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CODIGESTAO DE DEJETOS DE BOVINOS LEITEIROS NA PROMOCAO
DA SAUDE UNICA

RESUMO - Os objetivos do estudo foram avaliar a qualidade do efluente quanto
a dindmica da populagéo de Escherichia coli, presencga de E. coli shigatoxigénicas e
eliminacdo de ovos de helmintos. Além de avaliar a producédo e os potenciais de
producdo de biogas pelo processo de codigestdo anaerdbia dos dejetos de bovinos
leiteiros com e sem adicdo de 7% de caldo de cana-de-acucar e biorremediador. Para
o0 ensaio 1, foram utilizados dez biodigestores bateladas divididos em dois
tratamentos, dejeto sem caldo de cana-de-agucar (DSC) e dejeto com caldo (DCC),
com tempo de retencdo hidraulica (TRH) foi de 90 dias. O ensaio 2, foi realizado
concomitante ao primeiro, com a mesma distribuicdo de tratamentos, para o
monitoramento periédico da dindmica da populacdo E. coli e presenca E. coli
shigatoxigénicas, do pH e da acidez volatil. Para tanto, foram abastecidos mais 36
biodigestores bateladas, construidos de garrafas de material plastico de um litro,
sendo analisadas duas repeticdes por tratamento a cada dez dias. As reducfes das
populacdes de E. coli foram significativas no DSC (60 dias) e no DCC (20 dias). Para
E. coli shigatoxigénicas ocorreu em um periodo mais curto, 40 dias no DSC e menos
de 10 dias no DCC. Posteriormente, foram realizados mais dois ensaios para avaliar
a producao e potencial de producdo de biogas e contagem de ovos de helmintos.
Foram utilizados 20 biodigestores bateladas, com tempo de retencao hidraulica (TRH)
de 90 dias, para cada ensaio. Os tratamentos foram distribuidos em um delineamento
inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x2 representados pelo biorremediador
(com e sem adicéo) e caldo (com e sem adicdo). Os tratamentos que tiveram adicao
de caldo de cana-de-acUcar apresentaram menores médias de producdo de biogas,
gquando comparado aos tratamentos que nao tiveram a sua inclusdo. Ainda com
relacdo a qualidade do efluente, houve reducdo de 100% de ovos de helmintos para
todos os tratamentos. Portanto, 0s ensaios demonstraram que a dose de caldo de
cana utilizada (7%), mostrou-se muito relevante sob o ponto de vista de sanitizacao,
com a potencializacdo da reducdo e inativacdo da populacédo de E. coli e E. coli
shigatoxigénicas (stxz e eae) em dejetos de bovinos leiteiros. Entretanto, levou a
instabilidade do processo de codigestdo anaerébia para producdo de biogas. O
periodo de 90 dias de codigestdo anaerdbia foi eficaz na eliminacdo de ovos
nematoides gastrointestinais, em todos os substratos analisados.

Palavras-chave: Caldo de cana-de-acucar, Escherichia coli, Helmintos,
Producédo de biogas, Tratamento de dejetos
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ANAEROBIC CODIGESTION OF THE DAIRY CATTLE WASTE TO
IMPROVE ONE HEALTH

ABSTRACT - The objectives of the study were to evaluate the effluent quality
in a dynamic situation of the Escherichia coli population, the presence of E. coli
shigatoxigenic and the elimination of helminth eggs. In addition, evaluating the
production and potential of biogas production by the process of anaerobic codigestion
of the waste of dairy cattle with and without addition of 7% of sugarcane broth and
bioremediator. For test 1, ten batch biodigesters were divided in two treatments, with
no sugarcane broth (W) and waste with sugarcane broth (WWSC), with hydraulic
retention time (HRT) of 90 days. Experiment 2 was carried out concomitantly with the
first one, it had the same distribution of treatments, to realize the periodic monitoring
of dynamic population of E. coli and presence of E. coli shigatoxigenic, pH and volatile
acidity. To this end, 36 batch biodigesters were used, consisting of bottles of one liter
plastic material, and two replicates per treatment were analyzed every ten days.
Reductions of E. coli populations were significant in W (60 days) and in WWSC (20
days). For E. coli shigatoxigenic occurred in a shorter period, 40 days in W and less
than 10 days in WWSC. Subsequently, two more tests were carried out to evaluate the
production and potential of biogas production and helminths egg counting. 20 batch
biodigesters with 90 days hydraulic retention time (HRT) were used for each test. The
treatments were distributed in a completely randomized design, in a 2x2 factorial
arrangement represented by the bioremediator (with and without addition) and broth
(with and without addition). The treatments that had sugarcane broth addition had
lower biogas production averages when compared to the treatments that did not have
sugarcane broth inclusion. Still referring to the effluent quality, there was a reduction
of 100% of helminth eggs for all treatments. Therefore, the experiments showed that
the dose of sugarcane broth used (7%) was very relevant from the point of view of
sanitization, with the potentiation of the reduction and inactivation of the E. coli and
shigatoxigenic E. coli populations (stx2 and eae) in dairy cattle waste. However, it led
to the instability of the anaerobic codigestion process for biogas production. The 90
days period of anaerobic codigestion was effective in the elimination of gastrointestinal
nematode eggs in all substrates analyzed.

Keywords: Sugarcane broth, Escheriachia coli, Helminths, Biogas production,
Waste treatment
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CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas questdes ligadas a escassez de suprimentos necessarios
a vida tem se tornado cada vez mais presentes nos debates politicos e econémicos,
entre elas esta a possivel falta de alimentos. Segundo a FAO (2015) cerca de 805
milhdes de pessoas no mundo ndo tém alimento suficiente para levar uma vida
saudavel e ativa. Essa realidade, acrescida dos eventos climaticos, do crescimento
populacional e econémico esperado em diversas regides do mundo fazem retornar o
debate sobre a incapacidade de oferta de alimentos.

Diante desse cenario, a necessidade por alimento demanda intensificacdo na
producao, o que gera problemas sanitarios provenientes dos dejetos. A sua deposicéo
inadequada no ambiente tem reflexos na saude Unica, ou seja, na saude humana,
animal e ambiental.

Os ruminantes, em especial os bovinos, sdo o0s principais reservatorios de
Escherichia coli shigatoxigénicas (STEC), eliminando-as por meio de suas fezes, que
de maneira direta ou indireta contribuem para a intensificacdo dos agravos a saude
publica, tendo em vista o seu alto grau de infectividade para os seres humanos.

Vale ressaltar, que as fezes desses animais também podem ser um meio de
disseminacdo de parasitas, como 0s nematddeos, dando a possibilidade da
continuacgéao do ciclo bioldgico ao serem descartados no solo, afetando assim a saude
animal. Destaca-se ainda os transtornos ambientais, como a emissdo de gases de
efeito estufa, principalmente o gas carbbnico e o metano, por meio da fermentacéo e
decomposicao da matéria organica presente nos dejetos.

Embora diversos estudos (HORANA et al.,, 2004; LANG; SMITH, 2008;
PANDEY; SOUPIR, 2011; MANYI-LOH et al., 2014) comprovem a eficiéncia do
processo de biodigestdo anaerébia quanto a reducdo de micro-organismos
indicadores de poluicdo fecal, pouco se sabe sobre o potencial de contaminacgao
ambiental por agentes patogénicos pos-tratamento.

Com a finalidade de auxiliar na biodegradacao dos residuos, pode-se utilizar a

associacdo com outros substratos, como o caldo de cana-de-acucar, entéo
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denominada codigestdo. Esse tipo de tecnologia tem por finalidade acelerar o
processo de degradacéo e, ainda, pode ser uma alternativa viavel em funcao das suas
propriedades aditivas. Outra prética a ser considerada é a biorremediacdo, que
consiste em um processo de aceleragao da transformagé&o dos poluentes em produtos
menos toxicos.

Sendo assim, compreende-se que ao investigar o potencial de reducédo de
micro-organismos indicadores é fundamental que seja analisada também a presenca
de genes patogénicos de E. coli. Nao menos importante é o estudo da codigestédo
entre o dejeto e o caldo de cana-de-acucar, associados aos biorremediadores. Diante
deste cenario, o objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia da codigestao no

tratamento de dejetos de bovinos leiteiros, quanto ao seu impacto na saude Unica.

REVISAO DE LITERATURA

1 Producé&o de dejeto na bovinocultura leiteira

O aumento da demanda por alimentos e a evolucéo tecnoldgica na producao
agropecuaria (BALBINO et al., 2011) fez com que o confinamento de animais surgisse
como uma alternativa para aumentar a produtividade para suprir a necessidade de
alimentos em grande escala (PERISSINOTTO et al. 2009).

A producdo agropecuaria de maneira intensa, além de apresentar
caracteristicas positivas sob os pontos de vista econdmico e operacional (BORDIN et
al., 2005), merece especial atencao as severas consequéncias para o ambiente e para
sobrevivéncia do ser humano (SILVEIRA; SILVEIRA, 2015).

O rebanho leiteiro do Brasil é composto de 40.770.339 animais (ANUALPEC,
2016) e de acordo a Embrapa (2008) 3% desse total sdo criados em regime de
confinamento. Entretanto, vale ressaltar que esses tipos de sistemas de producéo
animal sdo responsaveis pela descarga de grande volume de dejetos de forma
concentrada no ambiente, o que corresponde a 3,67 Kg MS/cabeca/dia para bovinos
de leite e 3,24 Kg MS/cabeca/dia para bovinos de corte (MCT, 2000). Segundo

Generoso (2001) a producao de dejetos representa 8 a 11% do peso do animal.
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O Plano Nacional de Residuos Sdlidos (IBGE, 2011), acerca da geracao de
residuos da atividade de bovinocultura de leite, apresentou um levantamento no total
de 316.909.675 Ton por ano de dejetos, uma vez que uma vaca leiteira de peso médio
de 400 kg produz, diariamente, de 28 a 32 Kg de fezes e de 38 a 50 Kg fezes com
urina (MATOS, 2005).

Portanto, a bovinocultura de leite é uma importante via de contaminacao do
ambiente, tendo em vista a elevada quantidade de dejetos produzidos pela criagao
desses animais, mesmo quando ndo confinados, em fungédo da retencédo de animais
em estabulos para ordenha e lavagem de equipamentos utilizados (POHLMANN,
2000).

1.1 Impactos ambientais gerados pelos dejetos — solo, &gua e ar

O esgotamento dos recursos naturais, das reservas de agua doce, a
degradacédo e contaminacdo dos solos e a poluicdo do ar por gases nocivos ao
ambiente e indutores do efeito estufa s&o 0s principais impactos ambientais
observados pela descarga de dejetos oriundos da criacdo de animais, descartados
sem prévio tratamento (SILVEIRA; SILVEIRA, 2015).

Os estercos animais podem conter 10'° micro-organismos g (MATOS, 2010),
além da emisséo de poluentes para atmosfera, como CH4 e COz2, pela fermentacao
da matéria organica (SANTOS; LIMA, 2016). Por isso, muita atencdo passou a ser
dada as necessidades de desenvolvimento tecnolégico, com vistas a deposicdo dos
residuos gerados por animais de forma a causar o minimo impacto sobre o ambiente
(MATOS, 2010).

