pelos 6rgaos
responsdveis para a analise de dgua. Na década de 90 foram aprovados pela United States
Environmental Protection Agency (USEPA) os métodos Colilert, Colilert-18 e Colisure.
Recentemente, outros sete métodos foram aprovados, o MI Agar (USEPA Federal Register
1998), m-Coli Blue 24, E*Colite (USEPA Federal Register 1999), Chromocult (US EPA
Federal Register 2002) Readycult Coliforms 100, Colitag (USEPA Federal Register 2004) e
Coliscan (USEPA Laboratory Certification Manual 2005).

2.7 Alternativas tecnologicas para mitigar o potencial poluidor por microrganismos

fecais

Virias técnicas tém sido propostas para reduzir os impactos ambientais provocados
pela suinocultura. De um modo geral, o que sempre se procura € reduzir o volume de dejetos
produzidos, bem como reduzir a sua carga poluente (VAN VLIET et al., 2007).

Na area de nutricdo animal tém sido realizadas muitas pesquisas na obten¢do de uma
dieta cuja férmula propicie um consumo 6timo de dgua (MARCATO, 2005) propiciando
beneficios ambientais e econdomicos (RODRIGUES et al., 2008), levando a uma menor

geracdo de dejetos, diminuindo o risco ambiental destes para os recursos hidricos superficiais
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e subterraneos, solo e ar e redu¢do do custo para constru¢cdo de sistemas de aproveitamento
e/ou tratamento (MIRANDA et al., 2009).

A ciéncia zootécnica ja validou vdrias estratégias nutricionais ambientalmente
benéficas, comprovando seus impactos positivos na reducdo da excrecdo de nitrogénio,
fosforo e metais. Entre essas estratégias destacam-se o uso de aminodcidos sintéticos, fitases,
minerais organicos, restricdo alimentar e adicdo de agentes antimicrobianos (NONES et al.,

2002; OETTING, 2002; OLIVEIRA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008).

2.7.1 Aplicagdo de dejetos de suinos em superficie e injetados no solo

A inativagdo ou sobrevivéncia dos organismos patogé€nicos presentes no dejeto ao
serem aplicados no solo dependem de varios fatores como a origem dos dejetos (GUAN et al.,
2003; HUTCHISON et al., 2005), tipo de solo (JAMIESON et al., 2002), tipo de cobertura,
radiacao solar (FERGUSON et al. 2003), umidade (ZALESKI et al., 2005; MUBIRU et al.,
2000), inclinagdo do terreno (FERGUSON et al., 2003), temperatura (JACOBSEN et al.,
2012), populacdo indigena (SEMENOV et al., 2010; WANG et al., 2011).

Apesar de alguns trabalhos indicarem que patdégenos suinos ndo sobrevivem por muito
tempo ao serem aplicados no solo (SANTOS, 2004; LIMA et al., 2005, RUFETE et al., 2006;
SOUZA et al., 2011), outros indicam sobrevivéncia relativamente longa no solo e na dgua (
GESSEL et al., 2004; WANG et al., 2011) uma vez que um solo alterado com dejetos nao
pode ser considerado livre de patégenos e organismos indicadores por pelo menos um ano
apo6s o uso do dejeto no solo (C@TE et al., 2005; GUTLER et al., 2005; HUTCHISON et al.,
2005; NICHOLSON et al., 2005; ROSTAGNO et al., 2005; BHADURI et al., 2006; ZIEMER
et al., 2010;).

Quando a taxa de sobrevivéncia entre Salmonella Typhimurium e E. coli 0157:H7, em
solos adubados com dejetos de suinos, foi comparada, notou-se que independente da forma
como o dejeto foi aplicado ao solo (injetado ou em superficie), ndo houve diferenca na taxa de
sobrevivéncia para E. coli 0157:H7 mas S. Typhimurium apresentou maior tempo de
sobrevida somente quando o dejeto foi injetado no solo (SEMENOV et al., 2009).

De maneira geral, bactérias e virus entéricos sobrevivem por mais tempo quando o

dejeto € injetado no solo, devido a temperaturas mais baixas , maior protecao dos raios ultra
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violetas, maior adsorcdo com as particulas de solo e maior umidade (FERGUSON et al.,

2003).

2.7.2 Compostagem

Milhdes de toneladas de fezes de animais sdo produzidos a cada ano, exigindo
métodos mais eficientes de eliminacdo de residuos, pois o esterco animal tem sido
tradicionalmente aplicado ao solo como uma emenda agricola (VIVAN et al., 2010; WANG
et al., 2011). Um método para a reducdo dos agentes patogénicos € a reciclagem de residuos
por compostagem, que € uma técnica usada para obter a estabilizacdo ou humificacdo da
matéria organica (NUNES, 2009) através da transformacao do residuo organico numa matéria
estdvel (composto), resistente a acdo fermentativa de microrganismos, em qualquer material
solido com teor de umidade entre 40 e 60 %. O que ird beneficiar a atividade microbiana e
elevar a temperatura a niveis desejados (ELVING, 2009).

Este processo pode ainda produzir produtos que ndao sdo seguros, se ndo manejado
adequadamente, mas tem a vantagem de ser realizada tanto por tecnologias simples ou mais
sofisticadas como as automatizadas, desde que os residuos sejam adequados e o processo
bioldgico ocorra em boas condicdes (MACDONALD et al., 2009).

Esta técnica é um método alternativo de manejo dos dejetos oriundos da suinocultura e
visa modificar as caracteristicas quimicas, fisicas e microbioldgicas dos dejetos, dando origem
a um produto final de alto valor agrondmico. A compostagem pode representar uma solucdo
efetiva para regides com problemas de alta concentra¢ido da producdo de suinos, pois permite
transferir os residuos na forma de composto para outras regides que demandam este tipo de
adubo (PAILLAT et al., 2005; DAI PRA et al., 2008).

Entretanto, para que o resultado objetivado seja alcancado, alguns fatores sdo
necessarios, durante o processo de compostagem para a formagdo do fertilizante organico,
sendo estes principalmente a aera¢do, umidade, temperatura, granulometria, pH e proporcao
carbono/nitrogénio (C/N) (PAIVA et al., 2010). Muitos agentes patogé€nicos sao encontrados
em residuos organicos e tem potencial de sobrevivéncia neste material por longos periodos de
tempo (WANG et al., 2004; ELVING, 2009;), e se o material a ser compostado ndo atingir

temperaturas ideais entre 50 e 70°C por um periodo minimo de quatro dias, pode ndo ocorrer
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a sanitizacdo desejada e estes patdgenos serdo introduzidos no solo ao ser utilizado esse
composto como fertilizante (Mc CARTHY et al., 2011).

Existem trés fases distintas no processo de compostagem, incluindo uma fase
mesofilica (40-50°C) onde as populacdes de microrganismos meséfilos aumentam e
predominam principalmente os fungos e bactérias. Uma fase termofilica (50-65°C), onde
actinomicetos e bactérias termofilicas, incluindo Bacillus, Thermonospora e Micropolyspora,
dominam enquanto bactérias mesoéfilas sdo inativadas (STROM, 1985; HERRMANN et al.,
1997; CARPENTER-BOGGS et al., 1998), e uma fase de arrefecimento/maturacao (< 30 ° C)
(HASSEN et al., 2002). No processo de compostagem a mistura dos DLS com o substrato
propicia a elevagao da temperatura ficando proxima dos 70 °C, o que ird reduzir o nimero de
organismos patogénicos presentes, com o revolvimento aumenta o teor de oxigénio dentro da
pilha e ocorre respiragdo aerdbia, contribuindo para que o processo de sanitizacdo seja
eficiente, (TEIXEIRA et al., 2002; SILVA et al., 2003; CEMPIRKOVA et al. 2007).

Embora a temperatura seja importante, a reducdo de agentes patogé€nicos durante o
processo de compostagem pode ser afetada por varios outros fatores. Alguns destes fatores
incluem competicdo com microrganismos nativos, umidade, esgotamento dos nutrientes, pH e
tempo de armazenamento (KIM et al., 2009; ELVING, 2009).

Se os critérios de tempo e de temperatura ndo forem satisfeitos, agentes patogénicos
podem ainda estar presentes nos compostos uma vez que a exposicdo a temperaturas subletais
pode permitir a sobrevivéncia prolongada destes através da adaptacdo de calor (KIM et al.,
2009).

