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AVALIACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE UM COMPOSTO
PRODUZIDO A PARTIR DE RESIDUOS ANIMAIS E VEGETAIS

RESUMO - O processo de compostagem de residuos animais com
mortalidade cotidiana ou de surtos tem sido identificado como o método ideal para a
disposicao final de carcacas, entretanto o risco potencial de transmissao de
microrganismos patogénicos limita severamente seu uso. Neste estudo foi avaliada a
qualidade quimica e seguranca microbiolégica de um composto produzido com
carcacas animais e residuos vegetais, em uma unidade experimental de
compostagem na Universidade Estadual Paulista (UNESP), Brasil. Em uma amostra
do composto maduro, foi determinada a presenca das bactérias patogénicas E. coli
(STEC), E. coli enteropatogenica (EPEC) E. coli enterohemorragica (EHEC)
mediante uso de técnicas moleculares; numero de coliformes, Salmonella spp. e a
existéncia dos fungos fitopatogénicos, segundo instrucdo normativa SDA/MAPA # 27
de 2006. A avaliagdo microbioldgica e determinagdo de numero de células foi feita
usando meios de cultura seletivos e diferenciais. A presenca de STEC, EPEC,EHEC,
Salmonella spp. e fungos fitopatogénicos foram negativos. Os niveis de coliformes
foram de 1160 UFC/g. O indice de germinacéo (IG) que surge da germinacao relativa
e da elongacgédo de radiculas esteve acima 100%, indicando que o composto contem
uma baixa concentracdo ou ndo contem sustancias fitotoxicas. As determinacdes
guimicas obtidas apresentaram valores inferiores aos limites definidos pelas diretrizes
brasileiras MAPA-SDA 25/09, CONAMA 375/06, e CETESB 195/05. Os resultados
mostram que o meétodo de compostagem de carcacas é eficaz para reduzir os
microrganismos patogénicos. Entretanto para que o produto possa ser aplicado sobre
as culturas usadas para consumo humano e animal, devem ser realizados testes que
avaliem a presenca de agentes patogénicos virais, tais como virus da gripe aviaria e
Newcastle, e de bactérias formadoras de enddsporos como Bacillus anthracis. E néo
devém ser incluidas carcacas de animais com doencgas neurologicas 0 com suspeitas
das mesmas.

Palavras chaves: compostagem, carcacas, biosseguranca STEC, EPEC,EHEC
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MICROBIOLOGICAL QUALITY ASSESSMENT OF A COMPOST PRODUCED

FROM ANIMAL WASTE AND VEGETABLES

ABSTRACT - Daily and outbreaks mortality composting have been identified
as the best method for final disposal of carcasses, but the potential risk of pathogens
transmission seriously limits its use. In this study we assessed the microbiological
guality and biosafety of a compost produced in experimental unit composting daily
mortality at the university in the state of Sao Paulo, Brazil. Mature compost sample
was evaluated to determine the presence of pathogenic bacteria E. coli (STEC) E. coli
(EPEC) and E. coli (EHEC) using molecular techniques, the presence and counting of
coliforms and Salmonella sp. and several soilborne phytopathogenic fungi was also
estimated, the evaluation was conducted using selective and differential
microbiological culture media. The presence of STEC, EPEC, Salmonella and
phytopathogenic fungi were negative. Coliform levels were 1160 UFC/kg. The results
show that daily mortality composting method is effective to reduce pathogenic
microorganisms, but so the product can be applied on crops or plants such as
vegetables that are for direct human consumption, additional tests must be performed
to assess the presence of viral pathogens such as viruses avian influenza and
Newcastle, endospores forming bacteria like Bacillus anthracis, should not be included
dead animals by neurological diseases confirmed or probable.

Key words: Compost, Carcass, Biosafety @ STEC, EPEC, EHEC



INTRODUCAO

A partir da década de 30 devido ao modelo de producdo e consumo, a
sociedade gera uma grande variedade de residuos de diversas origens
biodegradaveis ou ndo, muitas economias foram baseadas no modelo de vida do
consumo, onde seu slogan & "produzir mais e consumir mais." Propiciando como
resultado o acrescentamento do consumo de recursos, 0 que geram grandes
guantidades de residuos, um problema ambiental de gravidade, que € cada vez mais
complexo e em incremento (CAMPITELLI, 2010). O aumento progressivo no volume
de residuos biodegradaveis e a quantidade de matéria organica que € descartada
acarreta um grave problema para a conservacdo e preservacdo do meio ambiente,
devido a poluicéo e dificuldades de saneamento que origina a sua disposicao final.

Os residuos sdo materiais gerados nas atividades de producdo e consumo que
ndo conseguiram no contexto de producdo, nenhum valor comercial, pela falta de
tecnologia apropriada para seu aproveitamento, ou pela auséncia de um mercado
para absorver os produtos recuperados (SEOANEZ, 2000).

Globalmente, a legislagéo atual tende a eliminar ou minimizar os riscos para a
saude dos habitantes e envolve uma melhoria substancial na gestdo de residuos
(WOODARD et al., 2004). No paradigma atual da gestao de residuos, cujas principais
caracteristicas sdo abrangéncia a sustentabilidade, tanto a recuperacdo como a
reciclagem sdo opc¢les para desviar uma fracdo de residuos dos aterros e lixdes
(ROSAL et al., 2007; HUERTA et al., 2008). Assim, a disposicao final tornou-se um
grande problema na gestdo dos residuos sdlidos, devido a diminuicdo da
disponibilidade de locais para aterros e 0 aumentando de regulamentos ambientais no
mundo (BENCH et al., 2005; ROSAL et al., 2007; MARTINEZ et al., 2010).

Entre os diferentes métodos de disposicao final de residuos para fins agricolas
destaca-se sua conversdo em composto, ciclagem biolégica de nutrientes
indispensavel para a vida, mediado por microrganismos. Processo de gestédo

sustentavel dos residuos que respeita o ciclo da conservacdo da matéria e possibilita



0 aproveitamento dos nutrientes presentes. Dentro desse aspecto destaca-se o
processo de compostagem. Esta técnica é extremamente antiga e seus principios
basicos tém sido apreciados e utilizados ao longo dos séculos, embora em diferentes
graus, dependendo da situagcdo econdmica e social do tempo (MISHRA et al., 2003).

Com relagéo aos residuos agricolas, pode-se considerar que a compostagem é
uma alternativa importante para a sua disposicao final. Essa técnica pode ser definida
como um processo de decomposi¢cao microbiana acelerada da matéria organica em
condicbes aerdbias dos materiais e sob condi¢cdes controladas; isso realizado num
periodo de tempo ajustado. Durante esse processo ocorre o desenvolvimento de
temperaturas termofilicas como resultado do calor produzido biologicamente, gerando
entre outros produtos matéria organica estabilizada (CAMPITELLI, 2010; ZUCCONI e
BERTOLDI, 1987). Além disso, a compostagem permite obter um produto chamado
de composto, com grande valor agricola, que pode ser utilizado como fonte de
nutrientes e como um condicionador do solo para conservar a sua umidade, reduzir a
erosao e melhorar o escoamento superficial (CASTALDI et al., 2008; HOITINK, 2000).
Conjuntamente o composto organico adiciona carbono ao solo, depois da aplicacédo
do composto a parte do carbono que ndo é mineralizado, é retido no solo onde foi
depositado, desta forma a fracdo de carbono fica preso no solo por longos periodos.
Além disso, indiretamente o composto organico também evita o uso de produtos que
requerem alto custo energético para sua fabricacdo e que, portanto gerando emissdes
de CO,. Desta forma o composto indiretamente sequestra o carbono da atmosfera e
reduz os gases de efeito estufa, ademais é altamente eficaz na reducdo de
microrganismos patogenos (EPSTEIN, 1997).

A presenca de substratos organicos mistos € uma particularidade da
compostagem. Mais especificamente de acordo com o seu significado etimoldgico, a
compostagem do Latim compositum que significa mistura, refere-se a um processo de
biodegradacdo de uma mistura de substratos realizados por uma comunidade

microbiana formada por varias populacdes, em condi¢cdes aerObias e em estado



sélido. Transformagdo microbiana de substratos puros ocorre sob o nome de
fermentacdo ou bioxidacdo, mas néo ocorre na compostagem (EPSTEIN, 2011).

Diversos residuos agropecuarios tém sido compostados desde o inicio do
século XX em grande escala, entretanto a compostagem de carcacas comecou na
industria avicola durante o final dos anos 80, quando galinhas mortas foram
totalmente biodegradadas em apenas 30 dias (MURPHY e HANDWERKE, 1988).
Essa técnica foi usada com o principal objetivo de se evitar a propagac¢édo de doengas
infectocontagiosas e proteger o ar, a 4gua e a qualidade do solo. Na década 90, os
produtores de peru (género Meleagris) aproveitaram 0 sucesso para a compostagem
de carcacas maiores. Uma vez que este processo era uma técnica relativamente
simples, ele foi rapidamente adotado pela industria avicola (DOUGHERTY, 1999).

Atualmente a industria pecuaria precisa de uma maneira apropriada,
ambientalmente aceitdvel e com biosseguranca para a eliminacdo de carcacas.
Geralmente nos aterros sanitarios ndo aceitam carcagas, porquanto 0s pecuaristas
encontram em muitos casos sem servicos de eliminacéo, principalmente quando
existe a necessidade de altas taxas de eliminacdo. Por outro lado as entidades
ambientais temem que com a situacdo atual de eliminagcdo, os agricultores e
pecuaristas possam causar seérios problemas ambientais com a destinacdo
inadequada de carcacas (CORNELL UNIVERSITY, 2008).

A compostagem de carcacas define-se como o enterramento temporéario do
cadaver de animal na superficie do solo, num monticulo de material que fornece
carbono suplementar permitindo a decomposi¢cado por microrganismo. O aguecimento
da pilha decorrente do metabolismo microbioldgico reduz a maioria dos patégenos e
digere os tecidos em condicbes predominantemente aerdbicas, o carbono
suplementar absorve fluidos corporais e atua como um biofiltro para evitar o escape
de odores (KABALSI et al., 2005). Este processo tem como vantagens: reduzir
significativamente maioria dos patégenos; poder ser feito em qualquer época do ano;
facilidade na execucdo do processo, pois 0 equipamento para O processo esta

disponivel na maioria das fazendas; ser relativamente livre de odor; possibilitar que



todos os tamanhos de animais possam ser compostados e ser de baixo custo. O
material adequadamente transformado por compostagem possibilita a destruicdo de
organismos patogénicos, virus, sementes de ervas daninhas e nematoéides (MISRA et
al., 2003); o processo é ambientalmente seguro e gera um importante condicionador
do solo que pode ser usado em varias culturas.

Os estercos e as carcacgas séo fontes valiosas de fertilizantes frequentemente
usados como matéria prima no processo de compostagem, mas microrganismos
patogénicos ou agentes zoonoticos podem estar presentes nessa matéria-prima ou no
préprio composto, portanto a aplicagdo da compostagem necessita de controle para
gue ndo represente um risco para a saude publica ou veterinaria e ndo cause
contaminacdo do ambiente natural.