Patdgenos fecais podem chegar no ambiente por meio da deposicao direta de
fezes no solo ou por meio de escoamento superficial de material fecal depositado em
solos, especialmente depois de fortes chuvas (THURSTON-ENRIQUEZ; GILLEY;
EGHBALL, 2005). Dentre os patdégenos de importancia, cabe ressaltar as Escherichia
coli produtoras de shigatoxinas (STEC) que s&o colonizadoras naturais no intestino
de bovinos saudaveis, sendo as fezes a principal via de eliminagdo, portanto séo
disseminadas no ambiente por meio da defecacdo ou apos a aplicacédo de efluentes
no solo (FREMAUX; PRIGENT-COMBARET; VERNOZY-ROZAND, 2008).
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A sobrevivéncia de STEC em dejetos bovinos, solo, plantas e agua € discutida
com o objetivo de obter-se novos conhecimentos sobre os fatores biéticos e abibticos
gue podem afetar a sua sobrevivéncia ou mitigar a sua disseminagdo no meio. A
capacidade de persistir em ambientes de producdo de gado contribui para
contaminacdo ambiental e a reinfeccdo dos bovinos, assim como para a infecgcao
humana. Em consequéncia, as estratégias eficazes de controle devem ser
consideradas em exploragdes bovina, de modo a limitar a disseminacgéo de STEC para
o ambiente (FREMAUX; PRIGENT-COMBARET; VERNOZY-ROZAND, 2008).

Os veiculos de transmissdo de STEC, mais abordados, incluem produtos
alimentares contaminados, especialmente de origem bovina, tais como produtos
lacteos e carne mal cozida que foram diretamente contaminados pelas fezes durante
0s processos de ordenha ou de abate, respectivamente. Além disso, frutas e verduras
cruas, que foram indiretamente contaminados via agua de irrigacdo ou por meio do
solo tratado com efluentes agricolas, sdo também um importante veiculo de
contaminacao (HILBORN et al., 1999).

Assim como nas fezes bovinas, STEC tem uma grande capacidade de
sobreviver por longos periodos no solo e na agua. Destacam-se E. coli
enterohemorragica (EHEC) e cepas shigatoxigénicas (STEC) isoladas de infec¢des
humanas, dada a sua importancia zoonoética. Esses micro-organismos podem causar
um largo espectro de doencas humanas que vao desde diarreia sem complicacoes a
colite hemorragica (hc) e sindrome hemolitico-urémico (hus) (RILEY et al., 1983;
O'BRIEN; KAPER, 1998).

Varios sorogrupos tém sido associados com doencas humanas (026, O55,
091, 0103, O11 e 0145), mas o sorotipo mais frequente em surtos em todo o0 mundo
€ a E. coli 0157:H7. Um estudo in vitro demonstrou que apés a aplicacdo de esterco
inoculado com E. coli 0157:H7, os organismos permaneceram viaveis no solo por até
99 dias (BOLTON et al., 1999). Outro estudo mostrou que a E. coli O157:H7 foi capaz
de sobreviver por 13 semanas na agua a 15°C (WANG; DOYLE, 1998).

Além das bactérias, as fezes podem ser o meio de disseminacao de parasitas,
que se utilizadas de forma inadequada, na adubac&o de forragens, possibilita a
continuidade do ciclo biolégico dos nematédeos (DOWNEY; MOORE, 1977),
principais parasitas gastrointestinais dos bovinos (FURLONG; PADILHA, 1996). Os
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nematodeos depositam seus ovos no lumen do abomaso, onde se misturam com o
conteudo chegando ao meio exterior com as fezes (FURLONG; PADILHA, 1996).

Estudos recentes no Brasil tem demonstrado a presenca de ovos e/ou larvas
de helmintos em hortali¢as diferentes em diferentes estados, como Rio Grande do Sul
(ANTUNES et al, 2013), Goias (MACIEL; GONGCALVES; MACHADO, 2014),
Maranhdo (OLIVEIRA et al., 2016). A principal forma de contaminacéo por parasitas
em hortalicas da-se, sobretudo, pelo uso de agua contaminada por material fecal
utilizada na irrigacdo assim como também na adubacg&o do solo que muitas vezes
também é feito por dejetos animais (GERMANO; GERMANO, 2011).

Outro impacto gerado pela producdo animal é representado pela fermentacdo
entérica nos ruminantes, sendo uma das principais fontes de emisséo de CHas no pais,
com 56,4% no ano de 2010, sendo o rebanho bovino leiteiro responséavel por 12%
(MCTI, 2013).

Os bezerros e as vacas leiteiras sdo 0s que mais contribuem para as emissdes
de GEEs (GARCIA JUNIOR; PIRES; CUNHA, 2016), tendo em vista a grande
necessidade de ingestdo de matéria seca, para os bezerros na fase de crescimento,
e no periodo de lactacédo para as vacas leiteiras (PRIMAVESI et al., 2004). Verifica-se
gue para a bovinocultura, os GEEs mais relevantes sdo CHa e 6xido nitroso (N20),
naturalmente produzidos pelo sistema digestivo dos animais, bem como pelo manejo
dos seus dejetos (GARCIA JUNIOR; PIRES; CUNHA, 2016).

2 Biodigestdo anaerdbia

A biodigestéo anaerdbia tem sido uma alternativa atraente para o tratamento
de residuos de animais (KINYUA; ROWSE; ERGAS, 2016), por ser um processo
bioldgico natural, que consiste na degradacédo da matéria organica pela acdo de uma
cultura mista de micro-organismos na auséncia de oxigénio (SANTOS; LIMA, 2016).

Os biodigestores anaerobios tem demonstrado ser uma tecnologia promissora
na reducéo da carga microbiana e de patdgenos, para niveis recomendados e seguros
a salide publica (SAHLSTROM et al., 2008; PANDEY; SOUPIR, 2011; MANYI-LOH et
al.,, 2014, ZHEN et al., 2017). Além disso, apresentam beneficios ambientais

ocasionados pela reducdo na emissao de gases de efeito estufa (ORZI et al., 2010),
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em funcéo da capacidade de converter biologicamente a energia quimica dos dejetos
(ZHEN et al., 2017), pela metabolizacdo do carboidratos, lipidios e proteinas e,
consequentemente, produzir metano (CHas), diéxido de carbono (CO2) (SANTOS;
LIMA, 2016).

Diversos autores tém relatado a remocao de micro-organismos patogénicos,
tanto sobre a reducéo da populacao de E. coli (PANDEY; SOUPIR, 2011; MANYI-LOH
et al., 2014), como para remocido de ovos de helmintos (NUNEZ et al., 1987;
FURLONG:; PADILHA, 1996; AMARAL et al., 2004; QUADROS et al., 2010; CANON-
FRANCO; HENAO-AGUDELO; PEREZ-BEDOYA, 2012).

De acordo com Paula (2006), o biogas é a mistura gasosa (combustivel), que
pode ser aproveitado para uso doméstico em motores de combustdo interna, sistema
de geracdo de energia elétrica ou térmica (GUYOT, 1997). Entretanto, tem sido
pesquisado a associacdo de dejetos, codigestdo, com o0 objetivo de maximizar a
producdo de biogas (ORRICO et al., 2016; XAVIER; SANTOS; LUCAS JR., 2016) e
diminuir o tempo de retencdo dos substratos (ORRICO et al., 2016).

2.1 Codigestao

A codigestdo é o consércio de um residuo organico com outros residuos que
podem ser ricos em carboidratos ou micro-organismos, como caldo de cana, vinhaca,
esterco bovino, de galinha, entre outros. Sendo este termo usado para descrever o
tratamento combinado de residuos com varias caracteristicas complementares, esta
é uma das principais vantagens da tecnologia anaerdbia (FERNANDEZ; SANCHEZ;
FONT, 2005).

Muitas pesquisas, que tratam de codigestdo tém sido focadas na busca de
sinergia ou antagonismo entre os substratos codigeridos. Por exemplo, a otimiza¢ao
da relagéo carbono e nitrogénio quando a codigestédo de residuos urbanos e lodo de
esgoto sdo apontados como benéfica para producdo de metano (FERNANDEZ;
SANCHEZ; FONT, 2005).

Este processo é capaz de aumentar a producdo de biogas, pois fornece um
balanceamento mais adequado de nutrientes aos micro-organismos da biodigestéo

anaerobia, reduz o efeito de compostos téxicos de um ou outro residuo e melhora a
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capacidade tamp&o do meio (ALVAREZ; LIDEN, 2009; HOLM-NIELSEN; AL SEADI;
OLESKOWICZ-POPIEL, 2009).

2.1.1 Caldo de cana-de-agucar

Varias caracteristicas justificam a utilizacdo da cana-de-acucar para diversos
fins, como o alto teor de sacarose, o moderado teor de fibra insolivel em detergente
neutro (FDN), a alta producéo de matéria seca por unidade de area mesmo com baixa
frequéncia de cortes (Tabela 1), a simplicidade do cultivo agronémico, a relativa
resisténcia a pragas e doencas, a facilidade de compra e venda, o carater semiperene,
além de ser uma -cultura tradicional entre os produtores rurais brasileiros
(VALADARES FILHO; MAGALHAES; ROCHA Jr., 2006).

Tabela 1. Composicao bromatoldgica da cana-de-acucar (Saccharum officinarum), em
porcentagem da matéria seca.

Nutrientes % matéria seca
Matéria Seca 28,45
Proteina Bruta 2,74
Extratato Etéreo 1,55
Material Mineral 3,10
Carboidratos Totais 92,76
Carboidratos Sollveis 42,83
Fibra em detergente neutro 57,68
Fibra em detergente acido 34,02
Hemicelulose 21,22
Lignina 7,75
Nutrientes digestiveis totais 62,70

Fonte: Valadares Filho; Magalhdes; Rocha Jr., 2006

A cana-de-acUcar € uma planta composta, em média, de 65 a 75% de agua e
seu principal componente € a sacarose, que corresponde de 70 a 91% das
substancias sélidas soltveis (UMEBARA, 2010). O elevado teor de sacarose contido
no caldo de cana-de-acgucar (SILVA NETO et al., 2014) é de fundamental importancia,
pois ele é um indicativo da quantidade de carbono contida no liquido (COLEN, 2003).

O caldo de cana-de-acucar por suas propriedades, pode ser utilizado na
biodigestdo anaerobia, ja que dispde de elevadas quantidades de carboidratos
prontamente sollveis. Dessa forma, pode proporcionar maior multiplicacao

microbiana inicial, estabelecimento de maior populagédo de micro-organismos, maior
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degradacéo da matéria organica do substrato e, consequentemente, maior producao
de biogas (XAVIER; SANTOS; LUCAS JUNIOR, 2016).