Nos sistemas de compostagem industrial onde o processo € cuidadosamente
monitorado, a eliminagdo de agentes patogénicos € mais facilmente obtida, entretanto em
sistemas de compostagem sem interesse comercial onde hd menos controle € mais dificil
assegurar essa eliminacao (GUAN et al., 2003).

A compostagem é uma tecnologia com potencial econdmico, por apresentar baixo
custo e possibilitar a substituicio de fertilizantes minerais via reciclagem, e com valor
ambiental, por reduzir a possibilidade de polui¢do de rios, lagos e mares, além de minimizar a
quantidade de residuos nos aterros sanitarios, o que reduz a ocorréncia de doencas infecciosas
(INACIO et al., 2009). O produto final da compostagem que serd utilizado como fertilizante
deve ter uma contagem baixa ou nula de organismos patogénicos, pois se houver
contaminacdo do solo ou recursos hidricos por estas bactérias poderdo ocorrer surtos que

representardo ameaca a saude publica (LEAL et al., 2006; SOBRINHO et al., 2011)



3 MATERIAIS E METODOS

Esta Dissertagdo foi dividida em dois estudos:

- Estudo I: Dejetos liquidos de suinos (DLS) aplicados na superficie e injetados no
solo e andlise da presenca de coliformes totais e fecais na d4gua escoada superficialmente.

- Estudo II: Dinamica da populagdo de coliformes totais e fecais durante o processo de
compostagem dos DLS, com e sem adi¢do de 4cido fosférico, em substratos de maravalha e

serragem.

3.1 Caracterizacao da area de estudo

3.1.1 Estudo I

A drea experimental utilizada (Figura 1) estd localizada no Departamento de Solos da
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil (29°43°14” 5,53°42°29” w), em
um Argissolo Vermelho (EMBRAPA, 2006) com textura franco-arenosa.
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Figura 1 — Local da realizacdo do experimento com quatro blocos (BI a BIV) e trés
tratamentos (T1= testemunha; T2= DSL injetado; T3= DSL superficial) no departamento de
Solos, UFSM, Santa Maria, RS, Brasil. Fonte: Miola (2011).

O estudo I foi conduzido no periodo de agosto de 2011 a marco 2012, sendo que,
anteriormente, a drea havia sido utilizada para o cultivo de milho sem o uso de dejetos de
suinos. Cada bloco era constituido por trés tratamentos (parcelas) dispostos ao acaso na area
experimental, onde T1: Testemunha (controle) sem aplicacdo de dejetos, T2: DLS injetados
no solo; T3: DLS em superficie. Cada parcela apresentava uma area de 43,5 m’ (145 mx 3
m), contornadas em todo o seu perimetro por chapas galvanizadas, tendo 0,25 m de altura e
inseridas 0,10 m no solo. Além disso, todas as parcelas apresentavam uma declividade média
de 5% e no final desta declividade foram colocadas calhas coletoras para coletar a 4dgua
escoada das chuvas, que eram conduzidas até caixas d’dgua com capacidade de 1000 L
(Figura 2).

Tanto a inje¢do dos dejetos no solo, como a aplicacdao em superficie foram realizadas
manualmente devido a impossibilidade de trafego de mdquinas na drea experimental, em
fun¢do da delimitacdo das parcelas com as chapas galvanizadas. No inicio do experimento
(agosto de 2011) os tratamentos T2 e T3 foram aplicados na cultura da aveia preta, na dose de
40,3 m’ hal. Posteriormente, em novembro, os mesmos tratamentos foram aplicados nas

mesmas parcelas, na cultura do milho na dose de 46 m’ hal.
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Figura 2 — Tratamentos (parcelas) com sistema para coleta de dgua escoada. Fonte: Miola
(2011).

Antes de cada aplicacdo no solo, a concentracdo de coliformes totais e fecais nos
dejetos liquidos de suinos (DLS) foi determinada pelo método do nimero mais provavel
(NMP), conforme APHA (2005). Apés a aplicacdo dos tratamentos no solo, a coleta de dgua
nas caixas d’dgua para a anélise de coliformes era feita sempre apds a ocorréncia de chuvas,

cujo volume era suficiente para provocar escoamento superficial.

3.1.2 Estudo II

Foi realizado de dezembro de 2011 a maio de 2012, em escala piloto, para avaliar a
eficiéncia da compostagem de DLS, em casa de vegetacdo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

A casa de vegetacdo possuia um pé-direito de 3 m, cobertura com telhas translicidas,
muretas laterais de 1,5 m de altura e no espaco compreendido entre as muretas e a cobertura
ha aberturas que permitem a circulacdo de ar no interior da mesma. No interior da casa de
vegetacdo foram montadas duas estruturas construidas com taboas de pinus (leiras) com

dimensdes de 4,0 x 1,0 x 1,0 m, com pintura a base de cal e em sua parte interna foi utilizado
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um revestimento com polietileno a fim de evitar a deterioracdo da madeira durante o processo
de compostagem (Figura 3a).

As leiras foram preenchidas com uma mistura de maravalha de eucalipto e serragem
de madeiras diversas e duas vezes por semana eram revolvidas. Para o revolvimento das leiras
foi construida uma méquina revolvedora com sucatas de ferro, composta de dois helicoides
acionados por um motor elétrico trifdsico com poténcia de dois CV. A maquina possuia
quatro rodas que proporcionavam o seu deslocamento, de forma manual, sobre as leiras de

compostagem (Figura 3b).

. (b)
Figura 3 — Leiras revestidas com polietileno e com substrato (a) e mdquina revolvedora (b).
Fonte: DONEDA (2012).

3.2 Analises microbiolégicas

3.2.1 Estudo I

Ap6s cada precipitacdo em que havia escoamento superficial de 4gua uma aliquota de
80 mL da 4gua da escoada foi coletada das caixas d’agua, depositada em frascos estéreis, em
caixa de isopor com gelo e levadas ao laboratdrio para andlise. Ap6és homogeneizacao foi
retirado um mL da amostra e diluidas em 9 mL de dgua peptonada tamponada 0,1% estéril,
para proceder as dilui¢des de 10" até 10°. Apés uma aliquota 0,5 mL de cada diluigdo foi
transferida para tubos com 4,5 mL de caldo Fluorocult com série de cinco tubos e duas

repeticdes e incubadas a 36,5°C em incubadora por 24h para a primeira leitura e 48h para a
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segunda leitura (anexo A). Procedeu-se a leitura do teste com auxilio de lampada de luz
ultravioleta, de comprimento de onda de 366 nm (fonte de luz UV para microbiologia-
MERCK 13203), de acordo com a seguinte interpretacdo: o aparecimento da cor verde
azulada indicava a presenca de coliformes totais e a fluorescéncia azul em UV a de coliformes
fecais e E.coli . Testes negativos para coliformes ocorriam quando o meio se mantinha com a
coloragdo amarelo claro. Para confirmar a presenca de E.coli nos tubos fluorescentes, eram

adicionadas cinco gotas de reativo de Kovacs (MERCK 9293), sendo que a confirmagdo

ocorria quando a cor do reativo mudava de amarelo para rosa.

(b)

Figura 4 — Tubos com caldo Fluorocult onde os amarelo-claros sdo negativos para a presenca
de coliformes totais e fecais e os tubos verde-azulados sdo positivos para a presenca dos
coliformes totais (a) e tubos que ao receberem luz ultravioleta apresentam fluorescéncia sdo
positivos para coliformes fecais e E. coli (b). Fonte: Arquivo pessoal.

O NMP foi calculado de acordo com a tabela da APHA (2005), série de cinco tubos
(Figura 4a e 4b). A técnica do NMP ¢é um método de quantificacdo indireta de
microrganismos onde ndo sdo contadas unidades formadoras de colonias (UFCs), uma vez
que a andlise é realizada em meio de cultura liquido. O resultado obtido é comparado a tabelas
que fornecem um resultado aproximado da quantidade de bactérias na amostra analisada.
Estas tabelas sdo elaboradas a partir de dados estatisticos, com os respectivos limites de
confianca inferior e superior de 95% para diversas combina¢des de nimero de tubos positivos
em cada série de diluicdo. Muito embora o método dos tubos miultiplos apresente
sensibilidade elevada, permitindo a detec¢do de baixas densidades de bactérias, a precisao

deste teste depende do niimero de tubos utilizados e dos volumes de amostra inoculados.
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z z

Este método € amplamente utilizado para quantificar coliformes e € aceito pelos

orgaos de fiscalizacdo sanitaria.