A técnica de compostagem foi estruturada para reduzir a quantidade de
microrganismos patogénicos, onde a temperatura € considerada um fator
determinante na inativacdo dos patdgenos que é complementada pela atividade
microbiana antagdnica. No entanto, dados quantitativos sobre as taxas de inativacéo
microbiana e a influéncia da temperatura séo limitados e controversos (NETH et al.,
1989; SINGH et al., 2011). Mas apenas uma pequena fracdo das espécies
microbianas autéctones do composto séo artificialmente cultivaveis (TORSVIK, 1980),
consequentemente € interessante coletar o material genético presente no composto,
usando abordagens independentes de cultura para se estudar os microrganismos que
estdo nesse material.

A fim de garantir um produto de alta qualidade e seguro para todos 0s usos, no
inicio da década 90 entidades como o Conselho Canadense de Ministérios de
Ambiente (CCME), a Secretaria de normalizacdo de Québec (BNQ) e a Agéncia
Canadense de Inspecdo de Alimentos (ACIA) estabeleceram um comité para
desenvolver as diretrizes de qualidade para o composto que é produzido, vendido ou
doado. Igualmente no Brasil foram desenvolvidas normas contendo limites maximos

permitidos para composto organico, biofertilizantes e corretivos do solo, entretanto



esse tipo de composto produzido a partir de carcacas ndo tem normatividade em que
se enguadre.

A Univ. Estadual Paulista UNESP / FCAV produz anualmente entorno de 180
toneladas de residuos animais (carcagas) por ano. Esses residuos sdo produtos das
atividades de ensino e pesquisa dos hospitais veterinarios e outros departamentos da
Universidade (FONSECA et al, 2013). Sendo estes residuos materiais
potencialmente adequados ao processo de compostagem e considerando-se a
necessidade de descarte adequado, a Universidade teve a iniciativa de construir uma
unidade piloto de compostagem com tais residuos animais e vegetais sendo que, 0
composto maduro foi utilizado como material de partida desta pesquisa.

Neste estudo foram monitorados microrganismos patogénicos de importancia
em salde publica, de gravidade na agricultura e elementos quimicos de interesse na
agricola presentes no composto, conforme os parametros das normas canadenses e
brasileiras para composto e as normas brasileiras para a avaliacdo de uso agricola de

lodos de esgoto e qualidade de solo.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O processo de compostagem

Compostagem imita o processo natural de decomposicao (HAIGHT, 2001) de
forma acelerada. Este processo requer o aporte de matéria organica, minerais, agua e
microrganismos. O material organico € processado em uma pilha ou leiras e libera
calor, agua e CO,, em forma dependente de oxigénio.

O processo de compostagem é caracterizado por aumentos e diminuicdes de
temperatura onde podem ser diferenciadas pelo menos duas fases. A primeira fase
chamada de decomposicdo conduzindo um processo exotérmico onde moléculas
complexas sdo degradadas em moléculas organicas e inorganicas simples pela
atividade bioldgica. A fase de decomposicdo consiste em dois estagios: o mesofilico
com temperaturas entorno de 37° C, e o termofilico com temperaturas chegando até
70° C. A segunda fase é a de maturacao também é constituida por duas etapas, uma
de resfriamento, com temperaturas que variam desde 40° C até a temperatura
ambiente, e uma de estabilizacdo, caracterizado por baixa atividade microbiana
(SOLIVA, 2001; COOPERBAND, 2002; HAIGHT, 2000).

O processo da compostagem é baseado na atuacdo de diversos
microrganismos aerébios (HAUG, 1993), que atuam de maneira sucessiva sobre o
material organico de partida, dependendo da influéncia de fatores como temperatura,
umidade, pH, areacédo e relacdo Carbono / Nitrogénio (C/N) principalmente. Estes
fatores devem ser controlados para assegurar a producédo de temperaturas elevadas,
reducdo do volume e peso dos residuos, e crescimento microbiano apropriado,
portanto, resultando numa adequada mineralizacdo da matéria organica (CRONJE et
al., 2003; NAKASAKI, 2005).



2.2 Parametros do processo de compostagem

Assumindo-se que num processo de compostagem 0s responsaveis pela
transformacéo sdo os microrganismos, todos os fatores que podem restringir o seu
desenvolvimento também vai limitar o proprio processo. Para conseguir esta

transformacdo sob condicbes controladas € necessario certos requisitos, que sao

nada menos que os indispensaveis para 0s microrganismos desenvolverem-se.

2.2.1 Temperatura

As alteracbes de temperatura sdo o resultado da atividade microbiana, as
temperaturas ascendem desde a ambiente até mesofilicas e posteriormente para
termofilicas. Durante estas oscilagdes de temperatura, a populacdo microbiana muda,
0 grupo que foi favorecido por uma determinada temperatura decompora os residuos
de matéria organica, tendo este como fonte de energia e como resultado, produzindo
calor. Estas alteracdes sdo muito complexas, uma vez que permitem que OS
diferentes microrganismos consigam metabolizar os varios componentes do material
de partida (TIQUIA, 2005).

A temperatura é muito importante para controlar patégenos assim como para
destruir as sementes de ervas daninhas. A medida que o processo avanca e 0s
nutrientes disponiveis para os microrganismos sdo consumidos ou metabolizados, a
temperatura desce e em algum momento volta a estar prOxima da temperatura
ambiente.

A taxa de producao de calor € proporcional & matéria organica disponivel para
consumo microbiano. A diminuicdo da temperatura até uma temperatura proxima do
ambiente € uma indicacdo de que o processo esta quase completo, e que o material,
provavelmente é estavel e maduro (EPSTEIN,2011).

Tem havido alguns debates sobre a temperatura ideal para a decomposicéo da

matéria organica. Uma razdo para esta controvérsia € que os diversos materiais de



partida se decomponham mais rapidamente a temperaturas diferentes. Mais a maioria
dos dados da literatura indica que a temperatura 6tima esta entre 50 e 60° C.

A temperatura de decomposicao ideal poderia ser dada em funcao da captacao
de oxigénio que mostra 0 comportamento da atividade microbiana, a maior taxa de
consumo de oxigénio deveria indicar a temperatura mais regulada de decomposigao.
No entanto, had ocasides em que € preciso manipular o processo de compostagem
para atingir determinados alvos para conseguir 6tima decomposicdo. Este é o caso
em que é preciso manter as temperaturas superiores a 55° C, durante varios dias, a
fim de destruir patdgenos.

A manutencédo de elevadas temperaturas assegura material sanitizado, mas
pode haver problemas que inibem a atividade da maior parte dos microrganismos, se
elas forem muito elevadas. Portanto, € necessério equilibrar uma méaxima higiene com
biodegradacdo. Para isto deve-se considerar que a maior diversidade microbiana é
alcancada entre 35 e 40° C, a biodegradacdo maxima entre 45 e 55° C e a sanitizacao
entorno dos 55° C (SOLIVA, 2001).

2.2.2 Areacao

A compostagem € um processo aerobio e consequentemente requer oxigénio.
O oxigénio é fornecido por meio de aeracdo e 0 processo de aeracdo € uma fungao
do sistema. Nas leiras de compostagem o fornecimento do oxigénio é dado através
de: técnica de viragem e por convecc¢do, empilhas aeradas estaticas, leitos agitados,
e outros sistemas o oxigénio € proporcionado por meio de sopradores. A aeracao
também pode ocorrer naturalmente por refrigeracdo passiva quando a mistura tem
uma porosidade e uma estrutura que favorece a troca de gases por fenébmenos fisicos
como a difuséo, a evaporacao (EPSTEIN,2011).

Para que o oxigénio alcance a populacdo microbiana € preciso que exista
porosidade suficiente através da matriz. A porosidade € dependente da matéria prima,

de seu teor de umidade e de tamanho de particula. O teor de oxigénio do ar



dependendo da matriz utilizada nunca devera permanecer abaixo de o intervalo
dentre 5 - 7 %. O oxigénio consumido pelos microrganismos durante a degradagao do
material tem que ser renovado porque é essencial para manter condicdes aerdbicas
(EKINCI et al., 2004).
Segundo Haug (1993) as funcdes basicas da areacdo sao as seguintes:
» Beneficiar a regulacdo do excesso de umidade por evaporacao,
» Fornecer o oxigénio necessario para a atividade dos microrganismos aerébios,

» Conservar a temperatura adequada.

2.2.3 Umidade

O teor de agua do material a ser compostado também €& um parametro
importante uma vez que 0s microrganismos s6 podem utilizar as moléculas orgéanicas
gue estdo dissolvidas em agua. Além de que a agua também promove a migracao e
proliferacdo microbiana.

A umidade pode ser um fator limitante no processo de compostagem, se a
umidade estiver baixa, o0 processo de compostagem desacelera até parar.
Geralmente, a taxa de atividade microbiana comecga a diminuir a partir de 40 % de
umidade e com niveis inferiores a 20 % a atividade bioldgica essencial é praticamente
cessada. Nao obstante quando o contedudo de umidade € alto, superior a 60 % e
acompanhado de escasso espaco poroso, ocorre diminuicdo na transferéncia de
oxigénio, sendo insuficiente na demanda metabdlica e, por conseguinte reduzindo
atividade microbiana aerobia. Nesse ultimo caso pode ocorrer o aparecimento de
odores desagradaveis, a producdo de lixiviados e a perda de nutrientes.

O intervalo de umidade 6timo situa-se entre 50 - 55 %, embora este intervalo
possa variar dependendo da natureza do material, no entanto, € também importante a
forma de processamento. E importante destacar que antes de ser avaliado o teor de

umidade final no composto, a massa devera estar reduzida aproximadamente a 45 %
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do seu volume inicial para que seja refletido eficientemente o valor medido (MORENO
et al., 2008; HAUG, 1993; EPSTEIN, 2011).

Dado que o processo de compostagem € um método de secagem, a perda de
umidade durante o procedimento esta relacionada com o tipo de tecnologia
empregada, da temperatura, e das condi¢cdes ambientais aplicadas (EKINCI et al.,
2004).

2.2.4 pH

O pH é um parametro que determina a presenca de microrganismos, ja que 0s
valores extremos sao prejudiciais para determinados grupos. O processo de
desenvolvimento e crescimento das populacdes de microrganismos que realizam a
degradacdo da matéria organica, além de ser influenciado pela temperatura e o
tempo, dependem de reacdes quimicas e da taxa em que estas rea¢des ocorrem. O
pH tem uma influéncia direta sobre a compostagem, devido a sua acao sobre a
dindmica dos processos microbianos dos numerosos microrganismos envolvidos
(COCHRAN, 2005; CARNEY, 2006).

A evolucdo da compostagem pode ser avaliada pela medida do pH, através da
utilizacdo deste parametro é possivel obter uma medida indireta do controle de
aeracao na mistura, pois em condicdes anaerdbicas sao originados acidos organicos
de cadeia curta como produto metabdlico, acidificando o meio e causando o seu
declinio. Um pH extremo ndo € um impedimento para o desenvolvimento desta
técnica, mas se para a cinética das reacfes envolvidas no processo, retardando a
inicializacdo e a velocidade das reacdes (SOLIVA, 2001).