3 Biorremediadores

A biorremediacédo € um processo no qual organismos Vivos, micro-organismos
ou suas enzimas, séo utilizados tecnologicamente para remover (remediar) ou reduzir
poluentes no ambiente. O processo metabdlico que tem se mostrado mais apto em
biodegradar moléculas xenobidticas (moléculas estranhas ao ambiente natural)
recalcitrantes (moléculas de dificil degradacéo) nos processos de biorremediacao, é
0 microbiano, uma vez que 0s micro-organismos desempenham a tarefa de reciclar a
maior parte das moléculas da biosfera, participando dos principais ciclos
biogeoquimicos (GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Segundo Yakubu (2007), o termo biorremediacdo pode ser definido como um
processo biotecnolégico no qual se utiliza o metabolismo de micro-organismos para a
eliminagéo rapida de poluentes, com o objetivo de reduzir sua concentracdo a niveis
aceitaveis, transformando-os em compostos de baixa toxicidade. A Agéncia de
Protecdo Ambiental Americana (USEPA) define biorremediagdo como “o processo de
tratamento que utiliza a ocorréncia natural de micro-organismos para degradar
substancias toxicamente perigosas, transformando-as em substancias indcuas”.

A estrutura quimica dos poluentes organicos influencia a metabolizagdo destes
por micro-organismos, especialmente com respeito as taxas e a extensdo da
biodegradacdo. Alguns compostos organicos sdo rapidamente biodegradados,
enquanto outros sdo recalcitrantes (ndo biodegradaveis) (ATLAS, 1981). Se as
enzimas que catabolizam a degradacdo de compostos naturais apresentam baixa
especificidade pelo seu substrato, os xenobibdticos com estrutura quimica semelhante
a estes compostos naturais podem ser reconhecidos pelo sistema ativo da enzima e,
assim, aproveitados pelo micro-organismo como fonte de nutrientes e energia
(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Assim, a degradacao do poluente é baseada em processos nos quais ocorrem
reagbes bioquimicas mediadas por micro-organismos. Em geral, um composto

organico, quando € oxidado, perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é
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reduzido (ganha elétrons). O oxigénio atua comumente como aceptor final de elétrons,
sendo que a oxidacdo de compostos organicos com a reducao do oxigénio molecular
€ chamada de respiracdo aerdbia heterotrofica. No entanto, quando o oxigénio ndo
esta presente, 0s micro-organismos podem usar compostos organicos ou ions
inorganicos como aceptores finais de elétrons, condicbes estas chamadas de
anaerobias. A biodegradacéo anaerdbia pode ocorrer por desnitrificacéo, reducéo do

ferro, reducédo do sulfato ou condicbes metanogénicas (CORDAZZO, 2000).
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CAPITULO 2 - Acdo da adicdo de caldo de cana-de-acUcar na dinamica da
populacdo de Escherichia coli e presenca de E. coli

shigatoxigénica, durante o processo de codigestdo anaerdbia

Resumo - O estudo teve como objetivo avaliar a acdo da adicédo de caldo de
cana-de-agucar sobre a dindmica da populacao de Escherichia coli e presenca de E.
coli shigatogixénicas, no processo de codigestdo anaerdbia mesofilica de dejetos de
bovinos leiteiros. Foram utilizados dez biodigestores bateladas divididos em dois
tratamentos, dejeto sem caldo de cana-de-agucar (DSC) e dejeto com caldo (DCC),
com tempo de retencdo hidraulica (TRH) de 90 dias. Para o monitoramento periddico
da dinamica da populacéo E. coli e presenca de E. coli shigatoxigenicas, do pH e da
acidez volatil, realizados a cada dez dias, foram abastecidos mais 36 biodigestores
bateladas, construidos de garrafas de material plastico de um litro, sendo 18 unidades
para cada tratamento. A reducao das populacdes de E. coli no decorrer do tempo foi
significativa no DSC (60 dias) e no DCC (20 dias). A inativacdo de E. coli
shigatoxigénicas ocorreu em um periodo mais curto, 40 dias no DSC e menos de 10
dias no DCC. Foram obtidas diferencas significativas entre os tratamentos para 0s
valores de pH que foram menores e as concentracfes de acidos volateis que foram
maiores com adicdo de caldo e contribuiram para a inativagdo mais rapida da E. coli
e E.coli shigatoxigénicas. A dose de caldo de cana utilizada (7%) mostrou-se muito
interessante sob o ponto de vista de sanitizacdo, com a reducao na populacao de E.
coli e inativacéo de E. coli shigatoxigénicas em dejetos de bovinos leiteiros.

Palavras-chave: Bovinocultura de leite, Micro-organismos patogénicos,
Sustentabilidade ambiental, Tratamento de dejetos
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Action of the addition of sugarcane broth in the dynamics of population of
Escherichia coli and presence of E. coli shigatoxigenics, during anaerobic

codigestion process

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the action of the
addition of sugar cane broth on the population dynamics of Escherichia coli and the
presence of E. coli shigatoxigenics, in the process of anaerobic digestion mesophilic
of the dairy cattle waste. Ten batch type biodigesters were used divided in two
treatments, waste without sugar cane broth (W) and waste with sugar cane broth
(WWSC), with the hydraulic retention time (HRT) of 90 days. For monitoring the
population and presence of microorganisms, pH and volatile acidity, tests were carried
out every ten days, 36 batch biodigesters were used, they were made of 1 L plastic
bottles, 18 of them for each treatment. Reductions of E. coli populations over time were
significant in W (60 days) and in WWSC (20 days). The inactivation E. coli
shigatoxigenics occurred in a shorter period, 40 days in W and less than ten days in
WWSC. Significant differences were obtained between treatments for pH values that
were lower and concentrations of volatiles acids that were higher with the addition of
sugarcane broth and led to a faster inactivation of E. coli and E. coli shigatoxigenics.
The amount of sugarcane broth used (7%) was very interesting from a sanitation point
of view, with a reduction in the E. coli population and inactivation of E. coli
shigatoxigenics in dairy cattle waste.

Keywords: Dairy Cattle, Environmental Sustainability, Pathogenic micro-

organisms, Waste treatment
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Introducéo

A prética da utilizacdo de esterco animal no solo com a finalidade de adubacéo
de culturas existe ha mais de 4.000 anos, e esta pratica continua sendo usada a fim
de reduzir os custos de adubacdo, em paises em desenvolvimento e desenvolvidos
(WHO, 2010; USEPA, 2010).

Entretanto, a deposi¢do de dejeto in natura no solo pode transferir micro-
organismos patogénicos para cadeia alimentar (NICHOLSON; GROVES;
CHAMBERS, 2005) e contaminar os recursos hidricos (AVERY; MOORE;
HUTCHISON, 2004), visto que o esterco bovino pode conter mais de 150 patdgenos
colocando em risco a saude humana, animal e ambiental (GERBA; SMITH, 2005).

Barbarick e Ippolito (2007) demonstraram a contaminacao de pogos rasos e
nascentes de agua pela percolacédo de bactérias oriundas de esterco depositado no
solo. Outros estudos sobre a contaminacdo microbiana em coOrregos proximos a
fazendas leiteiras evidenciaram a importancia desse escoamento na contaminacao de
corpos d’agua (USEPA, 1993; BIBBY; VIAU; PECCIA, 2011).

Em Ontario no Canada um surto de gastroenterite afetou mais de 2.300
pessoas e sete morreram quando o suprimento de agua foi contaminado por micro-
organismos patogénicos oriundos de esterco animal de uma fazenda préxima, apés
periodo de intensa chuva (CLIVER; MOE, 2004; POURCHER et al., 2005).

Escherichia coli é tipicamente ambiental e considerada, mundialmente,
indicadora de poluicéo fecal, entretanto algumas estirpes adquiriram genes que as
tornaram capazes de causar doencgas intestinais ou extraintestinais (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004). Existem inimeros patotipos de E. coli, classificados de
acordo com seus fatores de viruléncia, mecanismos de acdo e promocao da
enfermidade. Dentre eles estdo as estirpes shigatoxigénicas (STEC) que produzem
pelo menos um tipo de shigatoxina (stxi e stxz) (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

Os ruminantes, especialmente os bovinos, sao importantes reservatorios
dessas bactérias e grande parte das infec¢cdes humanas sdo causadas por alimentos
e agua contaminadas com fezes desses animais (GYLES, 2007; PERERA et al.,
2015). A ocorréncia de STEC no Brasil foi revisada por Caldorin et al. (2013) que
observaram a variacdo de 5,2 a 82% nas fezes bovinas de gado de leite.
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O contato de pessoas com ambiente contaminado por fezes bovinas pode ser
via de transmissao da enfermidade como citado por Mukherjee et al. (2006), onde uma
crianca se infectou com E. coli O157:H7 pelo contato com gramado adubado com
dejeto bovino. A mesma cepa isolada da crianca foi recuperada no solo do gramado
por até 70 dias.

Além dos beneficios ambientais ocasionados pela reducdo na emissédo de
gases de efeito estufa (ORZI et al., 2010), a utilizacdo do processo de biodigestao
anaerobia como forma de tratamento dos dejetos animais, tem se mostrado um
grande aliado na reducdo do impacto gerado pelos micro-organismos patogénicos
(SAHLSTROM et al., 2008).

A esse respeito, Horana et al. (2004) e Lang e Smith (2008) obtiveram, no
processo de biodigestao mesofilica, a reducdo na populagéo de E. coli > 2,0 log e de
1 a 2 log, respectivamente. Biswas, Pandey e Farver (2016) verificaram que E.coli
sobreviveu por mais tempo em condicdes anaerdbias que Salmonella e Listeria
monocytogenes. Assim, a auséncia de E. coli da seguranca que patégenos devem
também estar ausentes, qualificando-a como bom indicador de risco de transmisséo
de enfermidades por via indireta, em especial pela rota fecal-oral, o que ratifica a
utilizacao de E. coli como indicador de presenca de risco a saude.

Com o objetivo de maximizar a producédo de biogas (ORRICO et al., 2016;
XAVIER; SANTOS; LUCAS JR., 2016) e também diminuir o tempo de retencdo dos
substratos (ORRICO et al., 2016), alguns autores tém pesquisado a codigestao,
associacao dos dejetos com outros residuos, dentre eles, o caldo de cana-de-acucar
(XAVIER; SANTOS; LUCAS JR., 2016). Por outro lado, sabe-se que o caldo de cana-
de-acUcar proporciona um meio mais acido, o que pode favorecer a inativacdo de
bactérias (SUNG; LIU, 2003).

Segundo Sung e Liu (2003), as altas concentracfes de acidos graxos volateis
combinadas com pH acido tém sido descritas na literatura como responsaveis pela
reducdo de patdgenos em processo de biodigestdo mesofilica. Essa colocacédo é
ratificada por Sahlstrém (2003) e Kunte, Yeole e Ranade (2004) quando citam que a
reducéo de bactérias durante a digestdo anaerdbia ocorre, parcialmente, em fungéo
dos altos niveis de acidos volateis e da queda do pH durante a digestéo, condi¢cdes

essas que sdo toxicas para uma serie de bactérias.
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo da adicdo de caldo de cana-
de-acucar no processo de codigestdo anaerdbia mesofilica de dejetos de bovinos
leiteiros sobre a dindmica da populacdo de Escherichia coli e presenca de estirpes
shigatoxigénicas no dejeto desses animais.