3.2.2 Estudo II

Antes de cada aplicacio de dejetos liquidos de suinos (DLS) nas leiras de
compostagem, uma amostra do DLS era coletada em frasco estéril, armazenada em caixa de
1sopor com gelo e levada ao laboratdrio de microbiologia dos solos para analise de coliformes
totais e fecais pelo método do Niimero Mais Provavel (NMP) com caldo fluorocult.

Também eram coletadas duas amostras do composto, em duas profundidades das
leiras, antes da aplicacdo dos DLS. A primeira amostra era coletada a 20 cm e a segunda a 50
cm de profundidade, sendo ambas as amostras misturadas e homogeneizadas. Essa
amostragem era feita no inicio (L;i; L,i), no meio (Lym, Lym) e no fim (L,f; L,f) de cada leira,
totalizando trés amostras/leira (seis amostras no total em cada profundidade). As seis amostras
foram rotuladas e levadas para o laboratério de microbiologia do solo do departamento de
solos da UFSM, onde de cada amostra foram pesados 10g que eram colocados em snap-cap e
adicionado 90 mL de dgua peptonada tamponada 0,1% estéril (pH 6,5).

Para cada amostra foram feitas duas repeti¢des, totalizando 12 amostras, que apds o
procedimento descrito acima foram colocadas em agitador mecanico durante 15 minutos para
promover o desprendimento das bactérias das particulas do composto, (figura 5a e Sb)
constituindo a diluicio 10", Para cada snap-cap com dilui¢do de 10" foi retirado 1 mL e
transferido para um tubo de ensaio (totalizando 12 tubos de ensaio) e em cada tubo foi
acrescido 9 mL de dgua peptonada tamponada 0,1% estéril, estabelecendo uma diluicdo 107

Este dltimo procedimento foi repetido para estabelecer uma sequéncia de dilui¢des até 107
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(a)

Figura 5 — Coleta de amostra do composto nas leiras (a) e agitacdo do composto diluido em
dgua peptonada (b). Fonte: Arquivo pessoal.

(b)

Ap6s a realizagdo das diluicdes seriais, uma aliquota de 0,5 mL da suspensdo diluida a
partir da 10™" até 107 foi transferida para tubos de ensaio contendo 4,5 mL de meio de cultura
de caldo Fluorocult estéril. Para todas as diluicdes foram feitas séries de cinco tubos, os quais
foram incubados por 24h (primeira leitura) e 48h (segunda leitura) em incubadora a 36,5 + 1
°C. Foram considerados coliformes totais positivos quando o meio de cultura mudou da cor
amarela para verde azulada e coliformes fecais positivas quando o meio de cultura, ao receber
a incidéncia de luz Ultra Violeta, apresentava fluorescéncia. Tubos negativos mantinham o
meio com coloragdo amarelo clara, conforme ilustrado na figura 3 a e 3 b. Para confirmagado
de E. coli, foi adicionado 5 gotas de reativo de Kovac’s. A confirmacdo ocorria quando o
reativo mudava da cor amarela para rosa O Numero Mais Provavel (NMP) foi calculado de

acordo com a tabela da APHA (2005), série de cinco tubos.

3.2.2.1 Caracterizagdo do substrato, DLS utilizado e metodologia de aplicacdo do DLS na

compostagem.

O material orgénico utilizado como substrato foi uma mistura em peso de maravalha
de eucalipto e serragem de madeiras diversas, obtidas em uma madeireira da regido de Santa
Maria, RS. Em cada leira/tratamento foram adicionados 466 kg da mistura de maravalha (233
kg) e serragem (233 kg). A esta mistura foi incorporado DLS obtido no setor de Suinocultura

da Universidade Federal de Santa Maria, de animais em regime de termina¢do e em sistema



44

de confinamento total, distribuidos conforme a tabela 1, até um total de 3.936 litros durante

todo o experimento.



Tabela 1 — Caracteristicas dos Dejetos Liquidos de Suinos (DLS) utilizados na compostagem, data, quantidade em litros, matéria seca, nitrogénio
total (N total), nitrogénio amoniacal (N amoniacal) e coliformes totais e fecais (NMP mL'l).

Quantidade Coliformes totais Coliformes fecais
ata leira™ kg substrato 1-10% -eJe o Kg m* Kg m? Ogr:fL'l Ogl':loL'l Ogr::L'l OgI:]OL-l
06/12/11 685 1,47 1,08 1,43 1,88 6,52 6,52 6,52 6,52
13/12/11 685 1,47 1,92 1,27 1,8 6,10 6,15 6,10 6,00
20/12/11 466 1,00 1,24 1,39 1,57 5,98 5,61 5,98 4,94
28/12/11 300 0,65 1,37 0,91 1,42 4,69 4,81 4,69 4,69
03/01/12 300 0,65 3,07 1,15 2,28 5,85 5,68 5,85 5,65
10/01/12 250 0,54 4,45 1,38 2,47 5,61 5,52 5,18 4,82
17/01/12 250 0,54 2,63 1,03 1,96 5,52 6,15 5,45 5,9
24/01/12 200 0,43 3,15 1,07 2,18 5,69 5,71 5,69 5,71
31/01/12 200 0,43 3,32 1,18 2,35 - - - -
08/02/12 150 0,32 1,60 0,79 1,38 - - - -
15/02/12 150 0,32 3,01 1,08 2,01 5,90 5,56 5,85 5,56
22/02/12 100 0,21 1,21 0,76 1,24 6,04 6,45 5,45 5,61
06/03/12 100 0,21 0,86 0,97 2,38 5,61 6,17 5,61 6,04
21/03/12 100 0,21 2,14 1,05 1,87 6,95 6,04 6,36 5,95
Total 3.936 8,45 - 1,43 2,47 70,46 70,37 68,73 67,39

!_Valores de matéria seca, N amoniacal e N total se referem a média dos dois tratamentos. NMP- Numero Mais Provavel, L- litros, AF- acido fosférico

Sy
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Apds a segunda aplicacdo dos DLS ocorreu o aparecimento de chorume na parte
inferior das leiras e por isso optou-se por diminuir a quantidade de DLS a serem adicionada
(tabela 1).

A coleta do DSL foi realizada nas calhas adjacentes as baias onde ficavam os animais,
uma vez por semana, na véspera da aplicacdo dos dejetos nas leiras de compostagem. Os
dejetos ficavam armazenados nas calhas por um periodo de no maximo uma semana, e apos a
coleta um dia antes da aplicagdo eram armazenados em caixas de dgua nas imediagdes das
leiras de compostagem e possuiam a mesma caracteristica para os dois tratamentos.

A primeira leira/tratamento (composto sem adicdo de &cido) era composta por
maravalha, serragem e DLS e a segunda leira/tratamento (composto com adi¢do de acido) era
composta por maravalha, serragem, DLS e 4cido fosférico com trés repeticdes de cada
tratamento. O 4cido utilizado possufa concentracdo de 85% (P,0s) e densidade 1,6g cm™. No
dia da aplicacdo do DLS, e 48 horas ap0ds, foi realizado o revolvimento mecanico das leiras
durante todo o periodo de compostagem. Aos 106 dias do inicio do experimento o composto
apresentou sinais de saturacao, o que fez com que fosse encerrada a adi¢ao de DLS.

A aplicacdo dos dejetos sobre as leiras (Figura 6a) foi feita uma vez por semana, nas
tercas-feiras pela parte da manha da seguinte maneira: aplicava-se metade da quantidade de
dejetos estipulada (Tabela 1), sobre as leiras de compostagem, com o auxilio de uma
mangueira acoplada a um cano de PVC com quatro saidas e, logo apds, acoplava-se a
mdaquina revolvedora sobre a leira e percorria-se revolvendo até o final da mesma.
Posteriormente, era aplicado o restante dos dejetos e passava-se novamente a maquina em
sentido contrério (Figura 6b).