De acordo com a literatura, as alteracées de pH na compostagem ocorre em
trés fases: durante a fase mesofilica inicial se observa uma diminuicdo devido a acao
dos microrganismos na decomposi¢cdo de matéria organica mais labil e liberagédo de
acidos organicos (MORENO et al.,, 2008); em uma segunda fase ocorre a

alcalinizacdo progressiva do meio, devido a perda dos acidos organicos e a geracao
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de amoniaco a partir de transformacao de proteinas (SANCHEZ-MONEDERO, 2001);
em uma terceira fase, o pH tende a neutralidade, devido a formacédo de substancias
hdmicas as quais tem propriedades tamponantes (MORENO, et al., 2008).

O pH do sistema de compostagem deve estar no intervalo de 6 - 8, pois a
maioria dos microrganismos tém uma atividade e crescimento maximo dentro destes
valores (MANURE COMPOSTING MANUAL, 2013).

2.2.5 Relacédo Carbono e Nitrogénio (C/N)

Os dois nutrientes mais importantes para a atividade microbiana e crescimento,
gue afetam o processo de compostagem sdo carbono e nitrogénio, porquanto que 0s
microrganismos de uma pilha de compostagem empregam carbono para a produgéo
de energia e nitrogénio para a sintese proteica. O parametro que mede esta
informacédo € chamado de relacdo Carbono / Nitrogénio (C/N).

Considera-se que uma relagdo oOtima C/N num processo de compostagem
permanece entre 25:1 a 35:1. Embora a proporcéo ideal normalmente fique em torno
dos 27:1 a 30:1 o processo de compostagem é eficaz dentro do quociente de 22:1 a
40:1. Uma proporcédo elevada de C/N ir4 retardar o processo de compostagem, além
de liberar amoénia. Se os produtos submetidos & compostagem tém uma relacdo C/N
baixa (inferior a 18:1-19:1) esta ocorre mais rapidamente (ZHU, 2006). Nos residuos
com elevada relacdo C/N, mas com material organico pouco biodegradavel, a relacdo
C/N realmente disponivel para os microrganismos é reduzida e o processo evoluira
rapidamente, entretanto atendera apenas uma propor¢cdo da massa total do material
de partida (MORENO et.al, 2008).

A quantidade necesséria de carbono é consideravelmente mais elevada do que
a de nitrogénio, uma vez que 0s microrganismos o utilizam como fonte de energia, e
esta presente no material celular em uma quantidade muito maior do que a de o
nitrogénio, incorporado em moléculas organicas que desempenham func¢des vitais

para células.
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Todas as transformacdes microbianas de nitrogénio que ocorrem na natureza
também podem ocorrer durante a compostagem. Na compostagem as fases mais
importantes sdo assimilacdo, nitrificacdo e mineralizacdo. Assimilacdo redutiva de
nitrato e a subsequéncia de conversdo de compostos de nitrogénio organico, no
interior das células microbianas, sdo passos importantes no processo de
compostagem, a fim de reduzir as perdas de nitrogénio no composto e no solo .

Fixacdo de nitrogénio e desnitrificacdo sdo eventos anaerdbios que podem
ocorrer durante a compostagem, mas em taxas baixas. Na compostagem o conteudo
total de nitrogénio diminui durante o transcorrer do processo, principalmente por
volatilizacdo. No entanto, a relagcdo C/N diminui durante o processo devido a perda
ainda maior de compostos de carbono (principalmente na forma de CO;). O contetudo
total de nitrogénio na matéria-prima também influencia a taxa de volatilizagédo.

A mineralizacdo de compostos organicos nitrogenados leva a producdo de
amonia livre, a qual deve ser imediatamente oxidada por bactérias nitrificantes, para
nao ser arrastada para o ambiente por volatilizacdo; uma perda adicional de
nitrogénio durante a compostagem pode ser causada por desnitrificagdo, um processo
microbiano anaerébico que reduz o nitrato a N,. Este processo pode ocorrer apenas
em nichos anaerdbicos, que estdo sempre presentes na compostagem, mesmo que o
material esteja bem oxigenado. Apesar destas perdas de nitrogénio, a recuperagao
ocorre no final do processo, devido a atividade de bactérias fixadoras de nitrogénio.
Muitas espécies dos géneros Azospirillum, Klebsiella, Enterobacter, Bacillus,
Clostridium foram isoladas durante a compostagem, principalmente associadas a fase
mesofilica ( DE BERTOLDI et al., 1982).

2.2.6 Microbiologia da compostagem
A compostagem € um método que pode ser usado para tratar eficientemente

estercos e cadaveres. E definido como um método em que a degradacéo bioldgica

dos residuos organicos sob condi¢cfes aerdbias e que resulta num produto final similar
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ao humus contendo microrganismos, e compostos nao biodegradaveis organicos e
inorganicos que sao resistentes a biodegradacédo rapida. Os residuos compostados
adequadamente sdo eficazes na destruicdo de organismos patogénicos, virus,
bactérias, sementes de plantas daninhas e nematoides (MISRA et al., 2003).

O estudo da microbiologia da compostagem (ICHIDA et al., 2001) envolve trés
conjuntos definidos:

» A microbiologia de auto-aquecimento da matéria organica iUmida, este fenébmeno
muito cedo levou ao conceito de geracdo de calor, como parte do metabolismo
microbiano. Esta foi extensivamente estudada primeiro nos solos de produgéo
agricola, por exemplo, feno e graos.

* A microbiologia de compostagem € de alguma forma relacionada com a
microbiologia do solo e decomposicdo, a fertilidade do solo, o volume de matéria
organica na natureza e a formacgé&o de substancias humicas.

« A microbiologia para o controle de agentes patogénicos em residuos a serem
compostados; da eliminacdo de agentes patogénicos das unidades de compostagem
e do potencial risco de transmitir agentes causadores de doencas em plantas e
animais; e inversamente da capacidade do composto de atuar controlando agentes

patogénicos a plantas presentes no solo.

As bactérias e os fungos estdo presentes e ativos em um processo de
compostagem tipico (GRAY, 1971). Estudos revelaram que os grupos principais de
bactérias no inicio do processo de compostagem sao as bactérias mesoéfilas que
produzem acidos organicos, tais como Lactobacillus spp. e Acetobacter spp.
(GALUKE ,1954). Mais tarde, na fase termofilica, bactérias Gram-positivas tais como
o Bacillus spp. e Actinobacteria, podem tornar-se dominante (DE BERTOLLI et al.,
1980). No entanto, tem sido observado que o processo de compostagem mais eficaz

€ conseguido por comunidades mistas de bactérias e fungos.
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2.2.6.1 Comportamento dos microrganismos durante as diferentes fases
da compostagem

As variacdes de temperatura sdo o reflexo das atividades de populagbes
microbianas sucessivas realizando a degradacdo da matéria organica mais
recalcitrante. Através da Figura 1 podemos ver o tipico comportamento da

temperatura e sua correlacio com 0S microrganismos em um processo de

compostagem.
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Figura 1. Curva correlacionando temperatura e grupos de microrganismos durante a
evolucdo do processo de compostagem (Adaptado de Morgan, J.X. 2003)

» Fase mesofilica:

Durante a primeira fase uma populacéo diversa de bactérias mesofilas e fungos
prolifera degradando principalmente os nutrientes disponiveis e elevando a
temperatura para aproximadamente 45° C. Neste ponto suas atividades cessam as
células vegetativas e hifas morrem e eventualmente sofrem lise, e apenas esporos

resistentes ao calor sobrevivem.
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* Fase termofilica:

Apdés um periodo de laténcia curto (nem sempre perceptivel), ocorre uma
segunda mais ou menos ingreme subida da temperatura. Esta segunda fase é
caracterizada pelo desenvolvimento de uma populagdo microbiana termofilica que
compreende varias espécies bacterianas e fungos. A temperatura 6tima destes
microrganismos € entre 50 e 65 ° C, as suas atividades terminam a 70 - 80 ° C.

» Fase estacionaria:

A terceira fase pode ser considerada como um periodo estacionario sem
significativas mudancas de temperatura, com a producdo de calor microbiano
equivalente a dissipacdo de calor com tendéncia ao equilibrio. Onde a populacéo
microbiana ainda € composta de bactérias termofilicas e fungos.

» Fase de maturacao:

A guarta fase é caracterizada por um declinio gradual da temperatura, tendendo
a ser equivalente a temperatura ambiente. Os microrganismos mesoéfilos que
sobreviveram as altas temperaturas e os invasores do material de arrefecimento
continuam o trabalho dos termofilicos prolongando o processo de degradacdo, na

medida em que se designa.

2.2.6.2 Microrganismos considerados patogénicos

A maior parte da matéria-prima a ser compostada contém patégenos. E um
equivoco considerar que matérias-primas, tais como: residuos de jardim nao
contenham agentes patogénicos, sendo também um erro ndo fazer cumprir 0s
regulamentos de tempo e temperatura de forma obrigatéria aos produtores de este
tipo de composto. Os patdégenos sdo uma grande preocupacdo para os cidadaos que
residem perto de instalagbes de compostagem, bem como uma preocupacéo para a
saude dos trabalhadores. Portanto, as instalagdes onde ocorre esse processo devem
ser projetadas para minimizar a dispersdo de patdégenos. A chave para a

7

comercializacdo do composto é a producdo de um produto in6cuo. H& uma
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necessidade para o publico ter certeza de que o produto é seguro e nao ira prejudicar
a sua saude( EPSTEIN ,1997).

2.2.6.3 Microrganismos patogénicos de grande importancia para a saude

publica e de presencainadmissivel em compostos maduros

» Salmonella spp.

O género Salmonella, € um membro da familia Enterobacteriaceae. Salmonella
sdo organismos complexos que produzem uma variedade de fatores de viruléncia,
incluindo endotoxinas, citotoxinas, e enterotoxinas. As toxinas produzidas por S.
typhimurium sdo as verotoxinas e as enterotoxinas. As manifestacdes clinicas sédo
gastroenterite, a septicemia, ou uma febre entérica, tais como a febre tifdide (DEBBIE,
2009). O organismo € bastante resistente e pode sobreviver no ambiente por longos
periodos de tempo (GUAN e HOLLEY, 2003). Salmonella spp. foi identificada em
fezes de gado, esterco de galinha, dejetos de suinos e cavalos (MURRAY, 1998).
Jones (1980) relatou que o gado saudavel pode excretar ao redor de 107 UFC de
Salmonella por grama de fezes. S. enteritidis foi encontrada no estrume de bandos de
aves, e 0s galpdes com altos niveis de contaminacdo de estrume eram dez vezes
mais propensos a produzir ovos contaminados. Os cavalos diarréicos apresentam o
maior risco de Salmonella spp. gerando contaminacdo do meio ambiente (MURRAY,
1998). A principal fonte de infec¢édo de S. entérica tem sido associada com a ingestao
de alimentos, como brotos de alfafa, suco de laranja ndo pasteurizado, e tomates
contaminados (DEBBIE, 2009).