Material e métodos

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Campus de Jaboticabal. Os biodigestores
foram instalados no Departamento de Engenharia Rural, nos Laboratérios de
Biomassa | e Il, e abastecidos com dejetos de bovinos leiteiros obtidos no setor de
Bovinocultura Leiteira do Departamento de Zootecnia. As analises microbiolégicas
foram realizadas no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducéo
Animal, todos situados na mesma instituicao.

O estudo foi dividido em dois tratamentos com cinco repeticbes cada,
designados da seguinte maneira, dejeto de bovino de leite (DSC) e dejeto com caldo
de cana-de-acucar (DCC). O tempo de retencéo hidraulica (TRH) foi de 90 dias, os
biodigestores foram abertos apenas ao final do periodo. O monitoramento periédico
da dindmica da populacéo de E. coli, presenca de E. coli shigatoxigénica, pH e acidez
volétil foram realizados a cada dez dias. Para tanto, foram abastecidos mais 36
biodigestores bateladas, construidos em escala menor, utilizando garrafas de material
plastico, com capacidade de um litro, sendo 18 unidades para cada tratamento.

Os biodigestores bateladas de bancada (Figura 1) sdo constituidos,
basicamente, por trés cilindros retos de PVC com diametros de sete e meio, dez e 15
cm, acoplados a um cap, com capacidade média aproximada de dois litros de
substrato em fermentacdo. Os cilindros de sete e meio e 15 cm encontram-se
inseridos um no interior do outro, de tal forma que o espaco existente entre a parede
externa do cilindro interior e a parede interna do cilindro exterior comporta um volume
de agua (“selo de agua”), atingindo profundidade de 50 cm. O cilindro de diametro
intermediario tem uma das extremidades vedada com um cap, que contém um registro
para descarga do biogas, e permanece inserido no selo de agua, para propiciar

condi¢cOes anaerdbias e armazenar o gas produzido.
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FIGURA 1. Planta baixa (a), vista lateral (b) e corte transversal (c) dos biodigestores de bancada (cm)
(ORRICO JR.; AMORIM; LUCAS JR., 2004).

Para o preparo do substrato da carga inicial, de todos os biodigestores
bateladas e os biodigestores construidos em escala menor, foram pesados e
homogeneizados os dejetos frescos, agua e caldo de cana-de-acucar. Os substratos
foram calculados para conter 6 % de sélidos totais (ST) e 7% de caldo de cana-de-
acucar. As proporcdes utilizadas para o abastecimento de cada tratamento e suas
respectivas repeticoes estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes dos substratos utilizados para o abastecimento e composi¢cao
guimica dos diferentes tratamentos dos biodigestores bateladas.

Agua Dej. Bov. leite  Caldo y  Solidos totais  Solidos
(L) (Kg) L) P (%) volateis (%)
DSC 32,4 16,2 - 6,21 5,18 4,22
DCC 28,998 16,2 3,402 6,07 5,36 4,26

DSC= Dejeto sem caldo, DCC= Dejeto com caldo.

Para andlise microbiolégica foi feita a contagem de E. coli em placas. As
amostras foram diluidas em agua peptonada a 0,1%, utilizando-se 1 mL da amostra
em 9 mL do diluente (APHA, 2001). Foram depositadas 0,1 mL das diluicbes em placa
de Petri contendo Violet Red Bile Agar with MUG e distribuidas na superficie do meio
com auxilio de alga Drigalski. Posteriormente as placas foram incubadas invertidas a
35°C por 24 horas e consideradas positivas as colonias vermelhas com fluorescéncia

sob a acgéo de luz ultravioleta (UV).
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De acordo com Sutton (2011), quando nenhuma coldnia foi detectada na placa,
considerou-se a contagem menor que o limite de deteccdo da técnica (LDT), e entéo
o respectivo TRH foi considerado como o tempo de sobrevivéncia da Escherichia coli.
Para o presente estudo o limite de deteccéo foi de 102 UFC mL™.

As leituras de pH dos afluentes e dos efluentes foram determinadas segundo
metodologia descrita por APHA (2012). A determinacao de acidos foi realizada por
titulometria, conforme descrito por Dilallo e Albertson (1961).

A identificacdo de E. coli shigatoxigénicas foi realizada em amostras dos
afluentes dos dois tratamentos, sem caldo e com caldo, e nas amostras dos efluentes
obtidos nos periodos intermediarios (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 dias) e final do
processo de biodigestdo anaerdbia com 90 dias. As identificagdes foram realizadas
em duplicata para cada amostra. Para tanto, foram identificados por PCR (Polimerase
Chain Reaction) a presenca dos genes stxi, stxz e eae, utilizando-se oligonucleotideos
iniciadores especificos (Tabela 2) (CHINA; PIRSON; MAINIL, 1996).

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores especificos utilizados para a
identificacdo dos genes stxi, Stx2 e eae.

Tamanho do

Oligonucleotideos Sequéncias fragmento (pb)
stx, Foward 5 AGAGCGATGTTACGGTTTG 3 388
stxi Reverse 5 TTGCCCCCAGAGTGGATG 3
stx, Foward 5 TGGGTTTTTCTTCGGTATC 3’ 807
stx, Reverse 5 GACATTCTGGTTGACTCTCTT 3
eae Foward 5 AGGCTTCGTCACAGTTG 3 570
eae Reverse 5 CCATCGTCACCAGAGGA 3

pb: pares de base

A extracdo de DNA das culturas bacterianas totais em caldo BHI foi realizada
pelo método da fervura que consiste em aquecer a suspensdo de células a 100°C a
fim de que estas sofram lise térmica. As reacdes para amplificacdo de cada gene
foram compostas por tampao 1x (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI), 2 mM MgClz,
0,2 mM dNTP’s, 1 U de Tag DNA polimerase, 5 pmol de cada primer, 2 uyL de DNA
gendmico e agua pura estéril para 20 pL. As reagdes ocorreram em um termociclador
programado para realizar um ciclo a 95°C por 3 min; 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C
por 30s e 72°C por 30s; e um ciclo final de 10 min a 72°C. Como controle positivo das
reacoes foi utilizado o DNA da estirpe de E. coli EcL 6611 e como controle negativo,

um tubo de mix dos reagentes sem DNA. Os produtos de PCR foram visualizados por
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eletroforese em gel de agarose 1% e tamp&o TBE (Acido borico 89 mM; Tris 89 mM e
EDTA 2,5 mM) 1X.

Os dados da dinamica da populacéo de E. coli e tempo foram comparados pela
andlise de regressdo. Para a comparacao dos valores de pH, nos tratamentos DSC e
DCC, foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para concentracdo de acidos volateis foi
realizado o teste t pareado para comparacio de médias (SIQUEIRA; TIBURCIO,
2011).

Resultados e discussao

O tempo de sobrevivéncia da E. coli foi de 20 dias quando adicionado o caldo
de cana ao material a ser digerido. No DSC, pode-se observar que aos 60, 70 e 80
dias néo foi detectada nenhuma colénia de E. coli. Entretanto, esse micro-organismo
voltou a ser detectado aos 90 dias do processo de codigestdo, embora em menor

namero quando comparado ao dia do abastecimento (Tabela 3).

Tabela 3. Dinamica da populacédo de E. coli (UFC), potencial hidrogeniénico (pH) e
acidez volatil (AV), durante 90 dias de experimento.

DSC DCC
TRH
UFC mL? pH AV mg L? UFC mL? pH AV mg L?
TO 6,50E+05 6,21 3060 8,80E+05 6,07 2712
T10 1,45E+04 5,35 4416 2,02E+04 4,68 5328
T20 3,35E+03 5,86 2232 <LDT 4,60 5052
T30 1,38E+04 6,82 2214 < LDT 4,59 6180
T40 1,17E+04 6,84 2520 <LDT 4,69 5340
T50 1,74E+04 6,68 1908 <LDT 4,85 6000
T60 <LDT* 6,91 1710 <LDT 4,91 5652
T70 <LDT 6,77 1200 <LDT 4,65 6972
T80 <LDT 6,90 1674 <LDT 4,80 4404
T90 4,20E+02 6,68 2406 <LDT 4,64 8424
Média - 6,50 2334 - 4,85 5606

* Limite de detecgdo da técnica. TRH: tempo de retengdo hidraulica. DSC: dejeto sem caldo. DCC:
dejeto com caldo. UFC: unidade formadora de colbnia. pH: potencial hidrogeniénico. AV: &cidos
volateis.

A inviabilidade da deteccdo do micro-organismo, pode ter ocorrido em funcéo
do limite de deteccdo da técnica, mesmo que ele ainda estivesse ativo. O
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recrescimento de E.coli apdés o processo de biodigestdo anaerobia também foi
verificado por Bagge, Sahlstrém e Albihn (2005).

Ainda na Tabela 3, foram obtidas diferencas significativas entre DSC e DCC
para os valores de &acidos volateis (p=0,0005174) e pH (p=0,001953), que
contribuiram para a rapida inativacdo da E. coli no processo com adicdo do caldo. A
reducao das populacdes de E. coli no decorrer do tempo foi significativa para DSC (p=
0,0006575) e DCC (p= 0,002578).

A amplitude de variagdo do pH dos efluentes dos biodigestores bateladas no
tratamento DSC durante o processo foi de 5,35 a 6,91 (Tabela 3 e Figura 2). Os
menores valores foram obtidos até 20 dias de codigestdo, aumentando no decorrer
do tempo, o que indica que, embora muitos acidos tenham sido formados, eles foram
consumidos ao longo do processo. Quando houve adi¢ao de caldo de cana-de-agucar,
DCC, os valores variaram de 4,64 a 4,91. No DSC, ap6s os 20 dias todos valores
estiveram dentro da faixa considerada ideal, que varia de 6,6 a 7,4 para a digestao
anaerdbia descrita por Chernicharo (1997). Para DCC, todos os valores se

apresentaram sempre fora dessa faixa.

1,00E+06 7,50
1,00E+05 7,00

6,50

' 6,00
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mmmm UFC mL L™ DSC UFCmL L™ DCC pH DSC e ppH DCC
Figura 2. Dinamica das populacdes de E. coli (UFC mL-1) e variacdo do potencial hidrogeniénico (pH),
para dejeto sem caldo (DSC) e dejeto com caldo (DCC), durante o periodo de 90 dias.
Com relacdo a amplitude de variacéo da acidez volatil (AV) dos efluentes dos
biodigestores bateladas, no DSC durante o processo foi de 1200 a 4416 mg L. Para
o DCC foi possivel observar a elevacéo da acidez do meio, com variagcédo entre 2712

e 8424 mg L (Tabela 3 e Figura 3). Apés 10 dias de operacgéo, dos biodigestores que
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tiveram a adicdo de caldo de cana-de-acguUcar, ficou demonstrado que com o decorrer
do tempo a elevada acidez do meio teve influéncia direta na inativacdo das bactérias
(Figura 3).

1,00E+06
8000
1,00E+05 7000
6000
1,00E+04
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1,00E+03 4000
3000

1,00E+02
2000

1,00E+01 1000

T0 T1I0 T20 T30 T40 T50 T60 T70 T80 T90

. UFC mL L™ DSC UFCmL L™ DCC
AV mg L™ DSC e AV mg L' DCC

Figura 3. Dinamica das populagGes de E. coli (UFC mL1) e variagdo das concentracdes de acidos
volateis (AV mg L1), para dejeto sem caldo (DSC) e dejeto com caldo (DCC), durante o
periodo de 90 dias.