O tratamento composto com adi¢do de dcido recebia adi¢do de dcido fosférico que era
misturado ao DLS, antes da aplicacdo, nas caixas de 4gua onde estes estavam armazenados. A
quantidade de 4cido utilizada foi definida a partir de testes preliminares a fim de obter um pH
final do dejeto préximo a 6,0. Desta forma foram utilizados 3,5 mL de 4cido L' de dejetos.
Dois dias apds a aplicagdo, nas quintas-feiras pela parte da manhd, era realizado o
revolvimento das leiras (composto sem adi¢do de dcido e composto com adi¢do de 4cido) para

a oxigenagao da massa de compostagem e para facilitar a perda de umidade.
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(a)

Figura 6 — Aplicagcdo dos dejetos nas leiras (a) € maquina revolvedora acoplada nas leiras e
fazendo o seu revolvimento (b). Fonte: Arquivo pessoal.

3.3 Analises realizadas no estudo II

3.3.1 pH

Para a avaliacdo do pH do composto, uma amostra de 10g do material imido foi
adicionada a 120 mL de 4gua destilada em um snap-cap e a mistura foi agitada durante 30
minutos em agitador horizontal (Figura 5b). Logo apds, o pH foi lido no sobrenadante com

pHmetro calibrado.

3.3.2 Temperatura

Para medir a temperatura do composto foi utilizada uma sonda termopar do tipo K,
acoplada a um termOmetro digital. Foram tomados dois pontos de leitura, sendo um a
aproximadamente 20 cm de profundidade da superficie da leira e outro a aproximadamente 20 cm
do fundo para a superficie da leira, em trés repeticdes para cada tratamento. Nas primeiras
semanas de conduc¢do do experimento foi realizada a avalicdao duas vezes ao dia, sendo uma pela
manha e outra a tarde. Porém, como a variacdo de temperatura entre os dois periodos do dia nao
foram expressivas, passou-se a adotar uma leitura didria de temperatura em trés repeti¢des para

cada tratamento.
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3.3.3 Umidade

Para o cédlculo da umidade uma aliquota do composto foi pesada, colocada em latas de

metal e levada 4 estufa 65 °C por 24 horas.

3.3.4 Matéria seca

Para a determinacdo da matéria seca dos dejetos, utiliza-se uma aliquota do mesmo, em

béquer e logo apds, as amostras foram acondicionadas em estufa a 65 °C até massa constante.

3.3.5 Nitrogénio amoniacal

Para a quantificacdo de N amoniacal nos dejetos, foi pesado aproximadamente 2 g do
mesmo em tubos de destilagdo e logo apds aferiu-se até 20 ml com 4gua destilada. Em sequéncia,
o extrato resultante foi destilado em destilador de arraste de vapor semimicro-Kjeldhal

(TEDESCO, et al., 1995).

3.3.6 Nitrogénio total

Para a determinacdo de N total, 1 g de amostra de dejeto foi pesada e submetida a
oxida¢@o umida, na presenca de dcido sulfirico concentrado e mistura de digestdo. Em sequencia

o N total do extrato resultante foi destilado da mesma forma como descrito para o N amoniacal.
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3.4 Analises estatisticas

Foram utilizados os aplicativos Statistica, SAS (SAS Institute 2003) e Excel para
andlise dos dados. Os dados obtidos foram logaritmizados e submetidos a andlise de
variancia, e as médias comparadas pelos testes F e Tukey (P<0,05), quando necessério, para

determinar a diferenca entre os tratamentos em ambos os estudos (I e II).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo I - Presenca de coliformes na agua escoada superficialmente apds aplicacao

de dejetos liquidos de suinos em superficie e injetado no solo

Coliformes totais ocorrem naturalmente no ambiente, em baixas concentragdes,
englobando uma ampla gama de bactérias (FORSYTHE, 2002). Isso foi observado desde o
inicio do presente experimento quando foram aplicados dejetos no solo para o cultivo de aveia
preta, onde a concentragdo de coliformes totais foi préxima entre os tratamentos que
receberam dejetos e o tratamento testemunha, sem dejetos (Figura 7). Considerando as
amostragens realizadas ap0s a reaplicagdo dos dejetos para o cultivo do milho, 96 dias apds a
primeira aplicacdo (11/08/2011), também nao se percebeu aumento no nimero de coliformes
totais, em relacdo ao tratamento testemunha, o que estd de acordo com os resultados de Gessel
et al. (2004). Tais resultados indicam que somente a avaliagdo de coliformes fecais poderia
auxiliar na interpretacio do efeito dos tratamentos sobre a dinamica populacional de
coliformes, visto que esses microrganismos sdo especificos de animais de sangue quente e
ocorrem em numeros elevados nas fezes, sendo Escherichia coli, (E. coli) a principal
representante do grupo por ser de origem exclusivamente fecal e algumas estirpes,
consideradas patogénicas.

O numero mais provdvel (NMP) de coliformes totais na dgua escoada, ndo diferiu
entre o tratamento com inje¢do dos dejetos (3,6 + 0,37 log;o NMP mL'l) € 0 tratamento
testemunha (3,5 + 0,47 log;o NMP mL'l) durante o periodo do experimento. No entanto, o
NMP de coliformes totais encontrados no tratamento com aplicacao de dejetos em superficie
(3,8 £ 0,37 log;o NMP mL! p<0,05) foi superior ao encontrado no tratamento com injecao e
na testemunha. Isso indica que os coliformes totais estario presentes no ambiente,
independentemente da forma utilizada para aplicacdo dos dejetos, pois possivelmente deve
haver coliformes no solo devido a contaminagao cruzada e ndo somente pela adicao do dejeto
(GESSEL et al., 2004). Com isso pode-se inferir que, quanto a coliformes totais, fazer ou nao
a aplicacdo de DLS, seja aplicacdo injetada ou em superficie, ndo alterard o seu ndmero no
ambiente. Todavia, este trabalho é preliminar e compreende um tnico estudo, necessitando

que trabalhos futuros sejam realizados para confirmar tais resultados.
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Figura 7 — Concentracdo de coliformes totais na &4gua escoada superficialmente nos
tratamentos com aplicagdo de dejetos liquidos de suinos (DLS) na superficie (DLS sup.) e
com injecdo (DLS inj.) no solo, precipitacdo pluviométrica e irrigacdo no periodo
experimental. (A) Aplicacdo de dejetos de suinos para cultivo de aveia preta; (R) Reaplicacdo
dos dejetos para o cultivo do milho.

Embora o NMP de coliformes totais na 4gua escoada na superficie do solo nio tenha
sido alterado pela aplicagcao de dejetos liquidos de suinos, deve-se ter cuidado com o volume
de DLS aplicado, especialmente se houver possibilidade de precipitacdo posterior, pois a
adi¢do de dejetos no solo provoca alteragdo no ntimero de coliformes fecais. Esse fato pode
ser observado nas avaliagOes iniciais do tratamento testemunha (Figura 8), onde, em um
primeiro momento, ndo foram detectados coliformes fecais enquanto no tratamento com
dejetos aplicados em superficie a populacdo foi de 2,5 Log;o NMP mL™" e com aplicacdo de
dejetos injetados no solo de 1,4 Log;o NMP mL .

Na primeira avaliacdo, realizada quatro dias apds a aplicacao dos dejetos o nimero de
coliformes fecais detectados na 4gua escoada dos tratamentos com aplicagdo superficial e com
injecdo dos dejetos foi menor que o NMP de coliformes aplicados com os dejetos no inicio do
experimento (3,38 log;o NMP mL'l) em 86,1 % e 98,8 %, respectivamente. Provavelmente
esse fato ocorreu em funcdo da infiltracio dos microrganismos no solo, juntamente com a

fracdo liquida dos dejetos aplicados na superficie, e pelo maior contato dos microrganismos
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com o solo quando os dejetos foram injetados. Com base nestes resultados iniciais, pode-se
inferir que a inje¢do dos dejetos de suinos no solo constitui uma estratégia que possibilita
reduzir o potencial de contamina¢do dos mananciais de superficie com coliformes fecais.
Comparando a inje¢do dos dejetos com a sua aplicagdo em superficie, conforme € feito em
plantio direto, houve reducdo de 44% no numero de coliformes fecais presentes na dgua
escoada sobre o solo.