 Escherichia coli patogénicas (EHEC, EPEC, STEC)

E. coli é classificada dentro da familia de Enterobacteriaceae. Elas sao bactérias
em forma de bastonete, gram-negativas, e podem ser méveis por meio de flagelos. E.

coli € um habitante normal do intestino grosso de animais de sangue quente. A E. coli



17

0157 produtora de shiga toxina: H7 foi identificado pela primeira vez como um agente
patogénico humano em 1982. As shiga toxinas produzidas por este organismo podem
resultar em trés diferentes conjuntos de sintomas: colite hemorragica (diarréia profusa
e gue se torna sangue), sindrome hemolitica urémica (diarréia com sangue, seguido
de insuficiéncia renal) e puarpura trombocitopénica (sintomas semelhantes aos da
sindrome hemolitica urémica com envolvimento do sistema nervoso central). A morte
geralmente ocorre em pacientes com sindrome hemolitica urémica e purpura
trombocitopénica (PELL, 1997). A dose infecciosa humana é acreditado para ser < 10?
células / grama. E. coli O157:H7 foi documentada em gado de leite sendo implicada
como o principal reservatorio em animais jovens (GARBER et al.,, 1999). Kudva e
seus colaboradores (1998) estudaram a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em
estrume. Eles descobriram que os organismos sobreviveram por pelo menos cerca de
cem dias no esterco bovino congelado. No caso de temperaturas de 4 a 70° C a
sobrevivéncia variou de 40 dias a vinte e quatro horas.

No veréo de 2006, a E. coli O157:H7 infectou mais de 120 pessoas a partir de o
consumo de espinafre ensacado. Durante a ultima década, houve vinte casos
notificados de infecc&o por este organismo a partir do consumo de alface, espinafre e
outros vegetais folhosos. Estima-se pelos Centros de Controle de Doencas que mais
de vinte mil casos ocorram anualmente. Varias causas de contaminacdo foram
sugeridas. Estes incluem a agua contaminada por fezes de animais, o uso de esterco
compostado indevidamente, e aplicacdo direta de estrume. Houve varios pequenos e
grandes surtos de veiculagdo hidrica por causa da contaminacdo da agua por dejetos
animais (DEBBIE, 2009).

* Outros Patdégenos

Helicobacter pylorié uma bactéria gram-negativa microaerofilica espiral. Ela esta
associada com Ulceras gastricas e duodenais e é considerada por ser um risco para o
cancro gastrico. Ela causa dor abdominal, anorexia, nauseas e vOmitos.

Possivelmente, é a infeccdo bacteriana crénica mais comum nos humanos. Acredita-
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se que quase 90% de algumas populagcbes de paises em via de desenvolvimento
estdo infectadas (CDC, 2014). A contaminacdo ocorre através da ingestdo de
alimentos e agua contaminados (HASS et al., 1999).

Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-negativa. Encontra-se no solo,
silagem e em plantas. Isso faz com que a doenca seja transmitida por alimentos e tem
sido associada com leite cru, queijos, sorvetes, vegetais crus, carne crua, aves e
peixe cru e defumado. Ela pode causar septicemia, meningite, encefalite, e infec¢des
intra-uterinas ou cervicais. Ela ndo afeta pessoas saudaveis (MCLAUCHIN et al.,
2004).

Cryptosporidium parvum é um protozodario parasita que causa uma doenca
aguda intestinal, traqueal, ou pulmonar em humanos. Ela provoca diarréia, vomito e
perda de peso. Os animais de fazenda sdo as principais fontes de infec¢cdo. Bezerros
infectados podem expelir 1 milh&o de oocistos por dia durante os primeiros 12 dias de
infeccdo e pode resultar em contaminagdo do solo e dos recursos hidricos, Os
bovinos de corte adultos podem lancar entre 6000 oocistos por animal por dia

(ATWILL et al., 2003).

2.2.6.4 Papel das plantas no ciclo de vida dos agentes patogénicos

humanos.

Os inumeros surtos de enterocolite provocados pelo consumo de vegetais
frescos sao testemunho de que S. enterica e E. coli patogénicas tem a capacidade de
persistir e usar as plantas como vetores para depois lograr atingir as células alvo nos
seres humanos (TEOARMINA et al.,1999). No entanto, S. enterica e E. coli
patogénicas nao sdo patdgenos de plantas. Dois trabalhos prévios tém sugerido que
as plantas mostram clorose ou vigor reduzido apés a inoculacdo de S. entérica
(KLERKS et al., 2007; SCHIKORA et al., 2008), mas o postulado de Koch nao foi
observado em nenhum deles.

Em geral, os agentes patogénicos bacterianos entéricos entram nos ambientes
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agricolas através de fezes de animais. As rotas de contaminacdo das culturas por
fezes sdo a agua, solo, compostagem e / ou sementes. A agua pode entrar em
contato direto com as culturas de duas maneiras a irrigacéo ou fertilizantes diluidos.
Os mecanismos de disseminacdo bacteriana sdo semelhantes aos identificados para
os fitopatdgenos de plantas (Figura 2).

[ irmisd cannact betwsmen pathogen g plants () Pentenernial vichies e pathegen in plars

Figura 2. Esquema dos mecanismos de disseminagcdo de doencas bacterianas por
vegetais ao homem ( Tomado de: Barak, Schroeder, Brenda, 2012).

Os patégenos apresentam uma sequéncia caracteristica para a colonizacao
nas plantas o primeiro passo da sequéncia € a atracdo: bactérias patogénicas

humanas sdo capazes de perceber a presenca de nutrientes disponiveis e usar iSso
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para se movimentar ativamente para as plantas com subsequente fixacdo e
colonizacdo. S. enterica € atraida para a rizosfera de alface por uma fonte de carbono
tipo acucar presente nos exsudatos radiculares (KLERKS et al., 2007), muitas
bactérias proliferam na rizosfera das plantas pois aproveitam os nutrientes disponiveis
do solo, essas bactérias podem alcancgar a rizosfera e posteriormente colonizar a
filosfera, além disso, podem-se multiplicar nas plantas oriundas de sementes
germinadas em solos contaminados, sugerindo um caso de quimiotaxia diferencial
para plantas especificas (BARAK et al., 2008).

A persisténcia de patdgenos bacterianos entéricos humanos em campos
agricolas depende de numerosas caracteristicas do solo, tais como a comunidade
residente bacteriana, estrutura do solo e teor de argila. Adubos utilizados pelos
agricultores incluem estercos e lixiviados de animais de fazenda ou residuos da
producdo de lacticinios. Sendo que a E. coli € uma bactéria copiotrofica, sua
sobrevivéncia no solo € mais previsivel, pois 0 solo contém uma proporgédo maior de
bactérias oligotréficas na sua microbiota residente, em comparacao com as bactérias
copiotréficas (FRANZ et al., 2008).

Os mecanismos de sobrevivéncia anteriormente expostos permitem associar 0s
agentes patogénicos em humanos na colonizacdo de plantas. Patégenos inter-reinos
sdo exemplares de pleno éxito em ambos os ambientes, medida pela capacidade de
colonizar, replicar e disseminar entre os hospedeiros vegetais, vertebrados onivoros

humanos e animais.

2.2.6.5 Fungos fitopatégenos

Na agricultura mundial os fungos fitopatogénicos causam doencas em diversas
culturas, sendo responsaveis por grandes perdas. Desde o ponto de vista econdmico,
em termos de frequéncia de ocorréncia e dos danos que podem causar € 0 grupo
mais importante do mundo. Entorno de dois tercos das doengas das plantasséo
causadas por fungos, dos quais se conhecem aproximadamente 10.000 espécies,

sendo que, a maioria € saprofitos obrigatoérios, e perto de 8.000 sdo conhecidos como
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fitoparasitas. Eles provocam ndo sO a perda econbmica, mas também a perda de
producao biologica (GONZALEZ, 1986; FAO, 2004).

O ciclo de vida dos fitopatdgenos transcorre entre plantas hospedeiras e o solo,
portanto, a sobrevivéncia e a patogenicidade do fungo dependem de condicdes
ambientais (temperatura e umidade) e caracteristicas intrinsecas das plantas
(resisténcia) (AGRIOS, 1998). Dentro deste grupo os géneros com maior relevancia

sao: Phytophthora spp., Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp. e Sclerotinia
spp.

e Fusarium spp.: O género Fusarium é um grupo cosmopolita de espécies de
fungos filamentosos que estdo amplamente distribuidas no solo, capazes de colonizar
as partes aéreas e subterraneas de plantas e residuos de plantas e outros substratos
organicos (LOGRIECO et al., 2003).

Muitas espécies de Fusarium sdo consideradas importantes patdgenos
agricolas sendo responsaveis pela podriddao da raiz, murchamente e cancros em uma
grande variedade de culturas, tais como os cereais. Portanto, causando grandes
perdas econémicas na agricultura e na industria de processamento e transformacao
de alimentos para consumo humano e animal, devido a diminuicdo na qualidade.
Além disso, algumas espécies deste género sdo capazes de produzir metabolitos
secundarios conhecidos pelo nome de micotoxinas, que causam doencas graves,
agudas e cronicas em animais e em seres humanos através da ingestdo dos produtos
contaminados (PITT, 2000; GUARRO, 2000).

Nos ultimos anos, algumas espécies deste género estdo ganhando importancia
como patdgenos oportunistas emergentes, capazes de causar infeccbes cardiacas
(GUZMAN-COTTRILL et al., 2004), de pulmdo (PAGANO et al.,, 2005), da pele
(GARDNER et al. 2005) e inclusive os olhos (O'DONNELL et al., 2007) em pacientes
imunocomprometidos. Este tipo de infeccdo esta associado a elevada taxa de
mortalidade em seres humanos, uma vez que eles apresentam uma elevada

resisténcia a agentes antifungicos (CASTON-OSORIO et al., 2008).
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* Rhizoctonia spp.. As formas encontradas no género Rhizoctonia séo
consideradas como um conjunto heterogéneo de taxons de fungos filamentosos que
ndo produzem esporos assexuais e compartiiham uma série de caracteristicas
comuns em seus estados anamorficos. Os organismos pertencentes a este complexo
de espécies sao geralmente fungos do solo, principalmente associados com raizes e,
geralmente patdégenos, embora tenham havido relatos de um numero de espécies
saprofitas e simbioticas. Diversas formas de fungos deste género sao distribuidos em
todo o mundo, tanto em os solos agricolas como em florestais, sendo incluido dentro
dos patdgenos mais relevantes em plantas, pois ocorre em culturas economicamente
importantes, causando doencas foliares e podridéo radicular.

Entre o género Rhizoctonia spp., a complexa espécie multinucleada R.solani
tem sido estudada mais amplamente, por possuir uma ampla gama de hospedeiros de
mais de 250 espécies de plantas e ser capaz de incitar a doenca sob diversas
condi¢cdes ambientais. Este fungo é geralmente recuperado de solos no mundo todo,
€ considerado como um fitopatdgenos muito agressivo, e causador de doenca em
uma grande variedade de culturas de importancia agronémicas, ornamentais e
espécies florestais. (SNEH et al., 1991, GONZALEZGARCIA et al., 2006).