Vale ressaltar que as reducdes de 3 log obtidas aos 60 e aos 20 dias de
retencdo (Tabela 3), no DSC e DCC, respectivamente, tém importancia na
minimizacdo do risco de disseminacdo de patégenos no solo caso o efluente seja
utilizado para adubacgdo, uma vez que sao geradas grandes quantidades de residuos
(HUTCHISON et al., 2004).

As reducdes das populacdes de E.coli, obtidas no presente estudo, foram
superiores as encontradas por Lang e Smith (2008), que obtiveram diminuicéo
equivalente a 1-2 log pelo tratamento de esgoto utilizando digestdo anaerdbia
mesofilica. Pandey e Soupir (2011) e Manyi-Loh et al. (2014) obtiveram reducao na
populacao de E. colide 1 log em 7 a 8 dias e 1-2 log apds 62 dias, respectivamente,
no processo de biodigestdo anaerdbia mesofilica de dejetos de gado leiteiro.

A queda do pH é fator importante na diminuicdo da populacdo de micro-
organismos patogénicos no substrato submetido a biodigestdo. Segundo Strauch
(1986), 90% da reducéo na populagéo de Salmonella spp. foi decorrente da reducgao
do pH no meio, e essa queda foi influenciada pelos acidos produzidos pelos micro-
organismos envolvidos no processo de biodigestdo, que tém efeito toxico sobre

Salmonella. O autor ainda destaca que a amonia nao foi responsavel pelo decréscimo
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da bactéria, pois ela é formada em meio com pH entre 8,0 e 9,0 que € o0 caso do
presente estudo. Moura (2012) afirma que em meios acidos a atividade enzimatica
das bactérias é anulada, e em meio significativamente alcalino a fermentacédo produz
anidro sulfuroso e hidrogénio.

Apesar de o caldo de cana-de-acgUcar poder ser utilizado como substrato em
biodigestores, com o objetivo principal de incrementar a producédo de CHa, na pratica
poderia ocasionar formacgéao rapida de &cidos e diminui¢cdo brusca do pH devido ao
fornecimento de carboidratos prontamente solaveis (XAVIER; SANTOS; LUCAS JR.,
2016). Dessa forma, pode-se observar que também ocorre influéncia na sanitizacao
das excretas, caso a finalidade seja de utilizd-las como adubo, jaA que o processo
proporciona a utilizagdo em menos tempo e com menor risco a saude publica, saude
animal e ambiental.

Abdul e Lloyd (1985) verificaram, durante digestdo anaerdbia, que a
sobrevivéncia bacteriana teve correlacdo negativa com a quantidade de &cidos
volateis e positiva com os valores de pH. Segundo Henry et al. (1983), a toxicidade
dos &cidos volateis as bactérias varia com os valores de pH, e observaram que a
toxicidade desses acidos sobre Salmonella typhimurium foi muito maior em pH 4,0 do
gue em pH 5,0 ou superior.

Ratificando a colocacgéo desses autores, Kunte et al. (1998), ao pesquisarem in
vitro o efeito de acidos volateis na sobrevivéncia de Salmonella typhi em fezes bovinas
durante a biodigestdo anaerdbia, verificaram que altos valores de &cidos em
combinacdo com pH &cido causaram maior grau de inativacdo desse micro-
organismo. Segundo Sahlstrom (2003) e Kunte, Yeole e Ranade (2004) altos niveis
de acidos volateis e pH acido durante a biodigestdo sdo condi¢des toxicas para muitos
micro-organismos.

Os afluentes do DSC e DCC apresentaram amplificacdo para 0s genes stxz e
eae. No tratamento DSC, a presenca de E. coli shigatoxigénicas foi detectada no
efluente até 40 dias e no DCC apenas no afluente. Em ambos os tratamentos, apos
0s 90 dias de codigestéo, E. coli do grupo STEC néo foram detectadas (Figura 4).

Quando comparado com a reducgéo da populacéo de E. coli, 60 dias no DSC e
20 dias no DCC (Tabela 3), a inativagdo de E. coli shigatoxigénicas ocorreu em um

periodo mais curto. O que demonstra que as E. coli comensais continuaram ativas por
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um periodo maior. Goncalves e Marin (2007) também verificaram o maior tempo de
sobrevivéncia de E. coli, 120 dias, quando comparado com E. coli shigatoxigénicas,

que variou de 4 a 30 dias, em tratamento anaerdbio de dejeto bovino leiteiro.

pb 1TO0 1T10 1T20 1T30 1.T40 1.T601.T801T90 2TO 2T10 2T20 2T30 2.T40 2.T60 2.T80 2T90 CP CN
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Figura 4. Produtos da amplificacdo dos genes stxz e eae com 807 e 570 pb, respectivamente. 1TO a
1T90 (DSC) e 2T0 a 2T90 (DCC) durante os 90 dias de experimento. PM: padrdo de
tamanho molecular 1Kb plus (Invitrogen). CP: controle positivo. CN: controle negativo.

Kudva, Blanch e Hovde (1998) demonstraram que a 23 °C uma estirpe toxina
negativa de E. coli O157:H7 sobreviveu por mais tempo do que estirpe toxina positiva.
Segundo Van Elsas et al. (2011) essa diferenca no tempo de sobrevivéncia pode estar
relacionada ao fato de que as E. coli patogénicas para produzirem toxinas requerem
mais energia e isso compromete a capacidade de sobrevivéncia dessas estirpes.

N&o foi detectado a presenca do gene stxa, para ambos os tratamentos. Embora
Andrade et al. (2012) tenham demonstrado maior prevaléncia do gene stx1 do que
para o stx2 em bezerro leiteiro no Estado de Minas Gerais, 0 mesmo néo foi verificado

por Carvalho et al. (2012), Vicente et al. (2010) e Irino et al. (2005) que, assim como
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neste estudo, observaram maior prevaléncia na ocorréncia do gene stxz em relacao
ao gene stxi em fezes de bovinos leiteiros.

Escherichia coli shigatoxigénicas sobrevivem por periodos consideraveis em
fezes animais e podem assim contaminar o solo. Fukushima, Hoshina e Gomyoda
(1999) e Duffy (2003) verificaram a sobrevivéncia dos sorotipos O157:H7 por periodos
de 49 a 126 dias, O26:H11 por 112 dias e para o sorogrupo O111 esse tempo foi de
70 dias. Ao chegar ao solo esses micro-organismos podem ficar vidveis por periodo
suficiente para contaminar alimentos e a agua. Mukherjee et al. (2006) constataram a
sobrevivéncia desse micro-organismo por mais de 92 dias em solo de jardim e Islam
et al. (2004) que verificaram a viabilidade por 154 a 217 dias em solos cultivados,
ambos contaminados por fezes animais.

Segundo Fremaux, Prigent-Combaret e Vernozy-Rozand (2008) a digestao
anaerobia representa uma ferramenta importante para sanitizacédo de efluentes, pois
€ uma estratégia ecoldgica e reduz significantemente Escherichia coli patogénicas,
nao tem alto custo e é facilmente aplicavel no meio rural.

A Instrucdo Normativa SDA n°27 de 2006, da Secretaria de Defesa
Agropecuaria, que regulamenta alguns critérios para producdo, importacdo e
comercializacdo de biofertilizantes, determina o numero méaximo de coliformes
termotolerantes de 1000 NMP g?! de MS. Os resultados no tratamento DCC
enquadraram-se dentro dos critérios estabelecidos, o mesmo né&o foi observado para
o tratamento DSC.

Entretanto, a legislacdo brasileira € falha no que diz respeito quanto aos
critérios para utilizacdo de biofertilizantes para adubacao de solo. Portanto, utilizou-se
como parametro a resolucdo CONAMA n°375 de 2006, que define os critérios e
procedimentos, para o uso agricola de lodos de esgoto gerados em estacbes de
tratamento de esgoto sanitario. Nesse caso, os efluentes dos tratamentos DSC e
DCC, no que se refere a populacao de E. coli, seriam classificados como sendo classe
B. O que implica em suas utilizagbes restritas ao cultivo de café, silvicultura, culturas
para producéo de fibras e 6leos, com a aplicacdo mecanizada, em sulcos ou covas,
seguida de incorporacéo.

Dessa forma, fica claro que o tratamento com adi¢cdo de caldo de cana-de-

acucar se enquadrou nos critérios como biofertilizante. Portanto, viabiliza sua
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utilizacao na forma de adubacéo, entretanto quando ndo ocorre a sua adicdo, sugere-
se que seja feito um tratamento de polimento desse efluente.

Portanto, a sanitizagao do dejeto bovino tem como um dos objetivos principais
a sua utilizacao na adubacgao organica, em funcéo da sua relevancia sob os aspectos
de saude humana, saude animal e ambiental. Entretanto, ndo existe documentacao
cientifica de episodios de doencas causadas por exposi¢cao do meio a esterco tratado
(BOFILL-MAS et al., 2006).

Conclusao

A codigestdo de dejeto bovino leiteiro com 7% de caldo de cana-de-acUcar,
mostrou-se muito interessante sob o ponto de vista de sanitizagdo, tendo sido
enquadrado nos critérios estabelecidos para biofertilizante. Dessa forma, houve a
potencializacdo da reducdo populacdo de E. coli e inativacdo da E. coli

shigatoxigénicas (stx2 e eae), o que viabilizou a sua utilizagdo na forma de adubacéo.
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CAPITULO 3 - Producdo de biogas e reducido de ovos de helmintos pela
codigestdao anaerobia de dejetos bovinos leiteiros com e sem

adicdo de caldo de cana-de-acUcar e biorremediador

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar a producéo e os potenciais de
producédo de biogés e, a qualidade do efluente quanto a reducao de ovos de helmintos
pelo processo de codigestdo anaerdbia dos dejetos de bovinos leiteiros, com e sem
adicdo de caldo de cana-de-acucar e biorremediador. Foram utilizados 20
biodigestores bateladas, com tempo de retencdo hidraulica (TRH) de 90 dias, para
cada ensaio. No primeiro ensaio, para analise de producédo de biogas, os tratamentos
foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2x2 representados pelo biorremediador (com e sem adicdo) e caldo de cana-de-
acucar (com e sem adicdo), sendo compostos de cinco repeti¢cdes por tratamento. No
segundo ensaio, para contagem de ovos de helmintos, os biodigestores tiveram a
mesma distribuigéo de tratamentos. Todos os substratos foram calculados para conter
6 % de solidos totais (ST) e 7% de caldo de cana-de-acUcar quando adicionado. O
biorremediador foi acrescido de acordo com a recomendacéo indicada pelo fabricante.
Para todas as variaveis analisadas, producdo total e potenciais de producdo de
biogas, a adicdo de caldo de cana-de-acUcar interferiu na producdo de biogas,
apresentando menores médias de producédo, quando comparado aos tratamentos que
nao tiveram sua inclusédo. O fator biorremediador apresentou maiores resultados em
todas as variaveis analisadas. Foi observado reducéo de 100% dos ovos de helmintos
nos quatro tratamentos. Portanto, a adicdo de 7% de caldo de cana-de-acucar levou
a instabilidade do processo de codigestdo anaerdbia. Quanto a qualidade do efluente,
o periodo de 90 dias de codigestdo anaerdbia foi eficaz na eliminacdo de ovos
nematoides gastrointestinais, em todos os substratos analisados.