No entanto, ao final do experimento nao foram encontradas diferencas entre o NMP de
coliformes fecais na dgua escoada do tratamento com aplicagdo do DLS injetado (1,6 + 0,66
log;o NMP mL'l) e DLS em superficie (1,6 = 0,59 log;o NMP mL'l), indicando que a presenca
de coliformes fecais ao longo do tempo independe da forma de aplicacdo dos DLS no solo. De
acordo com este estudo, a aplicacdo de DLS além de alterar a populacdo de coliformes fecais
no solo ainda permite a sobrevivéncia destes por longos periodos e a migracdo para dreas
onde ndo ocorreu aplicagdo. Isto pode acontecer pela acdo do vento, onde os coliformes se
aderem as particulas do solo, pela acdao da chuva, pelo transito de animais e pessoas entre
tratamentos ou, de acordo com a literatura, a sobrevivéncia das bactérias patogénicas pode ser
afetada por fatores climéticos, propriedades fisico-quimicas do solo ou pelo tipo de planta
cultivada (WOLNA-MARUWKA et al., 2003; SAHLSTROM, 2003; NICHOLSON et al.,
2005).

O NMP de coliformes fecais encontrados no tratamento testemunha (0,8 + 0,56 log
NMP mL"; p< 0,05). Foi significativamente menor do que o encontrado com injecdo de DLS
(1,6 £ 0,66 log;o NMP mL'l) e com aplicacdo de DLS em superficie (1,6 £ 0,59 log;o NMP
mL™"). Considerando todo o periodo do experimento, inclusive a reaplicacio de DLS no solo
antes da semeadura do milho, percebe-se que no tratamento testemunha o NMP de coliformes
fecais encontrados é sempre inferior ao encontrado nos tratamentos que receberam dejetos. A
presenca de coliformes fecais no solo testemunha pode ser atribuida a contaminagdo entre
tratamentos, através do transito de pessoas entre as parcelas, e também pela presenca de
roedores, principalmente de ratos na drea.

O NMP inicial de coliformes fecais que era de 2,51 (log;o NMP mL'l) nos dejetos
aplicados em superficie diminuiu para 1,46 (log;o NMP mL™") aos 18 dias apé6s a aplicacdo no
solo, enquanto o NMP de coliformes fecais dos dejetos injetados niao sofreu nenhuma
alteracdo, mantendo-se em 1,4 (log;y NMP mL'l) neste mesmo periodo. Enquanto no
tratamento com injecao de DLS os coliformes estdo, inicialmente, protegidos pelo solo do
escoamento superficial. Por outro lado, tais microrganismos se movimentam no solo

obedecendo ao fluxo de dgua nos macroporos, podendo infiltrar e s6 retornarem a superficie
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quando ocorre a saturacdo total do solo apds precipitagdes sucessivas (RODRIGUES et al.,
2011). Esse retorno dos coliformes fecais a superficie do solo parece ter ocorrido cerca de 40
dias apds a aplicagdo dos dejetos suinos e apds a ocorréncia de precipitacio acumulada
superior a 130 mm. Com isso, foi percebida a presenca de coliformes fecais junto com a dgua
escoada, inclusive com concentra¢do superior ao tratamento onde os dejetos foram aplicados
na superficie do solo.

Com a reaplicacdo dos DLS, contendo 3,1 log;) NMP mL"! de coliformes fecais, na
cultura do milho (15/11/2011), 96 dias apds a primeira aplicagdo de DLS, ocorreu estiagem de
aproximadamente 60 dias, o que tornou necessdria e realizacdo de quatro irrigagdes por
aspersdo, com volume aproximado de 35 mm cada. Apesar de ser um volume superior ao das
precipitacdes, ndo ocorreu escoamento nas parcelas devido ao solo estar com baixo teor de
umidade. Entre os dias 21 e 22/01/2012 ocorreram precipitacdes de 5 e 11 mm, o que gerou
escoado e o NMP de coliformes fecais analisado foi de 0,8 log;o NMP mL"! no tratamento
testemunha, 1,7 log;o NMP mL"! no tratamento DLS injetado e 1,8 log;p NMP mL"! no
tratamento DLS em superficie. No dia 24/01/2012 ocorreu nova precipitacdo 21,4mm e o
NMP de coliformes fecais foi de 0,5, 0,9 e 1,3 log;o NMP mL! para estes mesmos
tratamentos, respectivamente.

Aos 44 dias apds essa andlise ocorreram precipitacdes cumulativas do dia 20/02 até
27/02 de 28,2 mm e o NMP de coliformes fecais aumentou em 74%, 61% e 46% no
tratamento testemunha, DLS injetado e DLS em superficie, respectivamente. Dois dias ap6s
essa coleta ocorreu nova precipitagdo de 127,2 mm e o NMP de coliformes analisado
diminuiu em 46%, 53% e 41% no tratamento testemunha, DLS injetado e DLS em superficie,
respectivamente, em relacdo ao NMP do dia 27/02/2012, destes mesmos tratamentos.

Um fato que pode explicar esses resultados pode ser que durante o més de fevereiro as
precipitacdes, apesar do baixo volume, ocorreram frequentemente fazendo com que o solo se
mantivesse Umido durante todo o periodo. Alguns autores consideram a umidade como o
principal fator que afeta a sobrevivéncia de bactérias entéricas no solo (MUBIRU et al., 2000;
FERGUSON et al., 2003; GERBA et al., 2005, NICHOLSON et al., 2005). Estes resultados
indicam que a liberagdo de bactérias a partir do DLS € gradual, e que a contaminacdo
bacteriana proveniente da aplicacio de dejetos liquidos de suinos no solo pode se estender por

um longo periodo de tempo.
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Figura 8 — Concentragdo de coliformes fecais na dgua escoada superficialmente nos
tratamentos com aplicagdo de dejetos liquidos de suinos (DLS) na superficie (DLS sup.) e
com injecdo (DLS inj.) no solo, precipitacdo pluviométrica e irrigacdo no periodo
experimental. (A) Aplicacdo de dejetos de suinos para cultivo de aveia preta; (R) Reaplicacdo
dos dejetos para o cultivo do milho.

Estudos sobre transporte e destino de coliformes fecais no solo sdo recentes e tem
aumentado significativamente desde 1996. Diversas pesquisas tém sido publicadas
recentemente (JAMIESON et al., 2002; FERGUSON et al, 2003; UNC et al., 2004, GUBER
et al., 2007; SEMENOV et al., 2010; JACOBSEN et al., 2012), melhorando a compreensao
sobre 0s mecanismos de sobrevivéncia, transporte e destino destes microorganismos no
ambiente. Uma vez adicionados ao solo os coliformes fecais podem dispor de apenas uma
pequena parte do espaco dos poros disponivel nos ambientes subsuperficiais (RODRIGUES
et al., 2011). Podem infiltrar no solo como células livres e atingir o lencol fredtico, ligarem-se
a paticulas em suspensdo dos dejetos ou aderirem as particulas do solo e, eventualmente,
podem separar-se das particulas e serem carreados junto com a dgua de escoamento (UNC et
al., 2004: GOSS et al., 2008).

O nivel de detalhe sobre os processos acima mencionados depende do local e regido
em que um estudo ou previsdes sdo feitas e os fatores que controlam o comportamento de

migracdo dos coliformes no solo e a sua transferéncia aos mananciais através da dgua de
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escoamento superficial. Entretanto, é preciso considerar que os mecanismos de transporte e
sobrevivéncia das bactérias sdo, na sua maioria, oriundas de pesquisas realizadas com solos de
clima temperado e ndo subtropical como é o caso dos solos do Rio Grande do Sul, o que torna
dificil afirmar que estes valores podem ser utilizados como parametro, e evidencia a

necessidade de intensificar os estudos nesta area.

4.2 Estudo II - Dinidmica da populacao de coliformes totais e fecais durante o tratamento

de dejetos liquidos de suinos (DLS) por compostagem automatizada

O substrato inicial (maravalha + serragem) submetido ao processo de compostagem,
juntamente com os dejetos de suinos, apresentou uma populacao inicial de coliformes totais
de 5,2 (log;o NMP g'l). Como o substrato nao foi esterilizado, a presenca de coliformes totais,
mesmo antes de adicionar os dejetos, deve ser de origem ambiental, em funcdo do contato da
maravalha e da serragem com chuva, poeira, animais, etc. Com a adi¢ao dos dejetos, cuja
populagdo inicial de coliformes totais foi de 6,5 (logio NMP g), a populagdo encontrada na
mistura dos dejetos com o substrato aumentou para 7,1 (logjo NMP g') na primeira
amostragem realizada (Figura 9).