» Pythium spp.: € um género de Oomycetes parasitas, classificado dentro da
familia Pythiaceae. Cada espécie pode infectar uma ampla gama de hospedeiros, em
plantas propiciando doencas radiculares e gerando uma série de prejuizos em
diversos sistemas de produc¢do agricola, conseguindo originar detrimento em culturas
de cereais, bem como plantas ornamentais. Igualmente existem espécies patogénicas
em animais especialmente em peixes ou crustaceos (OWEN-GOING, 2002).

Nas plantas o fungo invade o sistema vascular das raizes e € distribuido
através dos vasos da planta, obstruindo-os e impedindo o acesso da seiva
proveniente das raizes. Provocando flacidez e necrose das folhas, e ao longo do
tempo terminam por colonizar toda a planta. Apesar da podriddo da raiz ser causada

por uma unica espécie do fungo, frequentemente varias espécies sao isolados a partir
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de uma unica planta (CHEN, 1999; DEEP, 1996). Espécies de Pythium podem viver
como saprofitas ou parasitas, embora o papel como agente parasitario, muitas vezes
dependa de fatores externos (ZHANG e YANG, 2000).

e Phytophthora spp.: O género Phytophthora compreende mais de 60
espécies, muito das quais sao patégenos importantes em plantas (ERWIN e
RIBEIRO, 1996). O género Phytophthora estd atualmente classificado na divisao
Oomycota, na ordem Perenosporal e familia Phythiaceae. Ele se adapta a um
intervalo de temperatura muito ampla, entre 6 e 33 °C, embora a maior atividade
parasitaria ocorra entre 18 e 24° C. E muito ativo em solos argilosos, muito imidos ou
com drenagem deficiente, onde produz grande quantidade de zodsporos, que
facilmente penetram os tecidos, iniciando assim a doenca. (CASTRO et al., 2012)

Espécies do género Phytophthora sdo fitopatdgenos devastadores tanto em
agroecossistemas como em ecossistemas naturais (CASTRO et al., 2012).0 género
Phytophthora é responsavel por alguns das mais graves doencas em plantas
(SCHENA e COOKE, 2006), como a podridao radicular da soja (TANG et al., 2011), a
podriddo da raiz de tomate (QUESADA e HAUSBECK, 2010), murchamento da
pimenta (TRUONG et al., 2010), e da morte repentina do carvalho (MARTIN e
TOOLEY, 2003). A maioria das espécies de Phytophthora sdo invasores primarios de
tecidos vegetais saudaveis com capacidade saprofita limitada.

Odsporos séao considerados como o principal propagulo para a sobrevivéncia
do género Phytophthora, sendo a germinacdo de odsporos influenciada pela idade,
nutricdo, temperatura e luz. Se as condicbes ambientais forem favoraveis, 0s
oo0sporos germinam e desenvolvem miceélio ou produzem esporos (WIDMER, 2010).
Algumas espécies possuem hospedeiros especificos, entretanto outros tém uma
ampla gama de hospedeiros e podem causar sintomas semelhantes ou diferentes, em

muitos tipos de plantas hospedeiras.

» Sclerotinia spp.: € um género de fungos na familia Sclerotiniaceae.
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Doencas causadas por Sclerotinia spp., geralmente sdo conhecidas como "mofo
branco", estas conseguem afetar centenas de espécies de plantas, incluindo muitas
culturas de importancia econbmica. O mofo branco € facilmente identificado pela
caracteristica de micélio felpudo branco do patdgeno, que cresce sobre as superficies
dos tecidos aéreos infectados. As hifas produzem enzimas e acido oxalico, criando
lesbes alagadas de agua, frequentemente com uma margem distinta. Sintomas
secundarios: como murchamento, branqueamento e trituracdo também podem ser
observado em tecidos por cima do solo, incluindo talos, folhas, peciolos e 6rgéos
reprodutivos. Os patogenos sao favorecidos por condicdes umidas, frias, mas
mostram surpreendentemente amplas distribuicbes ecoldgicas. Os ascosporos de
Sclerotinia spp. infectam porcdes superiores de plantas conseguindo ocasionar
doengas como pragas de flores, apodrecimento de tronco e do fruto ( HAO et al.,
2003; NIAMBERE et al., 2008).

Uma das espécies de maior relevancia € Sclerotinia sclerotiorum que é um
patégeno de origem do solo, agressivo e necrotrofico, esta entre os patdgenos nao
especificos, globais e devastadores das plantas (PURDY, 1979). Esse patdgeno é
capaz de atacar mais de 400 espécies de plantas, de 75 familias, incluindo muitas
culturas economicamente importantes, tais como leguminosas, oleaginosas e
legumes, e com poucos relatos do patégeno em culturas de cereais importantes
(BOLAND e HALL, 1994). Este patégeno é distribuido em todo o mundo, mas S.
sclerotiorum € mais prevalente em regides temperadas e subtropicais com estacdes
frescas e Umidas (PURDY, 1979).

2.2.6.6 Efeito do compostagem na destruicdo dos patdogenos

Os critérios de tempo e temperatura sdo mais importantes para a destruicdo
eficaz do patdgeno durante a compostagem. Um dos melhores exemplos dessa
relacdo € a pasteurizacao do leite. Aquecer o leite cru de 60 a 63°C, durante vinte a

trinta minutos resulta em pasteurizacdo e destruicdo de organismos patogénicos.
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Somando-se ao efeito da temperatura, durante a compostagem, amoniaco é libertado
e esse composto € também um agente de desinfeccdo. Além disso, a presenca de
bactérias autoctones também podem contribuir para a reducdo do nivel de agentes
patogénicos durante a compostagem. Como foi indicado anteriormente, a desinfecgéo
do produto é um dos principais objetivos de uma boa operacdo de compostagem.
Para que o produto possua alta aceitacdo do publico e ambientalmente correto ele
deve ser seguro e de confortavel aplicagao.

O principal método de desinfeccdo do composto organico € a manutencdo da
temperatura por um tempo adequado. Walke (1975) monitorou a presenca de E. coli,
S. eidleberg e Candida albicans durante o processo de compostagem de misturas de
residuos de cascas. O composto inicial continha estes microrganismos a um nivel de
106 microrganismos por grama de peso seco. Apds 24 horas, os niveis dos micrébios
por grama de peso seco, no material compostado eram: E. coli 11, S. eidleberg 130 e
Candida albicans 620. E 36hs depois verificou-se que ndo permaneceu nenhum
destes microrganismos. Grewal e colaboradores (2006) ndo detectaram E. coli,
Salmonella e Listeria no estrume de gado bovino e de suinos, apés de trés dias de
compostagem, a 55°C. Posteriormente no ano 2007 relataram que a compostagem
termofilica destruiu Listeria e Salmonella em dejetos de suinos. Porquanto é
altamente recomendado a compostagem de estrume destinado para a producdo de
hortalicas, a jardinagem residencial, ou uso como corretivo em solos com baixo
potencial de drenagem.

O problema com as bactérias patogénicas € o potencial de repovoamento de
um material (EPSTEIN, 1997) N&o obstante, isto ndo ocorre com 0s Virus e 0s ovos
de helmintos, eles ndo contaminam novamente o material tratado. Parasitas
obrigatorios inativados em uma fase do processo de compostagem ndo conseguem
voltar invadir esse material (HAUG, 1993). Para impedir o potencial nas bactérias de
povoar novamente algum tipo de material, requeresse a remocdo de sua fonte de
alimento. O melhor método para minimizar este potencial é assegurar-se do que o

composto esta estabilizado. Atingir a estabilizacdo do produto final é importante para
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controlar recrescimento; ademais organismos autdctones sdo muito mais resistentes
do que a maioria dos organismos patogénicos. Epstein e seus colaboradores (1997)
discutiram o aspecto de estabilizacdo e a sua medicéo; indicando que a estabilizacdo
€ um termo que é frequentemente usado como sinénimo de maturidade.

A estabilizagdo € uma funcdo do processo e indica, na medida em que o
processo é realizado, em que intensidade ocorre a decomposi¢do. Enquanto que a
maturidade € um indice quimico e indica o potencial impacto do produto sobre a
germinacao e o crescimento das plantas.

A estabilizacdo é conseguida por meio de cura apropriada. No processo, ha
uma diminuicdo da fonte de alimentacdo, mas também o restabelecimento da
microflora autéctone (HAUG, 1993), condicbes desfavoraveis para o crescimento de
patdgenos.

A possibilidade de recontaminag¢do por patdégenos num produto curado deve
ser evitada. Por isso em grandes operacdes 0s equipamentos estdo separados e sao
utilizados especificamente para as diferentes atividades, havendo pouca
probabilidade de que o equipamento seja utilizado para o tratamento da matéria-
prima, bem como o produto final. Sem embargo em pequenas operagbes de
compostagem nao existe essa facilidade. Por isso, eles precisam desinfetar o

equipamento entre as operagdes (EPSTEIN, 2011).

2.2.7 Estabilidade, maturidade e fitotoxicidade do composto

O composto que ja ndo esta passando por rapida decomposicdo e onde seus
nutrientes estdo fortemente ligados é denominado estavel; composto instavel, ao
contrario, pode tanto liberar nutrientes no solo devido a decomposicado adicional, ou
pode tornar indisponivel o nitrogénio do solo. O termo maduro se refere ao grau de
fitotoxicidade de um composto, enquanto que 0 composto imaturo contera mais
inibidores de crescimento do que o composto maduro (INSAM e DE BERTOLDI,
2007).
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A estabilidade é um estadio na decomposicdo da matéria organica em
decorréncia da atividade bioldgica. Ele é uma funcao do processo e esta muitas vezes
relacionada com o periodo de tempo em que 0 processo é realizado. Quanto mais
estavel o composto, menor ou mais lenta € a atividade biologica. Num produto
estavel, hA menos possibilidades de odores desagradaveis e de reaquecimento.
Quando o composto instavel é aplicado ao solo, a populacdo microbiana contida nele,
vai aproveitar o nitrogénio do solo, que seria normalmente disponivel para as plantas.
Alguns dos indices de estabilidade mais conhecidos séo:

- Teste respirométrico (O, COy)
- Demanda de Oxigénio
- Teste de aquecimento

Maturidade é uma condi¢cdo de quimica organica do composto que indica a
presenca ou auséncia de acidos organicos fitotoxicos. Isto também esté relacionado
com o processo. Enquanto os indices mais utilizados com maturidade se encontram
0S seguintes:

- Concentracdo de amoénio
- Acidos organicos volateis
- Teste de germinacao

Fitotoxicidade refere-se a qualquer substancia, organica ou inorganica, que &
toxica para as plantas. A fitotoxicidade pode néo estar relacionada com o processo,
mas pode indicar que um produto quimico constituiu o material de partida foi incluida
de outro modo no processo, podendo ser prejudicial para as plantas (EPSTEIN,
2011).

A analise tradicional do composto tem-se centrado em NPK (nitrogénio, fosforo
e potassio) e concentracdes de micronutrientes, num esfor¢co por reproduzir as
analises de fertilizantes. O composto, no entanto, € muito mais complexa do que o
fertilizante e o seu valor podem ser significativamente mais importante nas plantas, do

gue a sua contribuicdo mineral para o solo. Seu componente microbiologico determina
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como 0 composto vai atuar como um inoculante no solo e inibidor de doengas de
plantas (INSAM e DE BERTOLDI, 2007).