Palavras-chave: Gases de efeito estufa, Helmintos, Sustentabilidade animal,

Tratamento de dejetos
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Biogas production and reduction of helminth eggs by anaerobic codigestion of

the dairy cattle waste with and without of sugarcane broth and bioremediator

Abstract - The objective of this study was to evaluate the production and
potentials of biogas production and the quality of the effluent verifying the reduction of
the helminths egg load by the process of anaerobic codigestion of the dairy cattle
waste, with and without addition of sugarcane broth and bioremediator. For this 20
batch type biodigesters were used with 90 days hydraulic retention time (HRT) for each
test. In the first experiment, for biogas production analysis, the biodigesters were
distributed in a completely randomized design, in a 2x2 factorial arrangement
represented by the bioremediator (with and without addition) and sugarcane broth (with
and without addition), where each treatment had 5 replicates. In the second
experiment, for the analysis of the eggs of helmints, the biodigestors had the same
distribution of treatments. All substrates were calculated to contain 6% total solids (TS)
and 7% sugar cane broth when added. The bioremediator was added according to the
recommendation indicated by the manufacturer. For all analyzed variables, total
production and potential biogas production, the addition of sugarcane broth interfered
in the biogas production presenting lower production when compared to the treatments
that did not have sugarcane broth inclusion. The bioremediation factor presented
higher results in all analyzed variables. Reduction of 100% of the helminth eggs was
observed in the 4 treatments. However, the addition of sugarcane broth led to the
instability of the anaerobic codigestion process. Regarding the quality of the effluent,
the 90 days period of anaerobic codigestion for the efficacy of elimination of
gastrointestinal nematode eggs, on all substrates analyzed.

Keywords: Environmental Sustainability, Helminths, Greenhouse effect,

Treatment of manure
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Introducéo

A intensificagcdo da producao animal representa um agravo ao ambiente quanto
a emissdo de gases de efeito estufa. A abundéncia de residuos agricolas no Brasil
pode ser utilizada como forma alternativa, por processos de conversdo de biomassa,
para producdo de combustiveis, eletricidade e calor (ROSA et al.,, 2011; JARDIM,
2013), em substituicdo aos combustiveis fésseis, por emitirem menor carga poluente
a atmosfera (SANTOS; LIMA, 2016), pela escassez de fontes de energia
convencionais (CRUZ-ARDILA; CARDONA-GOMEZ; HERNANDEZ-PORRAS, 2013)
e a alta no preco do petrdleo (GOMES; CAPPI, 2011).

Os dejetos bovinos sao ricos em materiais fibrosos de dificil degradag¢éo, como
a lignocelulose, o que leva ao menor rendimento de biogas, quando comparado a
dejetos de outras espécies animais, como 0s suinos (MOLLER; SOMMER; AHRING,
2004; AMON et al., 2007; ORRICO et al., 2016).

O manejo inadequado desses dejetos, como a utilizacdo e o descarte sem
tratamento, sdo os principais problemas de saneamento enfrentados pela maioria das
areas rurais de paises em desenvolvimento (CHAO et al., 2008).

As fezes sd@o os principais meio de disseminacdo de agentes patogénicos
(YONGABI; HARRIS; LEWIS, 2009), seja por meio do manuseio direto (AVERY et al.,
2014), ou ainda pelo efeito da lixiviacdo em agua subterranea e superficial (YONGABI;
HARRIS; LEWIS, 2009; BRENNAN et al., 2010), representando risco potencial a
saude animal e humana (BRENNAN et al., 2010).

A utilizacdo desses dejetos de forma inadequada, na adubacéo de forragens,
possibilita a continuidade do ciclo biolégico dos nematédeos (DOWNEY; MOORE,
1977), principais parasitas gastrointestinais dos bovinos (FURLONG; PADILHA,
1996). Os nematddeos depositam seus ovos no lumen do abomaso, onde se misturam
com o conteudo chegando ao meio exterior com as fezes (FURLONG; PADILHA,
1996).

Dessa maneira, cria-se uma via fecal-oral com potencial de proporcionar maior
ocorréncia da doengca no rebanho (WRIGHT et al.,, 2003). A demonstracdo da

presenca de ovos e/ou larvas de nematoides nas fezes e cistos de protozoarios
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proporciona uma evidéncia positiva de que o animal se encontra infectado (MATTOS
JR.; MOTTA, 2009).

Diante deste cenario, processos de biodigestdo anaerdbia tém se destacado
pela capacidade de reducao dos nimeros de agentes patogénicos viaveis dos dejetos
(PANDEY; SOUPIR, 2011) e como alternativa ao complemento de energia atraves do
aproveitamento do biogas (GOMES; CAPPI, 2011). Podendo levar a resultados
satisfatorios a saude (AVERY et al., 2014) com a remocédo de poluentes ambientais
(PIROTA et al., 2015).

Com o objetivo de maximizar a producdo de biogas (ORRICO et al., 2016;
XAVIER; SANTOS; LUCAS JR., 2016) e também diminuir o tempo de retencdo dos
substratos (ORRICO et al., 2016), alguns autores tém pesquisado a associacdo dos
dejetos de bovinos leiteiros com diversos residuos, dentre eles, a manipueira
(ANDRADE et al., 2016), o 6leo de descarte (ORRICO et al., 2016) e o caldo de cana-
de-acucar (XAVIER; SANTOS; LUCAS JR., 2016). O caldo de cana-de-acUcar tem
sido uma opcédo de substrato para incrementar a producdo de biogas, por contribuir
com carboidratos prontamente sollveis para o estabelecimento rapido e efetivo de
comunidades microbianas tipicas da digestdo anaerébia (XAVIER; SANTOS; LUCAS
JR., 2016).

Outra alternativa que vem sendo estudada € a inclusdo de biorremediadores,
micro-organismos utilizados para remover ou reduzir poluentes no ambiente
(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005) a niveis aceitaveis, transformando-os em
compostos de baixa toxicidade (YAKUBU, 2007). Os biorremediadores foram
utilizados por Costa et al., (2013) no tratamento de agua residuaria de frigorifico, por
Costa, Sagula e Lucas Jr. (2014) no tratamento de cama de frango e por Ferreira et
al. (2016) no tratamento de dejeto bovino leiteiro.

Sendo assim, esse estudo teve como objetivos avaliar a producdo e os
potenciais de producéo de biogas e, a qualidade do efluente quanto a redugéo e ovos
de helmintos pelo processo de codigestdo anaerdbia mesofilica dos dejetos de

bovinos leiteiros, com e sem adicéo de biorremediador e caldo de cana-de-acgucar.
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Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista, UNESP, Campus de Jaboticabal. Os
biodigestores foram instalados no Departamento de Engenharia Rural, nos
Laboratérios de Biomassa | e I, onde foi feita a avaliacdo da producao de biogas. As
andlises parasitologicas foram realizadas no Setor de Doencas Parasitarias do
Departamento de Medicina Veterinéria Preventiva e Reproducdo Animal. Os dejetos
foram obtidos no setor de Bovinocultura Leiteira do Departamento de Zootecnia, todos
situados na mesma instituicdo. O caldo de cana-de-acUcar foi obtido diretamente com
produtores da cidade. O biorremediador, composto de uma mistura de micro-
organismos (Bacillus subtillis, Bacillus licheniformis, Bacillus polymyxa, Yarrowia
lipolytica), foi disponibilizado pelo fabricante do produto.

Para o primeiro ensaio foram utilizados 20 biodigestores bateladas distribuidos
em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x2 representados
pelo biorremediador (com e sem adi¢do) e caldo (com e sem adi¢cdo), onde cada
tratamento continha cinco repeticdes. O tempo de retencao hidraulica (TRH) foi de 90
dias, sendo os biodigestores abertos apenas no final do periodo.

Os biodigestores bateladas de bancada (Figura 1) séo constituidos,
basicamente, por trés cilindros retos de PVC com diametros de sete e meio, dez e 15
cm, acoplados a um cap, com capacidade média aproximada de dois litros de
substrato em fermentacdo. Os cilindros de sete e meio e 15 cm encontram-se
inseridos um no interior do outro, de tal forma que o espaco existente entre a parede
externa do cilindro interior e a parede interna do cilindro exterior comporta um volume
de agua (“selo de agua”), atingindo profundidade de 50 cm. O cilindro de diametro
intermediario tem uma das extremidades vedada com um cap, que contém um registro
para descarga do biogas, e permanece inserido no selo de agua, para propiciar

condi¢cOes anaerodbias e armazenar o gas produzido.
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FIGURA 1. Planta baixa (a), vista lateral (b) e corte transversal (c) dos biodigestores de bancada (cm)
(ORRICO JR.; AMORIM; LUCAS JR., 2004).

O estudo foi dividido em quatro tratamentos designados da seguinte maneira,
SBSC (sem biorremediador e sem caldo), CBSC (com biorremediador e sem caldo),
SBCC (sem biorremediador e com caldo) e CBCC (com biorremediador e com caldo).

Para o preparo do substrato da carga inicial foram pesados e homogeneizados
os dejetos frescos, agua, biorremediador e caldo de cana-de-acucar. Os substratos
foram calculados para conter 6 % de sélidos totais (ST) e 7% de caldo de cana-de-
acucar. O biorremediador foi acrescido de acordo com a recomendacéo indicada pelo
fabricante, 10 g L' de afluente a ser tratado. As proporcées utilizadas para o
abastecimento de cada tratamento e suas respectivas repeticdes estao apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes dos substratos utilizados para o abastecimento e composi¢cao
guimica dos diferentes tratamentos dos biodigestores bateladas.

Agua Dej. Bov. Biorremediador Caldo oH Soélidos Soélidos
(L) leite (Kg) (9) (L) totais (%)  volateis (%)
SBSC 7,2 3,6 - - 6,21 5,18 4,22
CBsSC 7,2 3,6 108 - 5,99 5,29 3,89
SBCC 6,444 3,6 - 0,756 6,07 5,36 4,26
CBCC 6,444 3,6 108 0,756 5,95 7,36 6,00

SBSC= Sem biorremediador e sem caldo, CBSC= Com biorremediador e sem caldo, SBCC= Sem
biorremediador e com caldo, CBCC= Com biorremediador e com caldo.
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A determinacao de sélidos totais (ST) foi realizada no dia do abastecimento e
ao final do experimento, segundo metodologia descrita por APHA (2005). As amostras
dos afluentes e efluentes foram acondicionadas em triplicata em recipientes de
aluminio, previamente tarados, pesados para obtencdo do peso Uumido (Pu) do
material. ApGs a pesagem foram levados a estufa com circulacdo forcada de ar, a
temperatura de 65° C até atingirem peso constante, sendo a seguir resfriadas em
dessecador e novamente pesadas em balanca com precisdo de 0,01g, obtendo-se
entdo o peso seco (Ps).