A populagdo de coliformes totais diminuiu na fase inicial da compostagem, atingindo
entre 2 ¢ 5 (log;o NMP g) aos 20 dias e permanecendo entre 2 e 3 (log;o NMP g') na maior
parte das amostragens realizadas a partir desta data até o final do experimento. Nas duas
ultimas amostragens realizadas nota-se uma tendéncia na redugdo de coliformes totais, sendo
que no encerramento do experimento, aos 156 dias, o tratamento em que os dejetos receberam
4cido fosférico apresentou uma populagio de 1,9 (logjo NMP g'; p < 0,05), que foi
significativamente menor do que o composto sem adigio de dcido (3,4 log;o NMP g™).

Comparando os tratamentos em que os dejetos foram adicionados nas leiras de
compostagem, com e sem adi¢cdo de dcido fosférico, observa-se que, até a nona coleta
(71dias), houve diferenca no nimero de coliformes totais entre os dois tratamentos, com 0
tratamento com adi¢cdo de d4cido apresentando os maiores valores. A partir da nona

amostragem, os dois tratamentos nao diferiram entre si.



56

—&— Coliformes totais DLS
—O— Coliformes totais DLS + Acido
—W— Coliformes totais Composto

—4A— Coliformes totais Composto + Acido

Coliformes totais, log; , NMP g'lou mL’
n
1

O T TV T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Periodo, dias

Figura 9 — Populacao de coliformes totais (CT) em dejetos liquidos de suinos (DLS), com e
sem adi¢cao de 4cido fosférico antes da sua aplicacdo nas leiras de compostagem e populacio
de CT no composto obtido. As barras de erro representam o erro padrao da média.

Quanto aos dejetos adicionados, observa-se que a populacdo de coliformes totais
variou dentro da faixa de 5 a 7 (log;o NMP g'l) durante todo o experimento, sem diferencas
entre o acréscimo ou ndo de dcido fosférico. Um resultado inesperado a destacar refere-se ao
fato da populagdo de coliformes totais nao ter diminuido na maior parte das amostragens
realizadas apoés ter cessado a adi¢do de dejetos nas leiras, aos 106 dias. Essa persisténcia foi
observada, tanto com o composto que recebeu dcido como naquele sem &cido, até a dltima
amostragem, que foi realizada aos 156 dias de compostagem. Esse resultado indica que as
condicdes existentes nas leiras de compostagem, mesmo sem a adi¢do de dejetos, foram
suficientes para manter a populagdo de coliformes totais.

O perfil de temperatura observado (Figura 10) indica que durante todo o periodo de
compostagem ocorreram trés fases distintas, sendo a primeira até 30 dias, a segunda de 30 a
106 dias e a dltima de 106 a 156 dias. Na primeira fase, observa-se que houve um aumento
linear da temperatura das leiras durante os primeiros seis dias, a qual passou de
aproximadamente 38 °C para 61 °C. Esse aumento da temperatura, passando rapidamente da
faixa mesofilica para a termofilica, tem sido observado em outros trabalhos (KIEHL, 2004,
VALENTE et al., 2009) e se deve a liberacdo de calor durante o metabolismo dos

microrganismos heterotréficos, cuja atividade € favorecida pela mistura dos dejetos de suinos,
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ricos em nitrogénio amoniacal ao substrato utilizado (maravalha + serragem), cuja relagcdo
C/N era elevada. Essa geracdo de calor pela atividade microbiolégica durante o processo de
oxidagcdo da matéria organica é considerada de fundamental importancia no tratamento de
dejetos via compostagem, ja que a maioria dos microrganismos potencialmente patogénicos €
eliminada ou tem a sua populacdo diminuida durante a fase termofilica (VALENTE et al.,
2009). Por isso, a reducdo da populacdo de coliformes totais observada na fase inicial da
compostagem (Figura 9) pode ser atribuida a este aumento da temperatura das leiras.

Ainda na primeira fase, observa-se que durante os primeiros 20 dias, em que a
temperatura das leiras se manteve em valores mais elevados oscilando entre 38 e 65 °C
ocorreram maiores variacoes nos valores (Figura 10). Aos sete dias, por exemplo, a
temperatura média das pilhas com e sem adicao de acido fosférico, diminuiu de 60 para 45 °C
e logo aumentou novamente até atingir 61 °C aos 10 dias. Do décimo ao décimo segundo dia
a temperatura diminui para cerca de 50 °C e aumentou novamente até atingir o valor maximo
observado no experimento, que foi de 65 °C aos 14 dias.

Esse comportamento pode ser explicado pela acdo da maquina revolvedora nas leiras,
pois a cada revolvimento efetuado ocorre liberacdo de calor das pilhas, com forte impacto na
reducdo da temperatura. Logo apds essa operacdo, a temperatura se eleva novamente até o
proximo revolvimento. Todavia, isso € observado apenas durante as primeiras trés semanas de
compostagem, indicando que apds este periodo a disponibilidade de carbono do substrato
comegou a limitar a atividade da populacdo de heterotréficos e, mesmo com o revolvimento,
nao havia oscilacao significativa da temperatura.

Na figura 10 observa-se que no periodo apds trés semanas e até os 30 dias ocorreu
uma queda de aproximadamente 20 °C da temperatura, quando iniciou a segunda fase onde a
temperatura se manteve em valores préximos a 45°C até 106 dias, quando cessou a adi¢ao de
dejetos nas leiras. Isso reforca a hipotese de que a disponibilidade maior de carbono da
mistura de maravalha + serragem ocorreu nas primeiras trés semanas e que apds este periodo
a atividade microbiana foi sustentada pela adi¢do de carbono através dos dejetos, ja que estes
eram adicionados semanalmente. Neste periodo, entre 30 e 106 dias, a temperatura das leiras
superou a temperatura do ambiente 15 °C em média, o que demonstra a influéncia do
substrato remanescente e, principalmente dos dejetos, como fontes de C e energia na
manutengdo da atividade dos microrganismos.

O efeito dos dejetos na manutencdo da atividade microbiana e, por consequéncia, na
temperatura das leiras, ¢ comprovado ao se analisar o periodo entre 106 e 156 dias, a terceira

fase do processo. Observa-se que, com a interrup¢do na adi¢do de dejetos, aos 106 dias, a
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temperatura das leiras diminuiu gradativamente, aproximando-se cada vez mais dos valores
da temperatura ambiente. Isso indica que, aos 150 dias, o composto atingiu a maturidade, ja
que a temperatura tem sido usada como um indice de maturacdo do composto (STENTIFORD
et al., 1996 ; MUKHTAR et al., 2004; CEMPIRKOVA et al., 2007; ELVING, 2009;
McCARTHY, 2011). Essa condi¢do foi assumida a partir dos resultados obtidos por Tiquia et
al. (2002), Kiehl (2004) e Valente et al. (2009). As linhas médias de temperatura para ambos
os tratamentos estdo de acordo com o encontrado em estudos similares (DAI PRA et al.,
2006; SEDIYAMA et al., 2008; McCARTHY et al., 2011).

Um resultado a destacar refere-se a comparacio da temperatura entre as leiras com e
sem a adi¢cdo de acido fosférico. Observa-se na figura 10 que, no periodo entre 50 e 100 dias,
houve uma tendéncia da leira do composto sem acido em apresentar maiores valores de
temperatura do que a leira com acido. Entre 80 e 100 dias essa diferenca média foi de 6 °C.
Esse resultado indica que, neste periodo da segunda fase do processo de compostagem, a
atividade microbiana foi afetada negativamente pela adicao do acido, liberando menos calor.
A questdo que se coloca € sobre as causas que determinaram a ocorréncia deste efeito tdao
tardiamente. E provdvel que, nesta segunda fase do processo, a estrutura da populagio
microbiana envolvida na decomposi¢do dos constituintes do substrato e dos dejetos tenha

diferido entre as leiras com e sem a adi¢do de 4cido.
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Figura 10 — Variacdo média da temperatura do ambiente e das leiras de compostagem, onde
dejetos liquidos de suinos (DLS), com e sem a adicao de 4cido fosférico, foram adicionados a
mistura de maravalha + serragem como substrato. As setas com linhas cheias indicam a
adi¢do dos DLS e revolvimento das leiras e as pontilhadas somente revolvidas durante o
processo de compostagem.
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A umidade inicial era de apenas 6,3% no substrato, e na primeira adicdo de DLS
atingiu valores proximos a 60,0 % (Figura 11). Isso ocorreu pelo fato dos dejetos liquidos
apresentarem 98,9 % de umidade. O NMP de coliformes fecais do tratamento com adi¢do de
acido fosfoérico apresentou correlagdo negativa com a umidade (p<0,05) o que demonstra ser a
umidade um importante condicionante da sobrevivéncia dos coliformes fecais € um dos
principais fatores ambientais de transporte, fornecimento de nutrientes dissolvidos e oxigénio
para a atividade metabdlica dos microrganismos que s6 sdo capazes de absorver nutrientes
que se encontrem na fase dissolvida (OLIVEIRA et al. 2006).