2.3 Aspectos legais

» Resolucdo CONAMA n° 420, de 28 de dezembro de 2009
“Dispbe sobre critérios e valores orientadores de qualidade do solo quanto a
presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento
ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de
atividades antropicas.”
 Instrucdo normativa MAPA / SDA n° 25, de 23 de julho de 2009
“Normas sobre as especificacbes e as garantias, as tolerancias, o registro, a
embalagem e a rotulagem dos fertilizantes organicos simples, mistos, compostos,
organominerais e biofertilizantes destinados a agricultura, na forma dos Anexos a
presente Instrucdo Normativa.”
 Instrucdo Normativa SDA/MAPA n° 27, de 5 de junho de 2006 (BRASIL, 2013a)
“Os fertilizantes, corretivos, inoculantes e biofertilizantes, para serem
produzidos, importados ou comercializados, deverdo atender aos limites
estabelecidos nos Anexos |, II, lll, IV e V desta Instrucdo Normativa n°® que se refere
as concentracbes maximas admitidas para agentes fitotoxicos, patogénicos ao
homem, animais e plantas, metais pesados toxicos, pragas e ervas daninhas.”
+ Resolucdo CONAMA n° 375, de 29 de agosto de 2006 (BRASIL, 2013b).
“Define critérios e procedimentos, para o0 uso agricola de lodos de esgoto
gerados em estacOes de tratamento de esgoto sanitario e seus produtos derivados, e
da outras providéncias.”
* Canadian Council of Ministers of the Environment (CCME) 2005, Guidelines for
Compost Quality
Em 1996, CCME (Canadian Council of Ministersof the Environment)

desenvolveu diretrizes para produtos de compostagem, num momento em que a
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indUstria de compostagem ainda era relativamente nova. Desde entdo, muitas
indUstrias e municipios tém implementado operacdes de compostagem em grande
escala. A fim de reconhecer os avancos das novas tecnologias e da ciéncia no ano
2005, foi aperfeicoada uma nova revisdo de “Guidelines for Compost Quality”, com a
finalidade de refletir o desenvolvimento e a evolugdo na éarea, para proporcionar
melhor utilizagdo dos recursos biologicos e para proteger o ambiente e a saude
humana.
« Deciséo de diretoria CETESB n° 195-2005- E, de 23 de novembro de 2005

“Dispbe sobre a aprovacdo dos Valores Orientadores para Solos e Aguas
Subterrdneas no Estado de Sao Paulo — 2005, em substituicAo aos Valores

Orientadores de 2001, e da outras providéncias.”
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lll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a qualidade e a seguranca microbiolégica do composto produzido na

FCAV/UNESP a partir de residuos vegetais e animais.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar os contetidos em termos de elementos quimicos de relevancia na

agricultura.

3.2.2 Avaliar a maturidade do composto mediante provas de experimentacao
de germinagao in vitro.

3.2.3 Determinar a presenca dos fungos fitopatogénicos: Phythium spp.,
Rizoctonia spp., Fusarium spp., Phytophthora spp. e Sclerotinia spp.

3.2.4 Estabelecer a presenca de bactérias enteropatogénicas e indicadoras de
contaminacéo fecal no composto.

3.2.5 Determinar os pato-tipos de Escherichia coli, STEC, EPEC, EHEC

através de Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR).
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IV MATERIAIS E METODOS

4.1 Localidade de estudo

O estudo foi realizado com amostras de compostagem da unidade
experimental da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, com coordenadas
geogréficas: latitude 21°14'48” S, longitude 48°16'44” W e altitude média de 557 m.
Composto feito a partir de residuos de poda de arvores, cascas de amendoim,
carcacas de animais (cuja morte nao foi provocada por doencas infecto contagiosas),
residuos produzidos nas atividades de ensino e pesquisa do Hospital Veterinario e

outros departamentos do campus universitario.

4.2 Amostragem

O desenvolvimento do projeto foi realizado com o0 composto que possuia mais
de 150 dias de retencao, havendo atingindo temperaturas superiores a 55° C durante
seu processamento (FONSECA et al., 2013).

As amostras do composto foram coletadas das células de compostagem com
capacidade de 400 L, em pontos diversos de acordo com o esquema da Figura 3,
tomando de cada ponto selecionado, amostras a profundidades de 20 cm, 50 cm e
100 cm em duplicata, sob condi¢cdes de esterilidade, a posteriori foram, combinadas e
misturados para gerar uma amostra composta.

150 cm

-

Figura 3. Esquema mostrando os locais dos pontos utilizados para a coleta do nas
células de compostagem
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4.3 Anélises quimicas
Os contetdos dos elementos examinados foram realizados no Laboratorio de
Bioquimica dos Solos de Departamento de Tecnologia FCAV- UNESP Jaboticabal,
conforme o0s métodos estabelecidos na resolugdo CONAMA 375/2006. Foram
avaliados os teores de elementos determinados na legislacdo para a concentracao

maxima permitida no lodo de esgoto ou produto derivado.

4.4 Avaliacdo da maturidade do composto

Para avaliar o efeito das suspensdes de composto de diferentes concentracdes
no processo germinativo de sementes foi realizado teste fundamentado na
metodologia de Zucconi e seus colaboradores (1985). A partir de uma suspenséao
inicial (p:v) de 1 g de composto em 10 mL de agua estéril foram elaboradas
suspensdes nas proporgdes de 1:5, 1:10 e 1:15 (viv), 15 mL de cada suspenséao
foram depositadas em placas de Petri (em duplicata), juntamente com 5 sementes de
Solanum lycopersicum (tomate) e Lactuca sativa (alface). Placas de Petri contendo
apenas agua destilada e sementes foram usadas como controle. Todas as placas
permaneceram incubadas em camara de germinacéo sob condiciones controladas de
temperatura (22° C) e na auséncia de luz, por 5 dias. Durante esse periodo, a cada
24h, registraram-se as sementes germinadas e a elongacdo das radiculas, foram
consideradas germinadas sementes com radicula igual o superior a 2 mm de
longitude. A partir destes dados determinou-se a germinacdo relativa (% GR), o
crescimento relativo da radicula (% ER) e o indice de germinacéo (IG) segundo Tiquia
(1998):

GR = % de sementes germinadas no extrato x100

% de sementes germinadas no controle

ER = Elongacdo de radiculas no extrato x100

Elongacéo de radiculas no controle
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4.5 Determinacgéo de fungos fitopatogénicos

Para analise dos fungos fitopatogénicos foi preparada uma suspensao (p:v),
inicial de 1 g de composto em 10 mL de agua estéril, a partir dessa suspensao se
preparam outras em proporc¢des de 1:10, 1:100 e 1:1000 (v:v). As suspensodes (100
pL) foram depositadas em placas de Petri contendo meios seletivos e diferenciais
(Tabelal), em duplicata. Posteriormente as placas foram incubadas a temperatura
ambiente e na auséncia de luz, com observacgéo visual para verificar crescimento a

cada 2 dias, por 7 semanas.

Tabela 1. Meios seletivos usados para determinacdo de fungos fitopatogénicos

MEIO FUNGO REFERENCIA
PARP Pythium spp. MIRCETICH AND KRAFT (1973)
KW e Hora Rhizoctonia spp. KO AND HORA (1971)

PCNB Fusarium spp. NASH AND SNYDER (1962)
SFA Fusarium spp. TIO et al., (1977)

PARP -V8 Phytophthora spp. MIRCETICH AND KRAFT (1973)
SSM Sclerotinia spp. STEADMAN et al., (1994)

4.6 Deteccdao de E. coli produtoras de STEC, EPEC, EHEC e
enteropatogénicas humanas

Para a determinacdo de coliformes totais e fecais foi empregada a técnica de
membrana filtrante utilizando o kit para microrganismos heterotroficos (Alfakit,
Floriandpolis-Brasil) segundo as especificagbes do fabricante. Foram preparadas
suspensdes de composto em agua estéril, partindo de uma suspenséo (p:v) de 1g de

composto em 10 mL de &gua estéril, e elaboradas diluicdes sucessivas de 1:10°,
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1:10°e 1:10°. Cada suspensdo foi passada pela membrana filtrante com diametro de
poro de 0,45 um, posteriormente membrana foi incubada em meio seletivo e
diferencial a 37° C e 41° C por 24 e 48 hs. O contagem das UFC foi realizado pela
topologia carateristica de colonias de bactérias desenvolvidas na membrana.

A determinagédo dos pato-tipos de E. coli, STEC, EPEC e EHEC foi avaliada
através da reacdo da polimerase em cadeia PCR usando primers para os genes stx1,
stx2 e eae (Tabela 2); o DNA metagendmico foi extraido usando o kit Nucleo Spin

®Soil, (Macherey Nagel- Alemanha) cumprindo as especificagbes do fabricante.

Tabela 2. Primers usados na determinacdo de E. coli produtoras de STEC,EPEC,

EHEC.
GENE ALVO PRIMER TAMANHO DO AMPLICON

stx1 B54, AGAGCGATGTTACGGTTTG 388bp (BEEBAKHEE et al., 1992)
B55, TTGCCCCCAGAGTGGATG

stx2 B56, TGGGTTTTTCTTCGGTATC 807bp (JACKSON et al., 1987)
B57,GACATTCTGGTTGACTCTCTT

eae B52, AGGCTTCGTCACAGTTG 570bp (JACKSON et al., 1987)
B53, CCATCGTCACCAGAGGA

As condicdes adaptadas usadas para a amplificacdo da PCR (BORGES et al.,
2012) consistiram de: 4 uL de DNA metagenémico do composto [2,05 ng/uL], 0,4 pL
de dNTPs [10 mM ], 2 pL de 10X tampéo (100 mM Tris-HCI, pH 8,8 a 25° C, 500 mM
KCl, 0,8 % [v / v] de Nonidet P40), 1,6 pL de MgCl,[25 mM], 0,8 pL [10 pM] de cada
primer, e 1 unidade de Tag DNA polimerase (Fermentas, Europe).

A fim de confirmar que a amostra de composto ndo apresentava inibidores para
a reacao de PCR, misturou-se em iguais quantidades DNA de controle positivo para
cada gene alvo e DNA metagendmico do composto. Esta mistura foi usada como
DNA molde na PCR que foi realizada sob as mesmas condi¢cdes antes mencionadas.

Para a identificacdo de Salmonella empregou-se o meio Agar MacConkey,

meio diferencial e seletivo utilizado para o isolamento e diferenciacdo de bactérias
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Gram negativas fermentadoras e ndo fermentados da lactose. No meio de cultura a
peptona fornece os nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano, a lactose é
o hidrato de carbono fermentavel, e a mistura de sais biliares e cristal violeta sdo
agentes seletivos que inibem o desenvolvimento de muitos das bactérias Gram
positivas. A fermentacdo da lactose por parte de bactérias como E. coli, Enterobacter
Klebsiella produz acido, o que baixa o pH, isto produz uma mudanca de cor do
indicador de pH (vermelho) e o aparecimento de colonias de cor de rosa ou vermelha.
Por outro lado as bactérias que ndo fermentam lactose como Salmonella, Shigellae
Proteus utilizaram peptona formando amonio, isso leva a o aumentando do pH e
formacéo de col6nias brancas ou incolores.