Os teores de solidos volateis (SV), do abastecimento e desabastecimento,
foram expressos em porcentagem de matéria seca, segundo metodologia descrita por
APHA (2005). O material seco em estufa resultante da determinacdo dos ST foi levado
a mufla, em cadinhos de porcelana previamente tarados, e mantidos a uma
temperatura de 575 °C por um periodo de duas horas e 30 minutos. O material
resultante, apos resfriamento, foi pesado em balanca analitica com precisdo de
0,0001g, obtendo-se 0 peso das cinzas ou matéria mineral. O teor de sélidos volateis
foi obtido subtraindo-se o peso das cinzas do valor do peso de sélidos totais.

A leitura dos dados para producao de biogas foi realizada conforme o acumulo
no gasdmetro. A leitura consistia do deslocamento vertical do gasdmetro medida na
régua fixada junto ao biodigestor. O numero obtido na leitura foi multiplicado pela area
de secdo transversal interna dos gasémetros e a correcao do volume de biogas para
as condicOes de 1 atm em 20°C, foi efetuada com base no trabalho de Caetano (1985),
onde, pelo fator de compressibilidade (Z), o biogas apresenta comportamento proximo
ao ideal.

Os potenciais de producéo de biogas foram calculados utilizando-se os dados
de producao e as quantidades de ST e SV adicionados nos biodigestores, além das
guantidades de ST e SV reduzidos durante o processo de codigestao anaerébia. Os
valores foram expressos em m?3 de biogas por kg de substrato, de dejetos ou de ST e
SV.

Paralelamente, um segundo ensaio com as mesmas distribuicbes de
tratamentos foi conduzido para verificar a acdo da codigestdo anaerébia na redugéo

do nimero de ovos de helmintos. Para tanto, os substratos foram contaminados com
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fezes de bezerros leiteiros positivos para ovos de helmintos nas propor¢cdes descritas

na Tabela 2.

Tabela 2. Componentes dos substratos utilizados para o abastecimento dos diferentes
tratamentos dos biodigestores bateladas.

Dej. Bov. leite  Dej. Bezerro Biorremediador

Agua (L) (Kg) (Kg) ) Caldo (L)
SBSC 7,2 2,4 1,2 - -
CBSC 7,2 2,4 1,2 108 -
SBCC 6,444 2,4 1,2 - 0,756
CBCC 6,444 2,4 1,2 108 0,756

SBSC= Sem biorremediador e sem caldo, CBSC= Com biorremediador e sem caldo, SBC= Sem
biorremediador e com caldo, CBCC= Com biorremediador e com caldo.

No abastecimento foram colhidas 20 amostras (quatro tratamentos e cinco
repeticdes) dos afluentes em frascos estéreis de 20 mL para realizacdo da contagem
de ovos de nematddeos gastrointestinais pela Técnica de Gordon e Whitlock
modificada, segundo Ueno e Goncgalves (1994). Com o objetivo de verificar a
viabilidade dos ovos, foi realizada técnica de coprocultura quantitativa descrita por
Ueno e Goncalves (1998).

Ao final do ensaio, no desabastecimento, foram colhidas 20 amostras dos
efluentes em frascos estéreis de 20 mL para andlise qualitativa da presenca de ovos
de helmintos pela Técnica de Willis segundo Ueno e Gongalves (1994). Caso fosse
verificada a presenca de ovos viaveis seria realizada a contagem e a coprocultura.

As variaveis ST, SV, producdo total (Prod. total) e potenciais de producédo de
biogas foram analisados com o pacote SAS® (SAS INSTITUTE, 2002). Antes das
analises propriamente ditas, os dados foram analisados em relacdo a presenca de
informacgdes discrepantes (“outliers”) e normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk).
Quando a premissa de normalidade nao foi atendida, a transformacao logaritmica ou
pela raiz quadrada foi necessaria.

Os dados foram analisados de acordo com o Proc Mixed para modelos mistos.
Para as analises, dentre as 12 diferentes estruturas de covariancia testadas, a que
melhor se ajustou ao modelo estatistico foi escolhida com base no menor valor do
critério de informacgao Akaike corrigido (AICC) (WANG; GOONEWARDENE, 2004). O

modelo incluiu efeitos fixos de tratamento (efeito do biorremediador e efeito de caldo)
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e as interacdes duplas entre os fatores. Os efeitos de tratamentos foram separados

pelo teste de Tukey. Para todos os testes realizados foi adotado o nivel de

significancia de 5%.
Resultados e discussao

As variaveis ST adicionado e reduzido (ST adc e ST red) e SV adicionado e
reduzido (SV adc e SV red) obtiveram interacdo (p<0,05) entre os fatores

biorremediador vs caldo (Tabela 3).

Tabela 3. Variaveis solido total e volatil adicionados e reduzidos em funcéao dos fatores
biorremediador (bio) vs caldo.

Tratamentos Valores de
Biorremediador Caldo P

Variaveis Com Sem Com Sem EPM Bio Caldo Bio*Caldo
ST adc 0,1139 0,0949 0,1145 0,0943 0,0037 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(Kg)
ST red 0,0570 0,0410 0,0660 0,0320 0,0055 0,0002 <0,0001 <0,0001
(Ko)
SV adc 0,0978 0,0774 0,0932 0,0820 0,0028 <0,0001 <0,0001 <0,0001
(Kg)
SV red 0,0540 0,0330 0,0550 0,0320 0,0045 <0,0001 <0,0001 0,0001
(Kg)

EPM: erro padrdo da média. ST adc = sélido total adicionado, ST red = sélido total reduzido, SV adc =
sélido volatil adicionado, SV red = sélido volatil reduzido.

Para as variaveis ST (Figuras 2 a, b) e SV (Figuras 3 a, b) adc e red as maiores
médias foram representadas pelos tratamentos que tiveram adicao de caldo de cana-

de-acucar, quando comparadas com os tratamentos sem adicéo de caldo.
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Figuras 2 a, b. Interacéo dos fatores biorremediador vs caldo para as variaveis ST adc e red.



62

As maiores meédias para os tratamentos que tiveram adi¢cdo de caldo de cana-
de-acucar podem ter ocorrido devido a sua possibilidade de acrescentar solidos ao
substrato. Xavier, Santos e Lucas Jr. (2016) também observaram ligeiro aumento nos
teores de ST e SV para os tratamentos com incluséo de caldo de cana-de-acUcar.

Entretanto, as maiores reducfes de ST e SV ocorreram nos tratamentos sem
adicao de caldo (Tabela 4). A associacao de dejetos com outros tipos de residuos tem
COmo objetivo maximizar a atividade dos micro-organismos, como pode ser observado
no ensaio realizado por Orrico et. al. (2016) na codigestdo de dejetos de bovinos
leiteiros com O6leo de descarte. Esses autores relataram que os tratamentos com a
inclusédo do 6leo obtiveram maiores percentuais de reducdo de ST e SV, o0 que néo foi
observado no presente estudo. Neste caso, a proporcéo de caldo de cana-de-agUcar
pode nao ter sido adequada, prejudicando a atividade das bactérias responsaveis pela

degradacdo da matéria organica.

Tabela 4. Percentual de reducéo para ST e SV, para todos os tratamentos.

Reducao
ST (%) SV (%)
SBSC 61,29 60,53
CBSC 70,52 61,62
SBCC 53,12 53,84
CBCC 35,33 32,72

SBSC= Sem biorremediador e sem caldo. CBSC= Com biorremediador e sem caldo, SBCC= Sem
biorremediador e com caldo, CCBC= Com biorremediador e com caldo.

Entre as variaveis analisadas, para producdo total de biogas (Prod total),
potencial de producéo de biogas por SV adicionados e reduzidos (Pot prod SV adc™
e Pot prod SV red?) e pH desabastecimento (pH desab) ndo houve interacao (p>0,05)
entre os fatores biorremediador (bio) vs caldo. No entanto, para essas variaveis houve
efeito fixo (p<0,05), onde os tratamentos com adicdo do biorremediador tiveram as
maiores médias para Prod total (0,012 m3), Pot prod SV adc? (0,12 m?) e para Pot
prod SV red? (0,26 m3), quando comparado aos tratamentos que nao tiveram adicéo
do biorremediador. Os tratamentos que nao utilizaram a adicdo de caldo de cana-de-
acucar obtiveram maiores resultados na Prod total (0,013 m?), Pot prod SV adc™ (0,17
m3) e Pot prod SV red? (0,43 m3), quando confrontado aos tratamentos que tiveram
incluséo do caldo. A menor média para pH ocorreu quando houve a adi¢cao de caldo
de cana-de-acgucar (Tabela 5).
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Tabela 5. Variaveis de producéo e potencial de producéo de biogas em funcéo dos
fatores biorremediador vs caldo.

Tratamentos Valores de

Biorremediador Caldo P
Variaveis Com Sem Com Sem EPM Bio Caldo Bio*Caldo
Prod total (m?)  0,0120 0,0071 0,0046 0,0130 0,0012 <0,0001 <0,0001  0,0968
Potprod ST 1100 00760 00380 0,400 0,0130 <0,0001 <0,0001  0,0072
adct (m3 Kg?)
Potprod ST 3510 02061 00690 04586 00490 00005 <0,0001  0,0008
red* (m?3 Kg?)
Potprod SV. = 1500 0,0930 0,460 0,1700 0,0150 <0,0001 <0,0001  0,2065
adct (m3 Kg?)
Pot prod SV

red (m3 Kg-l) 0,2701 0,2490 0,0830 0,4400 10,0430 0,5350 <0,0001 0,5657
pH desab 5,60 5,66 4,65 6,61 0,23 0,4390 <0,0001 0,3421

EPM: erro padréo da média. Prod total = Produg&o total, Pot prod ST adc* = Potencial de produgao por
sélido total adicionado, Pot prod ST red* = Potencial de producéo por sélido total reduzido, Pot prod
SV adc?! = Potencial de producgdo por sélido volatil adicionado, Pot prod. SV red! = Potencial de
producéo por sélido volatil reduzido, pH desab= pH do desabastecimento.

As varidveis de potenciais de producéo de biogas por ST adicionado e reduzido
(Pot prod ST adc? e Pot prod ST red) apresentaram interacdo (p<0,05) entre os
fatores biorremediador vs caldo. Os tratamentos com adi¢cao do biorremediador e sem
adicao de caldo de cana-de-acucar para essas duas variaveis, foram os que obtiveram
maiores médias para o potencial de producédo de biogas, quando comparado aos que
ndo incluiram o biorremediador e aos que tiveram inclusdo de caldo de cana,
respectivamente. A interacao entre os fatores para essas variaveis nédo foi favoravel,
visto o menor rendimento no potencial de producao de biogas ao incluir caldo de cana-
de-acucar. Portanto, o tratamento CBSC foi o que apresentou maiores meédias tanto
para Pot prod ST adc™ (0,1669 m®) quanto para Pot prod ST red (0,57 m?), quando
confrontado com o tratamento CBCC (Figuras 4 a, b).
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Figuras 4 a, b. Interacdo dos fatores biorremediador vs caldo para as variaveis Pot prod ST adc? e
red-.
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A inclusao do biorremediador pode ter influenciado na disponibilidade de micro-
organismos que auxiliam na degradacéo da matéria organica, favorecendo a producéo
de gas. Costa, Sagula e Lucas Jr. (2014) observaram o maior rendimento no
tratamento de cama de frango de corte nos biodigestores com inclusédo de
biorremediador. Entretanto, Ferreira et al. (2016) ndo observaram diferenca estatistica
para producao de biogas no tratamento de dejetos de bovinos leiteiros com a incluséao
de biorremediador.