A umidade das leiras aumentou gradativamente até atingir cerca de 78,0 % ao final do
primeiro més, mantendo-se proxima deste valor até 106 dias, através da adicdo semanal de
dejetos (Figura 11). A partir do momento em que cessou a adi¢ao de dejetos e as pilhas foram
submetidas apenas ao revolvimento duas vezes por semana, nota-se que a umidade de ambas
as pilhas diminuiu em aproximadamente 3%. A expectativa era de uma redu¢cdo maior com o0s
revolvimentos frequentes, o que pode ndo ter ocorrido em funcdo da redu¢do na temperatura
observada neste periodo (Figura 10), que deve ter reduzido a evaporagdo d’agua. O teor final
de umidade das pilhas, de 75,0 % é préximo ao encontrado por Leite et al. (2003), de 77,1 %
e por Leal (2006), de 71,9 %. Com o aparecimento de chorume nas leiras apds a segunda
adicao de dejetos optou-se por reduzir gradualmente a quantidade de DLS aplicado a cada
semana (Tabela 1). Na maioria das adi¢des de dejetos quantificou-se a populacdo de

coliformes totais (CT) e fecais (CF), nos dejetos sem e com adicao de acido fosforico.
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Figura 11 — Variag¢ao da umidade e pH ao longo do processo de compostagem nos tratamentos
com e sem adicdo de dcido fosférico. As barras de erro representam o erro padrdao da média.

Os resultados das figuras 9 e 12 e da tabela 1 indicam que ndo houve diferenca no
nimero de coliformes entre os dejetos com e sem adicdo de acido fosférico. Sem a adi¢do de
4cido fosférico, a populagdo média de CF nos dejetos foi de 5,72 + 0,5 (log;o NMP mL™")
enquanto com adicdo de acido foi de 5,61 + 0,54 (log;o NMP mL'l). Isso evidencia que as
duas leiras receberam concentragdes semelhantes de coliformes em cada adicdo de dejetos.
Conforme observado para os coliformes totais (Figura 9), os coliformes fecais (CF) também
estavam presentes no substrato, mesmo antes da adi¢do dos dejetos.

Nessa condi¢do, a populacdo inicial era de 1,4 (logjo NMP g') evidenciando que o
substrato pode ter sido contaminado com CF, tanto na serraria onde foi coletado como durante
0 seu transporte ou até mesmo durante os procedimentos analiticos do material no laboratério.
Isso porque a presenca de CF em matrizes ambientais como, por exemplo, na mistura de
serragem e maravalha utilizada no experimento, indica que as mesmas tiveram contato com
animais de sangue quente ou de humanos, cujo trato digestivo € habitado por CF.

Apo6s a primeira adicdo de dejetos, cuja populacdo inicial era de 6,52 (log;o NMP mL"
", o NMP do composto aumentou para 6,0 (logjo NMP g'l) no tratamento com adicao de

acido fosférico e 4,9 (log;p NMP g'l) no tratamento sem adicdo de &acido. No final do
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experimento, a populacdo de CF no composto que recebeu dejetos sem adicdo de dcido
diminuiu para 1,3 (log;o NMP g™') e no composto com dcido para 0,4 (log;o NMP g'l). Apoés o
aumento inicial provocado pela adi¢do dos dejetos, ocorreu uma reducdo acentuada na
populacdo de CF nos primeiros 35 dias, o que coincide com a fase termofilica da
compostagem, em que a temperatura das leiras foi superior a 45°C (Figura 10).

Mesmo com a readi¢do frequente de dejetos nessa fase, a populagdo de CF diminuiu o
que pode ser atribuido aos valores desfavordveis de temperatura para o crescimento de CF,
representados aqui por Escherichia coli. Quando a temperatura das leiras permaneceu em
torno de 45 °C, no periodo entre 30 e 106 dias, ndo houve recuperacdo da populagdo de CF
para os niveis encontrados na segunda amostragem, realizada apds a primeira adi¢do de
dejetos. Observa-se na figura 12 que a populacdo de CF nos dejetos variou pouco no tempo,
na faixa de 5 a 6 (log;o NMP mL'l), na média dos tratamentos com e sem acido. Portanto,
pode-se especular que o fato da populacdao de CF ndo ter aumentado de forma consistente
entre 35 e 106 dias, apesar das adicdes semanais de dejetos, seja resultado da temperatura
ainda desfavordvel, combinada a outros fatores, com destaque para a competicdo com outros
microrganismos pelos nutrientes disponiveis.

Na primeira adicdo de dejetos realizada, os CF presentes nos mesmos devem ter
sofrido pouca ou nenhuma competicio com outros microrganismos pelo carbono e nutrientes
dos préprios dejetos e, principalmente, pelo carbono do substrato. Todavia, o rdpido aumento
no crescimento e atividade de outros microrganismos heterotréficos aumentou a temperatura
das leiras de compostagem para niveis provavelmente desfavordveis aos coliformes fecais,
além de aumentar a competicdo pelas fontes de nutrientes, carbono e energia. Turner (2002)
sugere que fatores tais como o conteido de umidade, a liberacdo de amoénia e a atividade de
outros microrganismos exercem efeito inibitorio sobre o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos em compostos.

Apesar das variagdes observadas na populacdo de coliformes fecais durante a
compostagem, observa-se na figura 12 que ha uma tendéncia clara na redu¢do da populagdo
deste grupo de bactérias, a partir do momento em que cessou a adicdo de dejetos nas leiras,
aos 106 dias. Isso pode ser explicado pela ndo reinoculagdo semanal das leiras com bactérias
contidas nos dejetos e pela exaustdo das fontes de nutrientes, carbono e energia, além da
reducdo gradativa da temperatura para valores subdtimos (Figura 10). Portanto, para que haja
reducdo efetiva de coliformes fecais nesse sistema de compostagem automatizada dos dejetos
liquidos de suinos, parece de fundamental importancia que haja um periodo no final do

processo em que as leiras sejam apenas revolvidas, sem a readi¢ao de dejetos.
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Com relagdo ao efeito da acidificacdo dos dejetos sobre a populagcdo de CF observa-se
na figura 12 que, até cessar a adi¢do de dejetos nas leiras, quando houve diferencas, ela
ocorreu sempre no mesmo sentido com a leira que recebeu dejetos acidificados apresentando
maior populacdo. Por outro lado, apds cessar a adi¢do de dejetos, essa tendéncia se inverteu,
com o tratamento com adic¢do de dcido fosférico apresentando menos CF. E dificl estabelecer
as causas para este resultado ja que a temperatura (Figura 10) e a umidade (Figura 11) ndo
diferiram entre os dois compostos.

O pH também ndo explica o resultado, uma vez que a variagdo ocorreu sempre no
mesmo sentido, com o composto da leira que recebeu dejetos com é&cido fosforico
apresentando, durante todo o experimento, valor de pH entre 1 e 1,5 unidades menor do que o
composto sem acido. De acordo com Lei et al.(2000) , Sundberg et al. (2004) e Chroni et al.
(2009), com valores de pH préximos a 9,0 ou acima, ocorre a morte de coliformes fecais, e
valores de pH entre 5,5 e 8,3 permitem a sobrevivéncia destes no material compostado. Estes
mesmos autores preconizam que o pH se correlaciona com o crescimento e desenvolvimento
de microrganismos, incluindo E. coli, durante a compostagem, com valores baixos de pH
podendo resultar na inibi¢do do seu crescimento. No presente trabalho, raramente os valores
de pH de ambos os compostos apresentaram valores fora desta faixa. Apesar do pH nao ser
um fator limitante para a eficiéncia do processo levando em consideragdo que vérios
microrganismos podem se desenvolver em diferentes faixa de pH, este é um parametro
importante, pois condiciona o desenvolvimento dos microrganismos e se preconiza que o pH
inicial da leira deva estar entre 5,5 e 8,5 (SILVA et al., 2003; HERBETS et al., 2005; WANG
et al., 2011). Entretanto os fatores que controlam a sobrevivéncia de coliformes, como
indicadores de polui¢do fecal, devem agir de modo interativo durante a compostagem, o que

dificulta a interpretacao dos resultados.
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Figura 12 — Populacdo de coliformes fecais (CF) em dejetos liquidos de suinos (DLS), com e
sem adi¢cdo de 4cido fosférico antes da sua aplicacdo nas leiras de compostagem e populacio
de CF no composto obtido. As barras de erro representam o erro padrdo da média.