Com as suspensdes anteriormente mencionadas no estudo dos coliformes,
inocularam-se placas de Petri contendo Agar MacConkey se verteram 100 uL de
suspensao por placa, as placas foram incubadas a 37° C por 24hs. Posteriormente foi
plagueado novamente por esgotamento em Agar MacConkey as colbnias de bactérias
nao fermentadoras (colonias brancas ou incolores) que apresentaram morfologias
diferentes, isso possibilitou a obtencdo de colbnias isoladas. A partir de estas novas
colénias compativeis com Salmonella (ndo fermentadoras de lactose), se prepararam
suspensdes em solucao salina estéril até a obtencdo de uma densidade 6tica (ODggo)
igual 0,5 para entdo se proceder a analise de identificacdo dos possiveis isolados de
Salmonella.

Na identificacdo de espécies de Salmonella foi usado o Kit API® 20E
(BioMérieux - Franca). Esse é um sistema de identificacdo padronizado para
Enterobacteriaceae e outros, bacilos Gram-negativos ndo exigentes e que usa 21
testes bioquimicos miniaturizados e um banco de dados contendo as caracteristicas
das espécies bacterianas. Cada cartela de APl 20E é composta por 20 microtubos
contendo substratos desidratados. Estes testes foram inoculados com a pipeta estéril
na camara de fluxo laminar, com uma suspensdo bacteriana saturada preparada a
partir de uma cultura pura, numa solu¢cdao de NaCl 0,85 %, certificando-se que a

suspensédo estivera homogénea e sem grumos flutuantes de bactérias. A suspensao
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bacteriana foi inoculada em cada poc¢o eliminando as bolhas formadas. Os pocos
identificados com CIT (utilizaco citrato), VP (Voges Proskauer producéo de acetoina)
e GEL (gelatinase) foram preenchidos com a suspensao até ao topo do poco, e 0s
nomeados com LDC (lisina descarboxilase), ODC (ornitina descarboxilase), ADH
(arginina desidrolase), H,S (producdo de H,S) e URE (hidrolises da uréia) foram
completados até o topo com Oleo mineral estéril para criar uma atmosfera de
anaerobioses. Para o processo de incubacdo o qual foi feito na estufa a 37° C por
18hs, o kit providencia uma camara de incubag¢do que apresenta pequenos pocos de
fundo os que ficaram cobertos com agua suficiente para manter a umidade.

Durante a incubacao, o metabolismo bacteriano produz em os pocos alteracoes
de cor devido as rea¢0es bioguimicas acontecidas e outros produzem produtos finais
que tém de ser identificados com reagentes especificos. As reacfes foram lidas de
acordo com a tabela subministrada pelo fabricante (Tabela 3), a identificacdo de
Salmonella é obtida examinando o indice de perfil analitico e usando o software de

identificacdo também fornecido pelo fabricante.

Tabela 3. Tabela de leitura Kit API® 20E (BioMérieux)

Tests Substrate Reaction tested Negative results Positive results
ONPG ONPG* Beta-galactosidase Colorless Yellow

ADH Arginine Arginine dihydrolase Yellow Red/orange
LDC Lysine Lysine decarboxylase Yellow Red/orange
oDC Ornithine Ornithine decarboxylase Yellow Red/orange
CIT Citrate Citrate utilization Pale green/yeliow Blue-green/blue
H,S MNa thiosulfate H,S production Colorless/gray Black deposit
URE Urea Urea hydrolysis Yellow Red/orange
TDA Tryptophan Deaminase Yellow Brown-red
IND Tryptophan Indole production Yellow Red (2 min)
VP Ma pyruvate  Acetoin production Colorless Pink/red (10 min)

GEL Charcoal gelatin Gelatinase No diffusion of black Black diffuse
GLU Glucose Fermentationfoxidation Blue/blue-green Yellow

MAMN Mannitol Fermentation/oxidation Blue/blue-green Yellow

INO Inositol Fermentation/oxidation Blue/blue-green Yellow

SOR Sorbitol Fermentation/oxidation Blue/blue-green Yellow

RHA Rhamnose Fermentation/cxidation Blue/blue-green Yellow

SAC Sucrose Fermentation/oxidation Blue/blue-green Yellow

MEL Melibiose Fermentation/oxidation Blue/blue-green Yellow

AMY Amygdalin Fermentationfoxidation Blue/blue-green Yellow

ARA Arabinose Fermentation/oxidation Blue/blue-green Yellow

‘ONPG = orthonitrophenyl beta-p-galactoside.



37

V RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises Quimicas

Dado que nédo existem versfes definitivas de normatividade especifica para
avaliar a qualidade e biosseguranca microbiologica e quimica da compostagem de
carcacas (WILKINSON, 2007). Os valores achados na amostra analisada foram
confrontados com os valores de referencia da normatividade para lodos de esgoto,
fertilizantes orgénicos e de qualidade no solo da legislacéo brasileira (CONAMA Res
375/2006, MAPA-SDA IN. 27/2009, CETESB IN 195/2005).

Os dados mostram que o0s elementos citados como contaminantes nas
normativas estdo em muito menor concentragdo no composto que as concentragoes
maximas permitidas para lodo de esgoto, para os fertilizantes organicos e para os
valores de referencia que determinam a qualidade de solo (Tabela 4 e 5). Entretanto
os valores dos elementos analisados estdo maiores quando sdo comparados com 0s
valores minimos necessarios para a qualidade dos fertilizantes organicos (Tabela 5).

Comparando os elementos quimicos analisados com a concentragdo maxima
permitida no lodo de esgoto ou produto derivado e com limites maximos de
contaminantes admitidos em fertilizantes organicos, estes apresentam valores em
média 100 vezes abaixo dos niveis maximos de contaminantes permitidos. Entretanto
o célcio, por exemplo, esta em concentracdes muito maiores no composto (406.2 %
ou 4.062.500 mg / kg) do que o minimo que se deseja em um fertilizante organico (1

% ou 10.000 mg / kg) podendo ser usado como corretivo em solos acidos.
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Tabela 4. Elementos analisados comparados com normatividade para lodos de esgoto
e qualidade do solo.

Amostra 'Concentragdo maxima %valores de referencia de
Elemento analisada (mg.kg™, | permitida no lodo de esgoto ou qualidade para solo
base seca) produto derivado (mg.kg™, base (mg.kg™, base seca)
seca)
Arsénio 0.009 41 3,5
Bério 15.84 1300 75
Boro 4.03
Cadmio 0.36 39 <0,5
Calcio 4.062.500
Chumbo 3.34 300 17
Cobalto 11.92 13
Cobre 10.48 1500 35
Cromo 1.49 1000 40
Enxofre 1746.34
Ferro 1851.8
Fosforo 20699.30
Manganés 68.1
Magneésio 1511.6
Mercurio 0.004 17 0,05
Niquel 2.22 420 13
Nitrogénio 2381.7
Selénio 0.045 100 0,25
Zinco 16.7 2800 60

1.CONAMA Resolucéo 375 de 2006, 2. CETESB Decisé&o de diretoria 195 de 2005

,--- N&o especificado
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Tabela 5. Elementos analisados comparados com normatividades para fertilizantes

organicos.

Elemento

Amostra
analisada
mg.kg™ (%)

Limites maximos de
contaminantes admitidos em
fertilizantes organicos

*Teor Total Minimo-%
Fertilizantes organicos

mg.kg™
Arsénio 0.009 20
Bério 15.84
Boro 4.027 (0.0004) 0,03
Cadmio 0.361 3
Calcio 4.062.500 (406.2) 1
Chumbo 3.342 150
Cobalto 11.92 (0.001) 0,005
Cobre 10.48 (0.0001) 0,05
Cromo 1.484 200
Enxofre 1746.34 ( 0,17) 1
Ferro 1851.8 (0.18) 0,2
Fosforo 20699.30
Manganés 68.1 (0.007) 0,05
Mercurio 0.004 1,0
Niquel 2.22 (0.0002) 70 0,005
Nitrogénio 2381.7 (0.24) 0,5
Selénio 0.045 (0.000004) 80 1,0
Zinco 16.7 (0.00167) 0,1

1.MAPA-SDA Instrucdo Normativa N° 27 de 2006, 2. MAPA-SDA Instrugdo Normativa N° 25 de 2009,
--- Nao especificado
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5.2 Avaliacdo da maturidade do composto

Os resultados das provas de maturidade do composto determinados pela
influéncia do mesmo na germinacao de sementes de alface e tomate (porcentagem
de sementes germinadas, germinacédo relativa, indice de germinacgéo IG, elongacao
média da radicula e elongacao relativa da radicula) sdo mostrados nas figuras 4a, 4b,
5a, 5b e 6, respectivamente. A Tabela 6 mostra os valores achados nos teses de a
proba de germinacao.

Em todas as concentracbes testadas se observou uma elongacao da raiz
acima do controle (Tabela 6), entretanto na concentracdo [1:10] as sementes de
alface alcancaram radiculas com a maior elongacdo (Figura 4a,) e igualmente o
maximo porcentagem de germinacéo relativa (Figura 4b), enquanto que nas sementes
de tomate a elongacdo das radiculas foi inversamente proporcional a as
concentracoes testadas (Tabela 6) mesmo assim ficaram acima da elongacédo das
radiculas no controle.

Tabela 6. Germinagéo relativa, crescimento relativo e indice de Germinagéo

Concentragéao (%) Germinacéo (%) Crescimento relativo das INDICE DE
(viv) Relativa raizes GERMINACAO
ALFACE (Lactuca sativa)

[1:5] 83,33 185 154,2
[1:10] 116,6 302,47 302,5

[1: 15] 100 130 130

TOMATE (Solanum lycopersicum)

[1:5] 100 107 107

[1: 10] 100 149,7 149,7

[1: 15] 100 156,6 156,6

Os valores dos testes de maturidade obtidos nesse estudo evidenciam que foi

alcancada a estabilidade e maturidade do composto; as porcentagens de germinacao
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achadas foram iguais e superiores a 100 % (Figura 6), para os dois tipos de sementes

estudados indicando que o composto ndo apresenta toxicidade que possa inibir a

germinacao.
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A estabilidade do composto e maturacdo sdo propriedades integrais que
indicam o grau de decomposicdo de matéria organica e o potencial de fitotoxicidade
causado por uma compostagem insuficiente. Muitas das substancias que se
encontram no composto imaturo podem resultar na redugédo da taxa de germinacao
de sementes e sua magnitude.

A estabilidade e a maturacdo do processo de compostagem podem ser
operacionalmente definidas pela atividade respiratoria e pela fitotoxicidade do
composto, respectivamente (WU et al., 2000). Como a compostagem € um processo
microbiano, a estabilidade do composto e maturidade séo os resultados da atividade

microbiana.