Na teoria, a adicdo de caldo de cana-de-acUcar contribui com carboidratos
prontamente soluveis (XAVIER; SANTOS; LUCAS JR., 2016) o que pode ocasionar a
formacéo rapida de acidos e diminuicédo brusca do pH (BRANDAO et al., 2008) e,
portanto, incrementar a producéo de biogas (XAVIER; SANTOS; LUCAS JR., 2016).
Entretanto, a manutengédo do pH baixo durante o processo, pode levar a um meio
muito acido, afetando a multiplicacdo das bactérias metanogénicas (MANYI-LOH et
al., 2013) que sdo muito sensiveis a esse ambiente (BROWN; SHI; LI, 2012).

Neste estudo foi possivel inferir que as reducdes dos teores de ST e SV estao
diretamente associadas a producdo e os potenciais de producdo de biogas. Sendo
gue os substratos que tiveram maiores reducdes de sélidos (sem caldo) obtiveram as
maiores producdes total e producdes especificas por ST e SV adc e red (Tabela 4 e
5). A medida de potencial de producéo € essencial para estimar a quantidade de
energia disponivel no residuo, o volume util e o volume de substrato necessario para
suprir a demanda energética de cada biodigestor (ORTOLANI et al., 1986).

Dessa maneira fica evidenciado que para os tratamentos com adicao de caldo
pode ter ocorrido a exaustao do processo de codigestdo pelo excesso de acidez no
meio, afetando negativamente a producdo de biogas (Tabela 5). Visto que para o
melhor desenvolvimento da atividade dos micro-organismos é necessario um pH
préximo da neutralidade, sendo considerado ideal entre 6,6 a 7,4 para a biodigestao
anaerobia (CHERNICHARO, 1997).

Resultados semelhantes foram observados por Xavier e Lucas Jr. (2009) ao
adicionarem 10% de caldo de cana-de-acucar na codigestdo anaerdbia de dejetos
bovinos leiteiros, causando queda na producéo total de biogas. O mesmo ndo ocorreu
no ensaio realizado por Xavier, Santos e Lucas Jr. (2016), ao utilizarem a adicdo de

6% de caldo de cana-de-acucar em tratamento de dejeto de bovinos leiteiros em
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biodigestores bateladas, igualmente em condicdes mesofilicas. Nesse estudo, 0s
tratamentos que utilizaram o caldo de cana obtiveram maiores producdes de metano
(CHa4), comparados aos tratamentos que ndo houve adigéo.

Com relagdo a ovos de helmintos nos afluentess de abastecimento dos
biodigestores foram observadas variacdes de 4.166 a 10.000 ovos g ST para SBSC,
de 3.333 a 11.666 ovos g* ST para CBSC, de 4.166 a 8.333 ovos g ST para SBCC
e de 5.000 a 13.333 ovos g ST para CBCC (Tabela 6).

Tabela 6. Variacdo da contagem de ovos de helmintos, nos diferentes tratamentos,
para o abastecimento dos biodigestores bateladas.

SBSC CBSC SBCC CBCC

(ovos g1 ST)  (ovos g'ST) (ovos g ST) (ovos gt ST)
A 10000 3333 4167 5000
B 6667 10833 4167 9167
C 5833 4167 8333 8333
D 4167 3333 7500 5833
E 10000 11667 7500 13333

SBSC = Sem biorremediador e sem caldo, CBSC = Com biorremediador e sem caldo, SBCC = Sem
biorremediador e com caldo, CBCC = Com biorremediador e com caldo. A, B, C, D, E = repeticdes.

Para verificar a viabilidade dos ovos, foi realizada a coprocultura com a
identificacdo da presenca de larvas de Haemonchus spp. e de Cooperia spp. Ao final
do tratamento, TRH 90 dias, foram encontrados apenas 3 ovos, 1 no SBCC e 2 ovos
no CBCC, com modificacdes estruturais que demonstravam ndo estar viaveis,
portanto ocorreu a reducdo de 100% na contaminacdo das fezes por ovos de
helmintos apés o tratamento em biodigestores bateladas. Essas observacdes
estruturais nos ovos de helmintos também foram identificadas por Mentz, Wiest e
Goncalves (2004) a partir de 42 dias de tratamento de dejetos de bovinos leiteiros em
biodigestores anaerdbios.

Como o principal objetivo do material tratado é a sua utilizacdo do material
como biofertilizante, foi utilizada como parametro, no que se refere a contagem de
ovos viaveis de helmintos, a Instrugcdo Normativa SDA n°27 de 2006, da Secretaria de
Defesa Agropecuaria. Com base nessa instru¢cao normativa, que determina o maximo
de 1 ovo viavel 4 g de ST. Os resultados em todos os tratamentos enquadraram-se

dentro dos critérios estabelecidos.



66

O resultado observado nesse trabalho mostra que o tempo pode ter
influenciado favoravelmente a reducao de ovos de helmintos quando comparado ao
encontrado por Quadros et al. (2010), que obtiverem reducéo de 96% de ovos de
helmintos ao utilizar biodigestores anaerdbios para tratamento de dejeto de caprinos
e ovinos, com tempo de retencao de 45 dias.

Amaral et al. (2004) ao tratar dejetos bovinos leiteiros em biodigestores dos
modelos indiano e chinés obtiveram resultados positivos nos efluentes para reducao
de larvas de Haemonchus spp. e Cooperia spp. com 45 dias de retencao, o que reforca
a hipétese da influéncia do tempo na reducdo da quantidade de ovos pelo tratamento
por biodigestdo anerdbia dos residuos animais.

Mentz, Wiest e Gongalves (2004) relataram que o tempo influenciou na reducao
de 100% de larvas de Haemonchus spp. e Cooperia spp, que foram controladas em
14 dias. Entretanto, a redu¢cdo completa do nimero de ovos de outros helmintos foi
observada apdés 35 dias de retencéo. De fato, inUmeros autores (NUNEZ et al.,1987;
FURLONG:; PADILHA, 1996; AMARAL et al., 2004; QUADROS et al., 2010; CANON-
FRANCO; HENAO-AGUDELO; PEREZ-BEDOYA, 2012) demonstram a necessidade
de periodos superiores a 30 dias para melhor remocédo de ovos de helmintos em

dejetos tratados de espécies distintas.

Conclusao

Sob o ponto de vista de producéo de biogas, o fator biorremediador apresentou
maiores resultados em todas as variaveis analisadas, enquanto a adicdo de caldo de
cana-de-aclcar levou a instabilidade do processo de codigestdo anaerdbia.
Entretanto, com base no exposto a associacao do biorremediador com caldo de cana-
de-acucar pode ser favoravel, caso seja feita a adequacéo da proporcao de caldo de
cana-de-agucar que deve ser inferior a 7%. Sob o aspecto de qualidade do efluente,
o periodo de 90 dias de codigestdo anaerobia em condicbes mesofilicas foi eficaz na

eliminagdo de ovos nematoides gastrointestinais, em todos os efluentes analisados.
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CAPITULO 4 - Consideracdes finais

Como descrito no decorrer do trabalho, a intensificagdo da produgdo animal
gera grande quantidade de dejetos e a sua deposicdo, in natura, pode levar a
contaminacdo do solo, da agua e do ar. Dessa forma, pode promover reflexos
importantes sob os aspectos de saude humana, salude animal e saude ambiental, o
tripé indissociavel que conceitua o termo saude Unica.

E fundamental para garantir o equilibrio entre o agente etioldgico, o
hospedeiro e o meio ambiente, e assim ter a manutencédo da saude, a acédo de
equipe multidisciplinar, incluindo o médico veterinario, para que se consiga a
implementacdo de medidas de prevencao de doencas.

Os dejetos animais, em especial o bovino, podem conter inUmeros micro-
organismos responsaveis por diversas zoonoses, como Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Listeria monocytogenes,Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
e Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia. Portanto, o conhecimento sobre a
sobrevivéncia desses micro-organismos nos dejetos e formas de inativagcdo séo
aspectos relevantes a serem conhecidos.

No aspecto de salde humana € destacada a importancia das E. coli
shigatoxigenicas, visto que 0s bovinos sdo reservatdrios naturais desses micro-
organismos e os eliminam por meio de suas fezes. Este agente zoonético, com alta
viabilidade, uma vez depositado no ambiente, é de dificil controle, portanto,
estratégias eficazes para limitar a sua propagacéo, incluindo o controle do reservatorio
bovino e praticas adequadas de gestdo de efluentes agricolas devem ser
rigorosamente avaliadas.

O aumento de casos de doencas veiculadas por vegetais produzidos em
terrenos adubados com esterco bovino, chama a atencéo para se buscar solucao para
prevencédo dessas enfermidades. Sendo assim, a melhor compreenséo dos fatores
que contribuem a sobrevivéncia desses micro-organismos a longo prazo no ambiente
€ uma questao importante que deve ser abordada, a fim de reduzir o impacto dos
reservatorios ambientais como vias de transmisséo da infeccéo.

Sob aspecto de saude animal, vale ressaltar a importancia do controle dos

nematodeos, de forma a minimizar a continuidade do seu ciclo biolégio. Esses séo os
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principais parasitas gastrointestinais dos bovinos, capazes pela via fecal-oral
possibilitar a manutencéo da doenca no rebanho.

Do ponto de vista de saude ambiental, os dejetos animais podem estar
relacionados com diminui¢cdo do oxigénio dissolvido na agua, a eutrofizacado do corpo
de agua com aumento na populacdo de algas, inclusive algas téxicas e ainda a
emissao de gases de efeito estufa, como o metano.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram a ag&o positiva
processo de codigestdo anaerObia, em especial com adicdo do caldo de cana-de-
acucar. Esse tipo de tratamento demonstrou a possibilidade de prevencédo das
enfermidades de rota fecal-oral, com a reducéo significativa de micro-organismos
enteropatogénicos e ovos de helmintos e, ainda, a possibilidade da conversdo dos
gases de efeito estufa em biogas.

Além de todos os beneficios a saude proporcionado pelo tratamento de dejetos,
a utilizacdo de biodigestores ainda possibilita ao produtor rural os beneficios da
utilizacéo do biogas para suprir as necessidades da produc¢éo animal e da propriedade
e da utilizac&do do biofertilizante, afluente tratado, na forma de adubacéo que permite,
além da melhora a qualidade do solo, a economia com adubos minerais. Depreende-
se, portanto que o processo de biodigestdo anaerdbia € instrumento importante para

se utilizar como um dos promotores a saude Unica.