A partir dos resultados deste trabalho, pode-se inferir que a compostagem
automatizada dos dejetos liquidos de suinos constitui uma estratégia eficiente na reducdo de
tais microrganismos, porém sem diferencas entre acidificar ou ndo os dejetos na maior parte
da compostagem. Ao final do processo, aos 156 dias de compostagem, a massa total do
material compostado no tratamento que recebeu adi¢do de dcido foi de 814,68 Kg e o NMP de
coliformes fecais foi de 2,3 x 10*, enquanto no composto sem adi¢ao de 4cido a massa final
foi de 635 kg com NMP de 1,2 x 10° (Tabela 2). Estes valores demonstram que 0 composto
final estd dentro dos limites estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) que € de 1,0 x 10° NMP g'l; (BRASIL, 2006), para compostos classe
A, pois a concentracdo de coliformes fecais nos tratamentos com e sem adi¢do de acido foi de
0,03 ¢ 0,19 NMP g'1 de composto, respectivamente.

Esse resultado é mostrado na tabela 2, onde a eficiéncia de remogao de coliformes
fecais foi proxima a 100 % para ambos os tratamentos, propiciando a sanitiza¢do do composto

final e a possibilidade de recomendacdo do mesmo para uso agricola.
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Tabela 2 — Eficiéncia de remocdo de coliformes fecais dos dejetos liquidos de suinos em
compostagem automatizada com e sem adi¢@o de dcido fosforico

Composto + Acido

Parametros Composto ‘o
Fosférico

Coliformes Fecais (NMP)
CFap 42x10%a 3,8x 10"
CFrumc 1,2x 10°b 2,3x 10"
Substrato (kg)
PS Inicial 466,0 466,0
PMC Final 635,0 814,7
Dejetos adicionados (L)
DLS total 3.936 3.936
Ef. Rem. (%) 99.9 99,9

CFap= coliformes fecais adicionados por mL dejeto, CFgyc= coliformes fecais final na massa total do composto,
Ef. Rem.= eficiéncia de remog¢do, PS= peso substrato, PMC= peso massa composto, DLS= Dejetos liquidos de
suinos.



5 CONCLUSAO

A aplicacdo de DLS no solo causa alteracdo na concentracio de coliformes fecais na
dgua escoada, no entanto aplicar DLS em superficie ou injetado no solo ndo interfere na
concentracdo de coliformes fecais que sdo carreados através da dgua de escoamento em longo
prazo. Ap6s 203 dias da deposi¢do dos dejetos no solo, os coliformes fecais ainda eram
detectdveis nos dois tratamentos.

O tratamento dos DLS com o sistema de compostagem automatizada propicia a

reducdo significativa na populacdo de coliformes fecais.
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ANEXO

ANEXO A — Escolha dos meios de cultura

Para a tomada de decisdo de qual metodologia e/ou meio de cultura seria utilizado para
identificar os microrganismos indicadores nos dois experimentos (Estudo I e Estudo II) foram
realizados testes preliminares com diferentes amostras.

Foram coletadas as seguintes amostras:

1- coleta de afluentes da Estacdo de Tratamento de Afluentes (ETA) da CORSAN,
Santa Maria, RS.

2- Dejetos Liquidos de Suinos (DLS) do setor de suinocultura, departamento de
zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

3- Lodo de esgoto da ETA da CORSAN, Santa Maria, RS.

4- Cama de aviario do setor de avicultura da UFSM, Santa Maria, RS.

Para cada amostra coletada utilizou-se trés meios de cultura e trés metodologias

diferentes descritas a seguir.

1- Fermentagdo dos tubos multiplos:

Considerado um método convencional que € realizado em trés etapas.

Na primeira etapa (presuntiva) o meio usado foi caldo lauril sulfato triptose (LST),
com tubos de Durham invertidos.

Na segunda etapa (confirmativa), alcadas do caldo lauril positivo foram inoculadas em
caldo Verde Bile Brilhante (VBB) para coliformes totais, € caldo EC com tubo de Durham
invertido para coliformes fecais.

Na terceira etapa (confirmativa adicional), os tubos de caldo EC positivos foram
homogeneizados e uma al¢ada foi semeada em placas de dgar Eosina Azul de Metileno
(EMB) para a confirmacao de E. Coli.

Por esta técnica sdo considerados coliformes os microrganismos que sdo capazes de
fermentar lactose nos testes presuntivos e confirmativos, com produc¢ado de gias a 35 +2°C e a

44 +1°C.
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ANEXO A - Escolha dos meios de cultura (Continuacgao).

2- Caldo Fluorocult:

Considerado um método rapido onde se detecta simultaneamente coliformes totais e E.
coli em amostras liquidas e sélidas.

Foram feitas diluicdes de 10! a 107, distribuidos em trés séries de cinco tubos e
incubadas a 36 + 1 °C por 24-48 horas. A presenca de coliformes totais foi indicada pela
cor azul-esverdeado do caldo e coliformes fecais e E. coli pela fluorescéncia azul sob luz UV.
Para confirmacdo da E. coli foi adicionado cinco gotas de reativo de Kovacs em cada tubo
que apresentou fluorescéncia e esta confirmacao ocorria com a mudanga de cor do reativo de

amarelo para rosa.

3-Chromocult coliform agar

Um ml de cada dilui¢ao foi distribuido cuidadosamente em toda superficie do.
meio com uma alca de Drigalski estéril, espalhando homogeneamente a amostra em placas de
petri estéreis contendo o meio de cultura. As placas foram incubadas a 37 = 1 °C por 24 horas.

A contagem dos microrganismos foi realizada visualmente, diferenciando-se, entre
coliformes totais e E. coli, onde para coliformes totais as coldnias eram vermelhas e E.coli
coldnias roxas S6 foram consideradas as placas com contagem entre 30 e 300 coldnias.

A quantidade de NMP mL™" ndo apresentou diferenca em relacdo a metodologia e ao
meio de cultura utilizado (dados ndo publicados).

O caldo fluorocult foi o escolhido por ser mais rapido e exigir menor mao-de-obra,
sem afetar, no entanto, a qualidade dos dados finais.

Ap6s a escolha da metodologia, foram realizados testes comparativos em amostras de
DLS, cama de avidrio e dgua de esgoto, afluente da estacdo de tratamento da corsan, para

averiguar se o volume de amostra e volume do meio de cultura interferia no resultado final.
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ANEXO A - Escolha dos meios de cultura (Conclusio).

Para cada amostra liquida foram feitas dilui¢cdes de 10" 4 107 enquanto que para a
amostra solida (cama de avidrio), foi pesado 10g da amostra e misturada em 90 mL de 4gua
peptonada tamponada 0,1% estéril (pH 6,5). A amostra foi levada ao agitador mecanico
durante 15 minutos a 67 RPM, constituindo-se a dilui¢ao 107", Dessa suspensdo, 1 mL foi
transferido para frascos contendo 9mL de dgua peptonada tamponada 0,1%, estabelecendo
uma dilui¢do 1072, procedimento que foi repetido para estabelecer uma sequéncia de dilui¢des
até 107

Para a realizacdo do teste utilizou-se volumes de caldo fluorocult e inoculo em tubos
de ensaio nos volumes de 9:1, 4,5:0,5 e 0,9:0,1 mL respectivamente.

Os resultados obtidos ndo diferiram ente si em relacdo a tubos positivos € negativos
(dados nao publicados pela autora).

Diante desta informagao, por questdes cientificas, economicas e de representatividade
optou-se pela utilizacdo do volume intermedidrio de 4,5:0,5mL uma vez que o caldo

fluorocult possui elevado custo para aquisi¢ao.