5.3 Determinacao de fungos fitopatogénicos

Usando meios microbioldgicos seletivos e diferencias ndo se observou nem se
isolou os fungos fito-patogénicos pesquisados, Pythium spp., Rizoctonia spp.,
Fusarium spp., Phytophthora spp. e Sclerotinia spp. (Figura 7). Sdo bem conhecidos
diversos mecanismos envolvidos na inativacdo de agentes patogénicos durante a
compostagem, tais como a exposi¢céo ao calor, 0 antagonismo microbiano (incluindo a
producdo de antibidticos e parasitismo), a producdo de &cidos organicos e de
amoniaco e a competicdo por nutrientes (EPSTEIN., 1997). A temperatura é
considerada o fator mais importante na inativacdo de patdgenos, e a maioria de
fungos fitopatogénicos sdo sensiveis a temperatura acima de 50° C, quando esta é
mantida por mais de 72hs. Atividade supressiva contra doencas de plantas
transmitida pelo solo é, em geral, uma propriedade desejavel em corretivos organicos
para solos e substratos para cultura (AVILES et al., 2011), tal efeito dos compostos
pode constituir um valor adicional para este tipo de produto. As fotografias
apresentadas na figura 7 mostram dos testes feitos para a determinacdo dos fungos

fitopatogénicos, todos negativos.



Meio SFA (Fusarium spp)

Meio SSM (Sclerotinia spp)

Meio PARP (Pythium spp)
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Meio PCNB (Fusarium spp)

Meio Ko e Hora (Rhizoctoniaspp)
Figura 7. Meios de seletivos e diferenciais usados para isolamento de fungos

fitopatdgenos transmitidos pelo solo.
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5.4 Deteccéo de E. coli produtoras de STEC, EPEC, EHEC e contagem de
enterobactérias

O numero de coliformes fecais encontrado foi quase 5 vezes abaixo do que o
valor maximo permitido, quando foi comparado com os fertilizantes organicos e lodo
de esgoto ou produto derivado, na regulamentacao brasileira e canadense. Nenhuma
espécie Salmonella spp. de foi detectada pelas duas metodologias usadas: Alfa kit
(Figura 8) e o teste confirmatorio exclusivo para deteccao de bactérias entéricas API
20E de BioMérieux (Figura 9), concordando com o exigido com as normatividades
comparadas (Tabela 6). Consequentemente, nenhuma espécie de Salmonella
interesse em saude publica das espécies Salmonella cholerasius, Salmonella cholera
suissparizonae, Salmonella ser gallinarum, Salmonella serparatyphi,
Salmonellapollorum foram isoladas na amostra analisada (Figura 10), . A
percentagem de identificacdo garantida pelo kit APl 20E de BioMérieux € de
fiabilidade 99,8%.

A contagem de coliformes totais na amostra poderia sugerir uma fonte de
contaminacdo ambiental, isso devido a ubiquidade de coliformes, concordando com o
relatado em um estudo feito por Dunkley e seus colaboradores no ano 2011, que
mostraram a auséncia de E. coli e Salmonella spp. e presenca permanente de
coliformes, em uma amostra desolo sujeito a aplicacdo de composto livre de

coliformes.

Tabela 6. UFC de coliformes totais , fecais e Salmonella spp.

Bactéria UFC "Lodo de esgoto ou ®Fertilizante organico ou Normatividade
Amostra produto derivado condicionador do solo canadense para
composto
Coliformes 1160/g NE NE NE
totais
Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes tolerantes
fecais 220/g termotolerantes<1000 termotolerantes<1000 UFC/g | <1000 UFC/g de ST
UFC/g de ST de ST

Salmonella 0 Salmonella auséncia Salmonella auséncia em 10 g | Salmonella <3 UFC/4g
spp. em 10 g de ST de ST gde ST

NE: ndo especificado *Norma brasileira: 1 .CONAMA Res.375/2006 ; 2.MAPA-SDA IN. 27/2006
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a b

Figura 8. Teste de identificacdo e contagem de coliformes (Alfa kit), a) Mostrando
crescimento de coliformes totais, b) Mostrando colbnias fluorescentes
correspondentes a coliformes fecais.

Figura 9. Placas contendo meio seletivo 4gar MacConkey mostrando isolamento das
diferentes espécies bacterianas
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Figura 10. Resultados de APl 20E (BioMérieux) mostrando perfil bioquimico de
bactérias coliformes e ambientais e apresentando auséncia total de
Salmonella nas amostras analisadas.

O uso de uma estratégia de PCR direta usando marcadores para a deteccao
de genes que codificam para a toxina shiga 1 e 2 (stx; e stx;) e 0 gene eae que
codificam para a intimina, revelou a auséncia de E. coli produtoras de ESTEC , EPEC
e EHEC nas amostras de composto analisadas. Para demostrar que a composicao da
amostra analisada ndo tem efeito inibitorio na amplificacdo da PCR nos genes alvo,
o0 DNA da amostra analisada foi misturado com DNA controle positivo para cada gene
alvo e a amplificacdo foi feita sub mesmas condicbes anteriormente mencionadas.
(Figura 11).

A PCR tem provado ser o método amplamente utilizado para a deteccao rapida
de STEC e EPEC a partir de amostras clinicas, permitindo a deteccdo de genes stx e
eae a partir de amostras que sdao microbiologicamente complexas (VICENTE et al.,

2005). Entre os genes stx1l e stx2, stx2 € considerado o mais importante fator de
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viruléncia associado com doenca humana, pois a toxina shiga é aproximadamente
400 vezes mais toxica para os camundongos que stx1 ( ISLAM et al., 2008). O grupo
das E. coli STEC é sorologicamente diverso e ja foram relatados mais de 200
sorotipos diferentes, em que mais de 100 estdo ligadas a infec¢cdes humanas
(RAMMURTHY, 2008), porém a detecc¢édo sorolégica baseada unicamente no sorotipo
0157:H7 exclui a deteccdo de um grande nimero de outros sorotipos patogénicos. A
inativacdo de microrganismos patogénicos depende diretamente de fatores quimicos
e ambientais, os resultados observados nesse trabalho, baseados na auséncia dos
genes stx1 y stx2 e eae mostraram que uma relacdo C/N entorno de 20 (FONSECA et
al., 2013), evidenciam a inativacdo de E. coli STEC mantendo a fase termofilica por
mais de uma semana a temperaturas entre 55 e 68 °C, concordando com o
observado em estudos de sobrevivéncia do patdégeno apds inoculacdo em amostras
de composto fresco. (SINGH ET AL., 2011)
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Figura 11. Gel agarose 1.3 % com brometo de etidio mostrando produtos de PCR
genes stx1, stx2 e eae. 1. Marcador de tamanho molecular 1kb 2. Amostra
composto gene alvo stxl 3. Controle positivo gene stx1 4. Controle
positivo stx1 + amostra composto 5. Amostra gene alvo stx2 6. Controle
positivo stx2 7. Controle positivo stx2 + amostra composto 8. Amostra
gene alvo eae 9. Controle positivo eae 10. Controle positivo eae +
amostra composto 11. Controle negativo
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O gado bovino € o principal reservatério de E coli O157:H7 e a transmissao
dessa bactéria do gado para os seres humanos ocorre por via alimentar e hidrica.
Embora possa ser observado linhagens de E. coli O157:H7 em outros animais, o gado
bovino tem a maior prevaléncia conhecida, isto devido a que o receptor para stx,
conhecido como Globotriacil - ceramida Gbs, esta presente s6 em bezerros recém-
nascidos no intestino e desaparecem com a idade (PRUIMBOOM-BREES et al.
2000); por outro lado os humanos expressam este receptor no endotélio e no epitélio
renal constantemente.

Estudos demonstraram que se E. coli atingem o solo, via estrume, ou por
escoamento de uma fonte pontual, a bactéria poderia sobreviver, reproduzir e se
mover até dois meses, ameacando desta forma ambientes ndo-alvo (GAGLIARDI;
KARNS, 2000). Uma preocupagdo crescente é a interiorizacdo potencial de
Salmonella spp. e E. coli O157:H7 nos diversos vegetais frescos, pois recentes
estudos evidenciaram que bactérias patogénicas podem ser introduzidas nos vegetais
por vias diferentes durante o processo de crescimento e distribuicdo (GOLDENBER et
al., 2011; HORA et al., 2005). A menos que o esterco seja devidamente compostado,
a pratica cotidiana de aplicagdo do estrume bruto no solo é um potencial risco
biolégico capaz de transmitir agentes infecciosos, incluindo a E. coli O157:H7, para

seres humanos e animais.
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VI. CONCLUSOES

. Agéncias de biosseguranca na Australia, Nova Zelandia, EUA e Canada
tém reconhecido os beneficios potenciais do uso de compostagem de carcacas
guanto para mortalidade cotidiana como para os diversos surtos e identificou este
como um método preferencial na disposi¢éo final para carcacas. (DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, FISHERIES AND FORESTRY, 2005).

. A destruicdo de patdgenos e o controle de vetores que podem transmitir
patégenos sdo fundamentais para uma operacdo de compostagem bem sucedida.
Entretanto de composto proveniente de plantas de compostagem de carcagas animais
esta restrito, devido a o temor de contaminacdo e recontaminacdo por agentes
patogénicos.

. O uso de composto oriundo de carcagas animais tem sido limitando a
solos cujos cultivos ndo sdo destinados para o consumo humano e/ou animal.

. Para poder garantir a inocuidade, e o uso da amostra analisada nos
cultivos de vegetais frescos destinados a o consumo direito humanos, devem ser
feitas determinacGes microbioldgicas e moleculares no composto, solo e plantas que
evidenciem a auséncia de patdgenos virais como o virus de influenza aviaria, e de
bactérias formadoras de enddsporos como Bacillus anthracis,. Além disso, no seu
preparo e ndo devem ser incluidos animais mortos com doencas neurologicas ou
suspeita estes.

Os resultados dos estudos realizados nesse trabalho mostraram que:

. A composicdo quimica do composto analisado mostra que ele esta
dentro dos parametros exigidos pela lei brasileira que regulamentam a qualidade de
adubos organicos e de lodos de esgoto para serem usados como insumos agricolas.

. Os valores de maturidade obtidos em nosso estudo evidenciaram que foi
atingida a maturidade e a estabilidade do composto, o indice de germinacdo foi
superior, indicando que o composto ndo apresenta toxicidade que possa inibir a

germinacgéo.
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. A auséncia de fungos fitopatogénicos do solo na amostra estudada
apoiou as afirmacdes, de que a maioria dos fungos fitopatogénicos sao sensiveis a
temperaturas acima de 50 ° C quando € mantida durante mais de 72 horas.

. Os resultados em contagem achados neste experimento, de coliformes
fecais e Salmonella spp. podem contribuir para a determinacédo dos valores maximos
permitidos na criacdo da regulamentacdo para compostagem de carcacas de animais
no Brasil.

. Portanto baseados nas determinacdes quimicas e microbiologicas feitas
0 composto produzido na planta experimental da FCAV tem seguranca microbiologica
e qualidade, entretanto sua aplicacdo deve ser restrita a culturas de pastagens ou
jardinagens, culturas para produtos destinados ao consumo humano que exigem de
cozimento e para alimentar novas pilhas de compostagem de carcacas.

. E necessario efetuar andlises para a deteccdo de virus e outras
bactérias com grande potencial patogénico, com a finalidade de aumentar o espectro

de uso deste processo e de seu produto final.
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